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Resumen

La dieta humana juega un papel importante en la salud. Algunos alimentos
desarrollan compuestos nocivos durante su procesamiento, los cuales pueden generar
desordenes en el organismo tal como toxicidad, dafios neuroldgicos, cancer entre otros.
La Acrilamida (AA) es un compuesto cancerigeno que puede ser generado durante el
procesamiento de los alimentos a altas temperaturas, 120°C o mas. Dicho mondmero es
analizado principalmente por medio de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas o bien a través de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC); sin embargo, se requieren técnicas confiables, baratas y rapidas para su
deteccion, los métodos electroquimicos cumplen con estas caracteristicas, por lo que
fueron empleados en el desarrollo de la presente investigacion. El uso de la técnica se
fundamenta en que la molécula de AA es capaz de electro-polimerizarse a traves de su
reduccion catédica en la superficie del electrodo (A mayor cantidad de AA
polimerizada, mayor concentracion). Se realiz6 el andlisis del estandar mediante
voltamperometria ciclica (VC) sobre electrodos de carbdn vitreo (cv), cv-dendrimeros e
impresos de carbono modificados con nanotubos de carbono de pared sencilla
(NTbCPs). La papa frita es considerada como un sistema modelo en el que se genera la
AA, por lo que los analisis en muestra real se llevaron a cabo en este tubérculo. Los
electrodos NTbCPs mostraron ser los mas eficientes. Se realizd una cuerva de
calibracion del estandar empleando NThCPs, 10-200 uM (y=0.0093x (mM)+0.9187, r?
=0.993, n=5). El limite de deteccion calculado como S/N3 y el limite de cuantificacion
(S/N10) fue de 0.03 mM and 0.04 mM, respectivamente. Se realizaron estudios de
interferencia con los principales precursores de AA, los cuales no muestran cambios
significativos en su respuesta. Se logro la deteccion y cuantificacion de AA en el
extracto de papa frita mediante NTbCPs (29.7+0.2 mg/Kg). De igual manera, se realizd
el anélisis a través de HPLC, La concentracion detectada fue 23.9+0.1 mg/Kg. La
técnica electroquimica tiene grandes ventajas sobre el método convencional tal como el
empleo de pequefios voliumenes de muestra, analisis rapido y amigable con el medio

ambiente.

Palabras clave: Acrilamida, papas fritas, Técnicas electroquimicas.
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de la relacion alimentacién-salud ha dado lugar al anélisis de
compuestos presentes en alimentos que generan dafio al organismo humano. De esta
manera se ha logrado tener informacién amplia sobre el tipo de alimentacion que debemos
seguir para mejorar la salud y evitar enfermedades crénico-degenerativas. Sin embargo,
estos estudios no son suficientes y se complementan con aquellos enfocados al andlisis de
los compuestos presentes en los alimentos de manera natural como en los generados

durante los tratamientos de proceso que pudieran ocasionar efectos toxicos.

En los alimentos procesados pueden generarse diversos tipos de contaminacion y una de
ellas es la quimica que puede provenir de medios externos o de la reaccion de compuestos
existentes inicialmente que al ser expuestos a cambios fisicos 0 quimicos tienen como
producto final un compuesto toxico capaz de generar enfermedades posteriores. A estos
compuestos se les denomina contaminantes quimicos derivados del procesamiento.
Algunos de ellos son las aminas heterociclicas, hidrocarburos aromaticos policiclicos,

nitrosaminas y la acrilamida (2-propenamida).

La acrilamida (Figura 1) es un producto quimico, un polvo blanco cristalino que solubiliza
en agua, etanol, metanol, dimetiléter y acetona. Se usa en la industria para sintetizar
poliacrilamida principalmente en el tratamiento de agua potable, en el procesado de la
pulpa de papel, para retirar solidos en suspension de las aguas residuales de la industria,
como aditivo en cosméticos, acondicionador de suelos, procesado de minerales, y en la
formulacion de agentes selladores para diques, tlneles, represas y alcantarillados. También
se emplea en los laboratorios como gel para cromatografia (Valenzuela y Ronco, 2007,
Moreno et al., 2007). Asi, estos productos al ser capaces de contener al monémero aislado,

se convierten en fuentes de exposicion a la acrilamida (Jiménez et al., 2007).
I

RN
CH NH

2

Figura 1. Estructura quimica de acrilamida.

1



2. ANTECEDENTES

La acrilamida es toxica y tiene propiedades mutagénicas y carcinogénicas, también puede
ocasionar dafios al sistema nervioso incluso a bajas concentraciones y se clasifica como un
pro-cancerigeno en humanos (LoPachin, 1994, Costa, 1992). La Norma Oficial Mexicana
clasifica a la acrilamida como carcindgeno en animales y sugiere que no es posible que
cause cancer en humanos excepto en niveles de exposicion elevados. Recomienda el
cuidado absoluto de los trabajadores de tal manera que se expongan al monémero lo menos
posible (NOM-010-STPS-1999).

En el Cuadro 1 se muestran diferentes clasificaciones de la acrilamida en cuanto a su
peligrosidad. La categoria 2 de la Union Europea indica que los compuestos deben ser
tratados como si fueran carcindgenos en humanos y la Clasificacion Noruega de
carcinogenos los clasifica dependiendo de su capacidad para inducir tumores (Moreno et
al., 2007).

Cuadro 1. Clasificacion de la acrilamida de acuerdo a su peligrosidad

Origen de la clasificacion Clasificacion

Agencia Internacional de | Probable carcindgeno para los

Investigacion sobre el Cancer | humanos

(IARC, 1994)

Unidn Europea Mutageno y cancerigeno en la
categoria 2

Unidn Europea toxico para la reproduccién en
la categoria 3

Clasificacion noruega de | Carcindgeno de alta potencia

carcindgenos

Moreno et al., 2007

Se han realizado andlisis que demuestran que la administracién prolongada de este
mondmero induce tumores en ratas y ratones, mientras que cuando los estudios fueron
realizados en células de mamifero se encontr6 que la acrilamida es capaz de dafar el
material genético (Valenzuela y Ronco, 2007). En ratas expuestas a dosis de 2 mg/kg en
agua potable hubo generacion de tumores en tiroides, testiculos, glandulas adrenales y
mamarias. La acrilamida puede también generar tumores en cerebro, médula espinal y otros
tejidos (OMS, 2002).



La acrilamida es una molécula altamente hidrofilica y esto la hace capaz de unirse a los
grupos nucleofilicos como los de la guanina con lo cual se genera neurotoxicidad
(Lopachin, 2004, Atay et al., 2005). La neuropatia periférica es uno de los principales
problemas que resulta de la formacion de dichos aductos. Los efectos neurotdxicos
causados por la acrilamida se deben a que ésta inhibe el transporte quinésico axonal rapido
y la neurotransmision (Friedman, 2003, Otles, 2004).

2.1 FUENTES DE EXPOSICION A LA ACRILAMIDA Y NIVELES MAXIMOS PERMITIDOS

Anteriormente se pensaba que la exposicion a la acrilamida se daba Unicamente por
cuestiones laborales; sin embargo, en 2002 la Agencia Sueca de Seguridad Alimentaria
informo que habian sido detectados altos niveles de acrilamida en ciertos alimentos ricos en
almidén que eran procesados a altas temperaturas (mas de 120 °C); como papas fritas o
asadas, galletas y pan (Swedish National Food Authority, 2004). Los niveles excedian
ampliamente las recomendaciones de 0.5ug/kg de la OMS para agua de consumo y de los
10 pg/kg de la legislacion europea sobre migracion quimica en envolturas plasticas. Estos
resultados fueron rapidamente confirmados por diversas agencias de seguridad alimentarias
y organismos mundiales de control alimentario (International Agency for Research on

Cancer, 1994). En el Cuadro 2 muestra el indice de ingesta diarios tolerables de acrilamida.



Cuadro 2. Valores de Ingesta Diaria Tolerable (IDT) de acrilamida

Organismo IDT
OMS en 1985 12 ng/kg de peso corporal | Debido a los resultados
por dia encontrados de
neurotoxicidad generada
en ratas expuestas a
dosis repetidas del
mondémero
OMS en 1996 0.5 pg/L en agua potable Correspondiendo a la
ingesta de 1 pg/dia
suponiendo un consumo
de 2L diarios de agua
OMS en 2002 NOAEL (Nivel con Efecto Para neuropatia por
Adverso no Observado) 0.5 acrilamida
mg/kg de peso corporal por
dia
OMS en 2002 NOAEL 2 mg/kg Para afecciones en la
fertilidad (mayora que
para neuropatia
periférica)

OMS, 1985; OMS, 1996; OMS, 2002

La FDA (Food and Drugs Administration, por sus siglas en inglés) ha regulado el uso de
acrilamida y poliacrilamida en los alimentos. El agua con més de 10 mg/L de
poliacrilamida puede ser empleada para lavar o pelar frutas y vegetales, pero el monémero
de acrilamida no debe exceder del 0.2%. Las resinas de acrilamida que se pueden afadir al
agua como vapor pueden tener contacto con los alimentos. Es por esto que el mondmero
no debe exceder del 0.05% en peso. La poliacrilamida y los polimeros de acrilamida se
pueden emplear en las capsulas de gelatina y en los envoltorios o envases de los alimentos,
respectivamente, siempre y cuando el mondmero no esté presente en una cantidad superior
al 0.2%.

Debido a que no es posible determinar un nivel de exposicién a la acrilamida se debe
asumir que su presencia incluso en cantidades muy bajas produce riesgos a la salud
(Valenzuela y Ronco, 2007). La norma NMX-AA-137-SCFI-2007 menciona que los

productos no deben contener mas de 250 mg de acrilamida por kg de producto.



Por otra parte, en el caso de personas que se encuentran en contacto constante con este
mondmero, la mayoria de ellos pueden estar expuestos a una concentracion promedio de
acrilamida de 0.03 mg/m®, en una jornada de ocho horas diarias y una semana laboral de
cuarenta horas, sin sufrir dafios a su salud y de 0.06 mg/m® como maximo de manera
continua, durante un periodo superior a quince minutos, con intervalos de al menos una
hora de no exposicion entre cada periodo (NOM-010-STPS-1999). Los trabajadores mas

expuestos pueden desarrollar cancer de pancreas (OMS, 2002).

2.2 MECANISMO DE FORMACION DE LA ACRILAMIDA

Se han propuesto diversos mecanismos de la formacion de acrilamida (Cuadro 3) sin
embargo, el mas aceptado es el de Stadler en el 2004 (Figura 2). En éste se enfatiza la

formacion de N-glicésidos al inicio de la reaccion de Maillard como intermediario clave.

Cuadro 3. Mecanismos reportados de formacion de acrilamida
Mecanismo Autor
Descarboxilacion de la base de Schiff via el

intermediario oxazoidin-5-ona,

tautomerizacion al producto descarboxilado Yaylayan et al., 2003

de Amadori y posterior B-eliminacion.

Descarboxilacion de la base de Schiff y

anclaje heterociclico de la imina. Zyzak etal., 2003

Acido acrilico + NH3 Stadler et al., 2003

Acroleina + asparagina, acroleina + NHjs,

acido acrilico + NHs Yasuhara et al., 2003

Acido acrilico + 2-propenal — reaccién con
NH3

Intermediario clave: N-glicosilados Stadler et al., 2004

Vattem y Shetly, 2003
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La principal via de formacion de la acrilamida en alimentos esta vinculada a la reaccion de
Maillard y en particular al aminoacido asparagina. El primer paso critico es la reaccién
amino-carbonilo de la asparagina y el componente carbonilo, preferentemente el a-
hidroxicarbonilo como azlcar reductor, con lo que se produce el correspondiente glico-
conjugado que a elevadas temperaturas se deshidrata y genera la base de Schiff como
intermediario clave. Estos compuestos son relativamente estables en condiciones de baja
humedad. Sin embargo, en un sistema acuoso la base de Schiff puede hidrolizarse a los
precursores o recomponerse al compuesto de Amadori, que no es un precursor eficiente en

la formacion de acrilamida, este mecanismo se muestra en la Figura 2 (Stadler et al., 2004).

De este modo, la acrilamida se genera a partir de los azucares reductores y el aminoécido
asparagina (Mottram et al., 2002, Stadler et al.,, 2004, Becalski et al., 2003).
Recientemente, se demostré que la principal via de formacién de acrilamida en los

alimentos involucraba la participacion de ambas moléculas (Yasuhara et al., 2003).

Lo anterior explica la formacion del mondémero principalmente en alimentos que contienen
grandes cantidades de azucar y aminoacidos. La fructosa, comparada con la glucosa, genera
mayor cantidad de acrilamida en condiciones de baja humedad. Las investigaciones
apuntan que, entre los aminoacidos, la asparagina es el principal reactante en sistemas ricos
en carbohidratos. En las papas el contenido de este aminoacido representa el 40% de su

total lo cual hace a esta matriz especialmente sensible (Serpen y Gokmen, 2009).

No se sabe exactamente a qué temperatura se forma la acrilamida; sin embargo, no se ha
encontrado esta sustancia en alimentos preparados a temperaturas inferiores a 120° C,
incluyendo los productos hervidos. La comida no debe cocinarse en exceso, pero si lo
suficiente para destruir las bacterias patdgenas. Los tratamientos térmicos de esterilizacion,
fritura, tostado, horneado, etc., alcanzan temperaturas de hasta 220° C. Estos procesos
llevan intrinsecas una serie de transformaciones en el alimento que conducen a la
formacién de nuevos compuestos que inciden, de manera general, en la aceptabilidad del
producto por el consumidor. Sin embargo, el empleo de altas temperaturas en combinacion

con otros factores externos al alimento, pueden dar lugar a la formacion de algunos



compuestos toxicos que reduzcan el valor bioldgico, incidiendo en la seguridad de los

mismos (Jiménez et al., 2007).

En un estudio sobre la estabilidad de la acrilamida a diferentes temperaturas encontraron
que a 160 °C hay una disminucion del 95%. Calentando a 180 °C también baja su
concentracion de forma gradual con el tiempo de calentamiento. El andlisis fue realizado a
temperaturas por debajo de 160°C (para las cuales no se presentan resultados
significativos), 160°C, 180°C y 200°C, las disminuciones fueron 95%, 90% and 80%
respectivamente. Estos resultados se atribuyen a la posible polimerizacion de la acrilamida.
Este compuesto no es muy estable, el almacenamiento durante tres meses de una solucion
de acrilamida en condiciones de oscuridad a 25°C en solucion disminuye su concentracion
enun 87% (Adams et al., 2010).

Por su parte el pH juega un papel importante en la concentracion de acrilamida. En muchas
investigaciones se han utilizado soluciones amortiguadoras. La solucién a emplear debe
elegirse de manera cuidadosa ya que esta puede generar interferencias en el analisis. Asi
por ejemplo una solucién amortiguadora de fosfatos puede acelerar la degradacion de
azucares. Por lo tanto si se emplean fosfatos en los analisis de reacciones modelo en la
generacion de acrilamida, los resultados se veran afectados generando respuestas engafiosas
pues una menor concentracion de este compuesto podra ser apreciada.

Adams et al., estudiaron el efecto del pH sobre la concentracion de acrilamida en una
solucion amortiguadora de fosfato. El porcentaje de acrilamida disminuye conforme el pH
es mas alcalino. De este modo su presencia baja de 87% a pH 3 a 49% a pH de 9. En tanto
que sin la solucion amortiguadora la cantidad del monémero presente es cerca del 90%.
Esto puede deberse a que a pH elevado se favorece la polimerizacion de dicho compuesto a
través de una catdlisis lenta. Si la concentracion de este amortiguador se aumenta, la
disminucion en el porcentaje de acrilamida es mayor (Adams et al., 2010). Esto explica

porqué el pH basico en los alimentos es capaz de disminuir la concentracion de acrilamida.

Adams y colaboradores realizaron también un estudio de comparacion entre diferentes
soluciones amortiguadoras entre ellas citrato, bis-tris y tetraborato. Los resultados no

fueron mejores que con el amortiguador de fosfato ya que generaron una mayor
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disminucidn en la concentracion de acrilamida, Cuadro 4, (Adams et al., 2010). Al respecto
Hidalgo y colaboradores en el 2010 analizaron el efecto de los mercaptanos en la
concentracion de acrilamida a diferente pH y sus resultados fueron similares a los de
Adams y colaboradores en el mismo afio. Es decir, también mencionan que la cantidad de
acrilamida generada se ve disminuida cuando los anlisis se realizan a valores de pH més
altos (7 y 9) (Hidalgo, et al., 2010).

Cuadro 4. Efecto de las soluciones amortiguadoras citrato, bis-tris, tetraborato y fosfato
sobre la estabilidad de la acrilamida (2.8 mM) después del calentamiento, a 180°C durante
2 hr, a diferentes valores de pH.

Tipo solucion pH Acrilamida Desviacion
amortiguadora remanente (%) estandar (n=3)
Fosfato 3 87.05 1.57
Citrato 3 44.19 1.26
Fosfato 7 70.63 2.12
Bis-tris 7 69.18 0.85
Fosfato 9 49.51 3.61
Tetraborato 9 27.96 0.89

Adams et al., 2010

Hidalgo y colaboradores (2010) realizaron un estudio sobre el efecto de los mercaptanos
(benzil mercaptano y N-acetilcisteina) para obtener un mejor entendimiento del mecanismo
de reaccion a traves del cual los aminoacido influyen en la formacion de acrilamida en los
alimentos. Ellos encuentran que la acrilamida en presencia de los mercaptanos disminuye
de manera proporcional a la concentracion de estos. De modo que solo el 15% del
mondmero queda como remanente cuando es analizado en presencia de una concentracion
de 20uM del mercaptano. El estudio se realizé bajo una atmosfera de nitrégeno durante 30

minutos a una temperatura de 180°C.

2.3 ACRILAMIDA EN ALIMENTOS

La Organizacion de Alimentos y Agricultura asi como la Organizacion Mundial de la
Salud, FAO (por sus siglas en inglés)/OMS, advierten que la exposicién a la acrilamida
puede ser mayor en la poblacién infantil, dos a tres veces mas que en adultos, debido a sus
habitos alimenticios (OMS, 2002).



En un andlisis realizado en Holanda se estudi6 el contenido de AA en algunos productos tal
como papas fritas tipo chips, galletas, tostadas, pan de centeno, papas fritas congeladas,
cereales de desayuno, leche en polvo, cacahuetes tostados, tortitas, pan de jengibre. La
cantidad de acrilamida detectada alcanzaba valores de hasta 3.100 mg/kg. Los alimentos
con las tasas mas altas fueron las papas fritas de aperitivo, las papas fritas muy cocinadas,

las botanas y el pan de jengibre (Jiménez et al., 2007).

Por otra parte, un estudio sobre el consumo de diferentes alimentos contaminados con
acrilamida en la poblacion polaca revela que el contenido medio de este contaminante va de
11 a 3647 ug/kg de producto, y que una poblacién con edad entre 1 y 96 afios tiene una
exposicion media de 0.43 pg/kg de peso corporal por dia. En esta poblacion el consumo de
pan genera el 45% de la ingesta de acrilamida, las papas fritas y crujientes 23% vy el café
tostado 19% (Mojska et al., 2010).

El uso de bicarbonato aménico como agente gasificante y la presencia de altas cantidades
de glucosa o fructosa favorecen la formacion de acrilamida. Los alimentos dietéticos
contienen grandes cantidades de fibra, en éstos se han detectado concentraciones mas
elevadas de dicho mondmero en comparacion con los tradicionales (Morales et al., 2008).

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de acrilamida detectado en diversos alimentos.

Cuadro 5. Niveles de acrilamida detectados en diferentes alimentos

Tipo de alimento Concentracion
(ng/kg)
Polvo 170-351
Turco 29-75
Café Instantaneo 42-338
Tostado 12-29
elaborado 3-13
Sin elaborar 37-539
Lacteos Leche en pplvo <30
Yogur liquido
Polvo 15-90
Chocolate Liquido ND- 909
Aguas embotelladas, 50

soda, té
Moreno et al., 2007
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La ingesta de acrilamida por medio de aguas de consumo contaminadas con ésta podria
suponer un aporte de 0.25 pg/dia maximo. El humo de tabaco es otro medio de
contaminacién y se considera como la principal via de exposicion. Un cigarro produce entre

1y 2 g netos de acrilamida (Morales et al., 2008).
2.3.1 ACRILAMIDA EN PAPAS

La acrilamida se forma especialmente en los alimentos que contienen altas cantidades de
azlcares y pocas proteinas. Los principales alimentos contaminados con este compuesto
son papas fritas, café, pasteles, galletas dulces, panes y tostadas (International Food Safety
Authorities Network, INFOSAN, 2005).

La papa, uno de los alimentos con grandes cantidades de azucares, s un tubérculo cuyo
nombre cientifico es Solanun tuberosum. Previo a su consumo debe siempre pasar por un
proceso térmico tal como la fritura, horneado o cocido. Todo esto para lograr generar en
dicho alimento las caracteristicas organolépticas que le hacen agradable a la vista y gusto
del consumidor ya que muchas veces es precisamente el tratamiento térmico el que concede
a la papa y a los alimentos en general, el color, sabor, olor y textura caracteristicos y
deseables (Stadler et al., 2004). La aplicacion de altas temperaturas en el proceso de
alimentos es capaz de promover el desarrollo de compuestos benéficos a la salud como los
antioxidantes (Lingnert y Wailer, 1983). Sin embargo, la generacion de compuestos
favorecedores no es el Unico proceso que tiene lugar ante esta practica ya que la generacion
de compuestos nocivos también es desarrollada bajo tal condicion (Gokmen y Palazoglu,
2008). Las papas crudas no contienen acrilamida, pero si una gran cantidad de sus

precursores, asparagina libre y azucares reductores (Williams et al., 2005).

Mojska y colaboradores (2010) realizaron un analisis sobre el contenido de acrilamida en
muestras de papas fritas (de bares y restaurantes), crujientes y fritas (de productos pre-
cocinados o procesados en el laboratorio). De estos grupos de estudio, las papas crujientes
presentaron el valor mas alto de contenido de acrilamida, 699 pg/kg. Por otra parte las
papas fritas preparadas en el laboratorio presentaron un contenido de 641ug/kg. La

exposicion a acrilamida a través de las papas depende de la poblacién que la consume. Asi
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las papas fritas y crujientes generan el 14% del mondmero en la poblacion de 19 a 96 afios

mientras que en nifios y adolecentes de 7 a 18 afios produce 42%.

Los compuestos precursores de acrilamida presentes en las papas son principalmente los
azucares reductores, glucosa y fructosa, y el aminoéacido asparagina la cual, puede generar
acrilamida por si sola a causa de su degradacién (Serpen y GoOkmen, 2009). Las
concentraciones de asparagina en papas frescas estan alrededor de 2000 y 5000 mg/kg
(Gokmen et al., 2007) y las de los azlcares reductores entre 100 y 3000 mg/kg después de
la cosecha. Pero, si son almacenadas a bajas temperaturas pueden llegar a 20000 mg/kg
(Amrein et al., 2003).

El alto contenido de almidon en las papas las hace susceptibles a la formacion de
acrilamida durante su proceso y se genera durante la reaccion de Maillard (Granvogl et al.,
2006, Mottram et al., 2002, Zyzak et al., 2003; Stadler et al., 2004).

2.3.2 ACRILAMIDA EN CAFE

El café es una bebida ampliamente consumida en la que se ha detectado la presencia de
acrilamida. Esta se forma durante el proceso de tostado, la concentracion de este monémero
depende entre otras cosas de la variedad del café y aun no existe una metodologia para
disminuir sus niveles de azucares reductores (Biedermann-Brem et al., 2003, Rydberg et
al., 2003, Taubert et al., 2004,).

El café es una de las principales fuentes de exposicion a la acrilamida debido a que es una
bebida altamente consumida, por ejemplo, en Suecia contribuye en un 39% al consumo
total de acrilamida (Svensson et al., 2003). En café tostado y molido se han detectado
concentraciones de 45 a 539 ug/kg (Senyuva y Gokmen, 2005); sin embargo, existen
reportes que demuestran que en el café la concentracién de este monémero disminuye con
el paso del tiempo (Honicke y Gatermann, 2005). A su vez, el café aporta un 64% del
consumo de antioxidantes (Svilaas et al., 2004). Otros estudios han demostrado que la

concentracion de acrilamida en el café puede ser disminuida con un tostado mas intenso
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que puede obtenerse al aplicar temperaturas mas elevadas. Sin embargo esto genera
cambios en las caracteristicas organolépticas finales y una disminucion en su capacidad
para atrapar radicales ademas de que temperaturas extremas se pueden generar otros
compuestos también indeseables (Summa et al., 2007). La exposicion a temperaturas
extremas provoca una coloracion mas oscura en el alimento pero, a la vez disminuye la
formacion de acrilamida por el fendmeno de polimerizacion o degradacion (Rydberg et al.,
2003; Taubert et al., 2004; Gokmen and Senyuva, 2006). La concentracién de acrilamida
presente en el café depende principalmente del tipo de tostado que se aplica y de la
preparacion del café.

En el tostado la formacion de acrilamida es directamente proporcional al incremento de la
temperatura, sin embargo como se ha mencionado antes a temperaturas extremas (solo en el

caso del café) se ha comprobado una disminucion (Summa et al., 2007).

Por otra parte la concentracion del mondmero dependera también de la cantidad de agua y
de como se prepara la bebida. Asi en el café expreso su generacion es mucho menor. Esto
se debe a que el contacto de los granos tostados de café, en los cuales ya se ha generado la
acrilamida, es muy rapido con el agua de esta manera hay menos oportunidad en la

acrilamida de disolverse y pasar como parte del producto final (Soares et al., 2006).

Algunos cafés son la mezcla de dos especies, ardbica y robusta. Estudios han reportado que
en la primera, la formacién de carcindgeno(s) es menor. Por lo que en estos casos, la
presencia del contaminante en estudio dependera también de los porcentajes mezclados de
cada especie. Desde luego la cantidad de la bebida consumida es importante en la
concentracion de acrilamida ingerida, pues ésta se incrementa de manera proporcional
(Alves et al., 2010).

Mojska y colaboradores (2010) realizaron estudios sobre el contenido de acrilamida en café
y encontraron que la concentracion media del mondémero en muestras de café de grano
tostado fue de 364 pg/kg y en una infusion empleando 5 g de café molido y 250 mL de
agua hirviendo fue de 7 pg/L. En la comunidad polaca, el café aporta el 27% del consumo

total de acrilamida en adultos y cantidades similares fueron encontradas en la poblacién de
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Noruega (Dybing y Sanner, 2003, Mojska et al., 2010). Por su parte, estudios en la
poblacion adulta de Holanda encuentran bajas cantidades, 13% aportado por el consumo
total de café. Sin embargo en Suecia el aporte de acrilamida a través de café en adultos es
del 39% (Konings et al., 2003).

2.4 METODOS PARA INHIBIR O DISMINUIR LA FORMACION DE ACRILAMIDA EN

ALIMENTOS

La formacion de acrilamida en los alimentos depende de la presencia y concentracion de
azucares reductores y algunos aminodacidos, principalmente la asparagina. Esto implica que
si se logra controlar dichos parametros se reducird la generacion de este monomero
(Amrein et al., 2003).

Actualmente las estrategias para reducir los niveles de acrilamida en las papas fritas se

resumen en tres conceptos:

1. Control en la concentracion de los precursores de acrilamida
2. Bloqueo de la reaccién

3. Eliminacion al final del proceso
2.4.1 CONTROL EN LA CONCENTRACION DE LOS PRECURSORES DE ACRILAMIDA

La eliminacion o reduccion de los precursores se basa en el analisis de los compuestos
presentes en los alimentos que al reaccionar a temperaturas elevadas producen la
acrilamida. Al respecto, se han generado investigaciones a fin de definir las variedades de
papa mas adecuadas para la fritura, estas son aquellas en las que se encuentran bajos niveles
de azucares reductores y de asparagina libre. También se ha estudiado el periodo 6ptimo de

maduracion (Taeymans et al., 2004).

Por otra parte, se ha sugerido el uso de asparaginasa para interrumpir la interaccién entre
los azlcares y la asparagina. Sin embargo, este aminoacido cumple un papel importante en
el desarrollo de las reacciones de Maillard, deseable para el desarrollo de caracteristicas
organolépticas en el producto final, por lo cual usar asparaginasa no seria recomendable

(Amrein et al., 2003, Taeymans et al., 2004, Becalski et al., 2004).
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La disminucion de azucares reductores en los alimentos puede contribuir a evitar la
formacion de acrilamida. Su presencia depende de factores estacionales, condiciones de
cultivo y almacenamiento; por consiguiente, seleccionar variedades con una concentracion
baja, no superior a 1g/kg puede ayudar a disminuir los niveles del monémero (Williams,
2005). El blanqueo o remojo de los alimentos antes de su procesamiento puede ser también
eficaz para reducir la formacion de acrilamida. Con esto se busca una disminucion en la
concentracion de azucares reductores que debido a su caracter hidrofilico se disolveran en
el agua de remojo y de esta manera se eliminara una gran cantidad de ellos. Mientras menos
azucares reductores existan en el alimento la reaccion entre estos y la asparagina se vera
limitada (Rydberg et al., 2003).

Otra opcion es la disminucion del pH utilizando &cido citrico (0.5 - 1%) por un periodo
menor a 20 minutos, pero, esto puede generar caracteristicas organolépticas desagradables
(Ou, et al., 2008).

Por otra parte es recomendable almacenar las papas a temperaturas no menores a 8 °C para
evitar el aumento de los niveles de azucares reductores. El uso de microondas antes de la
coccion incrementa la formacion del monomero debido a la disminucion de humedad
(Amrein et al., 2003, Biedermann-Brem et al., 2003). Se recomienda que en la fritura, las
papas adquieran un tono amarillo y que la temperatura no exceda de 175° C. En cuanto a las
papas horneadas la temperatura en los hornos convencionales no debe superar los 200° C
(Jiménez et al., 2007).

Los alimentos elaborados a base de cereales no deben ser horneados en exceso, es decir no
deben presentar una coloraciébn marrén muy oscura y en el caso de los productos de
panaderia se debe evitar el uso de compuestos distintos al bicarbonato amoénico para
aumentar su volumen siempre que sea posible y aceptable. Otra recomendacion sencilla
para eliminar la formacion de acrilamida es procurar no cocinar los alimentos en exceso.
De este modo la cantidad de acrilamida producida disminuiria significativamente (Tareke et
al., 2002).
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2.4.2 BLOQUEO DE LA REACCION DE FORMACION DE AA

El blogueo de la reaccién es mas complejo desde el punto de vista legislativo, ya que se
basa en la propuesta de la adicion de diversos aditivos. En este aspecto se han realizado
algunos estudios con diversos agentes antioxidantes, presentes o no en el aceite de fritura.
También se ha probado la incorporacion de glicina como agente competidor de la
asparagina (Jiménez et al., 2007).

En 2010 Cheng y colaboradores desarrollaron un estudio sobre el efecto que tiene la
adicion de extractos de frutas a las papas para inhibir la formacion de acrilamida. El estudio
fue realizado con extractos de manzana, arandano, mangosteen, longan, fruta del dragdn
blanca y roja. Para ello el analisis se realizo en una reaccion modelo conteniendo glucosa y
asparagina en concentraciones iguales a 160°C por 30 minutos. Los resultados reflejan un
mejor efecto inhibitorio sobre la formacion de acrilamida al emplear el extracto de manzana
y el mismo efecto fue observado al adicionar dicho extracto a las papas (Cheng et al.,
2010).

2.4.3. ELIMINACION AL FINAL DEL PROCESO

Por otra parte la estrategia de eliminacion de la acrilamida una vez formada es mas
complicada ya que representa un costo adicional ademas de una posible modificacion de las
propiedades organolépticas del producto final. Por ejemplo, disminuir el pH de las papas
con &cido citrico, sin embargo, este proceso puede acidificar el producto y oxidar el aceite
(Ou, et al., 2008).

En carne se han realizado estudios sobre la formacion y eliminacién de acrilamida, y se ha
sugerido que su disminucion es el resultado de la unién de acrilamida a proteinas y
aminodcidos (Taeymans et al., 2004). La presencia de aminodcidos, distintos a la
asparagina, puede también ayudar a la disminucién de la formacion de acrilamida y/o a su
eliminacion, esto debido a una reaccion competitiva o bien a su unién con dicho monémero
(Claeys et al., 2005).
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Otros métodos para reducir la generacion de la acrilamida requieren de mayor
investigacion. Desafortunadamente los avances para minimizar la produccién de este

contaminante s6lo pueden ser aplicados a ciertos productos.

Los conocimientos actuales tratan de concretar estudios sobre los modelos cinéticos
(formacion/ temperatura/tiempo, el papel del agua, eliminacién de competidores cinéticos
de la reaccién con aminoécidos y azUcares) e identificacion de las limitantes que se tienen
en las condiciones actuales del procesado de los alimentos. De esta manera se podrian
implementar las medidas realmente importantes para intentar reducir el contenido de

acrilamida tanto en productos comerciales como en los alimentos elaborados en el hogar.
2.5 METODOS PARA EL ANALISISY DETECCION DE ACRILAMIDA
2.5.1. METODOS CONVENCIONALES

La mayoria de los métodos para detectar acrilamida en alimentos se basa en un proceso de
extraccion por medio de metanol o agua. Este paso, logra que el monémero pase de la
matriz alimentaria al solvente. Una vez realizada la extraccion se procede a la purificacion
de la muestra mediante unidades de microfiltracion (NANOSEP), seguido de una
centrifugacion y finalmente se analiza por cromatografia (Taeymans et al., 2004, Wenz| et
al., 2003). No existe un método analitico de referencia y eso da una idea de la complejidad
del anélisis (Morales et al., 2008).

El método mas empleado para la deteccion de acrilamida es la cromatografia de
gases/espectrometria de masas. En éste se incluye un proceso para incrementar la
volatilidad del analito. Para ello se emplea la bromacion de la acrilamida o la sililacién de
la amida, este proceso resulta ser muy tedioso y arriesgado debido al uso de bromo. Otra
alternativa es el uso de cromatografia liquida acoplada a un detector de espectrometria de
masas. El limite de deteccion suele ser de 5 a 10 ug/kg para cromatografia de
gases/espectrometria de masas y de 20 a 50 pg/kg para cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (Wenzl et al., 2003). A pesar de los avances en la deteccion de
acrilamida en alimentos, las técnicas son muy costosas en cuanto a instrumentacion y se

necesita mucho tiempo para los pre-tratamientos de las muestras. Es por esto que resulta
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necesario el desarrollo de nuevos métodos féciles, rapidos, econémicos y confiables para la
deteccion y cuantificacion de acrilamida (Moreno, 2007). La acrilamida también ha sido

analizada mediante técnicas electroquimicas las cuales son rpidas y altamente sensibles.
2.5.2 TECNICAS ELECTROQUIMICAS

Las técnicas electroquimicas se clasifican en potencioestaticas y potenciométricas. Las
técnicas potenciométricas como su nombre lo indica miden el potencial y son estaticas, es
decir, a corriente cero. Su analisis se basa en la medicion del potencial establecido a través
de una membrana. Las técnicas potencioestaticas, llamadas también “técnicas de potencial
controlado” estudian el proceso de transferencia de carga en la interface solucion-electrodo
y se basan en sistemas dindmicos es decir, con corrientes diferentes a cero. El potencial es
el simil de la longitud de onda en las mediciones épticas. Su aplicacion concede a la
especie electroactiva la energia necesaria para aceptar o ceder electrones segun sea el caso.
Con esto la muestra se reduce u oxida, respectivamente. En el Cuadro 6 se muestran
algunas de las técnicas electroquimicas que pertenecen a esta clasificacion y algunas de sus
caracteristicas (Brett C. y Brett A., 1994).

Cuadro 6. Caracteristicas de algunas técnicas de potencial controlado

Técnica ® Electrodo de Limite de Velocidad | Formade la
trabajo ° deteccion (tiempo por respuesta
(M) ciclo) (min)
Polarografia DC DME 10” 3 Onda
Polarografia NP DME 5x107 3 Onda
Polarografia DP DME 10° 3 Pico
Voltamperometria DP | Sélido (ej. Grafito, | 5 x 107 3 Pico
oro, pt)
Polarografia SW DME 10° 0.1 Pico
Polarografia AC DME 5x107 1 Pico
Cronoamperometria Estacionario ej. CV | 107 0.1
Voltamperometria Estacionario ej. CV | 107 0.1-2 Pico
ciclica

2 DC = Corriente Directa; NP = Normal de Pulso; DP = Diferencial de Pulso; SW = Onda
Cuadrada: AC = Corriente Alterna. ® DME = Electrodo de Gota de Mercurio; HMDE =
Electrodo de Gota de Mercurio Colgante; MFE = Electrodo de Pelicula de Mercurio
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2.5.2.1 VOLTAMPEROMETRIA CiCLICA

La voltamperometria ciclica es una técnica electroquimica que se basa en la
aplicacion de un barrido de potencial donde después de un tiempo de reaccion se llega a un
potencial maximo y entonces la direccidn del barrido es invertida hasta llegar a un potencial
minimo. Este proceso se realiza de manera ciclica y el grafico resultante es un
voltamperograma que relaciona la corriente contra el potencial. La corriente dependera de
la cinética y transporte por difusion de la especie electroactiva (Figura 3) (Wang J., 2000).

EA

Eva | — —

Emin

Figura 3. Tipo de perturbacion en voltamperometria ciclica.

La voltamperometria ciclica es una técnica muy usada para obtener informacion cualitativa
de las reacciones electroguimicas, de la termodinamica de los procesos redox, cinética de
reacciones de transferencia electronica heterogénea y de reacciones quimicas acopladas o
procesos de adsorcion. Con esta técnica es posible conocer de manera rapida los potenciales
redox de compuestos electroactivos. Es por esto que la voltamperometria ciclica es con
frecuencia uno de los primeros experimentos por realizar en electroquimica. El potencial
aplicado genera una corriente la cual es medida a través de un potenciostato (Brett C. y

Brett A., 1994).
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2.5.2.2. VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE PULSO

Las técnicas de pulso se basan en una secuencia de aplicacion de un paso de potencial de
corriente al electrodo de trabajo, los cuales tienen una duracion de alrededor de 50
milisegundos (ms). El potencial aplicado en esta tecnica consiste de pequefios pulsos cuya
amplitud es constante pero la base del potencial es incrementado de manera uniforme entre
cada pulso. La corriente es muestreada dos veces en cada periodo, una antes y otra al final
del mismo, el grafico desplegado es el resultado de la diferencia entre estas dos corrientes.
Su forma de potencial (potencial-tiempo) se muestra en la Figura 4 (Brett C. y Brett A,
1994, Wang, 2000). La voltamperometria diferencial de pulso es una técnica muy Util para
analisis de especies organicas e inorganicas presentes en cantidades minimas (trazas). Permite

mediciones a concentraciones tan bajas como 10 M (cerca de 1pg L™), (Wang, 2000).

Ancho del pulso
Paso de E _\L Periodo de muestra
c _
-
Amplitud
de pUISO_ —|l— Periodo de muestra
<—Periodo de pulso
Tiempo
de

equilibrio

t

Figura 4. Sefial de excitacion para la técnica voltamperometria diferencial de pulso

2.5.2.3 VOLTAMPEROMETRIA DE ONDA CUADRADA (OC)

La voltamperometria de onda cuadrada consiste en un potencial en forma de onda cuadrada

(cuya amplitud es constante) superpuesta a una de tipo escalera y aplicado al electrodo de
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trabajo. La corriente es muestreada dos veces durante cada ciclo completo, al final de cada
medio-ciclo, también es muestreada en el medio-ciclo del sentido inverso lo cual provoca
una reaccion inversa en el producto. Es decir se aplica un impulso catddico y otro anddico
(Figura 5). Durante la aplicacion del potencial en sentido catodico, una cantidad del analito
es reducida en la superficie del electrodo, mientras que durante el barrido anddico, el
compuesto reducido es oxidado. Esta técnica es muy rapida y puede ser realizada en
segundos. Por otra parte, tiene muy bajo limite de deteccion, alrededor de 1x10® M (Wang,
2000).

Amplitud de OC— l/frecuencia OC
E —l {K-Periodo de muestra (i)
\?

T T Q%Periodo de
Paso de E muestra (i)

Tiempo
de
equilibrio

t

Figura 5. Sefial de excitacion para la técnica voltamperometria de onda cuadrada (OC)

Con las técnicas electroquimicas no se necesitan otros reactivos. Sélo se requiere de los
estandares, la muestra, un electrolito soporte y un sistema de celda de tres electrodos. Asi,
debido a su gran sensibilidad, es posible detectar compuestos presentes en cantidades trazas
(Blasco et al., 2004).

Estas técnicas se complementan con el uso de electrodos adecuados para el analisis de cada
analito. De este modo, si se desea realizar un analisis en muestras organicas, un electrodo

de trabajo apropiado es el de carb6n vitreo. A menudo los electrodos son modificados ya
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sea para hacerlos mas sensibles o bien para una mayor especificidad ante la deteccion de

una muestra en especial.
2.5.2.4. EMPLEO DE TECNICAS ELECTROQUIMICAS EN ALIMENTOS

En el &mbito de los alimentos, la necesidad de analisis econdmicos, rapidos y féaciles ha
concedido especial interés a las técnicas electroquimicas. Diferentes aplicaciones han sido

desarrolladas con estas técnicas.

En el 2005, De Luca y colaboradores, desarrollaron un sensor para detectar compuestos
como glucosa, etanol, lactato y glutamato, emplearon un electrodo de carbono modificado
con azul de Prusia el cual cubrieron con una capa de enzima inmovilizada covalentemente
(Glucosa oxidasa, alcohol oxidasa, L-lactato oxidasa o bien L-glutamato oxidasa; segun el
analito de estudio). El sustrato reacciona con el oxigeno generando un producto y peréxido
de hidrogeno, esta reaccion es catalizada por la enzima oxidasa, inmovilizada en la
superficie del electrodo previamente modificado. EI H,O, formado, es reducido y detectado
electroquimicamente a través del mediador redox, azul de Prusia, contra un electrodo de
referencia AgIAgCI. El analisis resultd ser rapido, con un tiempo de 1 a 2 minutos y
empleado en el estudio de muestras de alimentos complejas tal como vino y yogurt (De
Luca et al., 2005).

Las técnicas electroquimicas han sido utilizadas también para detectar capacidad
antioxidante en alimentos. En el 2001, Korotkova y colaboradores realizaron un estudio
para determinar la capacidad antioxidante de algunos compuestos como el acido ascorbico
y citrico, glucosa, extracto de té verde, vinagre de manzana y los farmacos ahemodesum,
poliglucinum y solucién Ringer. En este estudio se utiliz6 la técnica de voltamperometria
diferencial de pulso, los resultados muestran una mayor capacidad antioxidante tanto en el
acido ascérbico como en la glucosa comparados con el acido citrico, los farmacos y
productos alimenticios de estudio. Por su parte el vinagre de manzana y la solucion de
poliglucinum no presentan capacidad antioxidante. Por otra parte, en el Cuadro 7 se
muestran los coeficientes de actividad antioxidante (K) y el porcentaje de error

experimental (o/%) para los antioxidantes de estudio. Los valores de K con signo menos
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mostrados en el Cuadro 7, denotan un incremento de la corriente de reduccion del oxigeno
al adicionar esas sustancias al electrolito soporte. En lo que respecta al té verde, los autores
mencionan que éste muestra una buena capacidad antioxidante debido a su contenido de
flavonoides (Korotkova et al., 2002). Gonzélez y colaboradores en el 2011 realizaron
estudios de voltamperometria diferencial de pulsos en el extracto polar y no polar de
orégano Mexicano. Los electrodos empleados fueron los serigrafiados de carbono
modificados con nanotubos de carbono de pared Unica y el de carbon vitreo. Los resultados
muestran elevada capacidad antioxidante asi como mayor sensibilidad en esta técnica

comparada con las convencionales (Gonzalez et al., 2011)

Cuadro 7. Coeficientes de actividad antioxidante para las sustancias investigadas, algunos

productos alimenticios y farmacos (Korotkova et al., 2001).

Substancia Substancia

Glucosa 0.32 4.5 Poliglucinum -0.09 5.6
Acido citrico 0.18 3.9 Extracto de té verde 0.45 4.5
Haemodesum 0.08 5.8 Vinagre de manzana -0.03 5.6

Por otra parte también se han realizado andlisis electroquimicos en alimentos para
la diferenciacion de flavonoides y acidos fendlicos predominantes en jugos de manzana y
pera, para ello han utilizado la tecnica voltamperometria diferencial de pulso usando un
electrodo de carbon vitreo. Esta técnica permitid la rapida deteccion de dichos compuestos
por oxidacidén electroquimica. En la Figura 6, se presentan los voltamperogramas de
algunos estandares fendlicos, y en la Figura 7, los voltamperogramas traslapados de los
jugos de manzana (Figura 7 A) y de pera (Figura 7 B), ambos a pH 2.0 y 7.5 (Blasco et al.,
2004).
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Figura 6. Voltamperogramas de estandares fendlicos: (a) Sefial caracteristica de fenolico:
arbutina (pH 7.5); (b) Acidos cindmicos predominantes: acido cafeico y clorogénico (pH
2.0); (c) Flavonoides predominantes: Flavan 3-ols ((+)-catequina) y flavanoles (rutina) (pH
7.5); (d) fenolico fingerprint: Floridzina (pH 7.5) (Blasco et al., 2004).
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Figura 7. VVoltamperogramas traslapados de (A) jugo de manzana y (B) jugo de pera a pHs
leidos. El pico I, fue asignado a (+)-catequina a pH 7.5 y por (+)-catequina + cinamico a pH
2.0. El pico Il fue asignado a (+)-catequina + floridzina a ambos pHs. El pico Il fue
asignado a (+)-catequina a pH 7.5 y por (+)-catequina + cinamico a pH 2.0. Pico 1V,
asignado a (+)-catequina + arbutina a ambos pHs (Blasco et al., 2004).

2.5.2.5 DETECCION DE ACRILAMIDA MEDIANTE TECNICAS ELECTROQUIMICAS

En el 2007 Stobiecka y colaboradores desarrollaron un sensor voltamperometrico a base de
un electrodo de pasta de carbono modificado con hemoglobina, la cual interactia con la
acrilamida mediante la formacion de aductos como resultado de su reaccion con el grupo a-
NH; terminal de la valina presente en la hemoglobina. Esta reaccion concede especificidad
al electrodo en la deteccion del mondmero. El limite de deteccion de la técnica es de 1.2 x
10" M. EI material necesario para la modificacién es hemoglobina humana (Hb), bromuro
de sodio (NaBr), bromuro de dimetildioctadecil-amonio (DDAB, por sus siglas en ingles).
Previo a la modificacion se preparé una mezcla de Hb-DDAB para lo cual inicialmente se
sonico la suspension DDAB (0.01M en agua deionizada) 40 min para producir una
dispersion vesicular homogénea de liposomas. La mezcla Hb-DDAB-liposomas fue

preparada sonicando por 30 minutos 500 uL de la dispersion acuosa de liposomas DDAB y
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500 pL de Hb 0.1mM en presencia de 0.1M de solucion amortiguadora de acetatos (pH
4.8). La modificacion se realizd sobre un electrodo de pasta de carbono con area de 7.1
mm? después de ser pulido con papel. Diez uL de la dispersion acuosa del liposoma Hb-
DDAB fue colocado sobre la superficie y cubierta con una pequefia tapa de vidrio, se dejo
reposar toda la noche para crear una pelicula superficial. Antes de las mediciones
electroquimicas el electrodo se almacen¢ a 4°C en una solucién amortiguadora de acetatos
(0.2M, pH 4.8) o de fosfatos (0.01M, pH 7.4) con 0.05M de NaBr. Emplearon un sistema
de celda de tres electrodos y las técnicas de Voltamperometria Ciclica (VC) y
Voltamperometria de Onda Cuadrada (VOC). Una vez realizada la modificacion, el
electrodo fue acondicionado en la solucion amortiguadora de acetatos 0.2M pH 4.8 y NaBr
a 50mM durante 24 hr. Antes de las mediciones electroquimicas, el electrolito soporte con
los electrodos se purgd con argon durante 15 min. Posteriormente se aplicd
voltamperometria ciclica hasta obtener una respuesta estable (6 ciclos). El electrodo
modificado fue analizado mediante voltamperometria ciclica mostrando un comportamiento
cuasi-reversible de Hb-Fe**|Hb-Fe** tal como se observa en la Figura 8A. En esta figura
también se puede notar un dependencia linear de la corriente de pico catddico con la
velocidad de barrido lo cual indica que la reaccion no esta controlada por difusion sino mas
bien por un proceso superficial tal como se esperaria para un sistema inmovilizado
(Stobiecka et al., 2007). Después del acondicionamiento en el electrolito soporte se aplico
VC hasta obtener una respuesta estable, después el electrolito se purgd con argon durante
30min y nuevamente se aplico el potencial ciclado hasta estabilizar la respuesta y se agregd
una pequefia cantidad de la solucion stock de la AA (esta solucidén se preparé con una
solucion amortiguadora de acetatos 0.2M, pH 4.8 y 50 mM de NaBr se mezcl6 por 10 min
y se burbujed con argéon 5 min) nuevamente se aplico un potencial ciclado hasta obtener
estabilidad en la respuesta (3 ciclos). Posteriormente se realiz6 VOC y este procedimiento
se repitié en diferentes concentraciones de AA, la repuesta se muestra en la Figura 8B
donde se aprecia una disminucion en la corriente de pico conforme se incrementa la
concentracion de AA. Los analisis fueron realizados contra un electrodo de referencia de
AglAgCI (Stobiecka, et al., 2007).
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Esta técnica muestra varias desventajas como lo es la preparacion tardada de los liposomas
asi como de la mezcla de estos con Hb, y el empleo de compuestos de manejo delicado
como la Hb y el NaBr. Ademés la modificacién y acondicionamiento del electrodo
involucra el empleo de alrededor de un dia y medio asi como la aplicacion de un potencial
ciclado entre cada paso (antes de purgar el electrolito, después de purgarlo, y después de

agregar cada concentracion diferente de AA).
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Figura 8. A) Voltamperograma ciclico empleando un electrodo de pasta de carbon
modificado con hemoglobina y liposomas DDAB. La solucién amortiguadora fue de
acetatos 0.2 M, pH 4.8 a diferentes velocidades de barrido (1) 0.2Vs *, (2) 0.25Vs ™, (3)
0.4Vs™, (4) 0.45Vs ™ (5) 0.5Vs™, (6) 0.6Vs*, (7) 0.8Vs*, (8) 1.0Vs ' B) Respuesta
electroquimica de acrilamida a diferentes concentraciones en presencia de un extracto
acuoso de papas fritas: (1) OM, (2) 1.3x10 ™ M, (3) 6.3x10* M, (4) 6.3x10°° M, (5)
6.9x1071% M, (6) 2.0x10° M, (7) 6.0x10° M, (8)1.3x10° M, (9) 6.2x10°® M, (10)
4.7x107 M, (11) 1.1x10°° M, (12) 5.8x10° M, (13) 1.2x10°° M, (14) 4.8x10™> M, (15)
1.2x10* M, (16) 5.3x10™* M, (17) 1.1x10"° M, and (18) 5.6x10"> M. NaBr 0.05 M como
electrolito soporte en una solucién amortiguadora de acetato 0.2M pH 4.8 (Stobiecka et al.,
2007)

En el 2009 Zargar y colaboradores desarrollaron un analisis de acrilamida en papas fritas
para lo cual emplearon VOC, utilizaron un sistema de celda de tres electrodos con un
electrodo de gota de mercurio como electrodo de trabajo y adicionaron iones de cobalto
como electrocatalizador. De esta manera detectaron acrilamida a una sefial de reduccién de

-1.32 V contra un electro de referencia de AglAgClI con un limite de deteccion de 3.52 ng
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mL™. La principal desventaja de esta técnica es el empleo de un electrodo de gota de

mercurio el cual esta en desuso debido a su toxicidad.

En el 2008, Krajewska y colaboradores, desarrollaron un biosensor basado en la
modificacion de un electrodo de carbdn vitreo modificado con nanotubos de carbono de
pared sencilla y hemoglobina para la deteccion y cuantificacion de AA en papas fritas. Para
la modificacion del electrodo, inicialmente purificaron las nanotubos de carbono de pared
simple por sonicacion durante 30 min en una mezcla de acido sulfdrico y nitrico
concentrados (3:1 HNO3/H,SO,4, 10 mL) calentando a reflujo por una hr. Los nanotubos
resultantes se filtraron y lavaron con agua doblemente destilada y se dispersaron en agua
ultrapura (1mL). La modificacion se realizé diluyendo la solucion de los nanotubos 5 veces
y se colocaron 5uL de esta dilucion en la superficie del electrodo de carbdn vitreo y se dejo
secar a 4°C. Después se colocd sobre la superficie 10 mg/mL de una solucién de
hemoglobina en solucién amortiguadora de acetatos 0.2M conteniendo 0.05 M de NaCl
pH=5.0 (5 uL) y finalmente se dejé secar a 4°C. Una vez modificados, los electrodos
fueron almacenados en un ambiente a 4°C hasta su uso. Los electrodos de AglAgCl y
platino fueron usados como electrodo de referencia y auxiliar, respectivamente.

En este caso, al igual que Zargar y colaboradores (2010), se observa en la VC con el
electrodo modificado, una dependencia linear de las corrientes de pico con la velocidad de
barrido, indicando que la reaccion redox no es un proceso controlado por difusion sino mas
bien controlado por la superficie del electrodo. El analisis de acrilamida fue desarrollado
mediante VC y VOC en una solucion conteniendo 0.2 M de amortiguador de acetatos y
0.05 M de NaCl. Encontraron una mejor respuesta mediante VOC. La técnica tiene un

limite de deteccion de 10° M.

Si bien esta técnica requiere menor tiempo en comparacion con la técnica propuesta por
Zargar y colaboradores (2010) en cuanto a la modificacion y analisis de AA, tiene como
desventaja el empleo de hemoglobina, que es un compuesto facilmente degradable y que
ademas requiere de su almacenamiento a temperaturas bajas para mantenerlo sin cambio

incluso estando inmovilizada sobre la superficie del electrodo hasta el momento de su uso.
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Una préctica importante realizada en AA con las técnicas electroquimicas es su
polimerizacion, llamada iniciacion electroquimica de la polimerizacion o electro-
polimerizacidn. Los estudios realizados al respecto estan enfocados en dos aspectos: en las
bases del mecanismo de reaccion en la superficie del electrodo donde se encuentran los
centros activos y el mecanismo de crecimiento de la cadena polimérica (Shapoval y
Gorodyskii, 1973).

La polimerizacion de AA es realizada para la generacion de geles de poliacriamida,
empleados con frecuencia para el desarrollo de electroforesis de proteinas y &cidos
nucleicos de cadena corta. Para la obtencion quimica del gel, es necesario el empleo del

mondmero, catalizadores de la polimerizacion y una solucion amortiguadora (Pele, 2007).

La polimerizacion quimica de la AA se da a través de la formacion de radicales libres en
presencia del monomero, para lo cual es necesaria la adicién de catalizadores también
denominados iniciadores del proceso. El persulfato aménico, es uno de dichos iniciadores,
este es disuelto en agua en presencia de una base débil con lo cual se disocia generando un
radical libre. Otro catalizador es la riboflavina o riboflavina-5-fosfato, este iniciador genera
radicales libres en presencia de luz ultravioleta de longitud de onda larga y trazas de

oxigeno (fotopolimerizacion) (Pele, 2007).
Ademas de los iniciadores, se agrega una amina para favorecer la generacion de los

radicales, con frecuencia, la N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamina (TEMED). En la Figura 9

se aprecia el mecanismo de polimerizacion quimica (Pele, 2007).

29



0]
I

- TEME .
S,0, 42804 — > CH,=CH-C-NH, Iniciacion
_RIBOFLAVIN.
Lu/l\
0
[CH,-CH-C-NH,]
0 Inhibicion
[
CH,=CH-C-NH, P 0 del proceso a
2| través del
oxigeno
Pk
C=0 o]

| Lol
[CH,-CH-CH-CH-C-NH,]

0]

Il Polimerizacion
n(CH,=CH-C-NH,)

NH, NH, — NH,  NH
c=0 C=0 <|3=O C=0
I

I I
CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH_-CH-...
Figura 9. Mecanismo de la polimerizacion quimica de AA (Pele, 2007).

La polimerizacién quimica de la AA es la mas empleada, sin embargo un aspecto que no se
puede controlar en este método es la orientacion molecular durante el crecimiento de la
cadena. Durante la oxidacion o reduccion electroquimica también es posible la generacion
de radicales organicos por lo que la polimerizacion puede generarse también por este medio
a lo que se le llama iniciacién electroguimica de la polimerizacion o bien
electropolimerizacién y puede tener importantes ventajas en comparacion con la
polimerizacién quimica, una de ellas es precisamente la orientacién molecular durante el
crecimiento de la cadena (estereoregulacion) logrando la obtencién de polimeros cristalinos

durante la electrolisis (Shapoval et al., 1967, Tomilov et al., 1968).
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El crecimiento de la cadena polimérica se lleva a cabo por un mecanismo que involucra
radicales libres 6 iones dependiendo de las condiciones y es independiente del proceso de
iniciacion. Los métodos de iniciacion electroquimica de la polimerizacion se clasifican de
acuerdo al tipo de proceso que sucede en el electrodo para generar los centros iniciadores y
de acuerdo al mecanismo e crecimiento de la cadena polimérica. Dependiendo del tipo de
proceso en la superficie del electrodo, la iniciacién puede ser anddica o catddica y segin la
reaccion electroquimica empleada, la iniciacién se puede dar por reduccién u oxidacion
directa del monémero o por oxidacion o reduccion del iniciador electroquimico, es decir,
compuestos cuya oxidacion anddica o reduccion catddica forma radicales o iones-radical
capaces de iniciar la polimerizacion. Estos procesos generalmente involucran la

transferencia de un electron (Shapoval et al., 1968).

En la Figura 10, se muestran los tipos de procesos electroquimicos que se han usado para la
iniciacion de la polimerizacion. En este proyecto nos enfocaremos Unicamente a la
oxidacién anodica, en ésta, la oxidacion electroquimica directa de compuestos organicos,
especialmente de aniones carboxilatos, genera la formacion de radicales alquil o alcanoxil
de acuerdo a lareaccion de Kolbe. (Svadkovskaya, 1960). Si la oxidacion anddica de estos
compuestos es realizada en presencia de mondémeros y bajo condiciones apropiadas, los
radicales formados pueden iniciar su polimerizacion radical. Durante este mecanismo de
polimerizacion, los &cidos alifaticos y sus sales son oxidados en el anodo, los productos son
los iniciadores electroquimicos. Si los radicales que se forman a traves de la oxidacion de
los iniciadores poseen alta afinidad electronica, estos pueden oxidar al mondmero con lo

que se inicia una polimerizacién cationica (Shapoval et al., 1973).
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Figura 10. Procesos electroguimicos en la electropolimerizacion (Shapoval et al., 1973)

De acuerdo a lo anterior, la electropolimerizacion de AA puede ser desarrollada mediante el
empleo de electrodos que presenten grupos carboxilos en su superficie ya sea de manera
natural como es el caso del electrodo de carbdn vitreo o bien debido a su modificacion con

moléculas que contengan especies carboxiladas tal como los dendrimeros.

2.6 DENDRIMEROS

En los afios 30, experimentos realizados por Staudinger dan lugar a la generacion de
polimeros lineales, polietileno y poliestireno. Las propiedades de estas macromoléculas
dependen de su estructura quimica. Estas son modificadas cuando sus cadenas son unidas a
través de unidades moleculares, con lo cual se generan los polimeros entrecruzados o
reticulares que presentan una estructura tridimensional rigida tal como la de poliuretano o

resinas epoxi. Las longitudes y tamafios de estas cadenas poliméricas son muy variables y
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por tanto resulta imposible conocer a detalle su disposicion interna y por consiguiente sus
posibles propiedades. Esto no ocurre con los dendrimeros, macromoléculas surgidas en la
década de los 80, ya que su estructura puede ser controlada, es decir, su tamafio forma y
topologia puede ser disefiada durante su sintesis (Figura 11). De este modo los dendrimeros
presentan estructuras homogéneas regulares con lo cual, a diferencia de los polimeros
lineales, es posible hacer una relacion entre su estructura y propiedad (Tomalia y Durst,
1993).

Polimeros dendriticos

Lineal
(1930

o)

eticulados
(1940)

Figura 11. Historia de las modificaciones en los polimeros.

Los dendrimeros se asemejan a las copas de los arboles con sus ramificaciones, de ahi su

denominacion “dendrimero”. Esta palabra proviene del vocablo griego dendron, que
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significa arbol y meros, parte principal. Estas moléculas fueron nombradas asi por Donald
A. Tomalia en 1985 (Kaifer, 1991).

Las moléculas dendriméricas emanan de un centro molecular reactivo y se ramifican hacia
el exterior. Estas macromoléculas se clasifican por generaciones. El nlcleo inicial de
crecimiento corresponde a la generacion 0 (GO). La generacion denota el nimero de grupos
funcionales, periféricos, presentes en la molécula. Asi, entre mayor es la generacion, el
ndmero de grupos funcionales se incrementa.

En los dendrimeros de generacién baja, a diferencia de los de generacion alta, la superficie
estd poco poblada por grupos periféricos, esto da lugar a que existan espacios suficientes
entre éstos como para que moléculas relativamente pequefias puedan ir al interior, esto seria
mas dificil si se trata de un dendrimero de mayor tamafio ya que habria una mayor densidad

de grupos funcionales y por tanto menos espacio entre ellos (Tokuhisa y Crooks, 1997).

Los dendrimeros cuentan con tres rasgos caracteristicos:

a) Centro

b) Ramificaciones repetitivas

c) Grupos funcionales terminales
En la Figura 12 se muestra un dendrimero y se especifican sus componentes y en la Figura
13 se muestran los grupos funcionales que puede contener (Tokuhisa et al., 1997). Cuando
los dendrimeros crecen en tamafio adoptan una estructura globular o esférica. Esto se debe

a que crecen colocandose en sus grupos funcionales superficiales.
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Figura 12. Componentes en los dendrimeros (n = Nucleo, S = Grupo funcional, G =
Generacion) (Kaifer et al., 1991)

0] tBu
—NH,
—N
N H
—N tBu
H
O o)
—N -
Figura 13. Grupos funcionales que pueden estar presentes en los dendrimeros (Tokuhisa et

al., 1997)

2.6.1 SINTESIS DE DENDRIMEROS

La importancia de sintetizar dendrimeros esta en la necesidad de crear polimeros con
nuevas propiedades asi como con una estructura molecular bien definida y altamente
controlable. Lo cual resulta dificil de conseguir con la modificacién estructural de

polimeros mediante cadenas entrelazadas, propias de las macromoléculas poliméricas
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convencionales. En el caso de los dendrimeros, que son creados mediante un crecimiento
multiplicativo desde una parte central, adoptan una forma esférica concediéndoles una
naturaleza monodispersa que les hace importantes para aplicaciones en nanomedicina y
nanotecnologia.

La sintesis de los dendrimeros se realiza multiplicando en cada paso el nimero de ramas
hasta alcanzar la congestion superficial. Existen dos tipos de sintesis, la convergente y la

divergente.

a) Sintesis divergente: Este proceso de crecimiento, creado por Tomalia, involucra la
reaccion de una unidad monomérica con un centro polifuncional (metil acrilato y amonio)
seguida de una amidacion de los esteres resultantes con etilendiamina para producir la
siguiente generacion de grupos reactivos aminos. Es decir, se produce por una adicion
secuencial de monomeros que comienza del centro y se extiende en forma radial
incorporandose una unidad en cada punto de ramificacion. Las generaciones mayores son
formadas mediante la repeticion de dichos pasos este metodo fue desarrollado por Végle,

Tomalia y Newkome (Figura 14).

Y
*Hﬁi?%?%ﬁ

12 G 228G 3G

Figura 14. Sintesis divergente de los dendrimeros (Kaifer et al., 1991)

b) Sintesis convergente: Este método de generacidn de dendrimeros fue creado por
Tully y Fréchet en el 2001. En este caso, a diferencia de la sintesis divergente, la
construccion del dendrimero comienza de su segmento exterior. Para ello los grupos
periféricos se unen a sus respectivas ramificaciones (Dendrén). Posteriormente estos a su
vez se unen entre si para lograr de este modo la generacion del dendrimero (Figura 15)
(Tully y Fréchet, 2001).
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Figura 15. Sintesis convergente de los dendrimeros (Tully y Fréchet, 2001)

Estas técnicas para la generacion de los dendrimeros han resultado eficientes para producir
macromoléculas del tamafio de proteinas, enzimas o hemoglobina, es decir, con pesos
moleculares de alrededor de un millon de Dalton y tamafios de entre 10 y 500 A,

Una ventaja de los dendrimeros en comparacion con los polimeros convencionales es que
las moléculas dendriméricas tienen el mismo peso molecular y dimensiones (Kaifer, 1991).
Las reacciones en los dendrimeros pueden darse por exorecepcion, cuando las moléculas
interaccionan fuertemente con los grupos funcionales periféricos, y por endorecepcion,
cuando moléculas pequefias penetran en los intersticios entre los grupos de la superficie y

son solvatados en los canales del centro de los dendrimeros.

2.6.2 DENDRIMEROS PAMAM

Entre los dendrimeros comercializados estan los de poliamidoamina (PAMAM)
sintetizados por Tomalia por el método divergente (Pérez y Crooks, 2001).

En el Cuadro 8 se muestran las propiedades presentes en dendrimeros del tipo PAMAM

con grupos superficiales amino.
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Cuadro 8. Propiedades de los dendrimeros con terminacion aminada PAMAM (Klajnert y
Bryszewska, 2001)

Generacion Peso molecular Diametro (A) Grupos
superficiales
0 517 15 4
1 1430 22 8
2 3256 29 16
3 6909 36 32
4 14215 45 64
5 28826 54 128
6 58048 64 256
7 116493 81 512
8 233383 97 1024
9 467162 114 2048
10 934720 135 4096

El interés por el empleo de los dendrimeros se ha incrementado en los ultimos afios debido
a que su uso es ampliamente variado. Una de sus aplicaciones es en la catalisis a
nanoescala, desarrollo de sensores quimicos y micelas unimoleculares, imitacion de la
funcion de las enzimas, encapsulacion de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de
diagnostico y como vehiculos para el transporte de farmacos. Un factor atractivo en estos
polimeros es el hecho de que pueden ser generados con el grupo funcional que se desee de

forma multivalente con lo que se incrementa su accion.

La funcion de los dendrimeros dependera de los grupos funcionales que contenga, estos les
permitiran ser neutros o con carga, catiénicos o aniénicos, concediéndoles diferentes

caracteristicas y funciones.

Se ha mencionado que los dendrimeros de gran tamafio son similares a las proteinas con la
diferencia de que la estructura poli-ramificada en el interior de los dendrimeros, se forma
principalmente de enlaces covalentes generando una estructura menos flexible. Estos, son
capaces de adoptar formas estructurales compactas o bien extendidas (desnaturalizada) lo
cual depende de las condiciones externas en que se encuentren, por ejemplo, polaridad,
fuerza ionica y pH (Avnir, 1991). Por otra parte, algunas caracteristicas de los dendrimeros

como la longitud y amplitud de sus ramificaciones definen sus propiedades. Sus grupos
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terminales en la superficie pueden actuar como reactivos 0 pasivos y servir como
nanoplataformas polivalentes donde nuevas generaciones de dendrimeros pueden ser
colocados covalentemente. Otra funcién de los grupos superficiales en los dendrimeros es
como redes, capaces de controlar la entrada y salida de moléculas huésped en el interior del
dendrimero (Tomalia, 2005).

Los dendrimeros son moléculas con alto grado de especializacion, por lo que pueden
aplicarse en diferentes ramas de la medicina tal como tratamiento, prevencion y

diagndstico. Algunas de dichas aplicaciones se mencionan en los parrafos siguientes.

Los polimeros hiper-ramificados son capaces de participar en la transfeccion (introduccion
de material genético a celulas) y transvasacion (transporte de material). De este modo
pueden por ejemplo transportar el ARN al interior de las células (Wimmer et al., 2002).

Una de las funciones muy importantes de los dendrimeros es como contenedores a
nanoescala. Su centro e interior le conceden la capacidad para poseer nanoambientes bien
definidos y en el caso de dendrimeros de alta generacién dicho ambiente se encuentra
protegido por su superficie. Las partes que caracterizan a los dendrimeros (centro, interior y
superficie) pueden ser modificadas para un fin en especial. De esta a manera se consigue
emplearlos en diferentes aplicaciones tal como sensores dendrimericos, acarreadores de
medicamentos o incluso como medicamento. Su interior puede ser empleado para

interaccidn anfitrion — huésped y encapsulado de moléculas huésped.

Los dendrimeros PAMAM han revelado topologias que asemejan las micelas clasicas
regulares. Sobre esta base, Watkins y colaboradores en 1997, desarrollaron un atomo de
carbono 12 hidrofobico en el centro de una serie de dendrimeros PAMAM de generacion 2,
3y 4 para simular el caracter hidrofobico e hidrofilico de una micela regular (Watkins et
al., 1997). La forma y densidad de los dendrimeros depende de su fuerza i6nica, polaridad
y pH. De este modo, los PAMAM con aminas primarias como grupos superficiales
presentan una conformacion extendida a valores de pH bajos. Esto sucede debido a la
repulsion electrostatica entre aminas terciarias protonadas en el interior y en las aminas

primarias en la superficie forzando al dendrimero a que sus ramificaciones permanezcan
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separadas. Por otra parte a valores de pH superiores de 9, se produce un plegamiento
debido a puentes de hidrégeno entre las aminas terciarias protonadas en el interior y las

aminas primarias en la superficie generando un interior mas denso (Figura 16).

a b c

Figural6. Configuracion final de un dendrimero PAMAM G6 (a) a pH alto (ninguna amina
protonada), (b) pH neutro (aminas primarias protonadas) y (c) pH bajo (todas las aminas
protonadas) (Lee et al., 2002)

Otra funcioén de los dendrimeros es como agentes para la transfeccion de genes. Los
dendrimeros PAMAM han sido empleados para ello y se ha reportado que estos mejoran la

transferencia de ADN por endositosis y en nucleo celular.

Por otra parte, los dendrimeros PAMAM han sido modificados con folato en su superficie
para ser utilizados como transportadores de is6topos de boro en terapias de captura de
neutrones en cancer (Shukla et al., 2003). Los dendrimeros PAMAM conjugados con
cisplatino actian como un transportador macromolecular de platino, un farmaco
antitumoral. Este complejo dendrimero-platino da lugar a una liberacion controlada del
platino, llevando a una mayor acumulacion del mismo en tumores sélidos, con menor
toxicidad que el cis-platino libre (Malik et al., 1999). De igual manera se han generado
complejos de PAMAM cargados con plata, los cuales la liberan lentamente. Se ha
demostrado en estas macromoléculas la actividad antibacteriana contra varias bacterias
Gram-positivas (Balogh et al., 2001). De este modo la modificacion de los dendrimeros
(funcionalizacién) permite direccionarlos a células en especifico. Otra opcion es
funcionalizarlos con acido félico, el cual es captado por las células por la via del receptor

de folato, que estd sobre-expresado en las células tumorales. De esta manera los
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dendrimeros tendran preferencia por entrar en las células tumorales. Es decir resultan ser
moléculas base conveniente para el transporte de farmacos citotdxicos. Sus uniones se
basan en uniones no covalentes entre el farmaco y el dendrimero (Quintana et al., 2002).

La glicodendrimerizacion es otra aplicacion interesante de los dendrimeros. Se refiere a los
farmacos basados en carbohidratos. Estos ultimos son moléculas con un papel importante
para el reconocimiento biol6gico (Boyd y Shapleigh, 1954). Los glicodendrimeros son
preparados a través de la union de aminas terminales de dendrimeros PAMAM generacion
(G) 3 o dendrimeros de lisina a manosa-isotiocianato o lactosa (Roy, 1996). Uno de los
usos que se ha dado a los glicodendrimeros es como antigeno para vacunas. De este modo,
los glicodendrimeros con el antigeno T- asociado beta Gal 1-3 alfa-GalNAc disacarido se
han usado para union a la lectina especifica de galactosa (Roy, 2001). Estos pueden ser
empleados para detectar tumores que expresen receptores de antigenos T, y para acarrear
farmacos hacia los mismos. De este modo, los glicodendrimeros pueden mimetizar los
glicoconjugados naturales e interactuar eficientemente con los receptores carbohidrato

naturales.

Por otra parte, se han realizado estudios sobre la aplicacion de los dendrimeros como
agentes antivirales. En este caso, el dendrimero compite con la superficie celular por la
union al virus, con lo cual las probabilidades de infeccidn de la célula por parte de éste se
ven disminuidas, Figura 17. De este modo, se ha demostrado que los dendrimeros de
polilisina modificados con residuos de naftil y con grupos sulfonato en su superficie,
inhiben la infeccion por Herpes simplex en sistemas in vitro (Bourne et al., 2000), con esto
se inhibe tanto la entrada como pasos posteriores de la replicacién viral (Gong et al., 2002).
De igual manera, se han desarrollado estudios donde los dendrimeros PAMAM son
modificados covalentemente con residuos naftil-sulfonato. Los autores mencionan que
éstos son capaces de inhibir la replicacién del VIH tanto a nivel de la entrada celular como
en pasos posteriores, interfiriendo con la retrotranscriptasa y la integrasa (Witvrouw et al.,
2000).

Landers y colaboradores en el 2002, realizaron estudios sobre PAMAM funcionalizados

con acido sialico y encontraron que éstos inhiben eficientemente la infeccion por Influenza
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AH3N2, desde luego, esta funcion se encuentra limitada a dicho subtipo (Landers et al.,

2002).

Dendrimero

Célula y virus

s\_\ compiten con el
dendrimero

*\

Célula

)

\

Asociacion virus-dendrimero
No permite la infeccion virica

e—Acido Sialico
Figura 17. Mecanismo de accién de los dendrimeros como antivirales (Bourne et al., 2000)

Algunos dendrimeros han sido estudiados para evaluar su funcion como antivirales para la
prevencidn de infeccién por VIH. El dendrimero SPL7013 Vivagel, Starpharma Pty, Ltd se
esta desarrollando como formula de aplicacién topica vaginal para impedir la infeccion del

virus durante el acto sexual. Este dendrimero es actualmente el primero y el Unico
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tratamiento basado en dendrimeros que esta autorizado para proceder con los ensayos
clinicos por la FDA (Rupp et al., 2007).

Algunos dendrimeros se encuentran en fases preclinicas, y uno en fase clinica. En el
Cuadro 9 se mencionan algunas patentes mundiales de desarrollo de farmacos basados en
dendrimeros por distintas

instituciones, empresas farmacéuticas y empresas de

biotecnologia.

Cuadro 9. Patentes de dendrimeros y aplicaciones terapéuticas y diagndsticas de los

Mmismos.

Patente Licenciatario Titulo Aplicacion
W02008133954 Genzime Dendrimeros
corporation amido-amina
W02008121153 University of Utah Métodos de Excipientes
produccién y usos farmacéuticos
de los dendrimeros
W02008089256 Capella, Inc Terapéutica con Lesiones
dendrimeros inflamatorias en
cancer
JP2008050283 Saitama University | Acidos sialicos tipo Influenza
tiolglicésido unidos
a dendrimeros
W02008017122 | Starpharma Pty.Ltd. Agentes de
Baker Medical contraste de
Reserch institute dendrimeros
polilisina
W02008017125 | Starpharma Pty.Ltd. | Agente terapéutico
de dendrimero de
polilisina
W02008011967
DE102006035041 Patente Merck 1,4-Bis(2-
GmbH tienilvinil)benzol
derivados y su uso
W02008011047 Genzime Corp. Dendrimeros Hiperfosfatemia
aminados
W02008008483 University of Métodos de Diagndstico de
Michigan produccién y usos cancer
de los dendrimeros
W02007149500 Dendritic Formulaciones
nanotechnologies, conteniendo
Inc. dendrimeros
hibridos
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En el cuadro 10 se puede apreciar la diversidad de aplicaciones de los dendrimeros. Se

presentan algunos ejemplos de dendrimeros que se encuentran en fase preclinica o clinica

mas avanzada.

Cuadro 10. Fases clinicas y preclinicas de los dendrimeros en los que se busca una

aplicacion terapéutica, diagndstica o preventiva.

Fase Cddigo Producto Aplicacién Mecanismo
de accion
Clinica | SPL 7013 | Dendrimero Prevencion HIV y Antiviral
herpes genital topico
vaginal
Preclinica DAB- Complejo Diagnostico por RMN
Am64- dendrimero- | de cancer hepatobiliar
(1B4M- gadolinio
Gd)64
Preclinica Dendrimeros | Farmacos oncoliticos
Preclinica Dendrimeros | Farmacos oncoliticos
Preclinica | pGEG.Fas Terapia génica Terapia
L cancer de
préstata
Diagnostico C3d Dendrimeros Diabetes tipo 1 Agentes
biologico neurotroficos
Preclinica FGL-4 Dendrimeros Tratamientos ictus y Activadores
FGL-D desordenes cognitivos FGFR1
Preclinica | BD-C225 | Dendrimeros | Farmacos oncoliticos
C225-G5- | radiosensibili
B1100 zantes
Preclinica Gd-D1 Complejos Agentes para RMN
dendrimero-
Gadolinio
Diagnostico Dendrimeros | Tratamiento trastornos
biologico renales e
hiperparatoidismo

Es importante hacer notar que los dendrimeros tienen una enorme aplicacién también en
otros campos tales como la cosmética, electronica, fotdnica, industrias quimicas, entre
otros. En lo que respecta a la industria quimica, una de las funciones de los dendrimeros es
como agente quelante para iones metalicos y se aplica para catalisis o bien para
remediacion de desechos. La alta densidad de ligandos nitrdgeno en los dendrimeros
PAMAM vy la posibilidad de colocar sobre su superficie diferentes grupos funcionales tales

como carboxilos, hidroxilos, etc, les concede dicha propiedad (Diallo et al., 2004).
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Los dendrimeros PAMAM han sido utilizados para remover cobre de suelo arenoso
contaminado. Estos son de diversas generaciones y grupos funcionales. De esta manera,
mas del 90% de cobre presente en una muestra de tierra fue removido empleando
dendrimeros PAMAM de la generacion 4.5 con superficie carboxilada a pH 6.0 (Xu y
Zhao, 2005). Por otra parte, también se han realizado estudios sobre el uso de dendrimeros
unidos a Cu(ll) para ultrafiltracién. Los autores mencionan que el dendrimero solo tenia
una pequefa tendencia a ensuciar la membrana de celulosa (Diallo et al., 2005).

Otra aplicacion que se ha dado a los dendrimeros es en el &mbito de la electroquimica. Se
han desarrollado sensores para detectar compuestos organicos tales como los iodados. Para
ello, emplearon un electrodo de oro el cual fue modificado inicialmente con tioles y
después con el dendrimero, electrostaticamente. Los resultados mostraron una mayor
sensibilidad comparada a cuando no se realizé dicha modificacion (Ledesma-Garcia et al.,
2003). Los dendrimeros son capaces de interactuar de manera especifica con moléculas de

interés generando bajos limites de deteccion.
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de la técnica electroquimica de voltamperometria ciclica, permite la
deteccion y cuantificacion de acrilamida en alimentos mediante su electropolimerizacion
sobre electrodos conteniendo grupos carboxilicos en su superficie, de manera rapida, segura

en cuanto a toxicidad y confiable.
4. JUSTIFICACION

La generacién de acrilamida en alimentos es muy frecuente y su presencia es causa de
enfermedades posteriores. Es por esto que es importante desarrollar una técnica que logre
detectar cantidades trazas de este compuesto de manera facil, econdmica, segura y rapida.
De acuerdo a todo lo anterior la electropolimerizacion, que involucra la adsorcion de
monomeros sobre la superficie del electrodo, puede ser un método eficaz en la deteccion y
cuantificacion de AA empleando electrodos con grupos carboxilos en su superficie que al
ser oxidados generaran radicales libres capaces de iniciar la polimerizacidn electroquimica
del mondémero. Por lo que se propone en el presente proyecto el desarrollo de esta técnica
mediante voltamperometria ciclica para el analisis de AA en muestras de papas fritas,
aplicando el uso de tres electrodos de trabajo diferentes a fin de conocer el de mejor
respuesta (carbon vitreo, electrodos impresos de carbono modificados con nanotubos de
carbono pared unica funcionalizados con grupos carboxilos y carbon vitreo modificado con
dendrimeros PAMAM de terminacion carboxilada). La papa es uno de los alimentos que al
ser procesados a temperaturas arriba de 120°C generan mayor cantidad de acrilamida,

motivo por el cual se propone para el analisis en muestra real.
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5. OBJETIVO GENERAL

Anadlisis, deteccidn y cuantificacion répida, confiable y segura de acrilamida en alimentos

mediante voltamperometria ciclica.
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Andlisis de Acrilamida (AA) mediante la celda convencional, empleando carbon
vitreo como electrodo de trabajo, anodizado y sin anodizar.

- Estudio de la respuesta electroquimica del mondémero mediante el sistema
convencional empleando electrodos de carbon modificado con dendrimeros de
terminacion carboxilada (G3.5 y G4.5)

- Observacion del comportamiento electroquimico del mondémero sobre electrodos
impresos (NThCPS)

- Deteccion y cuantificacion de acrilamida en papas fritas mediante la técnica
electroquimica empleando el electrodo de mejor respuesta en el analisis del
estandar y HPLC.

7 MATERIALES Y METODOS
7.1 REACTIVOS

Los solventes y reactivos fueron de grado analitico y se adquirieron de J. Baker
(Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, NJ, U.S.A). La AA fue obtenida de Sigma Aldrich
(St. Louis MO, U.S.A)). El agua empleada fue purificada usando un sistema Milli-Q, 18.2

MQcm™.

7.2 METODOS

7.2.1 METODOS ELECTROQUIMICOS

Los andlisis electroquimicos se desarrollaron con un potenciostato Bas Epsilon mediante la
técnica de voltamperometria ciclica. Se usd una celda convencional de tres electrodos con

carbdn vitreo y carbon vitreo modificado con dendrimeros PAMAM G3.5 y G4.5 como
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electrodos de trabajo, en ambos casos contra un electrodo de AglAgCl El electrodo de
carbon vitreo se limpié mediante inmersion en mezcla cromica y enjuague con HNOj; al
10%, posteriormente se realiz6 un pulido con alimina 0.05 uM y se enjuagd con agua
deionizada. Este procedimiento se realizd antes y después de cada analisis. Posterior al
tratamiento de limpieza se desarrollé un anodizado mediante cronoamperometria, con el fin
de incrementar los grupos carboxilatos en la superficie. Un sistema de tres electrodos
conteniendo H,SO4 0.5 M fue empleado incluyendo AglAgCl como referencia y un
alambre de platino como contador. Se aplicé un potencial de 2000 mV durante 60 minutos.
Al término del anodizado, se realizé una voltamperometria ciclica (VC) en H,SO40.5 M en
ausencia de AA y posteriormente en presencia de concentraciones conocidas del monémero
(50 uM a 5 mM) en ambos casos se aplicO una ventana de potencial que va desde el
potencial a circuito abierto (pca) hasta 2000 mV y una velocidad de barrido de 20 mV/s.

La modificacion con dendrimeros sobre el electrodo de carbon vitreo se realizd de la
siguiente manera: el electrodo se limpid y anodiz6 tal como se menciona antes y
posteriormente se realiz6 una cronoamperometria en una celda de tres electrodos
conteniendo una solucion de hidroximetil aminometano (HOCH,)3sCNH, (TRIS) y KCIO,,
el electrodo de Cv anodizado, un alambre de platino y un electrodo de AgIAgCl, como
referencia. La cronoamperometria se realizd aplicando un potencial de 2 V durante una
hora, todo esto con el fin de tener un electrodo funcionalizado con grupos aminos para que
estos pudieran unirse a los dendrimeros con terminacion carboxilada. De este modo, una
vez terminado este proceso, el electrodo se modifico con el dendrimero mediante inmersion
en una solucién dendrimerica en metanol a una concentracion de 80 UN (1.25uM),
conteniendo etilencarbodiimida (EDC), que permitid la union covalente a los grupos

aminos del electrodo. El tiempo de inmersion fue de 12 horas.

Por otra parte, se emplearon electrodos serigrafiados modificados con una capa de
nanotubos de carbono funcionalizados con grupo carboxilos (NTbCPS), (COOH-SWCNT-
SPEs, Type: 110-SWCNT, DropSens, Oviedo, Espafia) contra un electrodo de plata. Este
electrodo se compré de la compafia DropSens y antes de ser usado por primera vez, se
activd electroquimicamente mediante voltamperometria ciclica a 1V 100 ciclos en

presencia de una gota de 50 puL de H,SO, 0.5 M. Después de la activacion se realizd
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voltamperometria ciclica en un barrido de potencial de 0 a 2000 mV a 20 mV/s tanto en el
blanco (0.5 M H,SO,4) como en presencia de diferentes concentraciones de AA (50, 150,
200,300 uM y 2, 4 y 8 mM).

El apasivamiento del electrodo por la adicion de AA a NTbCPS se siguié mediante
experimentos de CV en una solucion 0.5 M H,SO, conteniendo cantidades equimolares de
soluciones 1mM de KzFe(CN)sy KsFe(CN)g a 25°C.

Para la deteccion y cuantificacion del monémero en el extracto de papas fritas, se tomaron
500 uL del extracto y se adiciond 2 mL de H,SO4, una gota de 50 uL de esta dilucion fue
colocada sobre el electrodo serigrafiado y analizada mediante VC bajo las condiciones

antes mencionadas.

7.2.2 CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los espectros Raman fueron obtenidos con un DXR Microscopio Raman (Thermo
Scientific) equipado con un laser de 14 mW, bajo una longitud de onda de excitacion de
780 + 0.2 nm. Los espectros fueron registrados a temperatura ambiente empleando un 70%
de la potencia del laser (~10mW) y un corte de apertura de 50 um. EIl analisis se realizo

sobre los electrodos impresos NThCPS con y sin AA adsorbida.

7.2.3 EXTRACCION DE AA DE MUESTRAS DE PAPAS FRITAS

Las papas de variedad Ciana, cosechadas en su estado de madurez en Aculco estado de
México, fueron lavadas, peladas y cortadas en rodajas delgadas. Posteriormente se
sometieron a un proceso de fritura a temperatura de 170 °C durante 5 min a fin de asegurar
la presencia de acrilamida. La extraccion del monémero se realizdé de acuerdo al método
establecido por Zargar y col. en el 2009, con algunas variantes. Brevemente, 18 g de
muestra fueron desgrasados con 40 mL de hexano, agitando por 5 min y removiendo el
solvente por decantacion. El proceso se repitio cuatro veces y el sélido remanente se seco a
vacio. La extraccion de AA se realize mediante la adicion de una mezcla de agua y acetona (40
mL cada solvente) al s6lido seco y se mantuvo en ultrasonido a 40 °C por 20 min. El material

fue filtrado, el residuo s6lido desechado y el solvente removido por rotaevaporacion. El

49



extracto se disolvié en 3 mL de agua y la solucién fue filtrada con un acrodisco para ser
analizada HPLC.

7.2.4 ANALISIS DE AA POR HPLC

El andlisis mediante HPLC-DAD fue realizado en un equipo de la marca Waters, con un
arreglo de deteccion de fotodiodos usando una columna C-18 (300 mm x19 mm i.d.). Se
empled un Loop de inyeccion de 50 uL. La fase mdvil empleada fue agua/acetonitrilo 96:4
(v/v). El método fue desarrollado en modo isocratico: Una proporcién 96:4 (v/v) por 10
min; 50:50 (v/v) desde el minuto 15 hasta el minuto 20 y finalmente 96:4 (v/v). El
tiempo total del analisis fue de 40 min a 0.8 mL/min. Para la cuantificacion de AA por
este método, se realiz6 una curva de calibracion del mondmero, para lo cual se analizo a

diferentes concentraciones (50, 100, 150 y 200 uM).

7.3 RESULTADO Y DISCUSION

7.3.1. ANALISIS DE LA RESPUESTA ELECTROQUIMICA DE AA SOBRE EL ELECTRODO DE

CARBON VITREO

La voltamperometria ciclica realizada en el H,SO, empleando un electrodo de carbén vitreo
anodizado y sin anodizar, muestra como respuesta una sefial de oxidacion a 1500 mV
(Figura 18). La respuesta se debe a que los grupos carboxilos presentes en la superficie del
electrodo, son oxidados durante la polarizacion anddica bajo este sistema. El carbdn vitreo
sin anodizar contiene grupos carboxilos no funcionalizados, por esta razén y con la
intension de incrementarlos, se realizé un anodizado como se describié anteriormente.
Posterior a este tratamiento se obtuvo una voltamperometria ciclica en H,SO4 0.5M para
analizar el resultado. Los grupos carboxilos se incrementaron después del tratamiento
electroquimico, esto se puede observar en la Figura 18 donde se muestran los
voltamperogramas ciclicos sobrepuestos del electrodo anodizado y sin anodizar. La
corriente detectada en la sefial de oxidacién de los carboxilos (1500 mV) es directamente
proporcional a su concentracién, esta corriente resulté mayor cuando el analisis se realizé

con el electrodo anodizado, lo cual indica que la cantidad de carboxilatos presentes en la
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superficie es mayor cuando se realiza el tratamiento electroquimico previamente, esto

permite una mayor &rea superficial y con ello un una mejora en la sensibilidad.

3.2x10™

Anodizado
| Sin anodizar
2.4x10™
1.6x10™
<

5

8.0x10” 1 1500 mV
Y
0.4 0.8 1.2 1.6 2.0

E/V

Figura 18. Voltamperograma ciclico de H,SO4 0.5M. Electrodo de trabajo: carbon vitreo,
electrodo de referencia AglAgCI. El grafico en linea solida corresponde al analisis con el
electrodo anodizado, el grafico en linea punteada se realizd con el electrodo sin anodizar.
E;= Pca (580 mV), E,=2000 mV, velocidad= 20 mV/s.

La oxidacion de los grupos carboxilatos genera radicales libres, los cuales son capaces de
reaccionar quimicamente con la AA y adsorberla en la superficie del electrodo. La Figura
19 muestra los voltamperogramas sobrepuestos de la respuesta del &cido sulfurico 0.5 M
(Blanco) y de la adicién de diferentes concentraciones de AA (0, 25 uM, 1, 2, 3 y 4 mM).
Como puede observarse, conforme se incrementa la concentracion de AA, la corriente de la
sefial de oxidacion presente a 1500 mV en el blanco, se observa disminuida, posiblemente
debido a un bloqueo del area superficial por parte de la AA adsorbida que inactiva los
grupos carboxilatos. La concentracién de AA podria ser investigada desarrollando una
curva de calibracion que refleje la corriente disminuida segun la cantidad del estandar de
AA escaneado, sin embargo la caida de corriente observada en este sistema es demasiado
rapida y sin diferencias claras entre cada concentracién. La superficie del electrodo es
fuertemente pasivada desde la menor concentracion de AA adicionada a la solucion de

analisis (25 uM).
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Figura 19. Voltamperograma ciclico de H,SO, 0.5 M (Bco) y del H,SO, en presencia de
diferentes concentraciones de AA sobre un electrodo de carbédn vitreo anodizado y contra un

electrodo de AgIAgCI. a) 0, b) 25 uM, ¢) 1 mM, d) 2 mM, e) 3 mM y f) 4 mM. E;=Pca,
E»,=2000 mV, velocidad=20 mV/s.
7.3.2 ANALISIS DE LA RESPUESTA ELECTROQUIMICA DE AA SOBRE EL ELECTRODO DE

CARBON VITREO MODIFICADO CON DENDRIMEROS

Debido a la ineficiencia de los resultados obtenidos cuando se empleé el electrodo de
carbon vitreo sin anodizar y anodizado, fue necesario el estudio de un mejor sistema de
andlisis. Dado que la oxidacion de grupos carboxilos es el paso determinante para que se
realice la adsorcién de AA en la superficie del electrodo (Shapoval y Gorodyskii, 1973), la
existencia de estos grupos funcionales en la superficie del electrodo es indispensable, por
cosecuencia, podria pensarse que si estan presentes en elevadas concentraciones, el bloqueo de
los centros activos en presencia del mondémero podria ser menos desfavorable. La
modificacion del CV con dendrimeros Poliamidoamina (PAMAM) de terminacion
carboxilada, es capaz de proveer un area superficial con mayor concentracion de
carboxilatos. De acuerdo a lo anterior, se realizd6 una modificacion de la superficie del
electrodo de carbono con dendrimeros de generacion 3.5 y 4.5 con terminacion carboxilada,
posteriormente se empled la voltamperometria ciclica para conocer su comportamiento
electroquimico en el blanco (H,SO,) y en diferentes concentraciones de AA (25 uM a 4 mM).
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La Figura 20 muestra una comparacion entre la respuesta electroquimica del blanco (H,SO, 0.5
M) analizado con el electrodo modificado con G3.5 y con el electrodo sin anodizar y
anodizado. Los resultados muestran un claro incremento en la corriente de oxidacion a 1500
mV cuando el electrodo es modificado. Este hecho es un indicio de una buena adsorcion del

polimero y por consecuencia de un incremento de los grupos carboxilos perifericos.

La Figura 21 muestra la respuesta electroquimica de diferentes concentraciones de
acrilamida empleando un electrodo modificado con G3.5. Los resultados muestran que la
modificacion con dendrimeros carboxilados mejora la adsorcion gradual de AA sobre el
electrodo, de otra manera la disminucion de la corriente observada es casi total en la
primera adicion del monomero. Por otra parte, también podemos observar que a partir de la
adicién de AA a 200 uM, la respuesta electroquimica no cambia. Fue necesario investigar

una modificacion cuya respuesta a la adsorcion de AA fuera ain mas lenta.
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Figura 20. Voltamperograma ciclico de H,SO, 0.5 M analizado con el electrodo (CV)

modificado con G3.5 y con CV Unicamente anodizado (A) y sin anodizar (B). Los analisis
fueron realizados contra un electrodo de AgIAgCI, con una ventana de potencial iniciando
desde el pca hasta 2000 mV a 20 mV/s.
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Figura 21. Voltamperograma ciclico de H,SO, 0.5 M puro y con AA a diferentes
concentraciones (100 uM-4 mM) empleando un electrodo de carbon vitreo modificado con
dendrimero de generacion 3.5 contra un electrodo de AgIAgCI, Ventana de potencial: pca-
2000 mV a 20 mV/s.

En la busqueda de un mejor sistema para el analisis de AA, se realiz6 una modificacion del
electrodo de carbon vitreo con dendrimeros de generacion 4.5, que implica un analisis con
mayor nimero de grupos carboxilos en la periferia. Este proceso se desarrollé de la misma
manera que en la modificaciobn con G3.5. A pesar de mostrarse un incremento en la
corriente de oxidacion de los carboxilatos comparado a cuando se realizo el analisis con

CVIG3.5, Los resultados no muestran una mejor respuesta (Figura 22).
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Figura 22. Voltamperograma ciclico de H,SO4 0.5 M puro y con AA a diferentes
concentraciones (100 uM — 4 mM) empleando un electrodo de carbon vitreo modificado
con dendrimero de generacion 4.5 contra un electrodo de AglAgCl. Ventana de potencial:
pca-2000 mV a 20 mV/s.

Se realizé un anélisis donde se comparan los resultados de concentracion contra relacion de
corriente a fin de apreciar las pendientes resultantes con los diferentes tratamientos en el
electrodo de carbon vitreo. En la Figura 23 se muestra la respuesta. Como puede observarse,
una mayor pendiente se obtiene con el electrodo de carbon vitreo modificado con el
dendrimero de generacion 3.5 lo cual indica que el sistema mas eficiente para el estudio de

AA es el que emplea dicho electrodo.
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Figura 23. Comparacion de las pendientes obtenidas con los diferentes tratamientos y
modificaciones sobre el electrodo de carbdn vitreo.

Estos resultados parecian prometedores, sin embargo el analisis con el electrodo de carbén
vitreo anodizado o modificado con dendrimeros, resultd ser un sistema que carece de
reproducibilidad por lo que se ha descartado como una propuesta eficiente para determinar y
cuantificar AA. Probablemente esto se debe a que tanto el tratamiento de anodizado como el
proceso de limpieza exhaustivo debido a una fuerte adsorcién del mondmero, eran lo
suficientemente agresivos como para generar areas superficiales muy diferentes en cada
ocasion. Por otra parte se observo una importante degradacion de los electrodos conforme se les

aplicaban estos tratamientos.
7.3.3 ANALISIS DE AA SOBRE ELECTRODOS IMPRESOS NTBCPS

En el analisis del blanco (H,SO,), la perturbacion del sistema a potenciales altos sobre los
electrodos serigrafiados, produjo la oxidacion de los grupos carboxilos de la misma manera
que cuando se usé CV como electrodo de trabajo. A diferencia de los voltamperogramas
obtenidos con la celda convencional, los resultantes con los serigrafiados (Figura 24), no
presentan sefial de oxidacion, sin embargo muestran dos sefiales catodicas a 924 y 390 mV

que corresponden a la reduccidn de los productos de oxidacion de los grupos carboxilos.

Por otra parte, la oxidacién de los carboxilatos, produce la electrogeneracion de radicales -

COO* (Walker y Hathway, 1977) los cuales, en presencia de la AA reaccionan
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quimicamente con el mondmero y la adsorben en la superficie del electrodo. En el barrido
en sentido catddico, la AA es reducida y su polimerizacidn es generada. Es por esto que en
la respuesta del andlisis de la AA a diferentes concentraciones (50 a 200 uM) se observa
que mientras los picos de reduccion a 924 y 390 mV permanecen sin cambio significativo,
una nueva sefial de reducciébn a 1200 mV se incrementa en corriente de manera
proporcional a su concentracion (Figura 25). Segun la ley de Faraday, el incremento de la
corriente se debe a un incremento en la cantidad de materia transformada. De esta manera,
por medio de esta técnica analitica fue posible detectar y cuantificar el monémero. La
Figura 26 muestra los voltamperogramas sobrepuestos del proceso de electropolimerizacién
de AA a diferentes concentraciones, en el intervalo de 300 uM - 8 mM, en este caso la
variacion de corriente con respecto a la concentracion de AA es opuesta a la mostrada
cuando el rango de va de 50 a 200 uM. Esto puede deberse a que quiza a concentraciones
méas altas el mondémero produce una pelicula sobre la superficie del electrodo y por
consiguiente hay un incremento de la resistencia en la interface y por consecuencia la
corriente es disminuida. Estos resultados nos llevan a deducir que la AA polimeriza en la

superficie del electrodo y que su cuantificacion por este método es posible.
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Figura 24. Votamperograma ciclico del acido sulfarico 0.5M, Blanco, sobre un electrodo
impreso de carbono modificado con nanotubes de carbono de pared sencilla.
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Figura 25. Voltamperograma ciclico sobre electrodos impresos (NTbCPS) en presencia de
diferentes concentraciones de AA. Electrolito: H,SO,4 0.5M, concentracion del analito: a) 0
uM, b) 50 uM, ¢) 150 uM, d) 200 uM
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Figura 26. Voltamperograma ciclico en presencia de diferentes concentraciones de AA
sobre los NThCPS. Electrolito: H,SO4 0.5M, concentracion del monomero: a) 300 uM, b) 2
mM, c¢) 4 mM, d) 6 mM, e) 8mM, linea solida gruesa: blanco.

Existen dos posibilidades acerca del mecanismo por el cual la AA se adsorbe sobre los
electrodos serigrafiados. Una es a través del ataque del radical sobre el carbono of-
insaturado de la molécula, de esta manera los grupos aminos estarian expuestos en la
superficie con una densidad de carga positiva 6+. La otra opcion es a través de una reaccion
entre el radical y el nitrdgeno que se encuentra presente en el grupo amino de la AA
(Reaccidn de adicién de Michael) en este caso los grupo expuestos serian carbonilos con
densidad de carga neutra. A fin de definir este mecanismo, se realiz6 voltamperometria
ciclica, de una mezcla equimolar (1 mM) de ferrocianuro de potasio con ferricianuro de
potasio cuyo comportamiento es ampliamente conocido. Esta molécula tiene una densidad
de carga negativa, por lo que si el electrodo modificado con AA presentara grupos aminos
expuestos, la corriente de pico de la especie electroactiva en la solucion debe ser favorecida

debido al hecho de que la atraccion entre cargas opuestas debe mejorar la transferencia
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electrénica, mientras que si los grupos expuestos son carbonilos y por consiguiente con
densidad de carga neutra, ninguna diferencia debe esperarse en el comportamiento
electroquimico del par ferro-ferri. Los resultados se muestran en la figura 27, donde puede
observarse que las corrientes de pico son incrementadas cuando se emplea el electrodo
modificado con AA. Esto indica que el mecanismo de reaccion corresponde al ataque del
radical sobre el carbono ab-insaturado de la molécula, produciendo superficies
funcionalizadas con grupos —NH;". La adsorcion del mondémero se comprobd también
mediante los estudios RAMAN realizados sobre los serigrafiados después de haber sido

tratados con 200 uM de AA, estos resultados se exponen mas adelante.
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Figura 27. VVoltamperograma ciclico de la molécula (FeCN)s/(FeCN)s™ sobre un electrodo
de NTbhCPS (linea sdlida) y uno de NThCPS con acrilamida adsorbida a 200 uM (linea
punteada)
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7.3.4 ESTUDIO DE INTERFERENCIAS EN EL ANALISIS ELECTROQUIMICO
DE AA EMPLEANDO ELECTRODOS SERIGRAFIADOS (NTBCPS)

El andlisis de interferencias, es un aspecto importante en el estudio de técnicas de
deteccion. En este proyecto se analizaron algunos compuestos que pueden estar presentes
en el extracto de papas fritas, tal como asparagina, glucosa, iones de K, y acido acrilico
(Ac). Las Figuras 28 y 29 muestran los voltamperogramas de la mezcla equimolar (50 uM)
de AA con Asparagina y glucosa, respectivamente. En ambos casos, el comportamiento
electroquimico no muestra algin cambio significativo sobre la respuesta de la AA. La

misma tendencia fue observada cuando el analisis se realizé con K.
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Figura 28. Voltamperograma ciclico de AA (linea solida) y de la mezcla equimolar de
asparagina y AA (linea punteada).
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Figura 29. Voltamperograma ciclico de AA (linea sélida) y de la mezcla equimolar de
glucosa y AA (linea punteada).

La Figura 30, muestra la respuesta electroquimica de AA y Ac, ambos a 50 uM y una
mezcla equimolar AA-Ac (50 uM). EI comportamiento electroquimico del Ac es el mismo
que el de la AA, sin embargo, cuando su mezcla es analizada, el voltamperograma es igual
al banco, es decir, la sefial de reduccion perteneciente al mondémero desaparece, lo cual
puede observarse en la Figura 31. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos
mediante espectroscopia Raman (Figura 32) Las bandas D y G, caracteristicas para los
NTbCPS, no son doblemente incrementadas en el analisis de la mezcla equimolar como se
podria esperar debido a su similitud en estructura teniendo como Unica diferencia el grupo
amino de la AA y el hidroxilo del Ac. El estudio por separado de estos compuestos produce
intensidades menores en las bandas obtenidas con el Ac adsorbido que con la AA, a pesar
de ser estudiados a la misma concentracion. Ambos compuestos, en medio &cido, se
polimerizan sin la necesidad de la aplicacion de algun potencial de oxidacién o reduccion.
Cuando en el mismo medio se encuentra presente una mezcla AA-Ac, el Ac polimeriza mas
rapido y forma co-polimeros con la AA. Esta es quiza la razon por la cual una mezcla de

ellos no permite la electro-polimerizacion de AA ya que antes del proceso electroquimico
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se realiza la co-polimerizacion quimica en el seno de la solucidn, lo cual ocasiona que la

AA no sea totalmente adsorbida y por consiguiente su reduccién electroquimica no se lleve
a cabo.
4
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Figura 30. Voltamperograma ciclico de AA (linea punteada), AC (linea sélida) ambos a 50

uM y mezcla equimolar (50 uM) de AA y acrilico (linea en guiones).
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Figura 31. Voltamperograma ciclico del blanco y de la mezcla equimolar de AAy AC
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Figura 32. Espectroscopia Raman para electrodos serigrafiados NTbCPS: a) Sin AA
adsorbida, b) AA 50 uM, c) mezcla equimolar de AA'y Ac (50 uM).

65



La Figura 33, muestra el comportamiento electroquimico de la mezcla de AA a 50 uM y
diferentes concentraciones de AC (10, 50 y 200 uM) donde podemos ver que el resultado
es independiente de la concentracion del AC. Probablemente esto se debe a la
polimerizacion en el seno de la solucion. De este modo, el AC no es considerado una

interferencia para el analisis de AA en papas fritas a través de este método electroquimico.
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Figura 33. Voltamperograma ciclico de la mezcla de AA a 50 uM y AC a diferentes
concentraciones (10, 50 y 200 uM)

7.3.5 ESTUDIO DE LOS SERIGRAFIADOS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA RAMAN

Los espectros resultantes en el analisis de los NTbCPS (Figura 34), muestran dos bandas,
Dy G, a1310 cm™ y 1580 cm™ respectivamente. La intensidad de la banda D, es mayor
que en la banda G, esto muestra la presencia de carbono amorfo asi como una satisfactoria
funcionalizacion del electrodo (Murko et al., 2005). Por otra parte, los espectros obtenidos
del analisis de los electrodos serigrafiados con AA adsorbida (50-200 uM) revelan un
incremento en la intensidad de ambas bandas proporcional a la concentracién y un
desplazamiento en la frecuencia de la banda G, es decir que la respuesta esta en funcion de

la superficie cubierta por la AA, mientras que un pretratamiento del electrodo con 300 uM
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del mondmero produce su disminucion (Figura 34). Estos resultados sugieren que a mayor
concentracion de AA ligada a los NTbCPS del electrodo, el namero de enlaces C=C
también se ven incrementados. A partir de una concentracién de 300 uM del monémero
adsorbido, el electrodo es saturado por la polimerizacion de AA en su superficie que
produce estructuras con alto nimero de uniones C-C que son inactivos para la polarizacion
Raman con el laser empleado. El andlisis de la adsorcion de AA mediante esta técnica,
refuerza los obtenidos a través del método electroquimico, que adicional a estos resultados,
revela que los analisis a concentraciones mayores que 300 uM lejos de mostrar un
incremento en la corriente produce méas bien una disminucion de la misma incluso menor

que la obtenida a 100 puM.
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Figura 34. Espectroscopia Raman de los electrodos de NTbCPS con diferentes
concentraciones de AA adsorbida: a) sin AA, b) 100 uM, c) 200 uM, d) 300 uM

7.3.6 ANALISIS, DETECCION Y CUANTIFICACION DE AA EN PAPAS
FRITAS MEDIANTE HPLC-DAD.

La AA fue detectada a 210 nm en un tiempo de elucion de 4.7 minutos. Bajo estas
condiciones la AA asi como los componentes del extracto fueron separados. Una vez
extraida la AA, se procedio a realizar el analisis bajo las mismas condiciones de estudio del
estandar. Cuando se detecto el pico correspondiente al mondmero, se realiz6 una coelucion de
la muestra real con el estandar a fin de verificar su correspondencia. ElI cromatograma
resultante se muestra en la Figura 35. La concentracién de AA en papas fritas calculada

mediante HPLC fue de 23.90 = 0.1 mg/Kg por gramo de extracto seco.
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Figura 35. Cromatograma correspondiente al extracto de papas fritas (linea gruesa),
estandar de AA (linea delgada) y coelucién del extracto y el estandar (linea punteada).
Inset: Acercamiento de los picos correspondiente a la AA

7.3.7 DETECCION Y CUANTIFICACION DE AA EN PAPAS FRITAS MEDIANTE LA TECNICA
ELECTROQUIMICA

El sistema electroquimico con mejor respuesta en el analisis del estandar de AA fue el de
los electrodos impresos, con los que se obtuvo una curva de calibracién lineal en el rango
de 50 a 300 uM, con limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ) de 0.03 uM y 0.04
UM, respectivamente. Por esta razon, los resultados mostrados del analisis en muestra real,

son los obtenidos bajo este método.

La Figura 36 muestra los voltamperogramas sobrepuestos de la muestra real y el estandar a 50
uM. Como se observa en el gréafico del extracto, las sefiales de reduccién correspondientes al
blanco (alrededor de 390 y 924 mV presentes aun cuando se examina el estandar) disminuye en
el caso de la de 300 mV y desaparece la de 900 mV, mostrandose Unicamente un pico de
reduccién alrededor de 1200 mV el cual al agregar diferentes concentraciones del estandar se
ve disminuido. La concentracion de AA en las papas fritas de acuerdo a esta técnica fue de

29.70 £ 0.15 mg/Kg de AA por gramo de extracto seco.

Como puede observarse, la concentracion de AA detectada por HPLC es similar a la
revelada por la técnica electroquimica, aunque esta cuantifica un nivel del monémero
ligeramente mas alto, tiene grandes ventajas comparada con las técnicas convencionales tal
como el uso de volumenes de muestras pequefios, es una técnica rapida, facil, confiable y

amigable con el medio ambiente.
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Figura 36. Voltamperograma ciclico del extracto de papas fritas (linea punteada) y del
estandar de AA a 50uM (linea solida)

8 CONCLUSIONES

En este trabajo, se reporta un nuevo método para la deteccion y cuantificacién de AA en
alimentos de manera facil, rapida y segura a través de su electropolimerizacion sobre
electrodos de NTbCPS. EI limite de deteccidn de esta técnica (LOD) es de 0.03 uM vy el
limite de cuantificacion (LOQ) es de 0.04 uM. La cuantificacion de AA en papas fritas por
el método electroquimico (29.70 + 0.15 mg/Kg) es similar a la obtenida por HPLC-DAD
(23.90 £ 0.1 mg/KQg) lo cual implica que el método propuesto es confiable. Los estudios de
interferencias realizados revelan que ninguno de los compuestos analizados representa un
problema en la cuantificacion electroquimica de AA en la muestra real. Por estas razones,
se puede concluir que el presente procedimiento electroquimico representa un método
confiable, rapido, facil, seguro y barato para la deteccion y cuantificacion de AA en papas
fritas. Por otra parte, El analisis de AA realizado en el electrodo de carbon vitreo,
anodizado, sin anodizar y modificado con dendrimeros, resultd ineficiente debido a un

excesivo pre-tratamiento que produjo una importante degradacién de los electrodos.
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