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Resumen

El pan es un alimento basico en muchos paises, consumido por toda su poblacién
en una amplia gama de productos de panificacion. Se ha encontrado que durante procesos
de horneado y tostado a ciertas temperaturas se puede producir acrilamida, un compuesto
que en determinadas concentraciones es nocivo para la salud.

La acrilamida es un compuesto formado en la reaccion de Maillard, cuando
reaccionan la asparagina y los azures reductores (glucosa) presentes en alimentos con alto
contenido en almiddn, al someterlos a procesos superiores a 120°C y escasa humedad.

Actualmente, los métodos utilizados implican el uso de técnicas cromatograficas de
gases o liquidos con detector de masas, lo que conlleva un proceso preparatorio de la
muestra ademas de un alto coste en tiempo y medios.

En este trabajo se pretende poner a punto un procedimiento para su determinacién
por cromatografia HPLC-UV/Vis con el objetivo de encontrar un método que permita
contrastar los resultados con los obtenidos por espectroscopia NIR (infrarrojo cercano),
realizando medidas en tiempo real, lo que supondria una gran ventaja en la industria
alimenticia.

Para desarrollar un método NIR es necesario realizar multiples medidas
espectroscopicas utilizando herramientas quimiometricas para el tratamiento de datos,
permitiendo establecer asi una relacion entre los resultados obtenidos por los analisis
espectroscopicos y los cromatogréaficos.

Palabras clave: pan, acrilamida, espectroscopia NIR (NISR), HPLC-UV/Vis,
quimiometria



Abstract

Bread is a staple food in many countries, consumed by its entire population in a
wide range of bread products. It has been found that during baking and roasting processes
at certain temperatures, acrylamide can be produced, a compound that in certain
concentrations can be harmful to health.

Acrylamide is a compound formed in the Maillard reaction, when asparagine and
the reducing azures (glucose) present in foods with high starch content react, when
subjected to processes higher than 120°C and low humidity.

Currently, the methods used involve the use of gas or liquid chromatographic
techniques with mass detector, which entails a preparatory process for the sample as well
as a high cost in time and means.

In this work we try to develop a procedure for its determination by HPLC-UV / Vis
chromatography with the aim of finding a method that allows to compare the results with
those obtained by NIR (near infrared) spectroscopy, making real-time measurements. It
would be a great advantage in the food industry

To develop a NIR method it is necessary to perform multiple spectroscopic
measurements using chemometric tools for data processing, thus establishing a
relationship between the results obtained by the spectroscopic and chromatographic
analyzes.

Key words: bread, acrylamide, NIR spectroscopy (NISR), HPLC-UV/Vis,
chemometrics.



1. Introduccién y antecedentes bibliograficos

La acrilamida, desde hace unos afios, ha pasado a ser un compuesto de estudio
debido a sus posibles efectos neurotdxicos, genotoxicos y cancerigenos en seres humanos.
Se produce cuando tiene lugar la reaccion de Maillard, es decir, la reaccion entre la
asparagina y los azucares reductores presentes en los alimentos al someterlos a procesos
de fritura, horneado o tostado. Por esta razdn, alimentos como el pan, galletas, patatas
fritas, cereales, etc. estan siendo estudiados ya que muchos de ellos forman parte de
nuestra dieta diaria.

En este trabajo se pretende llevar a cabo el estudio de la deteccién de la acrilamida
en pan de molde comercial de marca blanca mediante tecnologia NIRS, evaluando su
potencial como herramienta de anlisis aplicada a la industria alimenticia.

Para poder establecer un modelo NIR (Imagen 1) es necesario realizar analisis
quimicos y espectroscopicos. El primero de ellos consiste en proponer un método para la
extraccion de la acrilamida de la muestra y su posterior determinacion por cromatografia
de liquidos (HPLC-UV/Vis), llevandose a cabo en muestras previamente contaminadas
con una concentracion de AA conocida. El segundo andlisis consiste en medir la muestra
contaminada (de concentracion conocida) por tecnologia NIR. Finalmente, con los datos
obtenidos por ambos analisis y mediante herramientas quimiometricas, se establece una
relacion entre los espectros NIR y la concentracion de AA, con el fin de comprobar las
posibilidades del procedimiento para determinaciones, mediante esta técnica, en tiempo
real, permitiendo asi minimizar costes y tiempos de analisis.

Conjunto de
Muestras ; iy
. calibracion

Andilisis Andlisis
espectroscopico quimico

Tratamiento quimiometrico

Modelo de prediccion

NIR

Conjunto de
validacion

Validacion externa

Imagen 1 Esquema de trabajo para el desarrollo del modelo de prediccion NIRL.

Actualmente, las aplicaciones de la espectroscopia NIR abarcan el andlisis de
productos agroalimentarios, farmacéuticos, de fibras textiles, industria quimica y
petroguimica, e incluso aplicaciones médicas, entre otros diversos ambitos.



Por otra parte, el pan es un importante componente alimentario y un recurso
alimentario basico en muchos paises. Es el resultado de la coccion de una masa obtenida
por la mezcla de harina de trigo, sal y agua, fermentada por especies de microorganismos
propias de la fermentacion panaria como el «Saccharomyces cerevisiae».

El pan de molde se elabora con harina de trigo blanco o integral que se enriquece
con azucar, mantequilla y otras grasas y desempefia un papel importante en la dieta
habitual de nifios y adolescentes debido a sus caracteristicas organolépticas. Sin embargo,
tanto en su proceso de elaboracién como en la forma de consumo (horneado o tostado),
existe la posibilidad de formarse compuestos como la acrilamida que, a determinadas
concentraciones, puede ser un posible riesgo para la salud debido a sus caracteristicas
neurotoxicas y cancerigenas. Ademas se ha comprobado que la concentracion de
acrilamida esta relacionada con el grado de tostacion (Imagen 2), es decir, cuanto mayor
es la tostacion, mas oscuro es el pan y mayor contenido de sustancia presenta?.

e

_|_|.
v

Imagen 2 Pan en diferentes grados de tostacion.

1.1. Acrilamida

La acrilamida (prop-2-enamida) o AA, es un compuesto de tipo amida polar,
inodoro, solido y blanco a temperatura ambiente. Posee bajo peso molecular (71,08
g/mol) y es soluble en agua y en otros disolventes como etanol, metanol, éter,
cloroformo.... En estado sdlido es estable a temperatura ambiente, pero puede
polimerizarse al reaccionar con agentes oxidantes formando las poliacrilamidas®*.

ACRILAMIDA ICSC: 0091
Propiedades fisicas

@) Punto fusién 84,5 °C

\\)1\ Densidad (25°C) 1,13 g/cm?3
NH

2 Solubilidad en agua (25°C) 2040 g/L
Tabla 1 Propiedades fisicas de la acrilamida®.

El riesgo para los seres humanos es debido a que su metabolismo hepético (Imagen
3) ocasiona glicidamida (GA)®, un epoxido que puede reaccionar con proteinas (como la
hemoglobina) o con el ADN formando aductos y causar dafios en el organismo debido a
su actividad genotdxica*’.


https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89ter_et%C3%ADlico
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloroformo
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ACRILAMIDA GLICIDAMIDA

Imagen 3 Formacion de glicidamida por medio de una epoxidacion (2,3-
epoxipropionamida).

1.1.1. Acrilamida en alimentos

Esta sustancia esta relacionada con el procesamiento de alimentos ricos en almidén
a altas temperaturas (por encima de 120°C) y con baja humedad®. Entre los alimentos que
pueden reunir estas caracteristicas se encuentran el pan, cereales, galletas, patatas fritas,
etc..., es decir en alimentos que han pasado por un proceso de fritura, asado u horneado.
Ademas se ha demostrado que existen otros factores que influyen directamente sobre la
formacion de esta sustancia, entre los que se encuentran el tiempo de tratamiento, la
temperatura, el valor del pH e incluso el grosor del producto®.

Multitud de organizaciones como: La Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC), la Comision Europea (CE), la Agencia Estadounidense de Proteccion
Medioambiental (EPA), la Conferencia Americana de Higienistas Industriales (ACGIH),
entre otras, clasificaron esta sustancia como probable carcindgeno y mutageno*®. A su
vez, el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2005)
establecié que es un compuesto de caracter neurotdxico™®.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) realizé un informe®!
durante el periodo de 2007 a 2010, donde se describen los resultados del seguimiento de
acrilamida en 25 paises. En este periodo de tiempo, se estudid que la exposicion a la
acrilamida se encuentra en patatas fritas (entre 270-675 ng/Kg), galletas (entre 79-86
ug/Kg), productos de panaderia (entre 75-1044 ng/Kg), cereales (entre 138-149 ug/Kg),
café instantaneo (entre 229-1123 nug/Kg)...etc'?.

Dichos valores hay que contrastarlos con los indicativos establecidos por la CE
(2011)*3, que en el caso del pan, este valor es de 150 pug/Kg*! diario.

Finalmente, EFSA ha determinado que, aunque los estudios epidemiolégicos no
han confirmado que sea un compuesto cancerigeno humano, los niveles de exposicion
actuales suponen una preocupacion con respecto a estos efectos cancerigenos?®.

La CE avalé una serie de medidas voluntarias para reducir la presencia de
acrilamida en alimentos entre las que se encuentran las “ToolBox”, cajas de herramientas
elaboradas por la Confederacion de la Industria Alimentaria en la Union Europea (CIAA),
que detallan los métodos existentes para reducir la acrilamida en los alimentos tras
realizar estudios acerca de su formacion>*®, No obstante, existen otros organismos como
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), la Agencia de Normas
Alimentarias del Reino Unido (FSA), etc..., que también estan implicadas en concienciar
a la poblacion de los efectos de la acrilamida y en disminuir su contenido en los
alimentos®.



1.2. Formacién de acrilamida

1.2.1. Reaccién de Maillard

La reaccion de Maillard® (Imagen 4) implica una cascada de mecanismos por los
cuales se desarrollan el aroma, el color y la textura de los alimentos cocidos. En esta
reaccion tiene lugar la formacion de productos intermedios capaces de formar acrilamida
através de diferentes vias, cuando reaccionan la asparagina y un azucar reductor (glucosa)
en procesos de altas temperaturas y escasa humedad.
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Imagen 4 Reaccion de Maillard. En azul marcada la via 1, en morado lavia 2y en
rosa la via 3192,



El primer paso es una condensacion amino-azUcar entre la aspargina y la glucosa,
formando N-glicosilasparagina (glucosamina), que, tras la pérdida de una molécula de
agua, da lugar a la base de Schiff, el compuesto principal a partir del cual se forma la
acrilamida por distintos mecanismos!®%°:

Por una parte, a partir de la transposicion de la base de Shiff se forma el compuesto

de Amadori, que, tras su descarboxilacion y una posterior B—eliminacion de hidrégeno,
da lugar la AA (Via 1).

Por otra parte, bajo calor, la base de Schiff se descarboxila formando un producto
que, o bien puede hidrolizarse para formar 3-aminopropionamida (3-APA), intermedio
altamente reactivo que puede degradarse aun mas cuando se calienta formando AA
mediante la eliminacion de amoniaco (Via 2); o bien la base de Schiff descarboxilada
puede descomponerse directamente formando AA mediante la eliminacion de una imina
(Via 3).

La formacion de AA por la Via 3 esta relacionada con la temperatura de reaccion,
evidenciandose concentraciones de AA a temperaturas cercanas a 120°C; sin embargo,
por la Via 2 no se presenta AA hasta alcanzar temperaturas superiores a 160°C.

1.2.2. Otros factores que influyen en la formacion de acrilamida

Entre ellos se encuentran el tiempo de tratamiento, la temperatura, el valor del pH
y el grosor del producto*?’.

» Tiempo de tratamiento y temperatura

Cuando el tratamiento tiene lugar entre temperaturas de 120°C y 185°C (y escasa
humedad), la formacion de acrilamida aumenta.

» Composicién quimica de los alimentos

La AA se forma a partir de sus precursores, principalmente azucares reductores y
asparagina. Sin embargo, existen otras moléculas precursoras como 3-aminopropanamida
(3-APA), que también influyen en su formacion.

» pH de los alimentos

Cuanto mas acido es el pH, la velocidad de las reacciones de degradacion térmica
de la AA aumenta. A pH bajo el grupo a-amino de la L-asparagina se protona y como
consecuencia disminuye su potencial nucledfilo.

» Grosor del alimento

Cuanto menor espesor tenga el alimento (en este caso la rebanada de pan) mayor
relacion superficie/volumen, por tanto mayor seré la formacion de acrilamida.



1.3. Métodos de detecciéon de acrilamida: Antecedentes

Habitualmente su deteccion se realiza a través de métodos estdndar como son la
cromatografia de liquidos o gases acoplada a un espectrometro de masas (LC-MS, LC-
MS/MS, GC-MS...)>?%%2 presentando ventajas como alta sensibilidad, especificidad y
repetibilidad, sin embargo, son poco aconsejables debido a su deteccion lenta y al alto
coste del equipo y su mantenimiento.

Existen otros métodos mas rapidos que actualmente estan adoptando interés como
son los métodos de indicacion de color?®, métodos de ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA)?*, métodos basados en biosensores electroquimicos?® o métodos de deteccion
fluorescentes?’. No obstante, para este segundo tipo de métodos se deben analizar
multiples muestras de alimentos y realizar numerosos estudios e investigaciones para
verificar su versatilidad en el futuro.

Sin embargo, existe otro método rapido de deteccion denominado espectroscopia
de infrarrojo cercano (NIRS), que permite la deteccion de acrilamida en alimentos y que
es el utilizado en este trabajo.

1.3.1. Espectroscopia NIR

Desde la década de los 70 se establece como una técnica alternativa a los métodos
quimicos y quimico-bioldgicos tradicionales. El desarrollo de la informatica y la
posibilidad de utilizar ordenadores con mayor capacidad de calculo y memoria, ayudé a
obtener y almacenar gran cantidad de informacion espectral, ya que en el NIR no se
producen picos aislados caracteristicos para cada compuesto, sino que hay superposicion
de bandas correspondientes a diferentes grupos funcionales. Su auge como tecnica de
andlisis fue en los afios 80 y 90 gracias a los avances tecnoldgicos, cuando se hizo posible
el registro de espectros de manera rapida y reproducible (instrumentos de barrido,
interferdmetros. ..)?%?’.
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2. Objetivo y plan de trabajo
Objetivo general:

Realizar una serie de ensayos en base a los cuales poder obtener resultados
preliminares sobre la relacion entre la cantidad de acrilamida previamente afiadida a un
pan de molde, la determinada (previa extraccion) por HPLC/UV-Vis y los
correspondientes espectros NIR.

Plan de trabajo:

I.  Contaminacién de muestras de pan de molde comercial de marca blanca con una
concentracion de acrilamida conocida.
Il.  Extraccion del compuesto mediante diferentes procedimientos.
I1l.  Determinacion y cuantificacion de la acrilamida extraida mediante cromatografia
de liquidos con detector ultravioleta (HPLC-UV/Vis).
IV.  Pre-calibracion NIR:
A. Obtener el espectro NIR de la muestra contaminada.
B. Establecer una ecuacion entre la cantidad de acrilamida afiadida
conocida y el espectro.
V.  Discusion de resultados.

DETERMINACION
CONTAMINACION (HPLC-UV/Vis)

O O O O

EXTRACCION PRE-CALIBRACION NIR
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3. Materiales y equipos
3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos y disolventes

Nombre Caracteristicas
Agua desionizada PURELAB Classic, Elga
Acetona >99.5%, Sigma-Aldrich
Acetonitrilo HPLC, >99.9%, Sigma-Aldrich
Metanol HPLC, >99.9%, Sigma-Aldrich
Acrilamida >99.0%, Sigma-Aldrich
Asparagina >98.0%, Sigma-Aldrich
Disolucion de 2399 de Zn(O-CCHs). / 1L de agua,

R i rrez | i i
eactivo Carrez Sigma-Aldrich

Disolucion de 107g de Ka[Fe(CN)s] *3H.0O / 1L de
agua, Sigma-Aldrich
Tabla 2 Reactivos y disolventes utilizados.

Reactivo Carrez Il

3.2. Equipos
Nombre Modelo
Equipo de ultrasonidos Ultrasonic LC 304
Centrifugadora Allegra 64R, Rotor: F1010
Centrifugadora Centrifuge BEi, sin rotor
Equipo HPLC-UV/Vis Agilent Technologies 1200 Series
Equipo NIR MPA (Multi Purpose Analyzer), Bruker Optics
Agitador vibrador Vibromatic, P SELECTA
Agitador multipuesto OVAN
Balanza analitica Precisa

Tabla 3 Equipos utilizados.

Otro Material

Material habitual de laboratorio: termometros, espatulas, probetas, matraces
aforados, placas de vidrio, etc.
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3.2.1. Equipo NIR

La tecnologia NIR se caracteriza por no necesitar tratamiento previo de la muestra,
ser répida y precisa. Ademas es una técnica no destructiva, que no requiere el uso de
reactivos y es econdémica en cuanto al coste de la medida. Permite el analisis
multicomponente y medir en tiempo real. Sin embargo, el coste del equipo es alto y el
tratamiento de los datos requiere el uso de programas estadisticos.

Esta técnica esta incluida en el campo de la espectroscopia molecular, que estudia la
interaccion de la radiacion electromagnética con la materia. La longitud de onda en el
espectro se mide normalmente en nandmetros y su zona espectral (Imagen 5) esta situada
entre la regién visible y la region infrarroja (entre 800 nm a 2.500 nm). En términos de
frecuencia, la region recoge informacion desde 4.000 a 12.000 cm™.

50.000 cm-! 12,000 cm 4000 cm! 400 ¢m!
i _ FIE
_\—Ra:rl v | Vis NIR | MIE | Microwave
200 nm 350 nm 800 nm 1.500 nm 15.000 nm

Imagen 5 Espectro electromagnético.

Su funcionamiento es el siguiente (Imagen 6): la radiacion electromagnética
utilizada se dirige a la muestra y se modifica de acuerdo con la composicion de esta. La
luz modificada se detecta y las modificaciones espectrales se convierten en informacion
sobre la composicion de la muestra. Esta conversion de algoritmos son las llamadas
“calibraciones”.

Los mecanismos por los cuales la radiacion actla sobre la muestra son reflectancia,
transmitancia, transreflectancia e interactancia-reflectancia. En nuestro caso se ha
utilizado reflectancia difusa.

La reflectancia es mas favorable para muestras sélidas, ya que la radiacion penetra
entre 0.1-1 mm sobre la superficie de la muestra. En este mecanismo, las dos componentes
de la reflexién (especular y difusa), contienen informacion acerca de la composicion de la
muestra, especialmente la componente difusa, por lo que es la base de las medidas en la
region del infrarrojo cercano. La radiacion penetra perpendicularmente unos milimetros
en la muestra y posteriormente es reflejada y recogida por un detector ubicado a 45° del
rayo de luz incidente y en el mismo lado que la fuente emisora. En este caso, el paso 6ptico
es indeterminado.
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Imagen 6 Modo de reflectancia NIR.

La absorcién en el infrarrojo cercano corresponde a sobretonos y bandas de
combinacion de las vibraciones fundamentales observadas en el infrarrojo medio,
existiendo la posibilidad de que las bandas de combinacién correspondan a mas de dos
vibraciones diferentes. Sin embargo, estas vibraciones deben corresponder al mismo
grupo funcional y deben tener la misma simetria. De esta manera, las bandas O-H, N-H,
C-H, S-H, entre otras, se pueden observar debido a su alta absorcion en esta region
espectral.

Por lo tanto, esta tecnologia nos permitiria cuantificar parametros nutricionales
basicos (como proteinas, humedad, grasa, almidon...), 0 bien controlar la calidad del
alimento y determinar los amino&cidos totales y/o digestibles en ingredientes,
pigmentos/color, adulterantes/contaminantes. ..

En este trabajo, el equipo NIR empleado consiste en un espectrometro de infrarrojo
cercano por Transformada de Fourier FT-NIR, que abarca desde 15.000 hasta 3.600 cm’
1 (660-2780 nm), dependiendo del tipo de medida y del detector. Las medidas se realizan
por reflectancia empleando el médulo de esfera integradora, disefiado para la medida
directa de un area de muestra de 15 mm? de diametro, utilizando en este modo un detector
de PbS (12.800-3.600 cm™).

Imagen 7 Equipo NIR utilizado en este trabajo.
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3.2.2. Equipo cromatografico HPLC-UV/Vis

La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La separacion tiene lugar cuando
una fase movil (liquido filtrado y desgasificado para evitar flujos inestables, formacion
de burbujas o interferencia de particulas extrafias) que transporta la muestra, fluye a travées
de una columna que contiene a la fase estacionaria (formada por moléculas de silice o
polimero), de tal manera que la separacion va a depender del grado de interaccion entre
ambas fases. En este caso la deteccion se lleva a cabo con un detector ultravioleta
(UVIVis).

En esta técnica, el analisis cualitativo estd basado en la medida de parametros
cromatograficos (tiempos de retencién) mientras que el analisis cuantitativo esta basado
en la medida de las éareas de los picos cromatograficos que se relacionan con la
concentracion.

_—~ Manipulator
—= Fluids circulation ( ~ _ Samples to fractionate
(] - __Sample injector
~_ Switching valve
Solvents - ‘ :
R I
BREAd
==

-~—

|

—

|
—|—— Fractions collector

\J
OGUD i ' = — Vials containing fractions

- Mixer
Valve
Degasser

High-pressure pump — Purging pump

_Detector (i.e. UV-vis)

Solvent B pump
Solvent A pump

—Separatory column

Waste (

Imagen 8 Equipo cromatografico HPLC-UV/Vis?.

Imagen 9 Equipo de cromatografia HPLC-UV/Vis utilizado en este trabajo.
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4. Parte experimental
4.1. Métodos de extraccion de la acrilamida

Se quiere determinar el contenido de AA en muestras de pan de molde comercial
de marca blanca. Para ello, la sustancia se contamina con una cantidad conocida de
acrilamida y después se lleva a cabo su extraccion mediante diferentes metodologias:
extraccion con agua:acetona en %V (80:20) y los reactivos Carrez | y Il; extraccion con
agua al bafio maria; extraccion con agua y agitacion a temperatura ambiente, y extraccion
con agua y agitacién a temperatura 60°C. Todos los procesos se realizan por triplicado y
se explican a continuacion.

» Preparacion de muestras

El procedimiento para la contaminacion de las muestras en todos los procesos es el
mismo. Se pesan 4 g de muestra que nos garantizan la realizacion de las extracciones y
de las medidas al menos por triplicado y se contaminan utilizando concentraciones de
acrilamida entre 0,1 y 20,0 ppm. Para garantizar el caracter homogéneo de la
contaminacion, se afiade siempre el mismo volumen de disolucidn por gramo de muestra,
en concreto, 1 mL/g.

4.1.1. Extraccién con agua:acetona en %V (80:20) y los reactivos Carrez 1 y 1l
A. Procedimiento experimental

Se pesa 1 g de las muestras tratadas con 1 mL de disolucién de AA de diferentes
concentraciones conocidas, con el objetivo de detectar entre 0,1y 20,0 ppm de acrilamida.
Se afiade un volumen de 8 mL en %V agua:acetona (80:20), se agita durante 30 sy se
centrifuga. Una vez centrifugado se deshecha el sélido que queda en el fondo del tubo y
se afiade a la fase acuosa 1 mL de Carrez | (disolucion de ferrocianuro de potasio) y 1 mL
de Carrez Il (disolucion de acetato de zinc), tornandose la disolucion de un color
amarillento y formandose un precipitado blanquecino resultado de las proteinas, grasas,
hidratos de carbono del alimento y posiblemente del precipitado de ferrocianuro de zinc.
Se centrifuga de nuevo, se desecha el solido y se enrasa a un volumen final de 10 mL.

B. Preparacion de disoluciones patron de acrilamida

Se prepara un patrén de 1000 ppm a partir del cual se preparan otros patrones de
concentracion: 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 200 ppm.
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Extraccion con agua:acetona en %V (80:20) y los reactivos Carrez 1 y 11

1

2

3

Preparacion de las muestras de pan y
las disoluciones patron. Empapar los
4 g de muestra con 4 mL de
disolucion y dejar secar 24 h.

Muestras secas tras 24 h.

Homogeneizar la muestra.

4 5 6
Pesar }g c_je muestra en cada tubo y Agitar todos los tubos Bafio de ultrasonidos durante 5
afiadir 8 mL de la mezcla .
durante 30 s. min.

agua:acetona (80:20).

7 8 9
Centrifugar y desechar el solido. Afiadir Ic;fég?fgzv?f Carrez | Segunda centrifugacion.

Tabla 4 Primer procedimiento de extraccion.
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4.1.2. Extraccion con agua al bafio maria
A. Procedimiento experimental

Se pesa 1 g de las muestras tratadas con 1 mL de disolucion de AA de diferentes
concentraciones conocidas, con el objetivo de detectar entre 2,0 y 20,0 ppm de acrilamida.
Se deposita en un cartucho poroso, se tapa con algodén y se introduce en un Erlenmeyer
con aproximadamente 100 mL de agua desionizada. Se deja al bafio maria durante 24 h'y
posteriormente se filtra, para eliminar posibles impurezas sélidas, con un filtro de poro
de 0,45 um, enrasando finalmente al volumen de 100 mL.

B. Preparacion de disoluciones patron de acrilamida

Se prepara un patron de 2000 ppm a partir del cual se preparan otros patrones de
concentracion 200, 500, 1000, 2000 ppm.

Extraccion con agua al bafio maria

1 2
Preparacion de las muestras de pan y las
disoluciones patron. Empapar los 4 g de muestra Muestras secas tras 24 h y trituradas.

con 4mL de disolucidn y dejar secar 24 h.

Introduccion de la muestra en el cartucho y todo
ello en un Erlenmeyer.

Tabla 5 Segundo procedimiento de extraccion.
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4.1.3. Extraccion con agua y agitacion a temperatura ambiente
A. Procedimiento experimental

Se pesa 1 g de las muestras tratadas con 1 mL de disolucion de AA de diferentes
concentraciones conocidas, con el objetivo de detectar entre 1,0 y 5,0 ppm de acrilamida.
Se afiade a un tubo de centrifuga junto con 8 mL de agua desionizada, se agita durante 90
min y posteriormente se centrifuga 10 min a 4000 rpm. Finalmente se filtra para eliminar
posibles impurezas s6lidas, con un filtro de poro de 0,45 um, enrasando finalmente al
volumen de 10 mL.

B. Preparacion de disoluciones patron de acrilamida

Se prepara un patron de 100 ppm a partir del cual se preparan otros patrones de
concentracion 10, 20 y 50 ppm.

Extraccion con agua y agitacion a temperatura ambiente

1 2
Preparacion de las muestras de pan y las
disoluciones patron. Empapar los 4 g de muestra Muestras secas tras 24 h y trituradas.

con 4mL de disolucidn y dejar secar 24 h.

3

Introduccion de la muestra en un tubo de centrifuga y agitar 90min.

Tabla 6 Tercer procedimiento de extraccion.
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4.1.4. Extraccion con agua y agitacion a temperatura 60°C
A. Procedimiento experimental

Se pesa 1 g de las muestras tratadas con 1 mL de disolucion de AA de diferentes
concentraciones conocidas, con el objetivo de detectar entre 1,0 y 5,0 ppm de acrilamida.
Se afiade a un tubo de centrifuga junto con 75 mL de agua desionizada, se agita durante
90 min a 600 rpm y posteriormente se centrifuga 10 min a 4000 rpm. Finalmente se filtra
para eliminar posibles impurezas sdlidas, con un filtro de poro de 0,45 um, enrasando
finalmente al volumen de 100 mL.

B. Preparacion de disoluciones patron de acrilamida

Se prepara un patron de 1000 ppm a partir del cual se preparan otros patrones de
concentracion 100, 200 y 500 ppm.

Extraccion con agua y agitacion a temperatura 60°C

1 2
Preparacion de las muestras de pan y las
disoluciones patron. Empapar los 4 g de muestra Muestras secas tras 24 h y trituradas.

con 4 mL de disolucion y dejar secar 24 h.

3

Introduccion de la muestra en un matraz y ponerlo en agitacion con T2 60°C

Tabla 7 Cuarto procedimiento de extraccion.
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4.2. Métodos de determinacioén de la acrilamida
4.2.1. Medida con el equipo NIR

Se procede como pre-calibracién, al tratamiento de unas treinta muestras de pan de
molde con diferentes concentraciones de acrilamida, con el objetivo de establecer una
relacion entre la cantidad afiadida y sus espectros NIR. El equipo, dotado de un laser de
He-Ne, emite luz roja con una longitud de onda de 633 nm.

A. Procedimiento experimental

Se toman 4 g de cada una de las muestras contaminadas con concentraciones desde
0,05 hasta 5,00 ppm y se mide su absorbancia, empleando 32 y 64 barridos
(condicionados por las posibilidades del equipo) en un rango de frecuencias comprendido
entre 4000 y 12000 cm™.

B. Preparacion de disoluciones patron de acrilamida

Se prepara un blanco de agua desionizada y una disolucion patron de 100 ppm a
partir de la cual se preparan disoluciones de concentraciones entre 0,05 y 5,00 ppm para
32 muestras de pan.

Espectroscopia NIR
1
Preparacion de las muestras de pan. Empapar los 4 g de muestra con 4 mL de disolucidn y dejar secar 24 h.

Introduccion de la muestra en el equipo NIR. Medida directa de la absorbancia de la muestra.

Tabla 8 Procedimiento de determinacion de acrilamida mediante espectroscopia NIR.
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4.2.2. Calibracion y validacion NIR

Una vez se han realizado las medidas de las muestras de pan contaminadas con
acrilamida mediante el equipo NIR y se ha obtenido su espectro, se procede a realizar la
calibracion del equipo. Debido a que las bandas de espectros NIR son anchas y se
superponen, el desarrollo de aplicaciones cuantitativas se basa en la obtencion de
calibraciones a través de métodos multivariantes para lograr el ajuste lineal de la
informacién disponible. Ademas, las muestras a las que se va a aplicar el modelo
desarrollado han de estar bien representadas en el conjunto de calibracion y deben
presentar todas la misma matriz que la utilizada en la construccion del modelo.

Los modelos de calibracion se han desarrollado mediante regresion por minimos
cuadrados parciales (PLSR), utilizando el software quimiométrico OPUS/QUANT ™
version 7.0 y empleando el método de validacion cruzada. La capacidad de prediccion de
las ecuaciones obtenidas se determina con sus respectivos coeficientes de determinacién
(R?, R%cv), los errores de prediccion (RMSEC, RMSECV) v la desviacion residual de
prediccion (RPD).

Como se ha mencionado anteriormente, se establecen 32 y 64 barridos para la
realizacion de la medida espectral de cada muestra contaminada, con el objetivo de
aumentar el nimero de mediciones y observar si hay diferencias al aumentar el namero
de barridos. Se programa el equipo para que realice la medida por triplicado, aplicando a
cada muestra el nimero de barridos establecidos. Se obtienen seis espectros para cada
muestra, tres de ellos tomados a 32 barridos y otros tres a 64, ambos realizados con una
resolucion de 16 cm™. El tiempo de adquisicion para cada grupo de espectros fue de 10,08
y 20,22 s, respectivamente.

Para la optimizacion del proceso de calibracion se llevan a cabo tres procesos:
1. Anélisis de componentes principales (PCA)

Es una técnica estadistica de sintesis de informacion o de reduccion de la dimension
(nimero de variables). Los nuevos factores (variables latentes) seran una combinacion
lineal de las variables originales, y ademas seran independientes entre si (ortogonales).
En este estudio se manejan unicamente los espectros de las muestras contaminadas y
mediante los graficos de puntuacién (Score Plot) se estudia cuales no pertenecen o se
desvian del conjunto de calibracion.

2. Deteccion y eliminacién de valores atipicos (outliers)

Un valor atipico es una observacion numéricamente distante del resto de los datos.
Las estadisticas derivadas de los conjuntos de datos que incluyen outliers seran
frecuentemente engafiosas, por lo que para su deteccién se emplean la Distancia de
Mahalanobis (que indica como de diferente es el espectro de la muestra del espectro
promedio de la poblacion) y el residuo espectral (que es la diferencia entre el espectro
medido y el que se espera tedricamente a partir del analisis de los factores del modelo de
calibracion).

3. Aplicacién de pre-procesamientos matematicos

Como la sefial de absorcién es a menudo débil (si se compara con todos los efectos
de dispersion), es necesario procesar matematicamente los datos espectrales con el fin de
extraer informacion valiosa de las propiedades quimicas de las muestras.
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» Calibracion del equipo

El programa recoge la informacion de todos los espectros obtenidos para los 32 y
64 barridos de las 32 muestras de estudio anteriormente mencionadas, y proporciona el
error de calibracion (RMSEC) y el coeficiente de determinacion R2.

> Calibracion del equipo con método de validacion cruzada

Consiste en tomar los datos originales y crear a partir de ellos dos conjuntos
separados: un grupo de muestras se saca del conjunto de calibracion y se utiliza para
validar el modelo desarrollado con el grupo de muestras restante. Este proceso se repite
sucesivamente hasta que todas las muestras han sido analizadas. Para establecer el
subconjunto de validacion se excluye un 10% del conjunto de calibracion, en este estudio
el conjunto de muestras de calibracion se divide en subconjuntos de 3 muestras. De este
proceso se obtienen el error en validacion cruzada (RMSECV), el coeficiente de
determinacién R%cv y la desviacion residual de prediccion (RPD). Las mejores
calibraciones se seleccionan en base a los valores mas altos de R%cv y RPD y de menor
RMSECV?.

e RMSECV: medida cuantitativa de la precision del modelo desarrollado y del
coeficiente de determinacion (R%cv), determinado a partir de los valores de referencia
(valor real) frente a los valores predichos por los modelos NIR (valor predicho).

e RPD: relacion entre la desviacion estandar de los datos obtenidos mediante el analisis
de referencia (SD de referencia) y el error estandar de prediccion de validacion
cruzada de los mismos (SECV), cuyo valor ideal debe ser superior a 2,5-3,0. Si bien
en los casos en los que la desviacion estandar (SD) es menor de la unidad, puede no
llegarse a ese valor ideal. Esto ocurre cuando el conjunto de muestras no se encuentra
distribuidas homogéneamente en todo el rango de calibracion.

4.2.3. Medida con el equipo HPLC-UV/Vis

Una vez se ha extraido la muestra con las diferentes metodologias explicadas
anteriormente, se procede al estudio de la concentracion extraida con el objetivo de poner
a punto uno de los métodos de extraccidon utilizados.

Para la medida con el equipo cromatogréafico, en primer lugar hay que determinar
la longitud de onda 6ptima de absorcion de la sustancia. En este caso se utilizo un detector
diodo array y el resultado obtenido fueron 210 nm, valor fijado en el detector ultravioleta
del equipo HPLC-UV/Vis.

En segundo lugar, se determinan las condiciones de la fase movil en base a previos
estudios realizados. Como la acrilamida es un compuesto polar, la fase mévil tiene que
ser polar para extraer el compuesto mas rapidamente, haciéndolo pasar por una fase
estacionaria apolar contenida en la columna. Las condiciones establecidas fueron: 60%
agua, 10% metanol y 30% acetonitrilo.

Una vez determinado el tiempo y el area del pico de la sustancia, para cuantificar
la cantidad de AA que presentan las diferentes disoluciones se realiza el método de
adiciones patron.
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4.2.3.1. Adiciones patrén

Permiten calcular la concentracion de sustancias que se encuentran en una
pequefiisima proporcion del total de la muestra, asi que cuadnto mas baja resulta su
concentracion, esta serd medida con un margen de error mayor.

Es cierto que las muestras estan contaminadas con una concentracion de AA
conocida, por tanto, si el método de extraccién fuera 6ptimo, se deberia detectar la misma
cantidad con la que se ha contaminado el pan. No obstante, nuestra muestra es compleja
y hay que tener en cuenta el efecto matriz ya que la existencia de interferentes (proteinas,
acidos grasos, carbohidratos de carbono... no eliminados tras su extraccion) influiria en
su medida. Para poder cuantificar cuanta acrilamida se ha extraido de verdad, se necesitan
realizar adiciones patron sobre la muestra.

A. Procedimiento experimental

Después de su extraccion, se aflade 1 mL de la disolucion de acrilamida extraida a
un matraz aforado de 10 mL. A continuacion se realizan adiciones de 1.0, 2.0 y 5.0 mL
de concentraciones 2,0 y 20,0 ppmy finalmente se enrasa al volumen establecido (Imagen
10). Las concentraciones de interés son 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0 y 10.0 ppm. Finalmente, se
miden las muestras por HPLC-UV/Vis en las condiciones establecidas anteriormente
(60% agua, 10% metanol y 30% acetonitrilo).

MUESTRA |
|
lle lml‘ lml‘ lml‘ lml‘ lml‘
10mL — -
lmll 2 mL imll lml‘ 2mlL 511]]_‘
2 ppm 20 ppm

Imagen 10 Procedimiento de adiciones patron.
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5. Resultados y discusion

El alimento de estudio es pan de molde comercial de marca blanca, cuya
informacidn nutricional (Anexo C: Etiqueta nutricional del producto utilizado) se recoge
en la Tabla 9.

Informacioén nutricional

(valores medidos por 100 g)

Valor energético 1,102 kJ / 261 kcal
Grasas 4,59

de las cuales Saturadas 19
Hidratos de carbono 45 g

de los cuales Azlcares 60

Fibra alimentaria 4,19
Proteinas 8,1¢g

Sal 1,39

Tabla 9 Valores nutricionales del pan de estudio.

También puede contener grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas (como omega 3
y omega 6), vitaminas (A, Bs, By, C...), minerales (fosforo, hierro, magnesio...),
triptofano (aminoacido que forma las proteinas), etc.

El porcentaje de hidratos de carbono (45%) corresponde principalmente al almidon
(CsH100s)n, un polisacarido compuesto por amilosa y amilopectina. No obstante también
presenta un 6% de azucares (glucosa, fructosa, sacarosa...) y un 4,1% de fibra, un
compuesto formado por celulosa, glucosa, galactosa, arabinosa, sustancias pépticas, etc.
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5.1. Anélisis quimico
5.1.1. Resultados de la extraccion

Tras llevar a cabo la extraccién de la acrilamida a partir de las cuatro metodologias
diferentes y realizar las adiciones patron, el resultado del % de sustancia extraida se
recoge en la Tabla 10.

e Procedimiento 1: Extraccién con agua:acetona en %V (80:20) y los reactivos Carrez
Lyl

e Procedimiento 2: Extraccion con agua al bafio maria.

e Procedimiento 3: Extraccion con agua y agitacion a temperatura 60°C.

e Procedimiento 4: Extraccion con agua y agitacion a temperatura ambiente.

Concentraciones % de acrilamida extraida

afiadidas (ppm)  Proced. 1 Proced. 2 Proced. 3  Proced. 4
1 ; - - 43,45 7,08
2 9,78 4,42 5,05 9,41 7,97
5 3,44 4,20 4,57 7,03 7,97
10 - 2,02 5,73 - -
20 1,44 2,28 1,19 - -

Tabla 10 Resultados obtenidos para las cuatro metodologias utilizadas para la
extraccion de la acrilamida.

En los procedimientos 1, 2 y 3 se observa que a mayor concentracion de acrilamida,
mayor es su retencion en el alimento.

En el procedimiento 1, el uso de los reactivos Carrez ocasiona la formacion de un
precipitado blanquecino de ferrocianuro de cinc, junto a las proteinas, carbohidratos,
etc..., lo cual puede causar la retencion de la acrilamida por adsorcion. Se observa que al
aumentar 10 veces la concentracion, se aumenta aproximadamente 10 veces la retencidn.

En el procedimiento 2, lo que se hace es una extraccion con agua a unos 60°C
durante 24 h. Se observa que los valores obtenidos son constantes, en torno al 4-5%, pero
con muy bajo rendimiento.

Con el procedimiento 3, se obtiene la mayor cantidad extraida (43,45%) para bajas
concentraciones, sin embargo para altas concentraciones el rendimiento sigue siendo
muy bajo, del orden del 7%.

Finalmente, el procedimiento 4 proporciona una extraccion mas o menos constante
de la sustancia, en torno al 8%.

De todo lo anterior, concluimos que los resultados en cuanto a la extraccion de la
acrilamida para concentraciones superiores a 2 ppm en muestras de pan son de muy bajo
rendimiento; no obstante para bajas concentraciones, los resultados mas satisfactorios son
los obtenidos con el procedimiento 3, con agua Yy agitacion a temperatura 60°C.
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5.1.2. Cromatogramas obtenidos con HPLC-UV/Vis

Como se ha explicado anteriormente (4.2.3), la longitud de onda dptima de
absorcion fueron 210 nm vy las condiciones de la fase movil fueron: 60% agua, 10%
metanol y 30% acetonitrilo.

Se determinaron el tiempo y las areas del pico del compuesto y se realizaron
adiciones patron para cuantificar la cantidad de AA que presentan las diferentes
extracciones. Las medidas se contrastaron con los correspondientes blancos en cada caso.
Los resultados obtenidos se recogen a continuacion.

En primer lugar, las Iméagenes 11y 12 recogen informacion de dos disoluciones de
acrilamida de diferentes concentraciones (20 y 200 ppm) en agua desionizada. En ambos
casos se observa un pico predominante en torno a 1,5 min, asi como un aumento en la
intensidad del pico y en su area cuando se aumenta su concentracion.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (MARTAACRILAMIDADO621.D)

/ P o)
mAU Acrilamida 20ppm

4534

8

> 1.066
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Imagen 11 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 20 ppm de acrilamida
en agua desionizada.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (MARTAVACRILAMIDAOCE22.D)
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Imagen 12 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 200 ppm de acrilamida

en agua desionizada.

A continuacion y en relacion al primer procedimiento de extraccion, se midio una
disolucion de 200 ppm de acrilamida en agua:acetona en %V (80:20), observandose en la
Imagen 13 el pico de la AA en 1,5 min y un nuevo pico a 1,9 min que, en principio, podria

ser la acetona .

VWD A, Wavelength= 210 nm (PAULAVON 1 ADO0304 D)
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Imagen 13 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 200 ppm de acrilamida

en de agua:acetona en %V (80:20).
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Para comprobar que el pico corresponde al disolvente, se midié una disolucién de
agua:acetona en %V (80:20), verificandose en la Imagen 14 que efectivamente, el pico
de 1,9 min corresponde a la acetona.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (TFGADRIAN\ION 1A000302 D)
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Imagen 14 Cromatograma correspondiente a una disolucion de agua:acetona en %V
(80:20).

También se realizaron medidas de los reactivos Carrez | y Carrez Il en una
disolucion de agua:acetona en %V (80:20), observandose en la Imagen 15 que sus picos
salena 1,3 miny 1,6 min.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (PAULAVION1A000331.0)
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Imagen 15 Cromatograma correspondiente a una disolucion de los reactivos Carrez | y
Il en agua:acetona en %V (80:20).

29



Otro compuesto de interés fue uno de sus precursores, la asparagina. La Imagen 16
recoge informacion de una disolucién de 50 ppm en agua desionizada, observandose un
pico predominante en torno a 1,2 min, asi como otros picos que se atribuyen a impurezas.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (MARTAVACRILAMIDADO4ES D)
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Imagen 16 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 50 ppm de asparagina
en agua desionizada.
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4+ PRIMER PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION
Extraccion con agua:acetona en %V (80:20) y los reactivos Carrez | y II.

En la Imagen 17 se pueden observar los picos correspondientes a los reactivos
Carrez 1 y 1l (1,3 y 1,6 min), la acetona (1,9 min) y la acrilamida (1,5 min), que se
corresponden con los blancos realizados anteriormente. Ademés también aparecen mas
picos probablemente debidos a otros componentes presentes en este tipo de pan.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (PAULAVION1AO00306.0)
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Imagen 17 Cromatograma correspondiente al primer procedimiento de extraccion.
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4+ SEGUNDO PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION
Extraccién con agua al bafio maria.

En este caso, la Imagen 18 recoge informacion de los picos correspondientes a la
asparagina (1,2 min) y la acrilamida (1,5 min), que se corresponden con los blancos
realizados anteriormente. A diferencia que en el caso anterior y como es légico, no hay
picos a 1,3 min 1,6 min y 1,9 min, que se atribuian a los reactivos Carrez y a la acetona.
Al igual que en el caso anterior, también aparecen mas picos correspondientes a otros
componentes de este tipo de pan.

VW1 A, Wavelength=210 nm (MARTAVACRILAMIDA00481.D)
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Imagen 18 Cromatograma correspondiente al segundo procedimiento de extraccion.
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+ TERCER PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION
Extraccién con agua y agitacion a temperatura 60°C.

La Imagen 19 muestra el pico de acrilamida (1,5 min) y asparagina (1,2 min),
diferenciandose con los procedimientos 1 y 2 en el uso de agitacion a temperatura de
60°C, obteniendo una mejor extraccion de la muestra para bajas concentraciones. Al igual
que en los casos anteriores, se extraen otros componentes de este tipo de pan.
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Imagen 19 Cromatograma correspondiente al tercer procedimiento de extraccion.
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4+ CUARTO PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION
Extraccién con agua y agitacion a temperatura ambiente.

De la misma forma que en el procedimiento 3, se lleva a cabo la extraccion con
agitacion pero a temperatura ambiente, obteniéndose un resultado menos satisfactorio que
en el caso anterior. En la Imagen 20 se puede observar la acrilamida (1,5 min), la
asparagina (1,2 min) y otros componentes de este tipo de pan.
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Imagen 20 Cromatograma correspondiente al cuarto procedimiento de extraccion.
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+ Adiciones patron

Las adiciones patrén se realizaron afiadiendo concentraciones de 0.2, 0.4, 1.0, 2.0,
4.0y 10.0 ppm a la disolucion de muestra extraida. En este caso, la Imagen 21 muestras
los cromatogramas obtenidos tras las adiciones de 0,2 y 10,0 ppm sobre una de las réplicas
extraidas con el procedimiento 4 (Extraccion con agua y agitacién a temperatura
ambiente).

En ambos casos, se observa el pico de acrilamida en torno a 1,5 min, asi como un
aumento de su intensidad y de su &rea cuando se aumenta su concentracion.
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Imagen 21 Cromatogramas correspondiente a las adiciones patrén de 0,2 y
10,0 ppm, realizadas sobre una muestra (extraida) con el cuarto procedimiento de
extraccion.
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5.2. Resultados de la calibracion NIR

Se realizaron diferentes calibraciones para mediciones espectrales en modo
reflectancia a distintos nimeros de barridos (32 y 64), con una resolucion de 16 cm™ sobre
un conjunto de 32 muestras de pan de molde. Para el analisis quimiométrico, el método
de regresion aplicado fue el analisis por minimos cuadrados parciales (PLSR).

En la Imagen 22 se observan los espectros obtenidos de las muestras medidas,
presentando una forma muy similar en tamafio y pico en la misma region de frecuencias
del espectro electromagnético, entre 4.000 12.000 cm™™.
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Imagen 22 Espectros NIR de 32 muestras de pan de molde obtenidos por reflexion a 32
barridos con una esfera integradora de 15 mm? de area.

5.2.1. Analisis quimiométrico

Para la evolucion de los modelos predictivos, se llevo a cabo un PCA para las 32
muestras (empleando 32 y 64 barridos) tanto de los espectros por triplicado como del
promedio de los mismos (Imagen 23). Después se identificaron y eliminaron los valores
atipicos (outliers) y finalmente, se realizo la evaluacion por validacion cruzada.
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Imagen 23 PCA para 32 muestras de pan de molde empleando 32 barridos, tanto de los
espectros por triplicado (izg.) como del promedio de los mismos (dcha.). En todos los
casos se representa PCL1 frente PC2.
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Los valores verdes y azules corresponden a 29 muestras medidas el mismo dia,
siendo el azul el blanco. Los valores rosas corresponden a 3 muestras medidas otro dia
diferente en las mismas condiciones (haciendo un total de 32 muestras). En ambos
analisis, se observa que las muestras medidas el mismo dia y el blanco se integran en un
mismo conjunto, mientras que las muestras del segundo dia se encuentran alejadas, por
lo que estas tres muestras se excluyen del conjunto de calibracion, teniendo un total de
29 muestras finales para realizar la calibracion con método de validacion cruzada.

Empleando 64 barridos los resultados son similares, no aporta informacion
relevante con respecto a la de 32. No obstante, si el nimero de muestras fuera bastante
mayor aportando muestras medidas en diferentes dias, los espectros obtenidos podrian
integrarse en el mismo conjunto de calibracién.

Los resultados obtenidos en los tres mejores modelos en cada caso (32 y 64
barridos) se recogen Tabla 11. En dos de ellos se utilizaron los tres espectros tomados
consecutivamente sobre la misma muestra en las mismas condiciones, mientras que en el
otro modelo se empleo el espectro promedio de las tres medidas.

Los resultados que se obtuvieron empleando el espectro promedio fueron mejores.
Por un lado, se promediaron las diferencias que podian aparecer en las tres medidas
espectrales tomadas (aunque hubieran sido tomadas de forma consecutiva), como por
ejemplo el calentamiento de la muestra tras la primera exposicion al laser de la sonda; y
por otro lado, se tomo en cuenta que se asociaba un Unico espectro al valor de referencia
del parametro. Ademas, el calculo del espectro promedio de una muestra reduce el ruido
espectral, ya que este es considerado aleatorio.
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VALIDACION

CALIBRACION
N.° de CRUZADA
Parametro . Modelo
barridos N.°de Rango de . Factores
. Pre-procesamiento R? RMSEC R%v RMSECV RPD
muestras frecuencias PLS
9403.8- 6094.3 o )
32 3 espectros 32 Normalizacion vectorial (SNV) 9 9151 0456 5154 1.03 1.44
5454.1-4597.8
32 3 espectros 29 9403.8-4597.8 Correccion de dispersion multiplicativa 8 88.36 0.502 6585 0.814 1.71
Acrilamida 32 promedio 29 9403.8-4597.8 = Primera derivada + Sustraccion de linea recta 8 95.39 036 73.09 0.722 1.93
(ppm) 64 3 espectros 32 7506.1-4597.8 Primera derivada + Sustraccion de linea recta 9 80.83 0.686 @ 65.73 1.19 1.25
9403.8- 6094.3 .
64 3 espectros 29 Sustraccion de linea recta 6 65.13 0.858 @ 65.92 1.2 1.16
5454.1-4597.8
64 promedio 29 7506.1-4597.8 Primera derivada + Sustraccion de linea recta 7 78.84 0.753 | 69.46 1.17 1.19

Tabla 11 Resultados obtenidos en calibracion y validacion para el parametro acrilamida.
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Los gréficos de los valores predichos por NIR frente a los obtenidos en el
laboratorio (valores reales) se recogen en la Imagen 24, donde se observan dos lineas de
tendencia: la verde seria lo ideal (R? = 1), mientras que la azul es la obtenida en este
trabajo, con un R? = 0,8553, es decir, que el error entre ambos graficos es
aproximadamente del 15%.

Prediccién vs Verdadero / AA afadida-32 [ppm] / Validacion cruzada
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Imagen 24 Gréfico de prediccion NIR: Valores predichos frente a reales en los
modelos medidos para 29 muestras de pan de molde a 32 barridos.

Para la validacion del modelo, la Imagen 25 recoge los mejores resultados
obtenidos. La ecuacion requiere un total de 8 factores PLS para obtener un error de
prediccion de 0,722 ppm, un coeficiente de correlacion del 73,09% y una capacidad
predictiva de 1,93.

RMSECV vs Rango / AA afiadida-32 [ppm] / Validacion cruzada

g

[
153
|

|
148
[m]

143 o
138
133
128
123
118

113

1.08 o
1.03
098
093
088
0.83 =
078 L
073

068 T
D 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105

Rangode Rec.:8 R2=73.09 RMSECV=0.722
Validation No 2+ Val.4_32prom-3.q2

Imagen 25 RMSECYV frente a Rango.
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6. Conclusiones

>

Se han realizado diferentes procesos para la extraccion de acrilamida en muestras de
pan de molde comercial de marca blanca. La mayor cantidad recuperada para
concentraciones del orden de la ppm es de un 43,45% y se obtiene utilizado extraccion
con agua en agitacion a temperatura de 60°C.

Se pone a punto un método para la determinacion de acrilamida en muestras de pan
de molde por cromatografia de liquidos HPLC-UV/Vis. Se obtiene un pico
perfectamente identificable en torno a 1,5 min. El limite de deteccién LOD es del
orden de 0,12 ppm y el de cuantificacién LOQ del orden de 0,39 ppm.

Se realiza una pre-calibracion para la determinacion de acrilamida en muestras de pan
mediante tecnologia NIRS, observandose en el grafico de prediccién un error de un
15% para un estudio sobre treinta muestras. Asi mismo, se obtiene un error de
prediccién de 0,722 ppm y un coeficiente de determinacion del 73,09 %.

Propuesta de estudio

>

Realizar los mismos experimentos sobre muestras de pan horneado o tostado, con el
objetivo de poder determinar su concentracion exclusivamente por medidas NIRS, lo
que implicaria un gran avance en el control de la industria alimenticia.
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8. Anexos

8.1. Anexo A: Listado de imégenes

Imagen Texto Pag.

1 Esquema de trabajo para el desarrollo del modelo de prediccidn 5
NIR.

2 Pan en diferentes grados de tostacion. 6

3 Formacion de glicidamida por medio de una epoxidacion (2,3- ,
epoxipropionamida).

4 Reaccion de Maillard. 9

5 Espectro electromagnético. 13

6 Modo de reflectancia NIR. 14

7 Equipo NIR utilizado en este trabajo. 14

8 Equipo cromatografico HPLC-UV/Vis. 15

9 Equipo de cromatografia HPLC-UV/Vis utilizado en este trabajo. 15

10 Procedimiento de adiciones patron. 24

11 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 20 ppm de 7
acrilamida en agua desionizada.

12 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 200 ppm de 28
acrilamida en agua desionizada.

13 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 200 ppm de 28
acrilamida en de agua:acetona en %V (80:20).

14 Cromatograma correspondiente a una disolucion de agua:acetona en 29
%V (80:20).

15 Cromatograma correspondiente a una disolucion de los reactivos 29
Carrez 1 y Il en agua:acetona en %V (80:20).

16 Cromatograma correspondiente a una disolucion de 50 ppm de 30
asparagina en agua desionizada.

17 Cromat_ograma correspondiente al primer procedimiento de 31
extraccion.

18 Cromat_ograma correspondiente al segundo procedimiento de 39
extraccion.

19 Cromat_ograma correspondiente al tercer procedimiento de 33
extraccion.

20 Cromat_ograma correspondiente al cuarto procedimiento de 34
extraccion.
Cromatogramas correspondiente a las adiciones patrén de 0,2 y 10,0

21 ppm, realizadas sobre una muestra (extraida) con el cuarto 35
procedimiento de extraccion.
Espectros NIR de 32 muestras de pan de molde obtenidos por

22 reflexion a 32 barridos con una esfera integradora de 15 mm? de 36

area.
PCA para 32 muestras de pan de molde empleando 32 barridos,
23 tanto de los espectros por triplicado (izq.) como del promedio de los 36
mismos (dcha.). En todos los casos se representa PC1 frente PC2.
24 Gréfico de prediccion NIR: Valores predichos frente a reales en los 39
modelos medidos para 29 muestras de pan de molde a 32 barridos.
25 RMSECYV frente a Rango. 39
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8.2. Anexo B: Listado de tablas

Tabla Texto Péag.
1 Propiedades fisicas de la acrilamida. 6
2 Reactivos y disolventes utilizados. 12
3 Equipos utilizados. 12
4 Primer procedimiento de extraccion. 17
5 Segundo procedimiento de extraccion. 18
6 Tercer procedimiento de extraccion. 19
7 Cuarto procedimiento de extraccion. 20
8 Procedimient_o de determinacidn de acrilamida mediante 21

espectroscopia NIR.
9 Valores nutricionales del pan de estudio. 25
10 Resulta_dos obtenidc_)s para las cuatro metodologias utilizadas para la 26
extraccion de la acrilamida.
1 Resultados obtenidos en calibracién y validacion para el parametro 38

acrilamida.

8.3. Anexo C: Etiqueta nutricional del producto utilizado

Informacion nutricional:
Valores medios por 100 g

Valor energético: 1102 kJ / 261 kcal

Grasas: 459
de las cuales Saturadas:

Hidratos de carbono:
de los cuales Azticares:

Fibra alimentaria:

Proteinas:

Sal:
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