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RESUMEN

El 3,4 Benzopireno es uno de los mas grandes e importantes carcinégenos
ambientales. Su presencia en los alimentos, genera productos de baja calidad y
constituye un riesgo para la salud de los consumidores; pueden producir efectos

mutagénicos y carcinogénicos, desérdenes en el desarrollo corporal, entre otros.

Objetivo: Determinar el grado de alteraciéon y cuantificar al 3,4 benzopireno por
HPLC en aceites comestibles segin el tiempo de uso en chicharronerias y

pollerias del centro histérico del Cusco.

Materiales y Métodos: Estudio cuasiexperimental correlacional de corte
transversal. Donde se tomaron muestras de aceites y/o grasas usadas para
fritura de 14 chicharronerias y 6 pollerias ubicadas en el centro histérico de la
ciudad del Cusco. Se realizé los siguientes controles: indice de acidez, indice de
yodo; asi mismo se empleé el “Oxifrit-test” un método rapido de analisis para
determinar el grado de alteracion de las muestras. El andlisis se realizé de
acuerdo a los métodos oficiales de la AOAC. Para la determinacion del 3,4

Benzopireno se usé la técnica de adicion por estandar en HPLC — DAD.

Resultados: En la determinacion de 3,4 Benzopireno en muestras de manteca
alteradas por recalentamiento en chicharronerias se hallé al benzo(a)pireno en
una concentracion promedio de 12.06 ug/Kg mientras que en muestras de aceite
alterado de pollerias dicha concentracién promedio fue de 9.809 ug/Kg. En los
parametros fisicoquimicos; indice de acidez, el valor mas alto obtenido fue la
muestra 15 con 2.73 % y el menor fue la muestra 14 con 0.75 %, con una media
de 1,836 %. En el indice de yodo, para muestras de manteca y aceite vegetal se
obtiene un valor maximo de 58,49 a un minimo de 30.79, con una media de
44.7933mg/g de grasa. La prueba del Oxifrit-test nos muestra los siguientes

resultados: a menos de 1 dia de uso en un 71,4% el grado de alteracion esta en

Vil



el rango de sin alteracién, en cambio a mas de 3 dias de uso en un 85,7% el
grado esta totalmente alterado.

Conclusiones: Del estudio se concluye que todas las muestras de aceite y
manteca analizadas presentaban cantidades que superan considerablemente el
limite establecido por paises europeos que es de 2 ug/Kg. Ademas se encontré
que la concentracion de benzopireno esta relacionada con el tiempo de

reutilizacion de los aceites y mantecas.

Palabras claves: 3,4—Benzopireno, carcinogénico, HPLC, aceites termooxidados,

grasas termooxidadas.



SUMMARY

The 3.4 Benzopyrene is one of the largest and most important environmental
carcinogens. Their presence in food, produces low quality products and
constitutes a health risk for consumers; They can produce mutagenic and

carcinogenic, development disorders in body effects, among others.

Objective: To determine the degree of alteration and quantified by HPLC 3.4
benzopyrene in edible oils according to the time of use in pork and chicken

restaurants the historic center of Cusco.

Materials and Methods: A quasi-experimental correlational cross-sectional study.
Where samples of oils and / or fats used for frying 14 chicharrén and 6 pollerias
located in the historic center of the city of Cusco were taken. The following
controls are performed: acid, iodine; likewise the "Oxifrit-test" a fast method of
analysis was used to determine the degree of alteration of the samples. The
analysis was performed according to the AOAC official methods. 3.4 for

determining Benzopyrene addition technique used by standard HPLC - DAD.

Results: 3.4 In determining Benzopyrene in butter samples altered by overheating
chicharréon was found to benzo ( a) pyrene in an average concentration of 12.06
ug / kg while in samples such altered oil pollerias average concentration was
9,809 ug / Kg . In the physicochemical parameters ; acid , the highest value
obtained was sample 15 with 2.73 % and the lowest was 0.75 % Sample 14 , with
an average of 1.836 % . In the iodine , for samples of vegetable oil shortening and
a maximum value of 58.49 is obtained at a minimum of 30.79 , with a mean
44.7933mg / g fatA. Oxifrit test -test shows the following results: less than 1 day of
use by 71.4 % the degree of alteration is in the range unchanged , in contrast to

more than 3 days of use 85 , 7% level is completely altered.



Conclusions: The study concludes that all samples analyzed exhibited oil and
grease quantities that significantly exceed the limit set by European countries is 2
ug / kg. It was also found that the concentration of benzopyrene is related to the

time of use of oils and fats.

Keywords: 3,4-benzopyrene carcinogenic, HPLC, thermooxidized oil,

thermooxidized fat.

Xl



INTRODUCCION

El proceso de fritura, en el cual la grasa es calentada a temperaturas superiores a
los 180°C, es utilizado como un medio de procesamiento de alimentos altamente
atractivos para los consumidores. En la ciudad del Cusco existen varios
establecimientos donde se realizan frituras como chicharronerias, pollerias,
cuyerias, salchipaperias, entre otros; donde no se efectia un control sanitario
sobre la calidad de alimentos empleados en especial los aceites comestibles
termo oxidados, que por su continua reutilizacion generan sustancias toxicas de

alto potencial carcinogénico.

Sabemos que el cancer puede ser ocasionado por agentes fisicos, quimicos y
biolégicos; algunos de ellos han acompaiado al ser humano desde que aparecio
en el planeta, como la luz ultravioleta del sol o las radiaciones ionizantes
naturales. Otros han sido generados por nuestras propias actividades domésticas,
tal y como sucede con los hidrocarburos policiclicos aroméaticos (3,4 benzopireno)

liberados en la combustion por sobrecalentamiento del aceite.

La evaluacion de estos cambios quimicos ha sido ampliamente estudiada a través
de la mediciéon de diferentes parametros, especificamente para el control de la
degradacion alcanzada por las materias grasas sometidas a un proceso de fritura
se utilizan a menudo los llamados indices analiticos rapidos, entre los cuales
destacan los métodos colorimétricos basados en indicadores redox, como son el
Oxifrit Test® que pueden ser de gran interés para conocer la evolucion de la grasa

de fritura en aplicaciones concretas(1)(2).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, este estudio plantea como objetivo
principal evaluar el deterioro térmico a través de un método analitico cualitativo

rapido, asi mismo identificar al 3,4 benzopireno, principal sustancia cancerigena.



CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, esta muy difundida la coccion de alimentos por inmersion en barios
de aceite comestible. La alta temperatura a la que se somete el aceite provoca su
oxidacién y polimerizacién térmicas. Las sustancias resultantes de estos procesos

disminuyen el valor nutritivo del aceite (3) y pueden resultar toxicas (4).

Sin embargo, dados los efectos dafiinos que las grasas y aceites de fritura
degradados pueden causar si son consumidos regularmente, han sido de

preocupacion para las autoridades sanitarias en las Gltimas décadas.

Algunos estudios han atribuido a los aceites oxidados o0 a su fraccion polar,
efectos biolégicos negativos, ya que muchos de los subproductos del proceso de
fritura pueden actuar como destructores de vitaminas, inhibidores de enzimas,
productos de oxidacion de lipidos, irritantes gastrointestinales y potencialmente

pueden causar mutaciones (5).

El problema radica en que los aceites excesivamente reutilizados son mucho
menos eficientes y resultan en tiempos de coccién mas prolongados y en una
mayor absorcion de grasa (6). Se ha determinado que las papas, por ejemplo,
absorben airededor de 8.5% de aceite cuando se frien en aceite fresco, e
incrementa a un 15% cuando se frien en aceite excesivamente reutilizado, debido

al aumento en la viscosidad. (5).

El benzopireno es la sustancia encontrada en el aceite térmicamente degradado.
A pesar de que se sabe que esta sustancia es cancerigena, lo que se desconoce
es en qué cantidad. Por ello la Organizacion Mundial de la Salud (7), ha
recomendado que se evite el contacto con alimentos que puedan contener esta
sustancia. El Ministerio de Sanidad ha confirmado que la legislaciéon espafiola no

fija un tope a la cantidad que puede consumirse de esta sustancia.



Segun las normas peruanas, aun no se establecen niveles maximos permitidos de
benzopireno en alimentos, sin embargo segun el plan de manejo ambiental del
estado peruano, se determinan valores maximos de benzopireno en agua de
0.7ug/L; -asi mismo en la contaminacién del aire por la emanacion de gases
toxicos producido por vehiculos motorizados en Lima se establece para esta
sustancia un nivel de 0.0001ug/m3 para las poblaciones y en zonas de trabajo
0.15ug/m3.

Estudios en Perd, como lo indica Gustavo Sarria, subdirector institucional del
INEN, alert6 a la poblacion para que nunca reutilice el aceite que haya sido
empleado en algian tipo de coccién, porque este producto, al calor, se
descompone en esos elementos. Indicé que los nitritos y bencenos se pueden
apreciar a simple vista como unas pequefias particulas negras que se forman en

el aceite usado y que pese a su inofensiva apariencia, son muy peligrosas (8).

El cancer al estbmago es uno de los de mayor incidencia, sobre todo en nuestro
pais. Tal como refiere el Doctor Hernan Espejo, experto gastroenterdlogo, en el
Peru las estadisticas de cancer gastrico son 10 veces mayores que en EE.UU.
Las cifras que se manejan en nuestro medio indican que, en los hombre, el cancer
al estbmago es el mas frecuente (20.5%) del total de casos de cancer, mientras
que en las mujeres es el tercero mas frecuente (14.1%). La nutricionista del
Hospital de la Solidaridad de Magdalena, Slovenia Ulloa indic6 que el uso del
aceite recalentado en las frituras también puede ser causal de enfermedades

como Alzhéimer o Parkinson (9).

Actualmente en el centro del Cusco existen diversos establecimientos donde el
consumo de pollo a la brasa y chicharrones tienen alta demanda. En dichos
establecimientos no se efectlia un control sanitario sobre la calidad de los
alimentos empleados en especial de los aceites recalentados, que por su continua
utilizacion genera sustancias téxicas, de alto potencial carcinogénico como el 3,4

benzopireno .Teniendo en cuenta el riesgo de salud que dicha sustancia genera y



la falta de literatura cientifica en nuestro medio, se considera relevante el estudio
de la determinacién y cuantificacion de 3,4 benzopireno por HPLC en
chicharronerias y pollerias del centro histérico del Cusco, de esta manera brindar
informacién a la poblacién cusquefia, asi mismo proporcionar mayores datos y
pruebas que permitan gestionar un reglamento peruano en cuanto a los limites

maximos de consumo de esta sustancia.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA:

o ;Dependera del tiempo de reutilizacion de los aceites y mantecas
comestibles usados en la fritura en chicharronerias y pollerias del centro
histérico del Cusco, la presencia, cantidad de 3,4 benzopireno y el grado
de alteracion?

1.3. OBJETIVO GENERAL.:

e Determinar el grado de alteracion y cuantificar al 3,4 benzopireno por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en aceites y mantecas
comestibles segin el tiempo de uso en chicharronerias y pollerias del

centro historico del Cusco.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar y comparar si la concentracién de 3,4 Benzopireno en las

muestras depende del tiempo de uso de las mantecas o aceites.

2. Verificar el grado de alteracion de las muestras mediante la valoracion de
la prueba oxifrit-test considerando el tiempo de uso de los aceites y de las

mantecas.

3. Determinar si los parametros fisicoquimicos (indice de yodo e Iindice de
Acidez) se encuentran dentro de los limites establecidos por el Codex

Alimentario y cdmo influyen en el grado de alteracion de las muestras.



4. Realizar un analisis organoléptico en los aceites de fritura térmicamente
degradados, basado en el reglamento (CE) N°640/2008 de la comision

Europea y como influye en el grado de alteracion de las muestras.

5. Optimizar la metodologia de extracciéon de 3,4 benzopireno en aceites y
mantecas mediante la técnica de adicion de estandar para la identificacion

por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

6. Evaluar si las concentraciones de 3,4 benzopireno en los aceites y grasas
comestibles reutilizados se encuentran dentro de los limites aprobados por

la Unién Europea.

1.5. LIMITACIONES:

e La adquisicion de algunos reactivos alérgé el tiempo de ejecucion del
proyecto, puesto que se utilizaron reactivos de grado quimico analitico,
algunos importados y otros fiscalizados, que necesitaban el permiso
correspondiente de la Universidad.

¢ Debido al costo del analisis por HPLC, se limitd a hacer el estudio en los
establecimientos de zonas representativas del Centro Histdrico del Cusco.

e El equipo de HPLC de la Universidad no cuenta con detector de
Fluorescencia por lo que se decidié optar por la técnica de Adicion de

estandar usando el detector DAD.

1.6. JUSTIFICACION:
Conocimiento:

Teniendo en cuenta que el consumo de aceites es habitual e indispensable, es
bueno conocer que no solo la procedencia y caracteristicas del aceite pueden
afectar la salud, sino también la forma y nimero de veces que se emplea para

cocinar.



La reutilizacion de los aceites es un proceso muy comun en nuestra poblacién,
son diferentes problemas los que causa el consumo de aceites reutilizados, es por
esto que se debe enfatizar en la importancia de no reutilizar los aceites,
independiente de su composicién, ya que su consumo puede traer consecuencias
negativas, importantes para la salud.

A partir de dichos estudios, la Union Europea ha decidido estudiar la presencia de
los benzopirenos en los alimentos y establecer una legislaciéon al respecto. Sin
embargo aun no existen suficientes estudios que permitan establecer una
legislacién en Per(; la DIRESA solo registra los limites maximos permisibles de
benzopireno (0.0007 mgL-'), en agua para consumo humano, mas no se registran
datos en alimentos.

Asi mismo esta sustancia por ser altamente volatil se absorbe facilmente por la
piel y por inhalaciéon, generando contaminaciéon no solo al que lo ingiere sino
también a todas las personas que estan en contacto al momento de la fritura. Por
tal motivo es necesario establecer una norma vigente, como también proponer los
métodos de proteccion para evitar el contacto directo con el beznopireno.

En vista de que los establecimientos de comida mas visitados por la poblacién en
general son las pollerias y chicharronerias, se decide realizar este estudio,

brindando asi los primeros datos de referencia en nuestra Ciudad.

Aplicabilidad:

Esta investigacion esta enfocada al analisis de aceites utilizados en los
establecimientos de venta de comida (chicharronerias y pollerias) y asi mismo
identificar la presencia del 3,4 benzopireno que estos liberan al ser reutilizados
constantemente; este trabajo contribuira con posteriores investigaciones, para
poder estudiar a todos los HAPs que producen cancer en el ser humano, asi
mismo informar a la DIGESA sobre las concentraciones halladas del 3,4
benzopireno en aceites reutilizados en dichos establecimientos, brindando de esta
manera los primeros datos de 3,4 benzopireno en alimentos en la ciudad del

Cusco. Con los resultados obtenidos la poblaciéon cusquefia tendra conocimiento



del tipo de aceite que consume, y de todos los efectos perjudiciales que puede
ocasionar para su salud. Ademas que nos brindara una perspectiva sobre la
calidad alimenticia que las personas habitualmente deben tener, con la finalidad
de preservar la salud, evitar el desarrollo de enfermedades que originan la

destruccién histolégica del organismo, y que posteriormente pueden terminar en
cancer.

Prioridad:

El presente estudio de investigacion se realizé con la finalidad de determinar al
3,4 benzopireno en aceites reutilizados en chicharronerias y pollerias del centro
historico del Cusco, con lo cual se puede beneficiar la poblaciébn en general,ya
que por los efectos perjudiciales de esta sustancias en la salud de las personas
es muy importante su estudio. Mediante dicho estudio se podra plantear a las
autoridades que intervengan en la inspeccion de establecimientos que expenden
alimentos a base de fritura, que mejoren las condiciones de uso, y que cumplan
con todos los estandares de calidad; asi mismo mediante un trabajo en conjunto
con las municipalidades y la DIGESA se establezca una normativa en cuanto al

contenido maximo de benzopireno permitido en alimentos.

Economico:

La factibilidad de este estudio contdé con recursos financieros, humanos y
materiales, que nos permitié tomar datos importantes que favoreceran la salud de
nuestra poblacion cusquefia. Utilizando el Oxifrit-Test se realizaron andlisis que
permitieron detectar aceites y mantecas en buen o mal estado de manera rapida y
efectiva, y de esta manera prevenir el consumo de aceites reutilizados y mas aun
prevenir el desarrollo de enfermedades cancerigenas por consecuencia del

consumo excesivo de estas.



1.7. HIPOTESIS:

e “Los aceites y mantecas comestibles que son reutilizados por mas tiempo
en la fritura en chicharronerias y pollerias del centro histérico del Cusco

presentan mayor cantidad de 3,4 benzopireno y mayor grado de
alteracion.”



CAPITULO i

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES:

Dobarganes M.C., Marquez- Ruiz G. “Control de calidad de las grasas de
fritura. Validez de los métodos de ensayos rapidos en sustitucion de la

determinacién de compuestos polares.” Sevilla 1995

Se estudi6 la validez de métodos de ensayo rapido para sustituir la determinacion
de compuestos polares establecida en la Norma de Calidad de aceites y grasas
calentados. Dos pruebas comercializadas (VERI-FRY y OXIFRIT) y dos pruebas
rapidas de laboratorio (PEREVALOV y Solubilidad en Acetona-Metanol 90:10)
fueron aplicadas a un elevado numero de muestras. Comparando los resultados
obtenidos, con el contenido en compuestos polares, el ensayo denominado
OXIFRIT dio el menor nimero de errores aunque la aplicacion de cualquiera de
las dos pruebas comercializadas contribuiria a mejorar la calidad de las grasas de

fritura.

Pupin A. Figuereido M. “Benzo(a)pyrene in Brazilian vegetable oils.” Brasil
1996

El método de analisis incluye la extraccion liquido-liquido, limpieza en columna
silica-gel y la determinacién por cromatografia liquida de alta resolucién usando la
deteccion de fluorescencia. El limite de deteccion fue de 0,5 ug / kg. Benzo (a)
pireno se detect6 en casi todas las muestras, a niveles de hasta 58,9 ug / kg. Los
niveles medios de B (a) P en los aceites de maiz eran 10,8 ug / kg. Los datos

indican que los niveles de B (a) P encontrados en los aceites de maiz de Brasil




son relativamente mas altos que los publicados en la literatura para los aceites de

maiz europeos.

Moret S., Lanfranco S. “Los hidrocarburos aromaticos policiclicos en

aceites y grasas comestibles: ocurrencia y métodos analiticos” Italia — 2000

El estudio es una revision de los métodos de analisis de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH) para la determinacion en materias grasas. La
preparacion de muestras para el andlisis de HAP, si se lleva a cabo con un
procedimiento tradicional es insuficiente para determinaciones rapidas de
contenido de HAP en grasas y aceites comestibles. El reciente desarrollo de las
denominadas técnicas acopladas (LC-GC, LC-LC-GC), ha introducido nuevas
posibilidades para el analisis de HAP. Técnicas combinadas reducen
drasticamente el tiempo de analisis, el volumen de los disolventes consumidos y
manipulaciéon de las muestras, y también son adecuados para los andlisis de

rutina

Yagiie Aylon MA. “Estudio de utilizaciéon de aceites para fritura en

establecimientos alimentarios de comidas preparadas.” Espaiia 2004

La realizacion de este estudio se llevd a cabo en los meses de duracién de las
campaias de control sanitario oficial en establecimientos de elaboracion de
comidas preparadas. Para conocer los diferentes tipos de aceites utilizados en
establecimientos elaboradores de comida preparadas (restaurantes, hoteles,
comedores escolares, residencias) durante el proceso de fritura y sus
caracteristicas: grado de acidez, ingredientes, etc.

Del estudio se concluye que en la mayoria de freidoras el aceite usado es el de
girasol, con diferentes variaciones y que el grado de oxidacién es relativamente

aceptable.
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Asimismo la mayor parte de alimentos fritos son congelados y, en practicamente
todos los casos el destino de los aceites es el reciclado mediante la recogida por

parte de empresas especializadas.

Navas Sanchez J. “Optimizacién y control de la calidad y Estabilidad de

aceites y productos de fritura”. Barcelona 2005.

Este trabajo nace de la necesidad de las empresas fabricantes de patatas fritas y
productos de aperitivos de un buen control del proceso de fritura. Por tanto, con
este objetivo se seleccionaron, optimizaron y aplicaron diferentes métodos
analiticos simples y rapidos que pudieran realizarse por parte de cualquier tipo de
industria, sin excesivos requisitos técnicos, humanos y materiales. En dicha
seleccion de métodos analiticos se escogieron tanto métodos fisicos, quimicos y
cromatograficos que evallan diferentes caracteristicas relacionadas con la
alteracion (ej. hidrélisis de TG, grado de oxidacion primaria o secundaria,
destruccion de AGPI). En un primer etapa, se estudié el control del proceso de
fritura en continuo mediante dos experimentos (el primero mediante el control de
la alteracion a lo largo de una semana en varias empresas y un segundo donde
se evalud el control de la alteraciéon a lo largo de 5 semanas consecutivas en
varias empresas) poniendo de manifiesto la utilidad de algunos de estos métodos
para el seguimiento adecuado de los cambios que se producen durante la fritura
(ej. el indice de p-anisidina, el porcentaje de polimeros de TG y la constante
dieléctrica), los cuales podrian complementar y/o sustituir al grado de acidez
(parametro habitualmente utilizado por las empresas fabricantes de productos

fritos como método analitico de control).
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Dobarganes M.C., Marquez- Ruiz G. “Calidad de las grasas de fritura en el
sector de restauraciéon de Andalucia” Sevilla 2007

En este trabajo se resumen los resultados de la evaluacion de 174 muestras
obtenidas por los Servicios de Inspeccién en 143 establecimientos de preparacion
de alimentos de consumo inmediato.

La determinacién de porcentaje de compuestos polares indicOé que
aproximadamente un 35 % de las muestras tuvieron niveles de alteracion
superiores a los establecidos en la reglamentacion espafola para desechar la
grasa (25 % de compuestos polares). Los niveles elevados de compuestos de
polimerizacién y oxidacién encontrados en un namero significativo de muestras,
demuestran la necesidad de mejorar la calidad de las grasas de fritura en este

sector.

Na Li, Xiu-Ying Li, Zhe-Xiang Zou, Li- Rong Lin and Yao-Qun Li; “A novel
baseline-correction method for standard addition based derivative spectra
and its application to quantitative analysis of benzo(a)pyrene in vegetable oil
samples” China 2011

En el presente trabajo, se propone un método novedoso que es aplicable
particularmente cuando los componentes de la matriz de interferencia mostraron
una amplia banda espectral, que era comln en el analisis practico. La linea de
base derivado se establecié mediante la conexion de dos puntos de cruce de las
curvas espectrales obtenidos con un método de adicién de estandar (SAM). La
aplicabilidad y la fiabilidad del método propuesto se demostro a través tanto de
simulacién tedrica y aplicacion practica. En primer lugar, se utilizaron bandas
gaussianas para simular interferentes y en el analito bandas para investigar el
efecto de diferentes parametros de interferir banda en la linea de base derivado.
Este anadlisis de simulacion verifica que la exactitud del método propuesto fue
notablemente mejor que otros métodos convencionales, tales como pico a cero,

tangente, y la medicién de pico a pico. A continuacion, el método de correccion de
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linea de base propuesto anteriormente se aplic6 a la determinacion de
benzopireno en las muestras de aceite vegetal por espectroscopia de
fluorescencia sincronica de segunda derivada. Los resultados satisfactorios se
obtuvieron mediante el uso de este nuevo método para analizar un material de
referencia certificado (aceite de coco) con un error relativo de 3,2% a partir de la
concentracion de B(a)P certificado. Potencialmente, el método propuesto se
puede aplicar a varios tipos de espectros derivado en diferentes campos como la
espectroscopia de absorcion UV-visible, espectroscopia de fluorescencia y

espectroscopia infrarroja.

Oliver Jimenez MP, Garcia Navarro J, Hernandez Hernandez E; “Estudio de
compuestos polares presentes en los aceites de fritura de comedores

escolares del departamento de Orihuela” Espaia 2012

Estudio descriptivo y prospectivo realizado en el periodo de enero hasta junio de
2012 se realiz6 un estudio en todos los comedores escolares de los municipios de
Orihuela para conocer el porcentaje de los compuestos polares de los aceites de
fritura presentes en los comedores escolares y de los aceites sin utilizar presentes
en los mismos. La muestra de estudio estuvo compuesta por 26 aceites de fritura
usados. Para la recogida de datos se utilizé6 un cuestionario y cinco inspectores
realizaron las mediciones utilizando dos instrumentos: Testo 265 que proporciona
informacién sobre los TPM presentes en el aceite en dos rangos de temperatura.
Ante un resultado no conforme se realiz6 una toma de muestra de control oficial
para realizar la determinacién de compuestos polares mediante cromatografia en
columna.

Se concluye que dado que el aceite utilizado es mayoritariamente aceite refinado
de girasol, la presencia de porcentaje de TPM (Componentes Polares Totales) en

aceites sin usar condiciona la vida media de utilizacion del mismo.
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Tama Viteri F., Sanchez V., Montaio M.; “Valor nutritivo y efectos
metabélicos de la reutilizacion de aceites comestibles calentados y
oxidados” Ecuador 2013

El grupo de investigacion ha estudiado cromatograficamente los cambios
suscitados en un tipo de triglicérido (aceite comun) utilizado para el freido
comercial a 360°F, durante 16 horas al dia y por un tiempo de 10 dias,
observando grandes cambios. Los fendmenos ocurridos en las grasas ponen en
evidencia cambios en el indice de saturacién, sin cambios significativos en los
insaturados con relacion al aceite virgen, sin embargo, cabe suponer que
corresponen a isémeros trans. Los valores altos del aducto de urea que se
encontraron representan el reflejo de cambios significativos en la naturaleza
organoléptica de los triglicéridos; aumentan con la intensidad del tratamiento
térmico-oxidativo y con el grado de poliinsaturacion de sus acidos grasos.

Al tenor de los resultados obtenidos en la investigacion utilizando aceite de palma
parcialmente hidrogenado, como fuente original, se concluye que los cambios
(excluyendo los radicales libres de oxigeno) encontrados no dejan de ser
preocupantes (si se considera igualmente a los aductos de urea), en relaciéon al
tiempo de freido (variando de establecimientos censados entre 5-8 y hasta 10
dias), tiempo que podria ser incluso subestimado en relaciéon al uso del aceite y
su reutilizacion, utilizado por la mayoria de locales comerciales para el preparado
de comidas rapidas (fast food) y que asiduamente visitan y consume gran parte

de la poblacion.

Zamorano M., Martinez S. “Comportamiento del perfil de acidos grasos de
aceites y materias grasas hidrogenadas sometidos a calentamiento
prolongado” Santiago de Chile 2013

Este trabajo tiene como objetivo determinar los cambios en el perfil en acidos
grasos, con énfasis en acidos grasos trans (AGT), de diferentes tipos de materias

grasas hidrogenadas y aceites vegetales sometidos a calentamiento. Para esto se
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evaludé y se sometié a un ciclo de calentamiento por 50 h 7 diferentes tipos de
materias grasas y como control se consideré a aceite de girasol, se evaluaron los
tiempos 0, 10, 20, 30, 40 y 50 h. La composiciéon en acidos grasos se realizd por
cromatografia gas - liquido previa preparacion de los ésteres metilicos segun
Norma espafola, UNE-EN ISO 5509. Los resultados mostraron que la
composicion en acidos grasos de todas las materias grasas estudiadas
presentaron modificacion durante el tratamiento térmico, observandose una
disminucion de los acidos grasos poliinsaturados y un aumento o preservacion de
los acidos grasos monoinsaturados y saturados. Los acidos grasos trans
mostraron contenidos importantes en mantecas hidrogenadas (20%), los que se
mantuvieron constantes durante todo el calentamiento. El aceite de girasol y el de
girasol alto oleico resultaron ser los mas adecuados para freir, ya que no
mostraron presencia de AGT y se mantuvieron aptos para ser utilizados hasta las

40 h de calentamiento.

2.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES:

Huaman Gutiérrez, J.; De La Cruz Rodriguez, E. “Formaciéon de
hidrocarburos aromaticos policiclicos y del 3,4-Benzopireno en aceites

comestibles alterados por recalentamiento.” Lima 2002

En el trabajo de Investigacion se determiné la presencia de Hidrocarburos
aromaticos policiclicos y del benzo(a)pireno en aceites comestibles
termooxidados; para lo cual se tomaron muestras de aceites de los
establecimientos donde se elaboraran una gran cantidad de frituras como son: las
pollerias, churrerias, chicharronerias y chifas pertenecientes al distrito de Lima
Metropolitana. Las muestras de aceites fueron tomadas en 41 puntos
representativos del Cercado de Lima, elegidos por su gran afluencia comensal en
forma diaria durante todo el dia. El andlisis de las muestras se realizé en el
laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la U.N.M.S.M. El estudio de estas sustancias de gran potencial
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carcinogénico, se realizé en base a la técnica aceptada por la AOAC. El analisis
del control de calidad toxicologico de los aceites recalentados, se realizé en base
a las Normas Técnicas Peruanas, los Métodos Oficiales de Andlisis de la AOAC, y
Técnicas establecidas por la American Oil Chemist's Society; se realizaron los
siguientes controles: Valor de carbonilo. Porcentaje de polimeros. Porcentaje de
compuestos polares. indice de yodo indice de &cidos grasos libres. En la
determinacion de las sustancias cancerigenas en muestras de aceite no alterado
por recalentamiento se hallé al benzo(a)pireno en una concentracion promedio de
22,36 ug/Kg mientras que en muestras de aceite alterado por recalentamiento
dicha concentracion promedio fue de 15,42 ug/Kg. Esta disminucién en la
concentracion del benzo(a)pireno se puede deber a que durante el empleo de
temperaturas elevadas durante el proceso de fritura,el benzo(a)pireno se
desprende del aceite y forme parte del humo; el cual produce altos niveles de
contaminacion a nivel ambiental y representa un serio peligro para la salud

publica.

2.2. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.2.1. DEFINICION DE LiPIDOS

Existen numerosas definiciones de lipidos, varias de ellas basados en su
solubilidad. Por ejemplo, los lipidos son una amplia variedad de productos
naturales incluyendo acidos grasos y sus derivados, esteroides, terpenos,
carotenoides y acidos biliares, los cuales tienen en comuin una facil solubilidad en
solventes organicos tales como dietil éter, hexano, benceno, cloroformo, metanol”.
(10).

Otros autores han realizado definiciones de los lipidos en base a ésta propiedad,
como la insolubilidad en agua y solubilidad en solventes no polares (11). Sin
embargo, bajo este concepto quedan fuera algunos compuestos que han sido
estimados como lipidos, acidos grasos de cadena muy corta (C1-C4) los cuales

son completamente miscibles en agua. Ademas, compuestos como acidos
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grasos de configuracién conformacional trans (que no derivan de hidrogenacion
bacteriana) y el desarrollo de lipidos sintéticos sin calorias o reducidos en ellas
complica el hecho, debido a que encajan en las definiciones basadas en la
solubilidad pero no en el hecho de ser provenientes o derivados de organismos
vivos(12).

A pesar de tal controversia en resumen, los lipidos han sido considerados como
sustancias de origen biolégico, compuestas de carbono, hidrégeno y oxigeno,
constituyen un grupo quimicamente diverso de compuestos cuya caracteristica
tiene la propiedad de ser: 1) insolubles en agua y 2) solubles en solventes no

polares (organicos).

2.2.1.1. ESTRUCTURA MOLECULAR GENERAL DE LOS LiPIDOS

Quimicamente se constituyen por moléculas de carbono, hidrégeno y oxigeno que
integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, asimismo contienen

fésforo y nitrogeno (13).

Por otro lado, los lipidos a diferencia de otras biomoléculas no son polimeros
como proteinas y carbohidratos, sino moléculas bastantes pequefias que
presentan una gran tendencia a asociarse mediante fuerzas no covalentes.
La estructura general de los lipidos consta de una “cabeza” hidréfila polar, conec
-tada a una “cola” hidrocarbonada hidréfoba apolar.

En disolucién acuosa las moléculas lipidicas tienden a agruparse formando una
asociacién no covalente debido a que los grupos apolares se asocian mediante un
efecto hidréfobo que estimula el incremento de la entropia. Asimismo, la
interacciones de Van der Waals entre las zonas hidrocarbonadas de las

moléculas permiten estabilizacién molecular.

Por otro lado, los grupos de cabeza hidréfilos polares de las moléculas lipidicas

tienden a asociarse con el agua. Las moléculas lipidicas son anfipaticas y tienden
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a formar monocapas, bicapas superficiales, micelas o vesiculas cuando entran en
contacto con el agua, de tal manera que los grupos de cabeza hidrofilos estan en

contacto con la fase acuosa, mientras que las colas hidréfobas se asocian entre
ellas (14).

2.2.1.2. CLASIFICACION DE LOS LiPIDOS

La clasificacién de los lipidos, esta basada en distintas propiedades fisicas y
quimicas. Una de ellas es de acuerdo a su estado fisico a temperatura ambiente,
liquidos para los aceites y soélidos para grasas. Segun su polaridad son
clasificados como polares o lipidos neutros, en los primeros son incluidos los
acidos grasos, alcoholes, glicéridos y esteroles, mientras que los segundos
corresponden a los glicerofosfolipidos y gliceroglicolipidos, La separacién en
clases de polaridad es bastante arbitraria, ya que algunos acidos grasos de

cadena corta son muy polares(15).

También son clasificados de acuerdo a la esencialidad para los seres humanos,
dividiéndolos en acidos grasos esenciales y no esenciales. Los esenciales son
aquellos que el organismo no es capaz de sintetizar ya que el hombre no puede
introducir dobles enlaces antes del noveno carbono desde el carbono omega, por
lo que deben ser obtenidos de los alimentos. (Ver figura 1). Los dos acidos grasos

considerados esenciales son el &cido linoleico y el alfa linolénico (16).

Figura 1. Acidos grasos esenciales

Acido fnoleico CH“,\/\/\—_—?\::/\/\,——_—_\/\/\
182, n-6 COOH

grasos

> Acidos
esenciales

Acido e-linolénico CH, N T\WN\N\ N GOOH

183, n-8

Fuente: (Thompson, 2008).
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El acido linoleico es también conocido como omega - 6, se encuentra presente en
- verduras, nueces, aceites vegetales como el de cartamo, maiz, soja y cacahuate.
El metabolismo en el cuerpo es en forma de acido araquidonico, que es precursor
de muchos ecosanoides. El acido alfa linolénico es conocido también como
omega - 3.

Los no esenciales pueden ser sintetizados en el organismo. Se encuentra
presente en vegetales de hoja, semilla de linaza y aceite de linaza, soja, nueces.
Los dos tipos de Omega- 3 que se encuentran en el pescado, mariscos o aceites
relacionados son el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexanoico

(DHA), han demostrado se beneficos para la salud (ver figura 2).

Figura 2. Estructura del acido eicosapentaenoico(EPA) y del acido docosahexanoico(DHA).

OH
EPA

OH

DHA

Fuente: (Thompson, 2008).

Otra clasificacion es de acuerdo a su reactividad para generar sales de 4cidos
grasos Yy saponificarse para formar jabones, y aquellos que no son
saponificables, como se esquematiza la clasificaciéon de los lipidos en el esquema
1.
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Esquema 1 .Clasificacién de Lipidos de acuerdo a su saponificacion

DE ACUERDO A SU
SAPONIFICACION

SAPONIFICABLES

NO SAPONIFICABLES

ESTEROLES
Fitosteroles

r
TERPTENOS
SIMPLES COMPLEIOS
. Fosfoglicéridos Escualeno
Acigliceroles
Esfingolipidos Carotenos
Ceras

Cerebrosidos

Tocoferoles

Ganlidsidos

Fuente: Elaboracién propia.

Colesterol

La clasificacion mas aceptada es aquella que se encuentra basada en su

estructura. Dividiéndolos en tres grandes grupos: Simples, complejos y derivados

o asociados. En la Cuadro 1 se describe cada uno de éstos grupos.
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Cuadro 1: Clasificacion de los Lipidos de acuerdo a su estructura.

Son ésteres de

Grasas y aceites

Esteres de
glicerol con
acidos

monocarboxilicos.

SIMPLES acidos grasos y ]
alcoholes. Esteres de
Ceras alcoholes
monohidroxilados
y acidos grasos.
Esteres que
contienen Aacidos
fosférico en lugar
Fosfoglicéridos |de un  &cido
graso,combinado
con una base de
nitrégeno.
I(;(')F:?J osa:;rgpggi Compuestos de
COMPUESTOS | “ W 39 20 = hidratos de
linidicas carbono, acidos
P ' Glucolipidos grasos y
esfingosinol,
llamados también
cerebrésidos.
Integradas por
Lipoproteinas lipidos y
proteinas
Acidos arasos Derivados de
59 lipidos simples
Pigmentos
DERIVADOS ipidos Vitaminas
) liposolubles
Esteroles

Hidrocarburos

Fuente:(Badui, 2006)
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A continuacion se describe la estructura y propiedades de algunos de los tipos

principales de lipidos de interés para el presente trabajo.
a. Acidos grasos:

Los acidos grasos son el tipo de lipidos mas abundantes, forman parte de muchos
lipidos complejos y representan un gran porcentaje de la composicion de los tri, di
y monoglicéridos, en forma de ésteres de acidos grasos con glicerol.

Son acidos monocarboxilicos, presentando el grupo —COOH en un extremo de la
cadena cuya naturaleza puede ser diversa, es decir, polar: saturada, insaturada
(monoenos, polienos conjugados o no), lineal, ramificada, ciclica, no polar:
hidroxiacidos, cetoacidos u otros acidos14. Aunque la mayoria de ellos se

presentan en cadenas lineales con un nimero par de atomos de 4-304.

Los acidos grasos se clasifican en: saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
de acuerdo a su nimero de dobles enlaces (ver figura 3). Los acidos grasos
saturados, generalmente se encuentran en estado sélido a temperatura ambiente.
Los monoinsaturados son liquidos a temperatura ambiente. Mientras que los
poliinsaturados suelen ser liquidos a temperatura ambiente, por lo cual los aceites

presentan una gran concentracion de ellos.
Las grasas animales proporcionan aproximadamente el 40 y 60% de su contenido

energético de acidos grasos saturados, por el contrario de los aceites vegetales

proceden entre un 80 y 90% de acidos grasos mono y poliinsaturados (16).
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Figura 3: Estructura de los acidos grasos saturados e insaturados.

o

ﬁ/\/\/\'/\/\/\/\/

Acido Palmitico (16:0)

OH Saturado
0] /
Acido Oléico (18:1 ¢ 9)
OH Monoinsaturado
o]

Y\/\W\/\/\/

Acido linoleico (18:2 ¢ 9,12)
OH s
Poliinsaturado

Fuente: (Thompson, 2008).

Los acidos grasos se pueden catalogar segun el tamafio de su cadena; se
consideran de cadena corta a aquellos que contienen menos de seis atomos de
carbono. Los de cadena media poseen entre 6 y 12 atomos de carbono. Los de

mas de 12 carbonos son considerados de cadena larga (15).

b. Acilgliceroles:

Son lipidos neutros o sin carga, saponificables, derivados de la reacciéon de
esterificaciéon entre el glicerol (propanotriol) y una, dos o tres moléculas de acidos

grasos. Los mas importantes son los triacilglicéridos debido a su abundancia.

Son acidos grasos unidos a una molécula de glicerol, alcohol de tres carbonos
que puede estar unido a uno, dos o tres acidos grasos distintos, dando lugar a los

mono, di y triglicéridos respectivamente.
Los acidos grasos que se encuentran unidos a los acilgliceroles son acidos
carboxilicos lineales y largos entre 12 y 20 atomos de carbono. El punto de fusion

de los aciligliceroles esta determinado por el numero de atomos de carbono y
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grado de instauracion, la base de ello es el peso molecular, es decir a mayor peso

molecular mayor sera el punto de fusién (18).
c.Triglicéridos (TG):

La mayor parte de la ingesta diaria de las grasas del ser humano se encuentra
como triglicéridos (95%), almacenandose en el organismo en dicha forma (19).

Los triacilglicéridos difieren en la identidad y en la posicion de los acidos grasos
que esterifican la glicerina, pueden ser simples o mixtos. Los simples son aquellos
cuyos tres acidos grasos son iguales, se nombran por el acido graso que
contienen (por ejemplo trioleina, triestarina) sin embargo esta condicién se

presenta muy raramente.
d.Fosfolipidos:

Los fosfolipidos son componentes de la membrana que estan presentes en los
alimentos y grasas y aceites obtenidos por extraccion. Los fosfolipidos incluten a
los fosfoglicéidos, esfingomielinas y cerebrésidos. Aunque constituyen solo una
pequefa fraccion de la grasa total de la dieta, constituyen una fuente importante
de acidos grasos esenciales (7).

e.Esteroles:

Son sustancias integradas por el grupo perhidrociclopentanofenantreno
(esqueleto de atomos de carbono que forma tres anillos de ciclohexano y uno de
ciclopentano, y un doble enlace en el carbono 5 y 6), una cadena hidrocarbonada
alifatica unida al carbono 17 y un grupo hidroxilo unido en el carbono 3. Son una
clase de esteroides que se encuentran de forma abundante, entre los mas
importantes en los alimentos, nutricién y fisiologia se pueden mencionar a la

vitamina D, colesterol, hormonas esteroides y los acidos biliares (18). Dentro del
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reino vegetal reciben el nombre genérico de fitoesteroles mientras que en el

animal es el colesterol (13).

f.Colesterol:

Es un esterol (ver figura 4) de origen animal y el mas importante, sélido a
temperatura ambiente (17). Al igual que muchos esteroles el colesterol también se
presenta como esterificado con acidos grasos, denominandose éster de
colesterol. Tales compuestos son la forma mas comun de colesterol en la dieta
(18).

Su importancia biolégica radica en ser componente estructural de la membrana
celular, es precursor de los acidos biliares, hormonas esteroideas y vitamina D,
entre otros compuestos. En la actualidad, debido a su vinculacion con las
enfermedades cardiovasculares, se ha prestado mucha atencién a los aspectos
dietéticos, tales como el contenido del colesterol de los alimentos o en el efecto

de la ingestion de ciertos alimentos en el nivel de colesterol sanguineo (16).

Figura 4: Estructura quimica del colesterol.

Fuente: (Thompson, 2008).
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2.2.1.3 TIPOS DE ACEITES Y GRASAS

A) Aceites vegetales comestibles:

La Reglamentacién Técnico-Sanitaria espariola de aceites vegetales comestibles

los agrupa en dos grandes grupos:

a) Aceites de oliva: Procedente tnicamente de los frutos de olivo Olea europea

L. y excluye aceites obtenidos por disolventes, procedimientos de reesterificacion

y toda mezcla con otros aceites y en ninglin caso se aplicara al aceite de orujo de

aceituna refinado (19).

Aceite de oliva virgen: Aceites obtenidos de la fruta del olivo tan solo por
meétodos mecanicos u otros métodos fisicos que no supongan la alteracion
del aceite, frutos que no sufren ningln tratamiento aparte del lavado,
decantado, centrifugado o filtrado, y con la exclusién de aceites obtenidos
utilizando diluyentes o adyuvantes que producen una accién bioquimica, o

por reesterificacion, o cualquier mezcla con otros tipos de aceites.

Aceite de oliva refinado: Aceite de oliva obtenido mediante el refinado de
aceite de oliva virgen, con una acidez maxima, en términos de acido oleico,
de 0,3g por 100g, y cumpliendo todas las caracteristicas expuestas para

esta categoria.

Aceite de oliva: Compuestos de Aceites de oliva virgen y aceites de oliva
refinado.

b) Aceite de orujo crudo: Aceite obtenido de orujo de oliva mediante tratamiento

con diluyentes o métodos fisicos o aceite correspondiente a aceite lampante,

excepto por algunas caracteristicas especifica, excluyendo los aceites obtenidos
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por re-esterificacion, y mezclas con otros tipos de aceite, y cumpliendo todas las

caracteristicas expuestas para esta categoria.

o Aceite de oliva-orujo refinado: Aceite obtenido por el refinado de oliva u
orujo crudo, con una acidez maxima en términos de acido oleico de 0,3g
por 100g, y cumpliendo todas las caracteristicas expuestas para esta
categoria.

¢ Aceite de oliva-orujo: Aceite de oliva obtenido por mezcla de aceite de
oliva-orujo refinado y aceite de oliva virgen no lampante, con una acidez
maxima en términos de acido oleico de 1 g por 100 g, y cumpliendo todas

las caracteristicas expuestas para esta categoria.

c) Aceites de semillas oleaginosas: Son los obtenidos de las semillas
oleaginosas expresamente autorizadas y sometidos a refinacion completa previa

su utilizaciéon para consumo humano (19) Entre ellas tenemos:

Soja (Glycine soja, SEZ, Soja insipida, Dolichos soja L.) refinado
Colza o nabina (Brassica napus B. campestris)

Girasol (Helianthus annuus L.) refinado

Cacahuete (Arachis hipogea L.) puede ser virgen o refinado
Maiz (de germen de semillas de Zea mays)

Algodén (género Gossypium) refinado

Sésamo (Sesamum indicum)

Pepita de uva (Vitis europea L.)

D N N N N N N Y N N

Cartamo (Carthamus tinctorius)
B) Grasas comestibles:

Productos de origen animal o vegetal, o sus mezclas, que reunan las

caracteristicas y especificaciones de la Reglamentacion Técnica Sanitaria, y
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cuyos componentes principales son glicéridos de los acidos grasos, pudiendo

contener otras sustancias en proporciones menores(19) Se clasifican en:

a) Grasas de origen vegetal: Son las obtenidas por distintos procedimientos a

partir de frutos o semillas sanos y limpios.

e Manteca de coco: procedente del fruto del cocotero (Coco nucifera L.)
adecuadamente refinada (color blanco o marfil)

e Grasa de palmiste: obtenida de la semilla del fruto de la palmera (Elaeis
guinensis L.) adecuadamente refinada (color amarillo claro) (palm kernel
oil)

o Manteca de palma: obtenida de la pulpa del fruto de la palmera (Elaeis
guinensis L.) adecuadamente refinada (color amarillo rojizo).

e Manteca de cacao: obtenida por presiéon de las semillas del cacao
descascarillado o de otros productos semidesgrasados derivados de estas

semillas (de pasta de cacao)

b) Grasas animales: Manteca de cerdo, grasa de cerdo fundida, primeros jugos
(grasa de corazon, rifiones,etc), sebos comestibles y otras grasas animales.

c) Grasas anhidras: Son aceites y/o grasas comestibles y sus mezclas, de
aspecto homogéneo y humedad inferior al 0,5%.

d) Margarinas y minarinas: Alimentos extensibles en forma de emulsién liquida o
plastica tipo agua — aceite a partir de grasas o aceites comestibles que no
porceden fundamentalmente de la leche y preparados grasos, con un 50% de

ingrediente fundamental graso y otros ingredientes, con o sin agua.
2.2.2. FRITURA:
La fritura es una de las técnicas mas antiguas de preparacion de alimentos. En la

actualidad, los alimentos fritos gozan de una popularidad cada vez mayor en el

mundo y son aceptados por personas de todas las edades. La preparacion de
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estos productos es facil y rapida y su aspecto y sabor se corresponden con los

deseados por el consumidor (20).

Esta situacion ha conllevado a que la fritura se haya generalizado en los
establecimientos de alimentos rapidos ("fast foods"), en la restauracion, en la
propia industria alimenticia, por ejemplo los llamados "snacks", también en los

hogares, etc.

Precisamente, la fritura es el uso principal de los aceites y las grasas en la cocina.
En esta forma de procesar los alimentos a altas temperaturas, el medio de
transferencia de calor es el aceite, el que imparte sabor, apariencia y textura al

producto.

Para freir pueden utilizarse aceites, grasas o los denominados shortenings
(generalmente aceites vegetales hidrogenados, semisélidos, plasticos).
Tradicionalmente los términos aceite y grasa estan determinados por el punto de
fusién del producto lipidico, aceite cuando el mismo es liquido a la temperatura
ambiente y grasa cuando tiene determinado grado de solidez a dicha temperatura.

De hecho, el criterio que define estos términos es bastante ambiguo (19).

2.2.2.1 PROCESO DE FRITURA.

La fritura es un proceso fisico-quimico complejo, en el cual el producto a freir
(papas, carne, pescado, productos empanados, etc.) se introduce crudo o cocido
en el aceite durante determinado tiempo a temperaturas entre 175-1950C, para
favorecer una rapida coagulaciéon de las proteinas de la superficie del producto y
provocar una casi impermeabilizacion del mismo, la que controla la pérdida de

agua desde su interior, convirtiéndose en vapor (22).

Esta situacion facilita la coccion interna del producto, el cual queda mas jugoso y

permite la conservacion de muchas de las caracteristicas propias del alimento,
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mejorando en la mayoria de los casos, su sabor, textura, aspecto y color. Asi es
posible obtener un producto mas apetecible, lo cual sin lugar a dudas contribuye

al éxito de consumo de los productos fritos (22).

El producto frito posee una estructura distintiva. Su parte externa es una
superficie que contribuye al impacto visual inicial debido a su tostado,
presentando un color entre dorado y pardo, resultante de las reacciones de las
proteinas y los azucares por accion del calor, el pardeamiento no enzimatico
(Reaccion de Maillard) y de los azucares al sufrir la caramelizacion, dando lugar a
un producto con aspecto agradable El grado de oscurecimiento del alimento frito
depende mas del tiempo y la temperatura de freido en combinaciéon con la
composicién quimica del producto, que de la composicion del aceite utilizado en la
fritura. Los procesos que ocurren también producen los sabores deseados y dan
lugar a una capa crujiente superficial como consecuencia de la deshidratacion del

alimento durante el freido.

El calor reduce el contenido de humedad de esta capa hasta 3% o menos y la
humedad desprendida es la causante del vapor generado durante el proceso (23).
El espacio libre que deja el agua que escapa es ocupado por el aceite. La
cantidad de aceite absorbido por un alimento depende en gran medida de su
contenido de humedad, porosidad y superficie expuesta al aceite de fritura. Esta
- cantidad es aproximadamente entre el 20 y 40% en base al peso del alimento
frito. Freir alimentos a temperaturas demasiado bajas provoca que los mismos

atrapen mas cantidad de grasa en su interior (24).

El aceite absorbido le imparte al alimento olor, sabor y color y ademas favorece la
palatabilidad. Por esto, si el aceite tiene sabor u olor extrafio, el alimento frito lo
tendra. Por experiencias practicas se conoce que no se deben freir alimentos en
un aceite donde fue frito otro producto de sabor totalmente incompatible, por
ejemplo, no se freirdn papas con un aceite que previamente fue utilizado para freir
pescado. (25)
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Los cambios fisicos y quimicos que ocurren durante el proceso de fritura tanto en

el alimento como en el aceite estaran determinados por:

Tipo, caracteristicas y calidad del aceite utilizar.
*Tipo y caracteristicas del alimento a freir.

*Condiciones del proceso de fritura:

*  Temperatura

= Tiempo

* Presencia de metales

= Presencia de oxigeno

* Presencia de luz

* Presencia de antioxidantes

» Caracteristicas de la freidora

= Grado y velocidad de renovaciéon del aceite en el transcurso del

proceso (Descarte del aceite)

Dichos cambios generalmente conllevan al deterioro del aceite por la ocurrencia
de procesos de hidrolisis, oxidacién y polimerizacion. En el caso de los alimentos
pueden ser cambios deseables, de hecho son los que se persiguen con la fritura,
como la mejora en la calidad sensorial (la formacién de compuestos aromaticos y
colores atractivos, entre otros), la tipica de los alimentos fritos, y también una
mayor conservacion, pero por otra parte, pueden ocurrir cambios indeseables que
provocaran afectaciones de los atributos sensoriales y de la calidad sanitaria del
producto (pueden aparecer compuestos sulfurados y derivados de la pirazina en

el alimento a partir de interacciones entre este y el aceite, etc.) (29).
Las condiciones del proceso deben decidirse sobre la base de obtener un

producto frito de calidad, un buen aprovechamiento del aceite y una rentabilidad

adecuada de la linea de produccion.
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2.2.2.2 EL ACEITE EN LA FRITURA.

Dentro de la gran variedad de aplicaciones que tienen los aceites y las grasas
comestibles, la fritura es la aplicacion en la que se somete a estos productos a las

condiciones mas severas.

Para lograr un proceso de fritura adecuado es necesario sumergir el alimento en
un medio liquido que pueda mantener una temperatura constante y alta sin que se
pierdan las caracteristicas nutricionales del mismo por efecto del calentamiento.

El agua, por ejemplo, no sirve para estos fines ya que cambia de fase liquida a
fase vapor a 100°C, temperatura que es insuficiente para modificar la superficie
de los alimentos de origen proteico o con alto contenido de hidratos de carbono.
Las grasas y aceites, ya sea de origen animal o vegetal, si son adecuados para
estos fines porque pueden ser sometidos a temperaturas mucho mas altas sin
inconvenientes de inestabilidad, dependiendo eso si, de su composicion en acidos

grasos.

Como ya se expresé anteriormente, la funcion del aceite durante el proceso es ser
el medio transmisor del calor y a su vez aportar sabor y textura a los alimentos. El
aceite se convierte en un ingrediente del alimento frito al ser absorbido por éste,
por tanto la estabilidad del aceite y su grado de alteracién influiran directamente
en la calidad y la duracion del producto frito. También es importante tener en
cuenta el sabor caracteristico de ciertas grasas, fundamentalmente de origen

animal, las que pueden afectar la calidad del producto frito.

Por otra parte, la transferencia del calor al alimento por el aceite esta dada por la
presencia de surfactantes. Altos niveles de especies surfactantes en el aceite
pueden producir un contacto excesivo entre el aceite y el alimento, lo que deriva
en un producto cocido inapropiadamente, de color oscuro y excesivamente

aceitoso.
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2.23. ALTERACIONES DE LOS LIPIDOS EN EL PROCESO DE
CALENTAMIENTO DE LAS GRASAS Y ACEITES.

Durante el proceso de calentamiento de las grasas y aceites se ven favorecidas
diversas reacciones quimicas y enzimaticas de deterioro de lipidos, cuyos
agentes causales son primordialmente el contenido de agua, oxigeno, asi como la

presencia de metales (27).

La figura 5 esquematiza las posibles alteraciones cuando un sistema lipidico es
sometido a calentamiento. Estas reacciones quimicas pueden observarse
visiblemente en el bafo de freido, ocasionando oscurecimiento, aumento de la
viscosidad, formaciéon de espuma, producen compuestos volatiles que imparten
olores y sabores desagradables y por consecuencia se generan atributos

sensorialmente desagradables, entre otros.

Figura 5. Posibles alteraciones producidas en un sistema lipidico sometido a calentamiento.

OXIDACION

!
S~.. COMPUESTOS .—

POLARES

Fuente: (Lercker, 2010).
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En el proceso de freido no solo ocurren modificaciones del estado fisico y de las
caracteristicas organolépticas del aceite o grasa y/o del alimento frito, estudios
recientes demuestran que existen problemas de tipo nutricional (18) y toxicolégico
producto de la degradacion quimica de los componentes lipidicos y de los nuevos
compuestos formados. Los compuestos téxicos pueden tener numerosos efectos,
tales como inhibicidbn enzimatica, irritacion gastrointestinal, e incluso algunos

compuestos han mostrado actividad cancerigena y mutagénica (27).

Los productos de oxidaciéon mas peligrosos desde el punto de vista de la actividad

cancerigena son los derivados de la oxidacion del colesterol (27).

En los aceites vegetales debido a la concentracion de colesterol contenida es
poco representativo, sin embargo en las grasas animales, como la manteca de
cerdo, cuyo contenido de colesterol es de aproximadamente 70%, resulta

importante su estudio.

En el cuadro 2 se clasifican las alteraciones, agentes causante, asi como los

compuestos nuevos formados durante el proceso de fritura.
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Cuadro 2. Principales grupos de compuestos formados en los aceites y grasa

durante el proceso de fritura.

TIiPO DE | AGENTE COMPUESTOS NUEVOS RESULTANTES
ALTERACION | CAUSANTE
Hidrolitica Humedad Acidos grasos libres
Diacilgliceroles
Monoacilgliceroles
Oxidativa Aire Mondmeros oxidados
Dimeros y polimeros oxidados.
Compuestos
volatiles(aldehidos,cetonas,hidrocarburos,etc).
Oxidos de esteroles.
Térmica Temperatura Dimeros y polimeros no polares.

Mondémeros ciclicos.

Isdbmeros trans y de posicion.

Fuente: (Lercker ,2010).

2.2.3.1. Reacciones hidroliticas

Las reacciones de hidrolisis ocurren en presencia de agua (humedad) y se ven

favorecidas por la temperatura, provocando la ruptura del enlace éster de los

triglicéridos, los cuales se descomponen en monoglicéridos y diglicéridos
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liberando acidos grasos, dando como consecuencia el aumento de la acidez de la

grasa o aceite( 27).

La hidrélisis es una de las reacciones mas importantes durante la fritura. En la
figura 6 se representa la reaccion de hidrélisis de los triglicéridos, esquematizando
los compuestos formados: glicerol, acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos
(25).Un aceite recalentado o pirolizado da lugar a la formacién de. acroleina,
sustancia muy irritante que puede hacer el ambiente de trabajo bastante
incomodo. Se obtiene a partir de la glicerina resultante de la hidrélisis de los
acilglicéridos (25)

FIGURA 6. Reaccion de hidrolisis de los triglicéridos.
OHW/ R3
0
. PR
/u\ o R H,0 Acido graso libre
R,

O _—>

S W
Triacilglicerol R o ‘

Diacilglicerol

o/”\ R
OH Ry
—©°H on R  _ oH
- -« +
+ L—oH

0
——0OH o]

. Monoacilglicerol Acido graso libre
Glicetol Acido graso libre

Fuente: (Lawson, 1999).
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2.2.3.2. Reacciones de oxidacion

Las reacciones de oxidacion ocurren en cadena, una vez iniciada continGia hasta
la oxidacion total. Los productos que se obtienen de la oxidacion son
desagradables organolépticamente asi como desde el punto de vista nutricional
(29).

La oxidacién puede ser catalizada por varios agentes quimicos (peroxidos,
metales de transicidn), fisico-quimicos (calor, radiacién a elevada energia, foto-
oxidacién), pero también puede ser a determinadas enzimas (oxidasas y
peroxidasas). En todos los casos es necesaria la presencia de oxigeno (16).

En el mecanismo general de la oxidacion de lipidos se distinguen tres fases (ver

figura 7).

a. Reacciones de iniciacion: a partir de &cidos grasos insaturados,
conducen a la formacion de radicales libres o de peroéxidos lipidicos. Por
requerir una elevada energia de activacién, estas reacciones son
favorecidas por temperaturas elevadas, la luz y trazas de metales que
actian como catalizadores. En esta etapa se generan peroxidos que
cuando ha aumentado el contenido de ellos, se origina la iniciacion

secundaria donde los peréxidos empiezan a descomponerse.

b. Reacciones de propagacion: Constituyen la etapa de oxidacion de los
lipidos insaturados por el oxigeno gaseoso. Se caracterizan por una
acumulacion de peroxidos lipidicos y requieren la intervencién de radicales

libres. La energia de activacion de estas reacciones es muy baja.
c. Reacciones de terminacion: En esta fase los radicales libres se asocian

para dar compuestos no radicalarios muy diversos, en general aldehidos o

cetonas.
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FIGURA 7. Mecanismos de las fases de las reacciones de oxidacion.

| *Iniciacién
| Primaria
Rl —== R°* + H °
Radical
Alocohilo
RH + O3 —a= ROO* + H -
Radical .
peroxi
RH + M _g= R* + H* 4+ peeD
Sccundaria
ROOH =+~ RO » + ° OH
Raodical
Alcoxi
ROOH —a= R* + H,O -
ROOH + M*™ —a= ROO. + H* + M'®D
mcta)
ROOH 4+ MDD —= RO ° 4 OH 4+ M
Mo
ROOH + ROOH -—»= ROOH —a= ROO-*+ RO°* + H,O
enlaco de
; hidrdgeno HOOR
f{"PropugaciOn
Rye &+ Oy —== R, 00 °
ROO * + RoH ™ R, O0OH +R,*
*Terminacidn
: ROO * 4+ ROO = —o=
ROO * 4+ R- —— compueslos
R* + R no radicalarios

Fuente: (Lawson, 1999).

En el proceso de fritura se dan todas las condiciones para que el aceite se oxide.
Atendiendo a los factores que favorecen la oxidacion existiran altas temperaturas,
presencia de oxigeno del aire, elevadas cantidades de acidos grasos insaturados
(oleico, linoleico, linolénico, etc.), puede haber presencia de luz y posibilidad de

existencia de metales aportados por el equipamiento utilizado (30).
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2.2.3.3 Reacciones de polimerizacion

Los radicales libres formados en las reacciones anteriores tienden a combinarse
entre ellos con otros acidos grasos, y dan lugar a polimeros, formando
compuestos lineales, de longitud un poco larga, ramificada o ciclica

especialmente si existen dobles enlaces(13).

La reaccion se acelera al freir a temperatura demasiado elevada por encima de
200°C, por la presencia de oxigeno, la utilizacion de un aceite para fritura de baja
calidad y una mala practica de fritura; por ejemplo, el calentamiento del aceite
durante periodos largos de tiempo con pocos o ningan alimento friéndose (27).
Las reacciones de polimerizacion a elevada temperatura pueden seguir una via
directa a partir de los triglicéridos, sin intervencidon del oxigeno, pero si a
consecuencia del incremento de la descomposicién biomolecular de los peroxidos
lipidicos, por ejemplo mediante la reacciéon de radicales de alilo. Formando
dimeros y trimeros clasificados en polares (oxidados) y no polares (no oxidados)
esto es en funcién de la combinacién de radicales oxidados o no (29).

Da lugar a la formaciéon de monémeros y dimeros, muchos de ellos son téxicos,
ademas oscurecen el aceite. Los polimeros favorecen la formacién de espuma y
por tanto se incrementa el proceso oxidativo. Hay aumento de la viscosidad y un
mayor arrastre de aceite por el producto frito. Aparece una capa de polimeros
adherida a las paredes de la freidora e inclusive en la superficie del aceite que es

dificil de eliminar. Existen polimeros de origen oxidativo y de origen térmico.

Se han expresado criterios con relacion a que los polimeros de alta masa molar
no son digeribles, por lo que tienen poca importancia en cuanto a la nutricién y la
salud de los consumidores, ademas se ha observado que las grasas usuales en
condiciones normales de fritura industrial solo producen una cantidad reducida de
estos compuestos. Los monémeros y dimeros, polimeros de baja masa molar, si
son absorbidos por la pared intestinal y muchas de estas sustancias estan
reconocidas como téxicas o potencialmente cancerigenas, por ejemplo el

benzopireno producido por la ciclacién del colesterol (31).
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2.2.4. CRITERIOS DE CALIDAD Y DETERIORO DE LAS GRASAS Y ACEITES

La calidad de un ingrediente o alimento esta determinada por diferentes factores y
dentro de éstos estan su composicion quimica y la biodisponibilidad de los
componentes nutricionales de los alimentos consumidos. Ademas, es necesario
que los alimentos estén libres de impurezas y sobretodo libres de contaminacion
microbiana y de sus productos metabdlicos (toxinas). Se afirma que el aceite pasa
por 5 fases a lo largo de su periodo de utilizaciéon en cuanto a calidad del producto

frito se refiere, éstas son:

Fase 12 (aceite inicial):en este punto el aceite es nuevo, no presenta productos de
degradacién ni contaminantes y, por lo tanto es poco viscoso y tiene poco poder
surfactante. Estas dos caracteristicas hacen que el contacto del producto con el
aceite (mojabilidad) no sea total y por ello se disminuye la transmision de calor y
la absorcion de aceite pdr parte del producto.

Fase 22 (aceite fresco): debido al inicio de los procesos de hidrélisis se han ido
formando monoglicéridos y diglicéridos que aumentan ligeramente el poder
surfactante del aceite. Analiticamente empieza a aumentar la acidez debido a los

acidos grasos liberados.

Fase 32 (aceite 6ptimo): la cantidad de sustancias emulsionantes es la adecuada
para un correcto contacto aceite/producto. La transmisién de calor sera correcta
yla absorcion de aceite la apropiada. Como contrapartida se empieza a formar

espuma que favorecera la oxidacion.
Fase 4° (aceite degradado):aparecen sustancias contaminantes, los niveles de

hidrdlisis y oxidacion son elevados. El producto absorbe un exceso de aceite y

hay un exceso de coccién de la zona externa del producto.
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Fase 5% (aceite descartado):se agravan los problemas dela fase anterior.
Aparecen sabores y olores anémalos, y se produce humo dando origen a
atmosferas irritantes en la sala de fritura. Se va alcanzando el punto de ignicién o
inflamacién ("flash point") del aceite, con el peligro que ello conlleva.

La relacién directa que existe entre la calidad del aceite y la del alimento, se
aprecia mejor en mejor en la figura 8, en la curva de calidad del aceite de freir,

desarrollada por Libra Laboratorios de los E.U.A.(35)

Figura 8. Influencia en el aceite de freir en la calidad del producto.

Curva de Calidad del Aceite de Frei
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Libra Laboratories, Inc. 1988

” Fuente: National Cottonsed Products assoiation

Para la evaluacién de muestras pueden realizarse los siguientes analisis:

1. Analisis organoléptico: es el andlisis mas real, ya que la aceptacion de un
producto depende de la percepcion del consumidor. Se realiza con un panel de
degustadores quienes siguen algunos criterios de evaluacion. La principal

desventaja es la subjetividad del analisis.
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2. Anilisis quimicos: es de gran valor ya que pueden avisar de la posible
inestabilidad o de un mal proceso. Pueden realizarse andlisis de indice de yodo,

indice de acidez, entre otros.
2.2.4.1. INDICE DE ACIDEZ

La lipdlisis es el proceso de degradacion de las grasas, mediante diferentes
mecanismos.Como por ejemplo, pueden ser catalizada por enzimas como las
lipasas, y en ciertas condiciones durante el freido, la presencia de agua a elevada
temperatura. La reaccion hidroliza el enlace éster de los triacilglicéridos y de los
fosfolipidos, liberando acidos grasos, los cuales son mas sensibles a la
autoxidacion que la molécula enlazada en su forma esterificada.

Siendo por lo tanto, los responsables del grado de acidez de las grasas, favorecer
procesos oxidativos y como consecuencia de su acumulaciéon puede dar lugar a
sabores desagradables, es decir la acidez libre de los lipidos indica
fundamentalmente la alteracion de los triglicéridos por hidrédlisis quimicé o

enzimatica de los acilgliceroles y fosfolipidos, tal como se observa en la figura 9.

Fi’gufa 9. Reaccion de hidrolisis de triglicéridos

O
1
CH,OCR : _ CHLOH
O EN7ZNas O
I lipasas |
CHOCR + 3HO0 ——— CHOH + 3 Ré—OH
7
CHOCR "H,OH

Fuente: (Panreac, 1999).
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El indice de acidez se define como los miligramos de NaOH o KOH necesarios
para neutralizar los acidos grasos libres presentes en 1 gramo de aceite o grasa,
y constituye una medida del grado de hidrélisis de una grasa. El resultado puede
expresarse de tres formas, segun la naturaleza de la muestra: cantidad
equivalente en acido oléico, cantidad equivalente en acido palmitico y cantidad

equivalente en acido laurico (32).

El comportamiento del indice de Acidez (expresado como % de Acido Oleico)
durante el almacenamiento en los aceites y grasas comestibles evidencia un
incremento en una primera etapa, como resultado de la actividad enzimatica de
las lipasas, hasta alcanzar un valor maximo, a partir del cual comienza a
disminuir. Esta disminucién pudiera ser explicada por el hecho de que los acidos
grasos libres hayan comenzado a oxidarse a compuestos oxigenados, como por
ejemplo los hidroperéxidos, por la accion de agentes quimicos (oxigeno,
temperatura, luz, trazas metdlicas) o agentes bioquimicos (microorganismos,
enzimas lipoxidasas) o la combinacién de ambos, en funcién de las condiciones

de almacenamiento y de la composicion del aceite almacenado.

Este comportamiento permite inferir que la determinacion del indice de Acidez no
ofrece por si sola informacion concluyente sobre el estado cualitativo de una
aceite. Asi, un valor bajo pudiera indicar: o bien que el producto esta poco
hidrolizado, o bien que el estado de deterioro es mas avanzado y que parte de los

acidos grasos libres han comenzado a oxidarse (33).

La Norma Técnica Peruana NTP 209.226 y el Codex alimentarus recomienda que
el aceite destinado al consumo humano de los productos fritos deben cumplir con

los siguientes requisitos:

Acidez Max 1 % (expresado como &cido
oleico)
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Fundamento del método

La determinacién del indice de acidez es una reaccién de neutralizaciéon donde los
iones H+ provenientes de los acidos grasos libres reaccionan con los iones OH—
de la solucion de hidréxido de potasio, dando lugar a la formacién de agua vy el
correspondiente esterato (ver Figura 10). Determinando el punto de equivalencia

mediante un indicador acido—base (fenolftaleina el mas recomendado)(34).

Figura 10. Reaccién de neutralizacion de los acidos grasos para la determinacion del indice de

acidez

I O

R-C-0O- + { I <
C-OH° + KOH > RC-0K' + HO

Fuente: (Panreac, 1999).

Para la determinacién del punto final es mas recomendable utilizar un sistema
potenciométrico, ya que la coloraciéon propia de muchas materias grasas puede
dar lugar a errores en la utilizacién de los indicadores visuales de coloraciéon. El
potenciométro permite obtener la curva de neutralizacion, asi como el punto de
equivalencia correspondiente a la cantidad de potasa necesaria para la
neutralizacion (32)(34).

2.2.4.2. INDICE DE YODO

El indice de Yodo es el niimero de gramos de yodo absorbido por 100 g de aceite
o grasa y es una de las medidas mas utiles para conocer. el grado de saturacion
de estos. Los dobles enlaces presentes en los acidos grasos no saturados
reaccionan con el yodo, o algunos compuestos de yodo, formando compuestos
por adicion. Por lo tanto, mientras mas bajo es el indice de Yodo, mas alto es el

grado de saturacién de una grasa o aceite. El indice de Yodo es una propiedad
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quimica caracteristica de los aceites y grasas y su determinacién puede ser
utilizada como una medida de identificacion y calidad. El siguiente cuadro muestra

los indices de Yodo caracteristicos de algunos aceites y grasas (35).

Cuadro 3. indice de yodo de algunos aceites y grasas comestibles

ACEITE Y GRASA | INDICE DE YODO
Aceite de algodon 99-113
Manteca de cerdo 55-65

Aceite de coco 6-10

Manteca de cacao 33-42

Aceite de girasol | 125-136
Aceite de maiz 103-130
Mantequilla 26-42

Fuente: Zumbado, H., 2002.

Durante el almacenamiento, en tanto un aceite sufre procesos de oxidacion, el
indice de Yodo muestra una tendencia decreciente por cuanto estos procesos
oxidativos tienen lugar precisamente sobre los dobles enlaces, saturando la

molécula y provocando por consiguiente una disminucién de este indice.

El indice de yodo sera mayor cuanto mayor sea el nimero de dobles enlaces por
unidad de grasa, utilizandose por ello para comprobar la pureza y la identidad de
las grasas 1, 20. A la vez que los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados
se determinan también las sustancias acompafiantes insaturadas, por ejemplo,

los esteroles (36).
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Fundamento del método

En el ensayo se hace reaccionar una cantidad medida de grasa disuelta en un
disolvente, con un exceso medido de yodo o algin otro halogéno, el cual
reacciona con los enlaces dobles carbono-carbono. Después de afadir una
disolucion de Kl para reducir el exceso de IBr a yodo libre, se determina
volumétricamente el yodo liberado con una disolucién de tiosulfato de sodio,
previamente valorada frente a un patron, utilizando almidén como indicador (ver

figura 11).

Figura 11. Reacciones quimica de halogenacién

ADICION
R—-CH=CH-COOH +1, ;;&;;;;&R—CH—CH—COOH

Acido Graso

25,0, +L, = 5,0, +2

Fuente: (Mora-Lizcano, 2007).

2.2.5. AGENTES TOXICOS GENERADOS DURANTE EL PROCESO DE
FRITURA

Un gran namero de sustancias se sintetizan cuando los aceites se someten a
temperaturas elevadas, como ocurre cuando se frien los alimentos; los
hidrocarburos policiclicos aromaticos mostrados en el (Cuadro 4), se han
identificado en estas condiciones. Muchos de ellos se han relacionado
directamente con el cancer en el coléon y en la prostata de las personas que

consumen excesivas cantidades de grasas muy calentadas (37).
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Cuadro 4. Hidrocarburos policiclicos aromaticos presentes en alimentos.

Benzoperileno
Benzopireno
Criseno

Metil criseno
Coroneno
Dibenzantraceno
Dibenzocriseno (antrantreno)
Fluorantreno etc
Perileno
Fenantreno
Pireno

Metil pireno

Trifenileno

Compuesto Alimento
Benzantraceno Productos ahumados como:
Benzofluorantreno Carne de res

Quesos
Aves
Almejas
Ostiones
Jamén
Salmén

Salchichas

Fuente: Valle, Toxicologia de los alimentos.
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Las grasas son susceptibles de sufrir cambios durante su calentamiento,
principalmente las poliinsaturadas, son facilmente oxidadas durante la elaboracion

de frituras, como lo son: papas a la francesa, "carnitas"”, "chicharrén", etc.

Entre los compuestos generados por la termodegradacion de grasas se

encuentran los aromaticos policiclicos derivados del antraceno (Figura 12).

Figura 12. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

ooy ©©©©©

CHz  CHg

5,10-dimetil 1,2-benzantraceno 1,2,5,6 dibenzantraceno

o8 ol |

melfilcolantreno 3,4 benzopireno

Fuente: Valle, Toxicologia de los alimentos

El contenido de hidrocarbono aromatico cancerigeno puede variar de 20 a 100
pug/Kg en grasas comestibles (aceites, margarinas y mantequilla) por ejemplo el
3,4 benzopireno fue detectado de 3 a 18 ug/kg (38).

En varias investigaciones para determinar el contenido de polimeros y
mondémeros de acidos grasos ciclicos en diferentes tipos de aceite y diferentes
practicas de manejo, se ha reportado mayor aumento de estos compuestos
cuando se frien alimentos congelados sin adicion de aceite fresco; el incremento
se presenta cuando la temperatura de fritura esta entre 200 y 220°C, a mayor
numero de frituras mayor es la formacién, sin encontrar diferencias significativas
entre el tipo de aceite utilizado. La mayor formacién se da en aceite de girasol,

seguido de aceite de girasol con alto contenido de acido oleico y por ultimo en
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aceite de oliva extra virgen fresco, con formacion de 855 mg, 70,6 mg y
68,5mg/100g de aceite, respectivamente . Al igual que para los compuesto
polares, ain no hay un consenso en el nimero de frituras maximo para la
utilizacion del aceite; se ha reportado que la formacion de acidos grasos ciclicos
(polimeros y mondmeros) ailn es baja cuando se han realizado 20 frituras
continuas de papas pre fritas en aceite de girasol, girasol con alto contenido de

linoleico y oliva(39) .

2.2.5.1. Clasificacion de la exposicion a HAP como cancerigenos

Diversos organismos y agencias han establecido clasificaciones para determinar la
carcinogenicidad de substancias quimicas. Actualmente la mas aceptada es la
clasificacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer,
conocida por sus siglas en inglés IARC (International Agency for Research on
Cancer). Es una agencia con sede en Lyon (Francia), dependiente de la

OrganizaciénMundial de la Salud(7).
La clasificacion la IARC tiene cuatro grupos principales:

e Grupo 1: substancias o exposiciones que son cancerigenos para el ser
humano.

e Grupo 2A: substancias o exposiciones que son probables cancerigenos
para el ser humano. En general se clasifican en este grupo las substancias
que son claramente cancerigenas en experimentacion animal pero para las
que no hay suficiente informacién en los seres humanos.

e Grupo 2B: substancias que son posibles cancerigenos para el ser
humano. En general se clasifican en este grupo substancias para las que
no hay suficiente informacién en los seres humanos, y para las que hay
pruebas que indican que pueden producir cancer en animales de
experimentacién, pero no se puede concluir que sean claramente

cancerigenos animales.
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e Grupo 3: substancias para las que no se dispone de suficiente informacioén

sobre su capacidad carcinogénica.

o Grupo 4: substancias que probablemente no son carcinogénicas para los

seres humanos.

Cuando una substancia se clasifica en el grupo 1 significa que no hay duda sobre

su potencial para producir cancer. Deben promoverse acciones de proteccion de

la salud y se deben establecer medidas regulatorias para prevenir la exposicion a

la misma (40).

2.2.5.2. Clasificacion de la IARC para los HAP

Respecto a los HAP individuales la ultima actualizacion de la IARC ha establecido

la siguiente clasificacién ( cuadro 5).

Cuadro 5: Clasificacion de la IARC para los HAPs

GRUPO 1 Benzo[a]pireno.
Ciclopenta[c,d]pireno,Dibenzo[a,hjantraceno
GRUPO 2A
y Dibenzo[a]pireno.
Benzoljlaceantrileno,Benzo[a]antraceno,
Benzo[blfluoranteno,Benzo[jjfluoranteno,
Benzo[K]fluoranteno,Benzo[c]fenantreno,
GRUPO 2B

Criseno,Dibenzo[a,h]pireno,
Dibenzo[a,i]pireno, Indeno[1,2,3cd]pireno,5-

Metilcriseno.

Fuente: OMS.
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2.2.5.3. HAPs con mayor actividad cancerigena:

Pertenecen a este grupo el 1-2-5-6-dibenzantraceno (Figura 13), el 3,4

benzopireno, colantreno y metilcolantreno.

El 1-2-5-6-dibenzantraceno es el primer hidrocarburo policiclico en el que se
observé actividad cancerigena .Este compuesto resulta de la adicién en 5,6 de

un nucleo bencénico a la molécula de 1,2-benzantraceno.

Figura 13: Estructura quimica del 1-2-5-6-dibenzantraceno

Fuente: Guzman G.1955

En el estudio de todos estos hidrocarburos , se ha comprobado , que tiene una
importancia extraordinaria el lugar de adicién o0 acoplamiento, de un nuevo ciclo ,
sobre la estructura que hemos tomado como fundamental, pues ,segin la
posicion , la actividad cancerigena del compuesto resultante , queda
incrementada o reducida, de tal manera que, por ejemplo, en el caso aqui
considerado, si en vez de estar el nuevo ciclo en la posicion 5-6, estuviera en la
7-8, el hidrocarburo con esta estructura presentaria un débil poder cancerigeno,
gue llegaria a anularse cuando dicho ciclo se encontrara en la posicién 3-4.0tro
hidrocarburo cancerigeno pentaciclico es el 3,4 —benzopireno, que es el unico
hidrocarburo activo aislado del alquitran de hulla, encontrandose también en el
humo del tabaco. Es un hidrocarburo muy activo, siendo su poder cancerigeno

casi dos veces superior al 1-2-5-6-dibenzantraceno.
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Entre los derivados del 3,4-benzopireno, encontramos uno con una actividad, al
menos igual a la del 3-4-benzopireno mismo; el 8-metil-3-4-benzopireno(Figura
14).

Figura 14: Estructura quimica del 8-metil-3-4-benzopireno

Fuente: Guzman G.1955

El compuesto 1,2-benzopireno (figura 15), aislado de la brea, no muestra accién

cancerigena, fendmeno de cambio de actividad paralelo al cambio de estructura.

Figura 15: Estructuras quimicas de 1,2-benzopireno, colantreno y metilcolantreno.

Fuente: Guzman G.1955
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El colantreno y el metilcolantreno, en los que uno de los anillos es pentagonal,
tienen una actividad cancerigena mayor aun que la del 3-4-benzopireno, pero son

sustancias de facil oxidacion
2.2.5.2. Exposicion a los HAPS: Tipos, niveles y concentraciones

El hecho de que el medio ambiente en general contenga HAP no implica que estos
compuestos deban suponer un problema de salud para el ser humano. Para ello
es necesario entrar en contacto con dichas substancias y que éstas alcancen los
tejidos del organismo. A esto es a lo que se refiere el concepto de exposicion:
cuando alguien esta en una situacion en la que el organismo recibe una
determinada cantidad de un compuesto quimico (sea o no perjudicial para la

salud) se dice que esta expuesto a esa substancia.

2.2.5.4. Vias de exposicion a los HAP

Los HAP pueden entrar al organismo por diferentes vias. Puesto que estan
presentes fundamentalmente en el aire contaminado la principal via de entrada es
respirando el aire que los contiene. Sin embargo también es posible ingerir
substancias contaminadas con HAP, y finalmente también cabe la posibilidad de

que algunos HAP puedan ser absorbidos por la piel.

a) Exposicion por via inhalatoria: Los HAP pueden entrar al cuerpo a través de
los pulmones al respirar aire que los contiene, generalmente adheridos a
particulas o al polvo. El humo del cigarrillo, de la madera, del carb6n y el humo
proveniente de muchas areas industriales contienen HAP. Las personas que viven
cerca de sitios de desechos peligrosos también pueden estar expuestas por
respirar aire contaminado por HAP. No se sabe con certeza la velocidad y el
grado de absorcién de los HAP en los pulmones.

b) Exposicion por via digestiva: Tomar agua o ingerir alimentos que contienen
HAP es otra de las rutas por las cuales estas sustancias quimicas pueden
introducirse en organismo, pero generalmente la absorcién de los HAP ingeridos

es mas bien lenta e incompleta.
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c) Exposicion por via dérmica: En condiciones normales de exposicion
ambiental los HAP pueden entrar a través de la piel al entrar en contacto con
particulas del suelo que contienen altos niveles de HAP, por ejemplo cerca de
sitios de desechos peligrosos, o al contacto de la piel con aceite de motor u otros
productos como la creosota, que contienen HAP. Algunos HAP son la base de
medicamentos utilizados para el tratamiento de ciertas afecciones de la piel como
el eccema, psoriasis y algunas dermatitis. La rapidez con la cual entran los HAP al
cuerpo mediante la in- halacion, el consumo de alimentos, la bebida o el contacto
con la piel, puede ser influenciada por la presencia de otros compuestos a los
cuales se esta expuesto al mismo tiempo que a los HAP. Una vez en el organismo
los HAP pueden llegar a todos los tejidos del cuerpo que contienen grasa, donde
tienden a almacenarse. Asi pues son mas abundantes en el higado, los rifiones, y
en general en los depésitos grasos del cuerpo, como el tejido adiposo.

También se acumulan, aunque en cantidades mas pequefas, en el bazo, las
glandulas suprarrenales y los ovarios. Los tejidos del cuerpo transforman los
HAP en muchas sustancias diferentes. La mayor parte de los HAP son eliminados

del organismo en unos cuantos dias, principalmente por la orina y las heces.
2.2.5.4. Formas y niveles de exposicion a los HAP

Teniendo en cuenta las fuentes en las que se forman y originan los HAP, y las
diferentes vias por las que pueden llegar al organismo, las poblaciones humanas
pueden estar sometidas a cuatro tipos de exposicion a los HAP: ambiental,

dietética, del humo de tabaco, y ocupacional.
a) Exposicion ambiental

Es mas probable que en el medio ambiente la exposicion se deba a los HAP
volatiles del aire, o a los HAP que estan adheridos al polvo y a otras particulas
presentes en el aire. La via de exposicion es fundamentalmente inhalatoria, y las
fuentes, como se ha descrito, son sobre todo los gases de los tubos de escape de
los vehiculos, las emisiones de los sistemas de calefaccion que utilizan

combustibles fosiles, los incendios forestales, y la incineracion de desechos
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industriales, agricolas y domésticos. También es posible la exposicion dentro de
las casas, a partir de la combustién de madera y de productos de madera tratados

con creosota.

Los HAP son ubicuos en el medio ambiente, dando lugar a ni- veles basales
detectables en la poblacion general. En el aire de las areas rurales se han
encontrado niveles de algunos HAP que oscilan entre 0,02 y 1,2 ng/m?
(nanogramos por metro cubico; un nanogramo es una milmillonésima parte de un
gramo). En areas urbanas los niveles detectados varian de 0,15 a 20 ng/m3. Se
han encontrado HAP en algunos abastecimientos de agua potable; las referencias
de HAP en el agua potable oscilan entre 4 y 24 ng/L.

Para uno de los HAP mas importantes, el Benzo[a]pireno, conocido por su
abreviatura BaP, el nivel basal es préoximo a 0. En los EEUU en areas urbanas la
concentracion de BaP oscila entre1 y 5 ng/m3. Las concentraciones actuales en
la principales ciudades europeas (media anual) varian entre 1 y 10 ng/m3,
mientras que en las areas rurales es menor de 1 ng/m3. Las concentraciones han
disminuido sustancialmente durante los ultimos 30 afios. La relacién entre el nivel

de BaP y otros HAP se conoce como el“perfil de HAP”.
b. Exposicion a partir del humo del tabaco

La exposicion al humo del tabaco comporta el acceso al interior de los pulmones
de una cantidad importante de HAP, junto con otras substancias téxicas, mediante
la inhalacion directa del humo por parte del fumador. Esta corriente de humo,
abundante en HAP, es inhalado directamente al aspirar del cigarrillo y se conoce
como la “corriente principal” (0 mainstream). También se emiten al ambiente HAP
contenidos en el humo que se emite a partir del cono de combustiéon del cigarrillo,
conocido como la “corriente lateral’ (sidestream). Mientras que para el fumador la
inhalaciéon de humo del tabaco es una forma de exposicion directa y especifica,
para los no fumadores los HAP del humo del tabaco son un componen- te mas de

la exposicién ambiental.
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En los fumadores habituales sin exposicién ocupacional la inhalacion de HAP del
humo del tabaco es la principal fuente de exposicion a HAP. Se estima que un
fumador de un paquete de cigarrillos diario ingiere entre 2 y 5 pg/d (microgramos
por dia; un microgramo es la millonésima parte de un gramo, y equivale a mil

nanogramos).
c. Exposicion a partir de la dieta

Una gran parte de los alimentos que consumimos de forma habitual contienen
HAP, aunque sea en cantidades minimas. Los vegetales cultivados en suelos
contaminados o en atmdsferas contaminadas pueden contener trazas de HAP.
También pueden encontrarse HAP en los alimentos a base de cereales y los
lacteos. Cocinar carne y otros alimentos a altas temperaturas, lo cual ocurre al
asar a la brasa o al carbon, aumenta las cantidades de HAP presentes en los

alimentos. Lo mismo ocurre al ahumar los alimentos, sobre todo el pescado.

Diferentes estudios han permitido conocer, de forma aproximada, la concentracion
de HAP en algunos alimentos. Destacan por su contenido elevado en BaP los
productos ahumados, en especial mediante técnicas tradicionales, como el
pescado tailandés (hasta 1.200ug/kg).Entre los alimentos no ahumados, los de
mayor concentracion son algunos pescados y mariscos, con concentraciones de
hasta 5-7ug/kg, y los que tienen alto contenido en grasas, como los aceites, con
concentraciones a veces superiores a 2 ug/kg. El nivel de HAP del aceite varia
notablemente seguln del fruto o semilla, la tecnologia utilizaday el proceso de
refinado. Es muy bajo en el aceite virgen de oliva, y algo mayor en el aceite
refinado de otras semillas. El de orujo, resultante de extraer el aceite remanente
en el hueso, debe someterse a procesos mas agresivos y tiene un mayor riesgo

de contener mayores concentraciones de HAP.

Se han establecido limites maximos tolerables de BaP para alimentos. Como
muchas mezclas de HAP lo contienen en concentraciones parecidas a menudo se
toma el BaP como referencia para el control de los HAP totales, de los que suele

representar entre un 1 y un 15%. Para los alimentos que se consumen crudos la
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UE ha fijado un limite maximo tolerable de 0,3ug/kg. No se ha fijado un limite para
alimentos ahumados, aunque en algunos paises (Francia, Alemania, Suiza,
Austria) han establecido valores de 1 pg/kg. En el aceite de orujo se han
establecido limites para un grupo de ocho HAP (entre ellos el BaP); para cada
uno el limite maximo debe ser menor de 2ug/kg, y la suma de sus concentraciones
no puede exceder de 5ug/kg.

En la dieta tipica en Espafa de poblacion adulta se ha estimado que la ingesta
diaria promedio es de 8.6 pg/d, correspondiendo 0,14ug/d a la ingesta de BaP.
Para el BaP, el 24% de la ingesta correspondia a carne y derivados, 20% a
productos a base de cereales, y 11% a los aceites y otras grasas. En las
poblaciones no expuestas ocupacionalmente y no fumadoras los HAP de la dieta

constituyen la principal fuente de exposicion.

d. Exposicion ocupacional

En algunas personas la principal fuente de exposicién a los HAP ocurre en el
lugar de trabajo. La exposicidn ocupacional es principalmente por inhalacion de
gases Y particulas, pero en algunos casos puede haber un fuerte componente de
exposicion de HAP por la piel, al entrar en contacto o manipular substancias con

un elevado contenido en HAP.

La exposicidon ocupacional puede considerarse como una forma de exposicion
ambiental, pero con unas caracteristicas peculiares. La principal es que la
exposicion tiene lugar a concentraciones mucho mayores que la exposicion
ambiental. Por ejemplo, en industrias con exposicion a HAP el BaP se encuentra
a veces a concentraciones de 10 a 100 yg/m3, cuando en el aire la concentracion
tipica es del orden de pocos ng/m3. Es decir, que la exposicion ocupacional
puede ser de un orden de magnitud de 10.000 a 100.000 veces mayor que la
ambiental. Por otra parte es una exposicion que puede tener variaciones en su
concentracion, y que tiene lugar durante un periodo limitado de tiempo a lo largo

del dia y de la semana. Finalmente, con frecuencia la exposiciébn ocurre en
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lugares confinados, sometidos a condiciones no habituales de temperatura, y en

muchas ocasiones con exposicion concomitante a otros compuestos quimicos.

La exposicion laboral a HAP es muy comun, existiendo un gran nimero de
industrias y procesos en los que estan presentes los HAP. En algunos casos la
base de la exposicion es a causa de la combustion de materia organica necesaria
para un proceso determinado; en otros casos se debe a la utilizacion de productos
ricos en HAP, y en otros casos la industria no tiene relacion alguna con los HAP,
pero la exposicidn es secundaria a otras situaciones habituales: por ejemplo, en
casi todas las ocupaciones en las que se opera con maquinaria y vehiculos de

transporte las emisiones de los tubos de escape contienen HAP.

2.2.5.5. Descripcion y fuentes del benzo(a)pireno en los alimentos

El b(a)p es un compuesto formado por cinco anillos de benceno fundidos,
presenta un punto de fusién de 179°C y de ebullicién de 495°C, es altamente
volatil y soluble con los compuestos organicos lipofilicos. Se forma por la
combustidon incompleta de la materia organica (incendios forestales, carbon,
petréleo), emisiéon de gases vehiculares, humo del cigarrillo y como derivado de
varios procesos en la industria alimentaria y también en diferentes practicas de
coccion en el hogar (41) (42). Entre los procesos sufridos por los alimentos, en los
cuales se ha evidenciado la formacién de b(a)p se encuentran: el ahumado, el
secado, el tostado, el horneado, la fritura, la extraccion de aceites (secado directo
y a altas temperaturas de las oleaginosas antes de extraer el aceite) y la termo
degradacion de lipidos, como en el caso de los aceites comestibles que se
someten a temperaturas elevadas(43). De igual manera, se asocian con la
formacion de HAP, el método y tiempo de coccién de los alimentos, la fuente de
energia utilizada, la proximidad de la misma con el alimento, las altas
temperaturas y el tipo de combustible usado (maderas muy resinosas, con alto
contenido de lignina, diesel o hule)(42). Debido a la formacion del b(a)p en los
alimentos, la ingestion de estos se convierte en una de las principales rutas de

exposicion(43).
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2.2.5.6. Absorcion y distribucion del benzo(a)pireno

El b(a)p es liposoluble, lo que no solamente facilita su adherencia a la grasa de
los alimentos, sino que también favorece su difusion y transporte a través de las
membranas celulares de animales y mas especificamente de los mamiferos.
Cuando se ingiere con los alimentos se absorbe en el intestino, pero también
puede ingresar al organismo por fuentes no alimenticias, por ejemplo, por medio
de los pulmones al ser inhalado, debido a que el compuesto en mencién es
altamente volatii o por via cutdnea. Por ser insolubles en agua los lipidos
requieren la formacion de micelas con sales biliares para su digestion intestinal y
posterior absorcion de los productos de la misma (44). Debido a que la mayoria
de los compuestos hidrofobicos que ingresan al tracto gastrointestinal no pueden
disolverse en el medio acuoso, por lo que algunos factores involucrados en los
procesos de digestion y absorcion de los lipidos de la dieta, tales como la

presencia de sales biliares, también afectan la absorcioén de los HAP (45).

El b(a)p ingresa desde la luz intestinal hasta el enterocito mediante transporte
activo, su captacion se incrementa con la induccidon del citocromo P 450
(isoformas: 1A1, 1B1), estas isoformas han sido localizadas en la membrana
apical del enterocito y aumentan la velocidad de absorcién del compuesto de
interés favoreciendo su paso hasta la membrana basolateral(44). Se ha
demostrado, utilizando células Caco 2, que el b(a)p es metabolizado en el
intestino generando productos altamente téxicos(47).

Cavret y colaboradores(48), reportaron que el b(a)p se hidroxila en el enterocito
mas rapido que otros compuestos (fenantreno 45%, pireno 65% y benzopireno
96%), en un tiempo de seis horas, explicado por su caracter lipofilico que muestra
gran afinidad por el epitelio intestinal. Esta capacidad de la mucosa intestinal para
metabolizar xenobiéticos, entre ellos el b(a)p, puede fomentar la produccién de
metabolitos carcinogénicos en el sitio e incrementar el riesgo de cancer intestinal

(49). Después de ser absorbido por el intestino, el b(a)p pasa al torrente
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sanguineo y su captacion tiene relacién directa con el transporte unidireccional de
los lipidos de la dieta (44)( 48).

Aunque parte del b(a)p procedente de los alimentos se modifica en el intestino, su
metabolismo es basicamente hepatico y su principal ruta de eliminacion es la bilis,
a pesar de que también se elimina como metabolitos conjugados con el glutation,
el acido glucurénico o sulfatos por via fecal y urinaria ( 46). El b(a)p y sus
metabolitos se distribuye desde el higado hacia todos los tejidos, especialmente
aquellos que tienen mayor contenido de grasas, se destacan los rifiones, los
pulmones, el cerebro y las mamas(50). Debido a la formacion del b(a)p en los
alimentos, la ingestion de estos se convierte en una de las principales rutas de

exposicion(44).
2.2.5.7. Activacion organica del benzo(a)pireno y efecto carcinogénico

Se conocen varios caminos para la activacion del b(a)p, sin embargo el mas
aceptado involucra al citocromo P450 con sus isoformas CYP1A1 y CYP1B1, que
actian en la region angular de la molécula sobre una zona de alta densidad
electronica, para formar compuestos conocidos como epéxidos (un epéxido es un
radical formado por un atomo de oxigeno unido a dos de carbono, a su vez unidos

entre si por un atomo de carbono mediante enlace covalente) ( 46).

Los epoxidos pueden formar espontaneamente fenoles, y por accion de una
prostaglandina H sintasa producir quinonas, que al ser atacadas por una quinona
reductasa generan derivados de quinonas o pueden conjugarse con el glutation,
sulfato o el acido glucurénico. Los epodxidos formados también pueden ser
atacados por la enzima epoéxido hidrolasa, para producir dihidrodioles, los cuales
a su vez se pueden oxidar por las isoformas 1A1/1B1 del citocromo P450,
generando fenoles dihidrodioles y dihidrodiol epéxidos, estos Ultimos se pueden
hidrolizar a tetroles, conjugarse con glutation o causar una modificacién covalente
de macromoléculas celulares, dando lugar a respuestas mutagénicas Yy
cancerigenas (46)(51)(52) .(Figura 16)
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Figura 16. Metabolismo hepatico del benzo(a)pireno. Se muestra la activacion del benzo(a)pireno

y su conversion en diversas substancias potencialmente téxicas, como epéxidos, dioles, fenoles,

quinonas y substancias reactivas al oxigeno
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La estereoquimica de los dihidrodiol epdxidos derivados del b(a)p desempefia un
papel importante en la toxicidad asociada con este dltimo. E! (+) anti-
benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-ep6xido es el esterecisbmero que ha
mostrado tener la mayor reactividad, la mas alta actividad de iniciaciéon de
tumores y ser el metabolito predominante en la formacion de aductos con el ADN

en los tejidos de los mamiferos (53)(46).
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El (+) anti-benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-ep6xido puede sufrir una escisién
carbono-oxigeno, provocando la apertura del anillo para formar un ién carbonilo
en el carbono 10, es decir un atomo de carbono con carga positiva. Los iones
carbonilo son especies muy reactivas que reaccionan con nucleéfilos, tales como

el ADN vy las proteinas, para formar aductos covalentes (54),(55).

Wei y colaboradores, confirmaron la formacion de aductos del DNA con diversos
metabolitos del b(a)p. El 8-hidroxilo del (+) anti-benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-
9,10-epdxido, se puede unir al nitrégeno de la posicion tres de la guanina y al
atomo de oxigeno de la desoxirribosa. Los enlaces de hidrogeno del 7-hidroxilo,
del compuesto (+) anti-benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epéxido, se pueden
unir a los atomos de hidrégeno en los nitrégeno en las posiciones uno y dos de la
guanina y al atomo de oxigeno de la citosina formando aductos. Cuando los
aductos no se corrigen debidamente por el sistema de reparacion del ADN, lo
pueden dafar e incluso inducir mutaciones (56) ( 57),estas se han encontrado en
el gen p53 (gen guardian), considerado indispensable para inducir Ia respuesta de
las células ante el dafio del ADN, deteniendo el ciclo celular en caso de
mutaciones. Por su funcién en la apoptosis y el control del ciclo celular ante dainos
del ADN, se le conoce como gen supresor de tumores. Cuando este se altera
puede permitir la proliferacion de células anormales, dando como resultado
cancer. En tumores producidos por metabolitos del b(a)p se han encontrado
mutaciones del gen p53 en los axones 157, 248 y 273(58) (59).

Algunos metabolitos del b(a)p se ligan covalentemente con el ADN y el ARN
induciendo a la neoplasia y a la interaccion macromolecular (60); siendo este el
primer paso de la tumorogénesis y mutagénesis. Dichos metabolitos también
pueden reaccionar con proteinas, como fue demostrado en peces por Helleberg y
Prados (61), quienes encontraron que el isdmero diol-epéxido se puede unir con
proteinas hepaticas citosélicas y microsomales como la albumina y la globulina. El
3-hidroxi-benzo(a)pireno se puede unir a la hemoglobina y a la albumina en

células de bovinos(62). De igual manera, reacciones de oxidorreducciéon

62



generadas por quinonas, derivadas del metabolismo del b(a)p, podrian llevar a la
formacion de especies reactivas de oxigeno, las que pueden contribuir a
transformaciones oncogénicas(46)(63), estas especies reactivas de oxigeno
pueden inducir la peroxidacion lipidica que cataliza la oxidacion de dioles a diol-

epdxidos y estos a su vez tienen la posibilidad de unirse al ADN y a las
proteinas(64).

2.2.5.8. Estudios experimentales en animales sobre benzopireno

El b(a)p ha sido catalogado como un téxico reproductivo que afecta la fertilidad en
ratas y otras especies de animales, debido a que los metabolitos resultantes
interfieren con la funcion normal del ovario (65)(66).Tsai-Turton y colaboradores
(67), en el afio 2007, evaluaron la acumulacién de metabolitos del b(a)p en
microsomas de higado y testiculo de ratas, hamster y cerdos, encontrando que
varios de estos interfirieren con la formacion y funcion de los gametos,

contribuyendo asi a la infertilidad.

En tejidos celulares de higado y ovario de varias especies (ratas, ratones, cabras,
ovejas, cerdos y vacas) se pudo observar que al exponerse a 5 ug/g de b(a)p los
metabolitos resultantes se adhieren al receptor de estrégenos, reduciendo la
actividad de estos; la exposicion prolongada al b(a)p provoca un secuestro de
estos en las lipoproteinas de alta densidad que son esenciales para la biosintesis
de hormona esteroidea en el ovario, conduciendo a la reduccién de la secrecion
de gonadotropinas, como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), con resultados negativos en las etapas finales del desarrollo
folicular, disminuyendo la fertilidad (68)(69).

Wester y colaboradores(70), demostraron el potencial carcinogénico del b(a)p
ingerido oralmente, estos investigadores expusieron 104 ratas Wistar durante
cinco dias a la semana a cantidades de 0, 3, 10 o 30 mg de b(a)p por kg de peso
corporal, durante dos afios y posteriormente les realizaron estudios

histopatolégicos. Los resultados mostraron el desarrollo de tumores en el higado
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en 99 de las 104 ratas, con una dosis estimada de 3-5 mg/kg, con un intervalo de
confianza del 90%; de igual manera mostraron sarcomas en tejidos blandos,
como piel y mamas con dosis de 10 mg/kg. Los tumores de piel al igual que los
del higado se consideran relevantes para el ser humano en dosis altas. También,
los investigadores pudieron detectar en 13 ratas tumores en el intestino delgado,
lo que debe considerarse en el ser humano, por la actividad local de los
benzopirenos en el intestino; se concluyé que la exposicion a 3 mg de b(a)p por

kg de peso aumenta el riesgo de cancer por exposicion oral.

Otros estudios en animales demostraron que los HAP pueden causar cancer en el
pulmén (71)( 72), en la piel y la vejiga(73)( 74), lo mismo que en el eséfago vy el
estomago (75).

En un estudio efectuado en la India, sobre aceites de fritura de pescado
reutilizados, se realiz6 un analisis por medio de cromatografia liquida HPLC y se
evidencio la presencia de varios HAP, en total 685 ug /kg de aceite; de estos 497
Mg /kg eran b(a)p; se expusieron microsomas hepaticos de ratas a esta sustancia,
dando como resultado alta expresion de metabolitos hepaticos y formacion de
aductos, que, como se menciond, pueden causar alteraciones en la estructura del
DNA, lo que puede dar lugar a mutaciones y transformacién maligna de las
células (76).

Ozaki y colaboradores(77) evaluaron el efecto del b(a)p en el tejido cervical de
ratas hembras, a las cuales se les administré6 concentraciones de 2,5; 5 y 10
mg/kg de dicho compuesto, disuelto en aceite de sésamo por via oral y peritonéal
por un periodo de 14 semanas y que fueron comparadas con un grupo de ratas
hembras control que no tuvo ninguan tipo de administracion y un grupo
denominado vehiculo al que solo se administr6 por las vias anteriormente
mencionadas, aceite de sésamo. Finalmente, se pudo demostrar que el
tratamiento con b(a)p resulta en efecto téxico sobre el cuello uterino, evidente a

medida que aumenta el dafio en el ADN y la expresion del gen p53. El b(a)p
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parece tener potencial para causar mutacion del gen p53 en el cuello uterino de

los ratones.

Los resultados sugieren que el b(a)p puede llevar a la ruptura de un filamento del
DNA o inducir a mutaciones, siendo ambos eventos capaces de inactivar genes
supresores de tumores, como el gen p53 (56) , y se ha demostrado que una
disminucién en la funcién de este gen puede resultar en un amplio espectro de
tumores malignos (77).

2.2.5.9. Estudios en humanos

Los estudios en humanos sobre los efectos nocivos del b(a)p asocian la
exposicion por via oral a altos niveles de esta substancia, con el incremento de la
toxicidad reproductiva femenina(49)(78). Los HAP pueden atravesar la placenta.
Perera y colaboradores(79)evaluaron la formacion de aductos con el ADN
después de una ingesta entre 0,5 y 15 ng/m3 de HAP en 867 madres y 822 recién
nacidos en el norte de Manhattan, World Trade Center y sus alrededores, Polonia
y China. Los resultados indican claramente la formacion de aductos entre los HPA
y el ADN, concluyendo que el feto en desarrollo puede ser diez veces mas
sensible que la madre al dafio del ADN inducido por los HPA; segun autores esta
mayor susceptibilidad fetal a dafios genéticos podria deberse a mayor abéorcién y
retencion de sustancias toxicas por el feto, reduccion de la desintoxicacion y
menor posibilidad de reparacion del ADN, mayor tasa de proliferaciéon celular

durante las etapas de desarrollo y menor competencia inmunoldgica del feto.

Herbstman vy colaboradores(80), midieron la exposicién ambiental a HPA, en 164
mujeres gestantes no fumadoras, utilizando monitores personales de aire, y
cuantificaron la eliminacion urinaria de metabolitos de HAP. Los resultados
revelaron que la exposicion prenatal a HPA, incluyendo el b(a)p, en
concentraciones entre 0,24 y 2,47 ng/m3, altera la metilacion del ADN, proceso

que puede influir en la formacion de aductos con el ADN. Aunque se requieren
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mas investigaciones para explicar la compleja accion molecular de la formacion
de aductos durante el periodo prenatal y las implicaciones para el feto de la
ingesta oral de la madre de b(a)p, hay la posibilidad de que el b(a)p atraviese la
barrera placentaria, y por tal motivo es posible que cuando la madre ingiera
alimentos con alto contenido de HAP, los metabolitos de estos puedan llegar

directamente al feto.
2.2.5.10. Cuantificacion de benzo(a)pireno en alimentos

La ingestion de alimentos es una de las mayores fuentes de exposiciéon al b(a)p.
Kaseuroni y colaboradores , cuantificaron mediante cromatografia de capa fina y
espectrofluorometria la cantidad de estos compuestos formada en los alimentos,
los resultados revelaron que la mayor concentracion de estos estaba en 112 g de
filete de res asado al carbén y sometido a altas temperaturas (544 ng); seguido
por 96 g de pollo con hueso y piel sometido al mismo método de coccién vy
temperatura (439 ng); en tanto que, una hamburguesa de res de 85 g, con el
mismo método de coccion (no se define el valor de temperatura) contenia 129 ng,
valor todavia méas bajo fue encontrado en igual cantidad de hamburguesa asada
en el horno a baja temperatura (0,8 ng). Los autores concluyeron que la cantidad
de b(a)p formado depende del tipo de alimento, el tiempo de coccion, la fuente de

energia utilizada y la proximidad de la misma con el alimento.

Djinovi y cololaboradores, en el afo 2008(81), cuantificaron por medio de
cromatografia de gases y espectrometria de masas la cantidad de b(a)p formado
durante el asado de la carne, cuando se utilizaba carbon procedente de diez tipos
de madera distintos, los investigadores concluyeron que efectivamente el tipo de
madera empleada en el asado influye sobre la cantidad formada de este
compuesto en la carne, los valores mas bajos se encontraron con las maderas de
manzano Yy aliso (6,04 pg/kg) y los mas altos, cuando se utiliz6 la madera de pino

(Picea conifera) (en el intervalo de 47,9 ug/kg y 470,91 pg/kg).
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Wretring y colaboradores(82), en Suecia cuantificaron mediante la misma técnica
de laboratorio empleada en los dos estudios anteriores la cantidad de b(a)p en 38
muestras de carne y 39 de pescado ahumando. Los resultados revelaron que en
nueve de las muestras de carne de res ahumada las concentraciones eran muy
altas (6,6-36,6 mg/kg), lo mismo que en seis de las muestras de pescado
ahumado (8,4-14,4 mg/kg), valores que estan por encima del permitido por la CE
para este tipo de alimentos (5 mg/kg). Por el contrario, cuando los pescados y las
carnes fueron sometidos a métodos de coccion con calor indirecto y sin ahumado,
las concentraciones de b(a)p fueron muy inferiores a 5 mg/kg (83).

Eésumang y colaboradores (84), en el afo 2012, cuantificaron mediante
cromatografia de gases el b(a)p contenido en 108 muestras de pescados
ahumados, incluyendo sardinas y arenques, en los que encontraron concentraciéon
de 11,4 pg/kg, valor muy por encima del permitido por la CE . Los autores,
resaltan el peligro de consumir pescado ahumado, por las altas concentraciones
encontradas de HAP, entre ellos el b(a)p, debido al potencial cancerigeno de los
mismos. Cuando se asa una carne, la grasa de esta cae sobre el carbon caliente
produciendo su combustion incompleta, a su vez el carbén despliega una columna

de humo que contiene HAP, entre ellos b(a)p, contaminando el alimento.

Cavret y colaboradores (48) cuantificaron el contenido de b(a)p en leche y
productos lacteos y reportaron concentraciones entre 1,5 y 7,5 mg/kg. En
multiples estudios se han podido medir las cantidades de b(a)p en los alimentos,
incluso en varios de estos las cantidades superan las concentraciones maximas
permitidas por la CE (83). Es evidente que la ingesta de alimentos se convierte en

una de las principales rutas de exposicion al b(a)p para el ser humano.

67



2.2.5.11. Benzo(a)pireno en los alimentos, normativa vigente

No se encontré reglamentacion vigente para Per( sobre las concentraciones
maximas de b(a)p permitidas en los alimentos. Algunos organismos
internacionales han presentado propuestas al respecto; desde el afio 2002, la CE
con base en las investigaciones estimé que la ingesta maxima de b(a)p
proveniente de los alimentos era de 420 ng por persona, equivalente a entre 6-8
ng/kg/dia para una persona con un peso de 70 kg. Este valor es cerca de cinco a
seis veces menor que las dosis capaces de producir tumores en animales de

experimentacion (83).

La CE ha reglamentado varios aspectos; la regulacion N° 1881 de 2006, (ver
cuadro 6), en su sesidon N° 6, especifica para HAP, regula la concentracion
maxima de b(a)p en ug/kg peso fresco, para diferentes alimentos (83). La
regulacién antes mencionada fue modificada por la N° 835 de 2011 de la
CE(Comisiéon Europea,2011); la modificacion se debié a que hasta la fecha se
habia considerado el b(a)p como el principal marcador de la toxicidad de los HPA;
sin embargo en el afo 2008, el Comité FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios recomendd no solo al b(a)p como marcador sino la suma de 4 HAP:
b(a)p + criseno + benzo(a)antraceno + benzo(b)fluoranteno)( 43). El Codex
Alimentario en el afo 2009 propuso el codigo de practicas para reducir la
contaminacion por HPA en los alimentos producidos por ahumado o secado
directo(88); sin embargo, en este no se presta atenciéon a las concentraciones

finales de dichos compuestos en los alimentos.
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Cuadro 6. Contenido maximo de benzo(a)pireno permitido en alimentos.

Producto alimenticio | Contenidos maximos(ug/Kg fresco)

Aceites y grasas(excluida la manteca

de cacao) destinados al consumo 2.0
humano.

Cammes y productos carnicos 50
ahumados.

Carne de pescado y productos 5.0
pesqueros ahumados.

Carne de pescado no ahumada. 2.0
Crustaceos y cefalopodos, no 50
ahumados.

Moluscos bivaldos 6.0
Alimentos elaborados a base de 10

cereales y alimentos infantiles

Fuente: Comision Europea (CE).Regulacion N° 835/2011.

2.2.6. Métodos analiticos para determinar HAPs en aceites de origen vegetal

Uno de los principales problemas para la determinacién de HAPs en aceites es la
complejidad de la matriz, sus bajos niveles de concentracion y los mdltiples
compuestos interferentes. Se han planteado multiples formas de extraccion de los
analitos de interés y eliminacion de estas interferencias previa a su determinacién
cromatografica. Para el paso de la extraccion se ha recurrido a la particion liquido-
liguido, micro extraccion en fase sélida (SPME), extraccion con fluidos
supercriticos (SFE) , micro extraccion en fase sélida desde el espacio de cabeza
o “head space” (SPME-HS) y extraccion en fase sélida (SPE) (84).

Para la limpieza o “cleanup” también se han sugerido distintos tratamientos de

muestra para esta etapa como la cromatografia de permeacién en gel (GPC) vy
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algunas que implican SPE con sorbentes de florisil, silica y C18 . Las desventajas
de varias de estas técnicas son los largos tiempos para la preparacién de la
muestra previa a su analisis que se incrementa con el nimero de muestras a

analizar.

Entre los métodos cromatograficos para determinar la presencia y concentracion
de los HAPs, existen dos mayormente utilizados. Estos son la cromatografia
liquida de alta resolucién con deteccion por fluorescencia (HPLC-FLD) (84)
Obiedzinski 2013) y la cromatografia de gases (GC) acoplada a un espectr()metro‘
de masas (MS).

A pesar de gue ambos métodos son selectivos y con bajos limites de detencion,
los tiempos de medicion son largos y para el caso de HPLC-FLD se requieren de
grandes volimenes de solventes de alta pureza, por lo cual son costosos y

eliminan una cantidad importantes de desechos.
Operaciones en el analisis de HAPs

La técnica de extraccion mas antigua es la extraccion liquido-liquido. Mediante el
reparto selectivo de los analitos (HAPs) entre la fase acuosa de la muestra y un
disolvente organico se logra la extraccién deseada:

Los disolventes mas usados en la extraccion liquido-liquidos son el ciclohexano,
el diclorometano y n-hexano. Son todos disolventes organicos, debido a que

deben disolver a las moléculas de HAPs, cuya naturaleza es apolar.

Respecto a otras técnicas de extracciéon, las principales desventajas de la
extraccion ligquido-liquido son los mayores consumos de disolvente (que después
pasan a ser residuos), el mayor consumo de tiempo y el trabajo que conlleva el
proceso. Sin embargo, existen estudios que muestran mejores recuperaciones
cuando utilizamos extraccion liquido-liquido en comparacién con la extraccion en

fase solida.
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Existen numerosas variaciones de este método en la bibliografia, en las que se

prueban otros disolventes para realizar las extracciones, como el ciclohexano.

Respecto a las fases moviles mas cominmente empleadas suelen ser mezclas de
disolventes que disuelvan bastante bien todos los HAPs presentes en la muestra
pero también deben dejar interactuar a las moléculas de hidrocarburos con la fase
estacionaria para que se lleve a cabo la separacion, ademas de no interferir en la
deteccion final. Las mayores variaciones se dan en los programas de eluciéon y en

las mezclas de acetonitrilo/agua utilizados para realizar la separacion:

Una vez disueltos los HAPs en la fase movil se separan en una columna de fase
reversa C18 utilizando un programa de eluciéon adecuado. Su presencia se pone
de manifiesto mediante la utilizacion de dos detectores conectados en serie:

primero un detector de absorcién UV y a continuacién uno de fluorescencia.

Segun el orden de salida de los HAPs (que depende de la fase estacionaria y de
la fase mévil empleada, asi como de su programa de elucion), se programara el
detector de fluorescencia para recoger las sefiales con mayor sensibilidad para

cada molécula de HAP.

2.2.6.1. Determinacion de 3,4 benzopireno por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

- Fundamento de la técnica:
En la cromatografia liquida de alta resolucion los componentes de la muestra se

distribuyen entre una fase mavil (el disolvente) y una fase estacionaria (el relleno

de la columna).(Figura 17).
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Figura 17: Esquema de un equipo de HPLC
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Fuente: (Moret,2002).

La HPLC tiene su origen en la cromatografia en columna clasica aunque tanto
sus fundamentos como su desarrollo son similares a la cromatografia de gases.
En este caso es la habilidad con que los constituyentes de la muestra se reparten
entre las dos fases lo que condicionara la separacion. La HPLC es comparable a
la GC en velocidad, eficiencia y resolucién y es inherentemente mas versatil. No
esta limitada

a muestras volatiles y térmicamente estables, y la eleccion de la fase estacionaria
incluye soOlidos adsorbentes, adsorbentes modificados quimicamente,
cambiadores iénicos y materiales porosos, dando lugar a distintas modalidades.
Ademas, una eleccion mucho mas amplia de fases maoviles que en GC facilita una
variacidn muy considerable en la selectividad del proceso. Dependiendo de la

naturaleza de la fase estacionaria, se pueden distinguir cuatro modos diferentes:
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a) Cromatografia de adsorcion.- donde la separacion se basa en repetidos
pasos de adsorcion-desorcion.

b) Cromatografia de particion, basada en la particion entre la fase movil y la
estacionaria.

c) Cromatografia de cambio i6nico, en la que la fase estacionaria esta
compuesta por una superficie idnica de carga opuesta a la de la muestra.

d) Cromatografia de exclusién por tamafos, donde la muestra se separa de
acuerdo a su peso molecular a través de la columna rellena de un material

con un tamafio de poro controlado.

La cromatografia de particién es la mas ampliamente utilizada y en la practica,

pueden diferenciarse dos modalidades, dependiendo de la polaridad de las dos

fases

Cromatografia en fase normal, donde la fase estacionaria es de naturaleza
polar y la fase movil es apolar. En este caso, las muestras polares son
retenidas mas fuertemente por la columna permitiendo, por tanto, la elucion
de componentes apolares en primer lugar.

Cromatografia en fase inversa, donde la fase estacionaria es de naturaleza
apolar y el disolvente de elucion o fase mévil es polar. En este caso ocurre
lo contrario que en fase normal, los compuestos apolares seran retenidos

durante mas tiempo en la columna.

En cromatografia liquida suelen usarse como fase mévil mezclas de disolventes.

Cuando la composicion de la fase mévil se mantiene constante a lo largo del

desarrollo cromatografico, se denomina elucion en modo isocratico. Por otro lado,

cuando la composicién de la fase mévil varia, se conoce como modo de elucion

en gradiente.
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Los detectores mas ampliamente utilizados son aquellos basados en la absorcion
de radiacién UV/visible por los solutos y los que monitorizan las diferencias en el
indice de refraccidén entre los solutos disueltos en la fase movil y la fase moévil
pura.

Otros detectores que son mas selectivos en su respuesta dependen de
propiedades especificas de cada soluto como fluorescencia, conductividad
eléctrica, corrientes de difusion y radiactividad y especialmente espectrometria de

masas.

- Método de adicion de estandar

Es una metodologia que nos permite hallar la concentracion de sustancias que se
encuentran en una pequeiisima proporcion del total de la muestra: cuanto mas
bajo resulta su concentracion, esta sera medida con un margen de error mayor.
Asimismo, como bien sefialaba José Manuel Lopez Nicolas , no es lo mismo
hacer un analisis de una sustancia sola que dentro de una matriz como podria ser
la leche, sangre, aceites ,0 cualquier muestra compleja en la que se puedan dar
interferencias: es decir, dificultar la fiabilidad del analisis.Para ello, podemos usar
el método de las adiciones estandar: tomamos un volumen fijo de muestra, al que
adicionamos un estandar (sustancia que queremos medir en estado puro) muy
concentrado (para afadir solo un volumen pequefo, del orden de microlitros y asi

evitar el efecto dilucion).

Este método se utiliza para analisis de trazas .Diferentes cantidades del analito
que se desea medir se adicionan a la solucién problema, la cual contiene una
concentracion desconocida de analito. A la cuantificacidn total se le resta el valor
de la cantidad adicionada; de esta manera se puede calcular la concentracién

desconocida (85).
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2.2.7. TEST QUIMICOS RAPIDOS DE DETECCION DE CALIDAD

Debido a la poca precision para recomendar el nimero de frituras y el tiempo de
uso de los aceites y mantecas, en la actualidad existe una gran variedad de test
quimicos de facil manejo y de determinacion rapida para conocer la calidad de los
aceites y mantecas. Entre los test mas utilizados estan el Fritest® y el Oxifrit®. El
Fritest® consiste en llenar con aceite caliente un tubo de ensayo que contiene un
reagente hasta la linea indicada. El tubo se tapa y agita y luego de un minuto se

contrasta el color del aceite, en una escala de cuatro colores.

Se recomienda que el aceite debe ser cambiado en el color 3. El Oxifrit® consiste
en un tubo de ensayo con un reagente, al cual antes de adicionarse el aceite debe
adicionarse cinco gotas de un segundo reagente, se tapa, se agita y se contrasta
con una escala de tres colores; el laboratorio recomienda el cambio cuando el

color es el nimero dos (verde)(86).

Otras pruebas de calidad como el monitor de grasa LRSM®, una tirilla de papel
blanco que tiene cuatro bandas azules que pueden cambiar de color después de
la inmersion en el aceite y el Advantec®, tira plastica con un agente indicador, no
son considerados buenos indicadores de calidad del aceite ya que solo
determinan el contenido de acidos grasos libres y no los compuestos indicador de
calidad.

La aplicaciéon de estos test ha sido sefialada como valida para la evaluacion de la
vida Util de los aceites, reportando correlacion significativa con el material polar.
Sin embargo, depende del tipo de test. Dobarganes y Marquez-Ruiz encontraron
un bajo nimero de falsos positivos y negativos en la valoracion de aceites de
fritura utilizando los test Verifry® y Oxifrit®.(87)
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Cuadro 7. Test quimicos rapidos de deteccion de calidad del aceite.

Tipo de Laboratorio Determinacion

test

Oxifrit ® Merck Compuestos polares

Fritest ® Merck Alcalinidad

PCM ® Mir-oil Compuestos polares

ACM ® Mir-oil Alcalinidad

Av- Advantec Acid libr

Check ® cidos grasos libres

LRSM ® 3M Acidos grasos libres

WET ® technologies 9 y P
sales y agua

Fuente: Valle, Toxicologia de Alimentos

En el mercado también se pueden encontrar instrumentos portatiles de medicion

instantanea, algunos pueden ser utilizados en forma similar a un termémetro

digital; uno de los mas comunes, el Fri-Check® mide simultdneamente la

viscosidad, densidad y tension superficial, para luego correlacionar estas

variables y obtener el contenido de compuestos polares en los aceites, se

recomienda que los resultados obtenidos sean multiplicados por 1,25 para

obtener una aproximacion mas real. Otros instrumentos son el Food Oil Sensor®
(FOS), el FOM 200® (Food Oil Monitor), el Optifry® y el Tes- to 265®, todos

miden el contenido de compuestos polares en un rango de 0 a 45% con

diferencias en la precision, la resolucion y la temperatura 6ptima del aceite para la
medicion (87).
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2.2.7.1. Fundamento quimico del Oxifrit-Test:

El oxifrit-test es un kit basado en el ensayo de Perevalov modificado, que usa un
indicador redox que cambia de color al aumentar la cantidad compuestos de
oxidacion.

Es un método rapido por colorimetria segun el principio de la determinacion de
acidos grasos oxidados con indicadores de color ( reactivo1: alcohol , reactivo 2:
hidréxido de potasio en solucién), que van del azul al verde oliva. Se trata de un
Kit con el cual se mide el grado de deterioro de los aceites por medio de una
estimacion visual de la coloracidon resultante, que se compara con una escala de

colores suministrada por el fabricante del kit( figura 18).

Figura 18: Estimacion visual de la coloracion resultante en el kit del Oxifrit-test.

lgln aItérémon N Poco alterado Muy aiterado Totalmente
! alterado

Lo o

Fuente: Merck.

2.2.8. CARACTERISTICAS SENSORIALES DE LOS ALIMENTOS FRITOS QUE
DETERMINAN LA CALIDAD DEL ACEITE.

Se cree que existe una relacion estrecha entre las caracteristicas sensoriales de
los alimentos cuando son fritos en aceites con diferentes contenidos de
compuestos polares, no hay evidencia de que las caracteristicas sensoriales de

los alimentos sean un buen predictor de la calidad del aceite. Billek analizé6 mas
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de 400 grasas de fritura y comparé su contenido de compuestos polares con el
analisis sensorial por parte de un panel de jueces, reportando que el aroma vy
gusto de las grasas que contenian entre 25 y 30% de componentes polares eran
aun aceptables, pero cuando sobrepasaba el 30%, las caracteristicas eran
consideradas inaceptables(88). Sin embargo, se sabe que la fritura de los
alimentos en aceite fresco muestra la apariencia de un alimento crudo, ya que
estos no pardean y se cree que a medida que aumenta el contenido de
compuestos polares aumenta la intensidad en el color del alimento, hasta que
éste se torna demasiado oscuro sin llegar a la coccién en el centro del alimento,

como puede verse en el cuadro 8.

Cuadro 8: Caracteristicas sensoriales de los alimentos fritos en aceites con diferente composicion

de compuestos polares.

Contenido de
compuestos polares | Caracteristicas sensoriales de los alimentos.
del aceite.

Con aceite fresco el alimento se frie con muy poco o sin
1-3 % ningun color.Muchas Personas piensan que el alimento
esta crudo.

Los alimentos tienen un pequefio color dorado oro y es
4-9 % libre de excesos de grasa. El centro del alimento se
cocina completamente.

El alimento tiene un color oro oscuro .El aceite comienza

- 0,
10-15 % a declinar en calidad.

L superficie del alimento tiene un color oscuro pero la
16-22 % coccién en el centro del alimento se hace mas dificil. La
vida util del aceite esta por terminar.

La superficie del alimento es oscura, ademas, el alimento
queda con un exceso de aceite. Por lo general, el centro
del alimento no esta cocido, por ejemplo el “hueso del
polio es rojo”.

Mayor a 25%

Fuente: Valle, Toxicologia de Alimentos
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2.2.9. DEFINICION DE TERMINOS.

Termodegradacion: Proceso de descomposicion del aceite por medio de

temperaturas mayores a 200°C.

Xenobidticos: Es todo compuesto quimico que no forme parte de la composicién
de los organismos vivos. Suelen ser contaminantes (concentracion en exceso)de
determinados ambientes y generalmente ejercen algtin tipo de efecto sobre los
seres vivos, aunque no tengan toxicidad aguda

Mutagénico: Es un agente fisico, quimico o bioldgico que altera o cambia la
informacién genética (usualmente ADN) de un organismoy ello incrementa la

frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Aceites comestibles: Sustancia grasa de origen mineral, vegetal o animal,
liquida, insoluble en agua, combustible y generalmente menos densa que el agua,
que esta constituida por ésteres de acidos grasos o por hidrocarburos derivados
del petrdleo.

Acidos grasos: Son un grupo de compuestos quimicos caracterizados por
poseer una cadena hecha de carbdn e hidrégeno y que poseen un grupo de acido
carboxilico (COOH) en un extremo de la molécula. Se diferencian entre ellos por
el nimero de atomos de carbono y el nGmero y posicion de los enlaces dobles en
la cadena. Cuando no se encuentran unidos a otros compuestos se denominan

acido grasos libres.

Acidos grasos libres: Son acidos grasos que tienen un grupo &cido pero que no
estan unidos a un alcohol. Generalmente los acidos grasos estan unidos al

glicerol formando triglicéridos y por lo tanto no se encuentran libres.

Carcinogénico: Un carcinégeno o cancerigeno es un agente fisico, quimico o
biolégico potencialmente capaz de producir cancer al exponerse a tejidos
vivos.Basandose en lo anterior, un carcindégeno es un agente fisico o quimico que

puede producir una neoplasia.
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Grasas: Sustancia organica, untuosa y generalmente sodlida a temperatura
ambiente, que se encuentra en el tejido adiposo y en otras partes del cuerpo de
los animales, asi como en los vegetales, especialmente en las semillas de ciertas

plantas; esta constituida por una mezcla de acidos grasos y ésteres de glicerina.

Hidrocarburos policiclicos aromaticos(HAPs): Los HAP se forman durante la
combustion incompleta del carbdn, aceites, gases, madera, residuos domésticos,
y en general substancias de origen organico. Se encuentran de forma natural en
el petréleo, el carbén, depdsitos de alquitran y como productos de la utilizacion de
combustibles, ya sean fésiles o biomasa. Como contaminantes, tanto en el medio
ambiente como en el entorno laboral, han despertado preocupacién debido a que

algunos compuestos han sido identificados como carcinégenos.

Oxidacion: Se trata de una reaccion quimica en la cual el enlace doble de la
molécula del lipido reacciona con el oxigeno produciendo una variedad de
productos quimicos. Las consecuencias de esta reaccidén son una disminucién del
valor nutricional del alimento y la formacibn de sabores no deseables

acompafados de rancidez.

Oxifrit test: Instrumento que se utiliza para la determinacién semicuantitativa del

estado de conservacion del aceite.

Siruposo: Que tiene la consistencia viscosa , de jarabe.
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CAPITULO Il

METODOS Y MATERIALES

3.1. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO:

3.1.1. EQUIPOS:

AN NN U N N Y

Balanza analitica Denver Instrument S-2002
Bario de ultrasonido Branson 8510

Bafo maria ISOTEMP 205

Campana extractora. Air Clean 600.
Centrifuga — GreetMed GT119-100T

Estufa. SHEL LAB SMO14-2

HPLC Aegilent 1200

Refrigeradora

Rotavapor. IKA RV-10

3.1.2. MATERIALES:

AN NN NN N YA N U N N N Y N N NN

Baguetas de vidrio.

Balén de vidrio de 100 mL.

Bombilla de jebe.

Embudo de vidrio de 50 mL.

Erlenmeyer de vidrio, de 250 mL. y 500 mL.

Filtro de membrana Econofilter, PTFE, 25mm x 0.45um
Frascos de vidrios de color ambar de 150 mL.

Luna de reloj

Pinza de tornillo.

Pipetas automaticas.

Pipetas pasteur

Placas de vidrio, para cromatografia en capa fina de 20 X 20 cm.
Probetas de vidrio, de 25 mL., 50 mL., 100 mL. y 1000 mL
Soporte universal.

Tubos centrifuga.

Tubos de ensayo de vidrio de 20 cm

Vasos de precipitados, de 50 mL., 100 mL.,y 250 mL.
Viales Boca Ancha 12 x 32 Aegilent

81



3.1.3. REACTIVOS:

LA RRRARRRRRARAN

Acetonitrilo

Acido acético glacial.

Agua destilada.
Benzo(a)pyrene-Estandar al 97% (HPLC)
Etanol 99%

Etanol al 96% .

Eter etiico (p.a)

Fenolftaleina 1%.

Hexano

Hidroxido de sodio 0.1 M
Oxifrit-test (Merck)

Suifato de sodio anhidro(p.a).
Tetracloruro de Carbono .
Tiosulfato de sodio 0.1 M.
Tricloruro de Yodo (p.a.)
Yodo (p.a.)

Yoduro de potasio.

3.2. DISENO METODOLOGICO:

3.2.1. NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION:

Cuasiexperimental: Es cuasiexperimental porque las muestras no se

asignaron al azar, asi mismo se manipuldé una variable independiente para

observar su efecto y relaciéon con la variable dependiente.

Correlacional de corte transversal. Es correlacional porque se analiz6 el

grado de relacion que existe entre la variables independientes y la variable

dependiente (presencia de 3,4 benzopireno) y de corte transversal porque

se analizaron las variables, su incidencia e interrelacion en un momento

determinado de tiempo.

3.2.2. IDENTIFICACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

3.2.2.1. IDENTIFICACION DE VARIABLES.
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VARIABLES IMPLICADAS

Variables Indicador Sub indicador Naturaleza Forma de | Escala Instrumento/ Expresion final de
medicién técnica la variable
Variables Tiempo de | Tiempo que lleva Cualitativa Directa Escala Ficha de | - Menor a 1 dia
independientes | reutilizacion de | siendo usada el recoleccién de | -1 dia - 3 dias
aceites y | aceite o la manteca datos - Mayor a 3 dias
mantecas en la | para fritura.
fritura.
Cuantificacién de | Concentracion de Cuantitativa Directa Razén HPLC - ug/mL
3,4 benzopireno 3,4 benzopireno
Determinacion  de | Color de viraje | Cualitativa Directa Nominal | Kit Oxifrit-test | - Azul: Sin alteracién
acidos grasos | en la prueba (Merck) -Verde-azulado:
oxidados Poco alterado
~Verde: Muy alterado
-Verde-oliva:
Variable Totalmente alterado
dependiente Establecimiento Lugar donde se | Cualitativa Directa Nominal | Ficha de | -Chicharronerias
realiza la fritura. recoleccién de | - Pollerias
Grado de ] datos
alteracion del Indice de acidez | Cuantitativa Directa Razon Titulacién -%
aceite. Caracteristicas i
Fisico-quimicas Indice de Yodo | Cuantitativa Directa Razon Titulacion -gr de yodo /100
de masa
Color Cualitativa Directa Nominal | Ficha de | -Amarillo:Sin alteracion
recoleccidn de | -Amarillo ambar: Poco
alterado
datos -Pardo rojizo: Alterado
-Pardo: Muy alterado
Caracteristicas -Negruzco: Totalmente
organolépticas alterado
Olor Cualitativa Directa Nominal | Ficha de -‘Iiara‘{t}%risﬁcm Sin
recoleccion - de ?Rgz‘acc;:? Alterado
datos
Consistencia Cualitativa Directa Nominal | Ficha de | -Liquido oleoso : Sin

recoleccion de
datos

alteracion
-Siruposa: Alterado
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VARIABLES NO IMPLICADAS:

e Zona del establecimiento.

e Tipo de producto frito.

3.2.2.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

A) Tiempo de reutilizacion de aceites y mantecas en la fritura.
Definicion conceptual:

Tiempo en el cual se somete al aceite 0 manteca a altas temperaturas y son
reutilizados. En él se produce una serie de reacciones quimicas que hacen que
éste pierda alguna de sus cualidades, por ejemplo aporte de vitaminas,
cambios en el olor, sabor y textura, produccién de sustancias dafinas para la

salud como son los radicales libres , hidrocarburos aromaticos, entre otros.
Definicion operacional:

- Naturaleza: Cualitativa
- Escala de medicién: Nominal
- Forma de medicion: Directa
- Indicadores: Dias de uso de los aceites
- Expresioén final:

- Menor a1 dia

- 1dia-3 dias

- Mayor a 3 dias
- Procedimiento:

Se determind el tiempo de uso de las mantecas mediante la ficha

de recoleccion de datos.
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VARIABLE DEPENDIENTE:

A) Cuantificacion de 3,4 benzopireno

Definicion conceptual: La cuantificacion de benzopireno en muestras de
aceites y mantecas es compleja debido a los bajos niveles de concentraciéon y
los multiples compuestos interferentes, por tal motivo es necesario seguir
previamente un proceso de extraccién, la mas empleada es la extraccion
liquido-liquido; para luego cuantificarla mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) con detector DAD, utilizando la técnica de adicién de estandar.

Definicion operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa
- Escala de medicién: Razén
- Forma de medicion: Directa
- Indicadores:
o Absorbancia en el detector DAD.
- Expresion final:
o ug/mL
- Operacionalizacion:
o Se procedera a la cuantificaciéon mediante la cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC), utilizando las muestras y un estandar

secundario para realizar la comparacion.

B) Grado de alteracion de los aceites

a) INDICADOR : Determinacion de acidos grasos oxidados

Definicién conceptual: Los acidos grasos en presencia del oxigeno ambiental
dan lugar a compuestos intermedios inestables denominados
hidroperoxidos que a su vez dan lugar a la formacién de radicales libres.
Este proceso se ve catalizado por la incidencia de la luz. Los acidos

grasos mas insaturados son mas labiles a la oxidacion. Para su
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determinacién existen una gran variedad de test quimicos, uno de los

mas usados es el Oxifrit-test , que es una prueba colorimétrica.

Definiciéon operacional:

- Naturaleza: Cualitativa
- Escala de medicién: Nominal
- Forma de medicién: Directa
- Indicadores:
o Color de viraje en la prueba.
- Expresion final:
o Azul: sin alteracién.
o Verde-azulado: poco alterado.
o Verde: muy alterado.
o Verde-oliva: totalmente alterado.
- Procedimiento:
o Se midié de acuerdo a la prueba colorimétrica Oxifrit-test usado

para la determinacion de acidos grasos.

b) INDICADOR: Caracteristicas fisico-quimicas
1)Subindicador: indice de acidez.

Definicion conceptual: Es el porcentaje de los acidos libres contenidos en el
aceite. En los aceites vegetales se expresa como si todos los acidos libres

fueran acido oleico.
Definicién operacional:

- Naturaleza: Cuantitativa
- Escala de medicién: De razén
- Forma de medicion: Directa
- Indicadores:
o Viraje de color.
- Expresion final:
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o % de acidos grasos libres en la muestra
- Procedimiento:
o Se tituld la muestra usando como indicador una solucién de

fenolftaleina 1%
2) Subindicador : indice de Yodo

Definicién conceptual: Se define como: Gramos de Yodo que reaccionan con
100 gramos de sustancia. El indice de Yodo es una escala utilizada para definir
un grado de insaturacion de un compuesto organico que contiene enlaces

diénicos o triénicos.

Definiciéon operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa
- Escala de medicion: De razén
- Forma de medicion: Directa
- Indicadores:
o Viraje de color.
- Expresion final:
0 % de acidos grasos libres en la muestra
- Procedimiento:
o Se titulé la muestra usando como indicador una solucion de

almidon al 1%.
c) INDICADOR: Caracteristicas organolépticas
Definicion conceptual: Las caracteristicas o propiedades organolépticas de
un cuerpo son todas aquellas que pueden percibirse de forma directa por los

sentidos (todos ellos, no sélo la vista), sin utilizar aparatos o instrumentos de

estudio.
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Definicién operacional:

1) Subindicador: Color

Definicion conceptual: Impresion que los rayos de luz reflejados por un
cuerpo producen en la retina del ojo.

Definicién operacional:

- Naturaleza: Cualitativa
- Escala de medicién: Nominal
- Forma de medicién: Directa
- Indicadores:
o Color de la muestrarecolectada.
- Expresion final:
o Amairillo
o Amarillo ambar
o Pardo rojizo
o Pardo
o Negruzco
- Procedimiento:
o Se evalué visualmente, el color de la muestra, segin la
clasificaciéon delos colores de las muestras que se detallan en la
ficha de recoleccion.

2) Subindicador: Olor

Definicion conceptual: Impresion que producen en el olfato las emanaciones

que despiden las sustancias.
Definicion operacional:

- Naturaleza: Cualitativa

- Escala de medicién: Nominal
- Forma de medicion: Directa
- Indicadores:

o Olor de la muestra recolectada.
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- Expresion final:
o Caracteristico
o Rancio
- Procedimiento:
o Se evalud el olor de la muestra, segun la clasificacion de los

olores de las muestras, basado en dos aspectos: lo caracteristico

y lo rancio.

3) Subindicador: Consistencia
Definicidon conceptual: Cohesion entre las particulas de un cuerpo.

Definicién operacional:
- Naturaleza: Cualitativa
- Escala de medicion: Nominal
- Forma de medicién: Directa
- Indicadores:
o Consistencia de la muestra recolectada.
- Expresion final: b
o Liquido oleoso
o Siruposa
o Sodlida
o Oleosa sodlida
- Procedimiento:
o Se evalud visualmente, la consistencia de la muestra, segln se

detalla en la ficha de recoleccion..
d) INDICADOR: Establecimiento
1) Subindicador : Lugar donde se realiza la fritura

Definicion conceptual: Establecimiento o puesto en el que se venden

comidas de diferentes tipos, ya sean aves comestibles, carnes , etc.
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Definicién operacional:
Naturaleza: Cualitativa
- Escala de mediciéon: Nominal
- Forma de medicién: Directa
- Expresion final:
- Chicharronerias.
- Pollerias
- Procedimiento:
Se determiné el tiempo de uso de las mantecas mediante la ficha

de recoleccion de datos.

3.2.3. POBLACION Y MUESTRA

3.2.3.1. POBLACION:

- Aceites y grasas usadas en el proceso de fritura provenientes de

chicharronerias y pollerias del centro Histérico del Cusco.

3.2.3.2. TAMANO DE MUESTRA

El método de seleccion de la muestra fue por muestreo no probabilistico, de
tipo intencional debido a que se tomé en cuenta a establecimientos ubicados
en las principales calles del centro Histérico del Distrito de Cusco (Calle San
Andrés, Pampa del Castillo, Calle Tres Cruces de Oro, Plaza San Francisco,

Calle Belén) donde existe mayor demanda de chicharrones y pollos a la brasa.

El nimero total de Chicharronerias y Pollerias que se evaluaron fue de 20

establecimientos 14 chicharronerias y 6 pollerias.

3.2.4. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

3.2.4.1. CRITERIOS DE INCLUSION:

o Aceites o0 mantecas que presenten grado de alteracién segun la
prueba de oxifrit-test en establecimientos que se dediquen a la
preparaciéon de chicharrones o pollos a la brasa con licencia

registrada en la Municipalidad del Cusco.
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3.2.4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION:
o Establecimientos de comida que no se dediquen exclusivamente
a la preparacion de chicharrones o pollos a la brasa.
o Establecimientos que no tengan licencia de funcionamiento de la
Municipalidad Distrital del Cusco.
o Aceites o grasas de establecimientos, donde los aceites y
mantecas sean de menos de 3 horas de uso.

o Puestos ambulantes de comida.
3.2.5. INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS.

La técnica de recoleccion usada fue la encuesta, la cual consiste en una serie
de preguntas con opciones multiples, referentes a una tematica determinada
que permite recopilar informacion sobre el grado de conocimiento de los temas
tratados en la presente investigacion.

El instrumento que se utilizé consiste en una ficha de recoleccién de datos la
cual el investigador llend o marcoé segln corresponda con la informacion
general del establecimiento de donde procede el aceite y las caracteristicas
organolépticas y aspectos fisico-quimicos de la muestra.

Cada ficha tiene un nimero y un espacio para las observaciones en las que el
investigador debera anotar con claridad lo acontecido con la muestra.

También se realiz6 la técnica de observacion laboratorial, donde se determind
el grado de alteracién de las muestras mediante pruebas de viraje de color y
pruebas de titulacién.

Se disefaron para la documentacion correspondiente:

o Ficha de datos para la recoleccién de muestras (Anexo 2)

o Hoja de resultados de determinacion de benzopireno. (Anexo 3)

3.2.6. TECNICAS PARA PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA
INFORMACION.

Se us6 el software estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciencies),
y Stats Graphics Centurion XV ,para procesar los datos y realizar el andlisis de

informacion.
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e Se usé la prueba de chi cuadrado, prueba que permite determinar si dos
variables son independientes o estan asociadas.

e Se usé la prueba de Tukey, para determinar la homogeneidad entre
grupos de variables.

> PROCEDIMIENTO GENERAL

Se recolectaron 20 muestras de manteca y aceite de las diferentes
chicharronerias y pollerias del Centro Histérico del Cusco, mediante
inspeccion con la responsable del Area de Sanidad Ambiental Quimico
Lourdes Galiano de la Municipalidad Provincial del Cusco, se recolectaron
8 muestras por dia en frascos herméticos color ambar, aproximadamente
50 mL por frasco. Cada toma de muestra duré un tiempo de 45 minutos
aproximadamente, asi mismo se realizd una encuesta a cada propietario de
cada establecimiento. El analisis organoléptico y la prueba colorimétrica con
el Oxifrit-test se realizaron en el mismo instante de la toma de muestra, ya
que el método refiere que se trabaje con muestra caliente. Se tomaron las
medidas de seguridad e higiene en al realizar dichas pruebas, sobre todo al

manipular el equipo del Oxifrit-test.

Para la determinacion de 3,4 benzopireno, las muestras se almacenaron a
temperatura de 2°C para su adecuada conservacion. Se trabajaron 6
muestras por dia, mediante extraccién liquido-liquido, utilizando como
solvente hexano, de la misma forma se realizd saponificacion en cada
muestra con NaOH para eliminar interferentes (acidos grasos). Para
proceder a realizar las lecturas en HPLC primero se realizé el analisis del
estandar de benzopireno, siendo este el patron de comparacién para las
demas muestras. Se realiz6 una triple corrida por muestra utilizando la
técnica de adicion por estandar en HPLC — DAD en el laboratorio de
cromatografia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad. Cada

corrida tardo 10 minutos, haciendo un total de media hora por muestra.
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Los andlisis fisico-quimicos (indice de Yodo e indice de acidez), se
realizaron posteriormente en el laboratorio de Quimica Organica, siguiendo

los métodos oficiales de la AOAC.

3.3. PROCEDIMIENTO GENERAL

Recoleccion de la muestra

15 ml de aceite o manteca en pollerias y chicharronerias del Centro Histérico del
Cusco.

Olor : Color Aspecto

T —

Determinacion del Grado de alteracion segtin prueba
colorimétrica Oxifrit-test

Determinacion del 3,4 Benzopireno por HPLC

.z | ) .z .
Preparacion de la muestra. ' Cuantificacion de 3,4 Benzopireno.

Anova multivarianza § Chi Cuadrado.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.1.

RECOLECCION DE MUESTRA:

Las muestras estan constituidas por aceites y grasas comestibles
alteradas por recalentamiento provenientes de los diferentes
establecimientos de venta de alimentos fritos.

Con apoyo de la Gerencia de Medio Ambiente de la Municipalidad del
Cusco se realizaron visitas inopinadas a las zonas de mayor
comercializaciéon de chicharrones y pollos a la brasa, lo que permitié
evaluar también las condiciones de manipulacion y limpieza con la
mayor fidelidad posible.

En los establecimientos seleccionados se recolecté la muestra de grasa.
Para este fin se utilizaron frascos de vidrio de color ambar, boca ancha,
seco con tapa hermética, y de capacidad de 150 mlL; estas
caracteristicas del envase son importantes para evitar la degradacién del
3,4-benzopireno que es sensible a la luz solar y a su vez impedir la
oxidacioén con el aire del ambiente.

Las muestras fueron previamente coladas para separar las particulas
extrafias que pudiera contener. Adicionalmente para la conservacion de
las muestras durante el tiempo del analisis se almacené en un ambiente

frio.

3.3.2. ANALISIS ORGANOLEPTICO:

Olor:

a) Se adiciond 20 mL de la muestra en una probeta de 100mL de
capacidad.
b) Se evalud el olor de la muestra, segun la clasificacion de los olores de

las muestras, basado en dos aspectos: lo caracteristico y lo rancio.

Color:

a) Se adicioné 20 mL de la muestra en una probeta de 100mL. de
capacidad.

b) Se ubico la probeta sobre un fondo blanco.
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c¢) Se evalud visualmente, el color de la muestra, segun la clasificacién
de los colores de las muestras que se detallan en amarillo, amarillo —

ambar, pardo oscuro, pardo rojizo, pardo rojizo oscuro y pardo negruzco.

Aspecto:
a) Adicionamos 20 mL de la muestra en un probeta de 100 mL.
b) Se ubicé la probeta sobre un fondo blanco.
c) Se evalué visualmente la consistencia de las muestras, segun la

clasificacion de las consistencias de estas como:

- Liquida — oleosa (aceite).
- Siruposa (aceite).
- Sélida (manteca).

- Oleosa solida (aceite — manteca)

Flujograma 1 : Procedimiento de analisis organoléptico

Color

f N 4 TN f
Se adicion6 20 mL Se adiciond 20 Se adiciond 20 mL
=1 de la muestra en = mL de la muestra — de la muestra en
una probeta. en una probeta. un probeta.
\ . y N y
[ Se evalué el olor | [ ) f )
; el"a uo et° or Se ubicé la Se ubicé la
- ripao:rt‘:onr?ay —1 probeta sobre un B probeta sobre un
) fondo blanco. fondo blanco.
| ficha de datos. | . J g
[ Seevalus | ‘ [ Seevalus
| | visualmente, el | | visualmentela
colordela consistencia de
muestra. ) ¢ las muestras

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.3. ANALISIS FISICO-QUIMICO

Determinacién del indice de Acidez (Método oficial de la A.0.C.S -

Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales)

e Se mezclé 25 mL de éter etilico, con 25 mL de etanol al 96% y 1 mL de
solucién de fenolftaleina (1%).

e Se neutralizé cuidadosamente con una solucién de hidréxido de sodio
0,01M.

e Se disolvio 1,5g de la muestra de aceite, en 10 mL de la mezcla
neutralizada de disolventes recientemente preparada. Se agité hasta
solubilizar completamente la muestra.

e Se tituld la mezcla con una solucion de hidréxido de sodio 0,01M,
utilizando como indicador una solucién de fenolftaleina (1%). Se agit6é
constantemente hasta que el color rosa persista por un momento
(aproximadamente 30 segundos).

e Calculos:

V (NaOH) x N(NaOH) x PM

% Indice de acidez = Peso de la muestra

e Donde:
o N = Normalidad de Hidréxido de sodio.
o V = Numero de mililitros gastados de Hidroxido de sodio para la
titulacién.

o PM = Peso molecular del acido oleico.
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Flujograma 2: Procedimiento para la determinacion del Indice de acidez.
(A.0.C.S)

Mezclar 25 mL de éter
etilico, con 25 mL de
etanol al 96% y 1 mL de
solucién de fenolftaleina
(1%).

Neutralizar
cuidadosamente con una
solucion de hidroxido de

sodio 0,01 M.

Disolver 1,5g de la
muestra de aceite, en 10
mL de la mezcla
neutralizada de
disolventes
recientemente preparada.

Se agita hasta solubilizar |
completamente la
muestra.

Se titula la mezcla con una
solucién de hidroxido de
sodio 0,01M, utilizando

como indicador una
solucion de fenolftaleina
(1%).

Se agita constantemente
hasta que el color rosa
persista por un momento.

Fuente: Elaboracion propia

Determinacién del indice de Yodo (método de Wijs)
o Preparacion del reactivo de Wijs:

o Se disolvié 8g de tricloruro de yodo en 200 mL de &cido acético

glacial y 9 g de yodo en 300 mL de tetracloruro de carbono y
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luego se mezcla las dos soluciones y se diluyedé a 1000 mL con

acido acético glacial.

Vertimos de 0,2 a 0,3g de la muestra de aceite, en un matraz esmerilado
(de aproximadamente 250 mL de capacidad).

Se adicion6 10 mL de tetracloruro de carbono, al matraz esmerilado y se
agité para disolver la muestra.

Se adicioné 20 mL del reactivo de Wijs, y cerrar bien el matraz. Se dej6
reposar la mezcla en la oscuridad durante 30 minutos.

Luego, se adicioné al matraz 15 mL de una solucién de yoduro de
potasio al 10% y 100 mL de agua destilada. Se agitd bien la mezcla.

Se tituld la mezcla con una solucién 0,1M de tiosulfato de sodio, usando
una solucién de almidén al 1% como indicador.

Se realizé una prueba en blanco, consecutivamente con la evaluacion de
la muestra problema.

Calculos:

I=- (V1-V2)xNx0,1269

P

Doénde:

I: indice de yodo.

o

o V1: volumen de tiosulfato de sodio gastados en el blanco, en mL.

o V2: volumen de tiosulfato de sodio gastados en la muestra, en
mL.

o N: normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio.

o P: peso de la muestra, en gramos.

o 0,1269: peso de un miliequivalente de yodo, en gramos.

98



3.3.4. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS OXIDADOS :

Se usé una prueba de determinacion rapida, Oxifrit-test de laboratorios Merck

gue es una prueba colorimétrica de determinaciéon de acidos grasos oxidados

basandose en el ensayo de Perevalov en el cual se usa un indicador redox que

cambia de color al aumentar la cantidad de compuestos de oxidacion.

e Procedimiento: Se realiz6 segin el manual de instrucciones del propio

kit consistente en:

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

Introducir la jeringa en la entrada del frasco que contiene reactivo 1.
Invertir el frasco con la jeringa y tomar la solucién reactiva tirando del
embolo hasta el tope (3 mL), colocar el frasco de nuevo en posicidén
vertical.
Retirar la jeringa y vaciar el contenido en un tubo de ensayo.
Anadir 5 gotas de reactivo 2 a la solucién en el tubo de ensayo y
mezclar.
Verter la grasa caliente con el cucharén (2,5 mL) en el tubo de
ensayo.
Cerrar el tubo con el tapén y agitar.
A los 2 min comparar la coloraciéon con la escala de colores que es la
siguiente:

a. Azul: sin alteracion.

b. Verde-azulado: poco alterado.
c. Verde: muy alterado.
d

. Verde-oliva: totalmente alterado.
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Flujograma 3: Procedimiento para la determinaciéon del Indice de Yodo
(A.0.C.S)

Preparacion del reactivo de Wijs:

Disolver 8g de tricloruro de yodo en 200 mL de &cido acético glacial y 9 g de yodo en 300 mL
de tetracloruro de carbono. Luego se mezcla las dos soluciones y se diluye a 1000 mL con acido

acético glacial.

Se vierte de 0,2 a 0,3g de la muestra de aceite, en un matraz esmerilado.

NI

Se adiciona 10 mL de tetracloruro de carbono, al matraz esmerilado y se agita

para disolver la muestra.

Adicionar 20 mL del reactivo de Wijs, y cerrar bien el matraz.

NI

Dejar reposar la mezcla en la oscuridad durante 30 minutos.

\Z

Adicionar al matraz 15 mL de una solucién de yoduro de potasio al 10% y 100 mL
de agua destilada. Agitar bien la mezcla.

N\

Titular la mezcla con una solucién 0,1M de tiosulfato de sodio, usando una
solucion de almiddn al 1% como indicador.

Fuente: Elaboracion propia

100




Introducir la jeringa en la
entrada del frasco que
contiene reactivo 1.

Invertir el frasco con la jeringa
y tomar la solucién reactiva
tirando del embolo hasta el

tope (3 mL), colocar el frasco

de nuevo en posicion vertical.

s

Retirar la jeringa y vaciar el
contenido en un tubo de
ensayo.

Afiadir 5 gotas de reactivo 2 a
la solucién en el tubo de
ensayo y mezclar.

Verter la grasa caliente con el
cucharén (2,5 mL) en el tubo
de ensayo.

Cerrar el tubo con el tapény
agitar.

A'los 2 min comparar la
coloracion con la escala de
colores.

Fuente: Elaboracidn propia

Flujograma 4 : PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL GRADO
DE ALTERACION DEL ACEITE MEDIANTE TECNICA DE OXIFRIT-TEST
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3.3.5. DETERMINACION DEL 3,4 — BENZOPIRENO

a) Optimizacion del método de extraccion de 3,4 benzopireno en aceites y

mantecas

Cuadro N° 9 Condiciones para la extraccion liquido-liquido en diferentes pruebas.

Condiciones para extraccion

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 | Prueba final
P del
;zzstfa_a 25gr 1ar 1gr 1gr 1gr
5mL
Solvente 15 mL de Hexano — 5mL DMS | Hexano 5 mi 5mL de
) Hexano (x 3) | DCM (70:30) (x 3) (x 3) Hexano (x 3)
(x 3)
7,5mL
' . 5 mL 3.25mL 3.25 mL
Saponificante "éatgi:' NaOH: | ° ;“I\h g’(agH NaOH 1M (x | NaOH 1M (x
2 M) EtOH (1 M) 3) 3)
T° de
saponificacio 50°C 40° C 60° C 60 °C 60° c
n
T* de 40° C 40° C 60 °C 40° C 40 °C
rotavapor
Velocidad d
er:t(:vaapor © 20 rpm 20 rpm 40 rpm 40 rpm 20 rpm
- DMF- Agua MeCN-
Fase Mévil MeCN MeCN (1:2) Agua (1:1) MeCN
Aparicion de NO NO Trazas Trazas Sl

BaP en HPLC

Fuente: Elaboracién propia.

Dénde:

NaOH: Hidroxido de Sodio
DCM : Diclorometano
EtOH: Etanol
MeCN : Acetonitrilo
DMF : Dimetilformamida
DMS: Dimetilsulféxido
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En el cuadro N° 9 podemos observar las diferentes condiciones con las que se
realizaron las pruebas preliminares de la extraccién liquido — liquido para su
posterior optimizacion. A continuaciébn se describe la eleccion de las

condiciones para la extraccion.

Peso de Muestra:
Para comenzar la extraccion de la muestra se tomé en un principio 2,5 gr de
muestra, esta cantidad de muestra dificulto el proceso de saponificacion tanto

en tiempo, como en cantidad de muestra saponificada.

Solvente de extraccion:

Para realizar la extraccion liquido-liquido se usé en pruebas: 15 mL de Hexano,
5 mL Hexano — Diclorometano (70:30), 5 mL Isooctano y 5 mi Dimetilsulfoxido,
se eligio el Hexano siendo este el solvente con mayor capacidad de extraccion

de HAPs como se demuestra en la cantidad leida por el HPLC.

Concentracion de NaOH requerido para la saponificacion.

Para realizar la saponificacion directa de la muestra se utiliz6 NaOH — EtOH ( 2
M), NaOH: EtOH (1 M), NaOH 1M. Se descart6 el NaOH: EtOH debido a que
no favorece la saponificacién, eligiendo el NaOH 1M con el que se formaba

claramente una fase jabonosa.

Temperatura de saponificacion

Para determinar la temperatura de calentamiento requerida para que ocurra
una mejor saponificacion en las muestras de aceites y mantecas se evaluaron
3 temperaturas: 40 °C, 50°C y 60 °C, siendo la temperatura de 60 °C donde se

observé una saponificacién completa de las muestras.

Temperatura y velocidad de rotavapor.
Se uso dos diferentes temperaturas 40 y 60 °C a dos diferentes velocidades 20
y 40 rpm, se eligi6 la temperatura a 40 °C con 20 rpm debido a que estas son

las mejores condiciones para extraer el solvente usado (hexano).
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Fase moévil
Para determinar la fase moévil idéonea se probd: MeCN, DMF - Agua (1:2) y
MeCN- Agua (1:1), obteniendo mejores resultados en la lectura del HPLC las

pruebas realizadas con Acetonitrilo (MeCN).

b) Preparacion de la muestra

e Se pesé 1g de muestra y se disolvié en 5 mL de hexano.

e Se agregd 3.25 mL de NaOH 1M, se calenté a 60 °C y se agité durante
15 minutos.

e Se pasd a centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos. El residuo se
enjuago con 1mL de hexano.

e Se separé la fase superior a otro tubo(A); a la fase inferior se le agregé
1 mL de hexano y volvimos a centrifugar.

e Se separo la fase superior al tubo A. Se volvié a saponificar con 1mL de
NaOH vy se centrifugé .

e Se separd la fase superior (fase hexano) en un tubo (B), y a la fase
inferior se le agrega 1mL de hexano, se pasa a centrifugar y la fase
superior se separa al tubo B.

e Se juntd todas las fases de hexano y se le agreg6 desecante (sulfato de
sodio anhidro). Se separé a un tubo y se centrifugd, se separ6 y se llevéd
a concentrar en un rotavapor.

e Se evaporé la fase hexano y el residuo se disuelve con 1mL de
MeCN,mas 0,5mL para enjuagar el vial.

e Se pas6 a un tubo de ensayo y se centrifuga. La fase superior (fase de

MeCN) se filtra en una membrana de 0,45 ym a un vial para HPLC.
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FLUJOGRAMA 5: PREPARACION DE MUESTRAS PARA LA
DETERMINACION DE 3,4 BENZOPIRENO EN HPLC

4 )

Pesar 1g de muestra 'y
disolver en 5 mL de
hexano.

( N

Se separa la fase superior a

otro tubo(A);a la fase inferior

se le agrega 1 mL de hexano
y se vuelve a centrifugar.

Se separa la fase superior al
tubo A. Se vuelve a
saponificar con 1mL de NaOH
y se centrifuga .

\. J

4 N

Se evapora la fase hexano y
el residuo se disuelve con
1mL de MeCN,mas 0,5mL

para enjuagar el vial.

r
Se pasa a un tubo de ensayo
y se centrifuga. La fase
superior(fase de MeCN) se
filtra en una membrana de
0,45 pm a un vial para HPLC.

\.

»,

L{r

N
L]

Se agreaga 3.25 mL de
NaOH 1M,se calienta a 60 °C
y se agita durante 15 minutos.

. y

4 N

Se pasa a centrifugar a 4000
rpm durante 10 minutos. El
residuo se enjuaga con 1mL
de hexano.

7
Se separa la fase

superior(fase hexano)en un
tubo(B), y a la fase inferior se
le agrega 1mL de hexano, se

pasa a centrifugary la fase
superior se separa al tubo B.

\ y,

Se junta todas las fases de
hexano y se le agrega
desecante(sulfato de sodio
anhidro). Se separa a un tubo
y se centrifuga, se separa y
se lleva a concentrar en un

L rotavapor.
-

Fuente: Elaboracién propia
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c¢) Cuantificacion de 3,4 Benzopireno por HPLC.
Preparacion del Estandar:

Pesar 1 mg de estandar de Benzopireno en una fiola de 10 mL , disolver y
enrasar con Acetonitrilo. Tomar 100 ul de la dilucion anterior en un vial de 1000

ul y enrasar con acetonitrilo.
Cuantificacion por adicion de Estandar:

Para la cuantificacion de 3,4 Benzopireno por HPLC se us6 el método de
“Cuantificacion por adiciéon de estandar’. Dicho método se usa para analisis de
trazas. Diferentes cantidades del analito que se desea medir se adicionan a la
solucién problema, la cual contiene una concentracién desconocida de analito.
A la cuantificacion total se le resta el valor de la cantidad adicionada; de esta
manera se puede calcular la concentracion desconocida. Este procedimiento se

repite tres veces por cada muestra.

Este método es utilizado para la determinacion de PAHs, por las bajas
concentraciones en que se hallan, como lo indica la investigacién “A novel
baseline-correction method for standard addition based derivative spectra and
its application to quantitative analysis of benzo(a)pyrene in vegetable oil
samples” China 2011, donde emplean un método de correcciéon de linea de
base que se aplicod a la determinacién de benzopireno en muestras de aceite
vegetal por espectroscopia de fluorescencia. Los resultados satisfactorios se
obtuvieron mediante el uso de adicion de estandar, para analizar un material
de referencia certificado (aceite de coco) con un error relativo de 3,2% a partir
de la concentracion de B(a)P certificado. Potencialmente, el método propuesto
se puede aplicar a varios tipos de espectros derivado en diferentes campos
como la espectroscopia de absorcion UV-visible, espectroscopia de
fluorescencia y espectroscopia infrarroja.

En nuestro trabajo, las muestras se analizaron por HPLC, ya que el estandar
de benzopireno no presentaba una lectura favorable por espectrometria de

gases.
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« CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

o Equipo: HPLC Agilent 1200

o Columna Cromatografica : Eclipse XDB-C18 4.6 x 250mm, S5um
o Fase Mdévil : ACN (100)

o Flujo de FM :0.9 mL/ minuto

o Longitud de Onda : 254 nm

o Detector : DAD

o Volumen de Inyeccién: 30 uL

o Temperatura: 40°C

FORMULA PARA CUANTIFICAR NIVELES DE BAP POR ADICION DE
ESTANDAR:

ug) _ (Am — As)x 100 ug/mlL

BaP (mL As

Donde:
Am = Area de la Muestra + estandar

As = Area del estandar

100 ug/mL = Concentracién de estandar de BaP.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

TABLA N° 1. ANALISIS DE VARIANZA DE LA CONCENTRACION DE 3,4
BENZOPIRENO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC) EN ACEITES Y MANTECAS COMESTIBLES SEGUN EL TIEMPO DE

USO EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCoO.

Fuente Media de Concentracién de | Media de Concentracién | Cuadrado | Razén- | P
BaP (ug/mL) de BaP (ug/mlL) Medio F valor
EFECTOS Menor | (1-3 Mayor | Chicharroneria | Polleria
PRINCIPALES | a1dia | dia) a3
dias
A:Tiempo de 8.39735 | 10.4545 | 15.9669 - - 87.2811 6.07 0.0126
Uso
B: - - - 12.699 10.5135 | 19.9943 1.39 | 0.0278
Establecimiento
INTERACCIONES
AB | - | - | - | - | - | 17.0592 | 1.19 | 0.0340

Fuente: Datos experimentales

TIEMPO DE USO:
De la tabla N° 1 se plantea las siguientes hipétesis estadisticas

¢ Ho: El tiempo de uso no influye en la concentracion.

o Hi: El tiempo de uso si influye en la concentracion.

Del analisis de varianza bifactorial, se acepta Hi (P valor = 0.0126 < 0.05), es

decir el tiempo de uso si influye en la concentracion.
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GRAFICO N° 1: CONCENTRACION DE BENZOPIRENO DE ACUERDO AL
TIEMPO DE USO DE LAS MUESTRAS EN CHICHARRONERIAS Y
POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DE CUSCO.
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(1-3 dia) Mayora 3dias  Menora 1 dia
tiempo de Uso
Fuente: Datos experimentales
Nivel Media |Limite Limite
(ug/mL)|Inferior (ug/mL)|Superior ( ug/mL)
Tiempo de uso
Menor a1 dia (8.39735(4.99638 11.7983
(1 -3 dia) 10.454516.93416 13.9748
Mayor a 3 dias [{15.9669|12.5659 19.3679

Fuente: Datos experimentales

-Para determinar qué tiempo de uso presenta mayor concentracion se utiliza la

prueba de Tukey.
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TABLA N° 2: PRUEBA DE TUKEY - TIEMPO DE USO

Tiempo de Uso |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
Menoraldia |7  [8.39735 [1.58569 |X-
(1 -3 dia) 6 10.4545 [1.64135 |X-
Mayor a 3 dias |7 15.9669 1.58569 -X
Contraste Sig.|Diferencia|+/- Limites
(ug/mL) |(ug/mL)
Menor a 1 dia - (1 -3 dia) 2.05715 |(4.89484
Menor a 1 dia - Mayor a 3 dias| * |7.56955 |4.8097
(1 -3 dia) - Mayor a 3 dias * 15.5124 4.89484

* indica una diferencia significativa.

Fuente: Datos experimentales

Analisis e interpretacion de datos:

Del grafico N° 1 se desprende que el promedio de aceites y mantecas usadas
por mas de 3 dias es 15,9669 ug/mL, concentracibn que se encuentra por
encima de los limites permisibles establecidos por la comunidad Europea de 2
ug/mL y la Mailand-China de 10 ug/mL. Al igual que los resultados de aceites y
10.4545). Sin embargo el

promedio de concentracidon de benzopireno en aceites y mantecas usadas

mantecas con un uso de 1 a 3 dias (promedio =

menos de 1 dia es 8.39735 ug/mL, que aln se encuentra en los limites
permisibles menores a 10 ug/mL establecidos en Mailand- China, pero son

elevados en comparacion con los establecidos por la comunidad Europea.

En la tabla N° 2 se observa que en aceites con un uso mayor a 3 dias generan
7,56955 mas concentracion de Benzopireno que en los aceites con un uso
menor a 1 dia. Igualmente se genera 5,5124 mas de Benzopireno en los
aceites usados mas de 3 dias comparados con los que se usaron entre 1 - 3
dias. Por tanto se puede afirmar que existe una diferencia significativa entre el

grupo de los aceites usados mas de 3 dias con respecto a los otros dos grupos.
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TIPO DE ESTABLECIMIENTO:
De la tabla N°1 se plantea las siguientes hipotesis estadisticas

e Ho: El tipo de establecimiento no influye en la concentracion

» Hi: El tipo de establecimiento si influye en la concentracion.

Del andlisis de varianza bifactorial, se acepta Hi (P valor = 0.0278 < 0.05 ), es

decir el establecimiento si influye en la concentracion.

- Para determinar qué establecimiento presenta mayor concentracién se utiliza
la prueba de tukey.

GRAFICO N° 2: CONCENTRACION DE BENZOPIRENO EN LAS

MUESTRAS TOMADAS DE CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL
CENTRO HISTORICO DE CUSCO
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Chicharroneria Polleria
Establecimiento
Fuente: Datos experimentales

Nivel Media Limite Limite

(ug/mL) Inferior (ug/mL) |Superior (ug/mL)

Establecimiento

Chicharroneria 12.699 10.5142 14.8838
Polleria 10.5135 7.19449 13.8325

Fuente: Datos experimentales
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TABLA N° 3: PRUEBA DE TUKEY - ESTABLECIMIENTO
Método: 95.0 porcentaje LSD

Establecimiento|Casos|Media LS|Sigma LS|Grupos Homogéneos
Polleria 6 10.5135 | 1.54748 |[X-
Chicharroneria| 14 12.699 | 1.01867 {-X

Contraste Sig.|Diferencia|+/- Limites
(ug/mL) {(ug/mL)
Chicharroneria - Polleria| * 2.1855 3.97358

* indica una diferencia significativa.

Fuente: Datos experimentales

Andlisis e interpretacion de datos:

En la tabla N° 3 se observa que en las muestras usadas en Chicharronerias
existe una diferencia de 2,1855 mas de benzopireno que en las muestras

analizadas de Pollerias.

Del grafico N° 2 se desprende que el promedio de mantecas usadas en
Chicharronerias (12,699 ug/mL) y el promedio de los aceites usados en
pollerias (10.5135), sobrepasan los limites permisibles establecidos tanto por la

comunidad Europea como por Mailand- China.
INTERACCION DE TIEMPO DE USO Y ESTABLECIMIENTO.
De la tabla N° 1 se plantea las siguientes hipotesis estadisticas:

e Ho: E! tiempo de uso y el tipo de establecimiento no influyen
simultaneamente en la concentracion.
e Hi: El tiempo de uso y el tipo de establecimiento si influyen

simultaneamente en la concentracion.

Del analisis de varianza bifactorial, se acepta Hi (P valor =0.0340 < 0.05 ), es

decir la interaccion si influye en la concentracion
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Para determinar la combinacién tiempo de uso y establecimiento que genera

mayores niveles de concentracion se tiene el siguiente grafico.

Grafico N° 3: RELACION DE LA CONCENTRACION DE 3,4 BENZOPIRENO
EN ACEITES Y MANTECAS COMESTIBLES SEGUN EL TIEMPO DE USO

EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO

Medias marginales estimadas de CONCENTRACION

20,000 Establecimiento

—— Chicharroneria
== Polleria

18,000

16,0001

14,000+

12,0001

Concentracién de BaP (ug/ml)

10,0007

8,000+

I ] ¥
tenos de 1 dia (1 - 3dlias) Més de 3 dias
Tiempo de uso

Fuente: Datos experimentales

Nivel Media Limite Inferior |Limite Superior
(ug/mL) [(ug/mL) (ug/mL)

Tiempo de Uso por Establecimiento

Menor a 1 dia, Chicharroneria 8.3912 |4.7554 12.027

Menor a 1 dia, Polleria 8.4035 [2.6548 14.1522

(1 -3 dia),Chicharroneria 10.645 (6.58006 14.7099

(1 -3 dia),Polleria 10.264 [4.5153 16.0127

Mayor a 3 dias, Chicharroneria 19.0608 |15.425 22.6966

Mayor a 3 dias, Polleria 12.873 |7.1243 18.6217

Fuente: Datos experimentales
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Analisis e interpretacion de datos:

Del grafico N° 3 se desprende que la preparacion de chicharrones con
mantecas con un tiempo de uso mayor de 3 dias genera altos niveles de
concentracion de Benzopireno (promedio 19,0608 ug/mL), igualmente las
muestras usadas por mas de 3 dias en pollerias (promedio: 12.873 ug/mL)
dichos valores se encuentran por encima de los limites permisibles
establecidos por la comunidad Europea y los establecidos por Mailand - China
de 10 ug/mL. En cambio en la preparacion de chicharrones y pollos con aceite
de menos de 1 dia de uso el promedio de concentraciéon es de 8.3912 ug/mL y
8.4035 ug/ mL respectivamente, estos valores se encuentran aun en los rangos
establecidos por Mailand- China ya que son menores a 10 ug/mL pero no son

aceptables por la comunidad Europea (2ug/mL)
Discusion de resultados:

Existe una relacion entre el tiempo de uso y la concentracion de Benzopireno
en las muestras tal como lo respalda el estudio de Lichtfouse (84) donde
sostiene que la produccién de Benzopireno en las muestras esta relacionada
con la termodegradacion de lipidos. En otro estudio Tyagi V.(98) muestra que a
medida que avanza el tiempo el porcentaje de Benzopireno va creciendo en la

muestra, después de 70 horas el porcentaje incrementé en un 79 % a 180 °C.

Por otro lado, la alta concentracion de benzopireno en las mantecas usadas en
chicharronerias comparada con las de pollerias se puede deber al elevado
grado de colesterol en las muestras, ya que alimentos con menos contenido de
grasas producen menos cantidad de benzopireno al ser fritos, esto se debe a
que la formaciéon de benzopireno en las muestras es ocasionado por la
ciclacion y posterior deshidrogenacion del colesterol como lo indican De la Cruz

y Huaman.

Otras razones que podrian justificar la elevada presencia de benzopireno en las
mantecas usadas en chicharronerias son la forma de fritura (inmersion) y la

temperatura a la cual se frie como lo indica Lijinsky (96 ) en su estudio.

Resultados similares obtuvieron en su investigacién Tsuzuki et al. ( 97) puesto

que diferentes tipos de aceites vegetales calentados a 180°C presentaron

114



pequefios cambios en su perfii en Benzopireno después de 4 horas de
calentamiento, los que se acrecentaron cuando los aceites fueron calentados a
temperaturas superiores a 200°C; sin embargo, en estos aceites el contenido
de BaP no supera el 1%, lo que ratificaria el menor impacto sobre este tipo de
acidos grasos al someter a calentamiento a aceites vegetales como los usados

en las pollerias.

TABLA N° 4. RELACION ENTRE EL GRADO DE ALTERACION DE LAS
MUESTRAS SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE OXIFRIT- TEST Y
TIEMPO DE USO DE LA MUESTRA.

Grado de alteracion segtin Oxifrit Test
Sin Poco Muy Totalmente
alteracion alterado alterado Alterado Total

Tiempo de Menos de 1 Frecuencia 5 2 0 0 7
uso dia Porcentaje 71,4% 28,6% ,0% ,0% 100,0%
(1 - 3 dias) Frecuencia 1 2 2 1 6

Porcentaje 16,7% 33,3% 33,3% 16,7% 100,0%

Mas de 3 dias Frecuencia 0 0 1 6 7

Porcentaje ,0% ,0% 14,3% 85,7% 100,0%

Total Frecuencia 6 4 3 7 20
Porcentaje 30,0% 20,0% 15,0% 35,0% 100,0%

Prueba chi-cuadrado, p=0,04

Fuente: Datos experimentales

Se plantea las siguientes hipétesis estadisticas:

Ho: El tiempo de uso no influye en el grado de alteracién segan Oxifrit

Test.

Hi: El tiempo de uso si influye en el grado de alteraciéon segun Oxifrit

Test.

De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion

entre tiempo de uso y Grado de alteracion segun Oxifrit Test (p=0,04<0,05).

El tipo de relacién es directa a menos de 1 dia de uso en un 71,4% el grado de

alteracién esta en el rango de sin alteracion, en cambio a mas de 3 dias de uso

en un 85,7% el grado esta totalmente alterado.
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GRAFICO N° 4. RELACION ENTRE EL GRADO DE ALTERACION DE LAS
MUESTRAS SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE OXIFRIT- TEST Y
TIEMPO DE USO DE LA MUESTRA.
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Menos de 1 dia (1 - 3 dias) Mas de 3 dias
M Sin alteracién 5 1 0
M Poco alterado 2 2 0
3 Muy alterado 0 2 1
M Totalmente Alterado 0 1 6

Fuente: Datos experimentales

Andlisis e Interpretacion de resultados:

La Tabla Y Grafico N° 4 muestra el grado de alteracion segun el Oxifrit- test en
relacién con el tiempo de uso de la manteca, se observa que para las mantecas
que tienen un uso “Menor a 1 dia” el 71.4 % tienen como resultado “Sin
alteracion” y el 28.6 % “poco alterado”; de los aceites usados entre “1 — 3 dias”
se observa que existe un 16.7 % para los resultados de “Sin alteracion ” y otros
16,7% para “totalmente alterado”, y en un 33.3% tanto para “poco alterado”
como para “Muy alterado”. Mientras tanto en los resultados para las mantecas
de “mas de 3 dias” se observa que en un 14 % las muestras estan en “Muy

alterado” y en un 85.7 % en estado “Totalmente Alterado”

Se observa que existen mas muestras en estado totalmente alterado en las
mantecas que tienen un uso mayor a 3 dias, y en mantecas con uso menor a 1
dia hay mas muestras con resultado “Sin alteracion”. Al aplicar la prueba del chi

cuadrado el nivel de significancia de la prueba es 0.04 , es decir que al ser
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menor de 0,05 se puede afirmar que existe una relacién entre ambas variables,
por lo tanto a mayor tiempo de uso de la manteca o aceite utilizado, el grado de

alteracion también ira aumentando.
Discusion:

Los resultados concuerdan con los obtenidos por Zamorano (90) donde se
observa que todas las mantecas hidrogenadas mostraron un
comportamiento similar en el ensayo de Oxifrit, el cual indicd que las grasas
estaban sin alteracion hasta las 30 h de calentamiento, hubo un cambio

para las 40 h y totalmente alterados para las 50 h.
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Figura N° 19 Cromatogramas de estandar de Benzopireno y una muestra de manteca’ de

chicharroneria.

Estandar de Benzopireno

DAD1 A. Sig=254,4 Ref=off (PAHS2015-01-29 PAHS-PRO 1559 54 15-PAHS000061.D)
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* imin] [min] [mAU*s] [maU] %

B ¢.194 BB 0.1806 1069.00024 87.48933 32.1439
G 7.850 BB 0.7863 330.554¢68 5.72601 9.9515

Figura n°19: Cromatogramas del estandar de benzopireno y de la muestra n° 2 de mantecas
usadas en chicharronerias, el estdndar (Tr = 6.210) con un pico a 81.86191 mAU y un area de
818.16815 mAU *s, |la muestra 2 {Tr = 6.194) con un pico de absorbancia a 87.48933 mAU y un

area de 1069.00024 mAU *s, area mucho mayor a la del estandar.
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Figura N° 20 Cromatogramas de estandar de Benzopireno y una muestra de aceite de

polleria.
Estandar de Benzopireno
DADT A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-27\R-PAHSG00008.D)
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-27\R-PAHS000005.D)
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Figura n° 20: Cromatogramas del estandar de benzopireno y de la muestra n° 2 de aceites
usados en chicharronerias, el estandar (Tr = 6.213) con un pico a 94.78835 mAU y un drea de
897.79779 mAU *s, la muestra 2 (Tr = 6.206) con un pico de absorbancia a 107.31639 mAU y
un drea de 998.07849 mAU *s.
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o APLICANDO LA FORMULA PARA CUANTIFICAR NIVELES DE BAP
POR ADICION DE ESTANDAR PARA LA FIGURA N° 19:

ug) _ (Am — As)x 100 ug/mlL

BaPp (mL As

Tenemos:
BaP (ug) _ (1069.00024 — 815.99831)x 100 ug/mlL
mL/ 818.16815
BaP (ﬂ) = 31.0052027 ug/mlL
mlL ) g
Donde:

Am = 1069.00024
As =815.99831
100 ug/mL = Concentracién de estandar de BaP.

e APLICANDO LA FORMULA PARA CUANTIFICAR NIVELES DE BAP
POR ADICION DE ESTANDAR PARA LA FIGURA N° 20:

ugy (Am — As)x 100 ug/mL
BaPp (mL) = As

Tenemos:
Bap (ug) _ (998.07849 — 906.144225)x 100 ug/mlL
Rl 906.144225
BaP (27) = 10.14565479 ug/mL
mL )
Donde:

Am =998.07849
As = 906.144225
100 ug/mL = Concentracion de estandar de BaP.
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TABLA N° 5: DISTRIBUCION DEL COLOR DE LAS MUESTRAS DE ACEITE
Y MANTECA UTILIZADAS EN LA FRITURA EN CHICHARRONERIAS Y
POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL CUSCO- ENERO 2015.

Frecuencia | Porcentaje
Amarillo 5 25,0
Amarillo-ambar 4 20,0
Pardo-Rojizo 3 15,0
Pardo 4 20,0
Negruzco 4 20,0
Total 20 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

GRAFICO N° 5: DISTRIBUCION DEL COLOR DE LAS MUESTRAS DE
ACEITE Y MANTECA UTILIZADAS EN LA FRITURA EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO- ENERO 2015.

Color de las muestras
30

25

20

15

Porcentaje

10

Amarillo Amarillo- Pardo-Rojizo Pardo Negruzco
ambar

M Porcentaje 25 20 15 20 20

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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TABLA N° 6: RELACION ENTRE EL COLOR DE LAS MUESTRAS Y EL GRADO
DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE OXIFRIT- TEST.

Color
Amarillo- | Pardo-
Amarillo| ambar Rojizo | Pardo | Negruzco | Total

Grado de Sin Frecuencia 4 1 1 0 0 6
alteracion segln  alteracion  Porcentaje | 20,0% 50%| 50%| ,0% 0% | 30,0%
Oxifrit Test Poco Frecuencia 1 3 0 0 0 4
alterado  porcentaje |  5,0% 15,0% 0% | 0% 0% | 20,0%

Muy Frecuencia 0 0 2 1 0 3

alterado  Porcentaje 0% 0%| 10,0%{ 5,0% 0% | 15,0%

Totalmente Frecuencia 0 0 0 3 4 7

Alterado Porcentaje 0% ,0% 0%[15,0%| 20,0%]| 35,0%

Total Frecuencia 5 4 3 4 4 20
Porcentaje 25,0% 20,0% 15,0% | 20,0% 20,0% | 100,0%

p= 0.001
Fuente: Ficha de recoleccidén de datos
Se plantea las siguientes hipotesis estadisticas:
e Ho: El color de la muestra no influye en el grado de alteracion.

¢ Hi: El color de la muestra si influye en el grado de alteracion.

De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion
entre el color y Grado de alteracién segun Oxifrit Test (p=0,001<0,05).
GRAFICO N° 6: RELACION ENTRE EL COLOR DE LAS MUESTRAS Y EL
GRADO DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE
OXIFRIT- TEST.
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Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Analisis e Interpretacion:

La tabla y grafico N° 5 muestra que en 5 casos (25 %) el color de la manteca
usada es amarillo, en 4 muestras cambia a color amarillo- ambar (20 %), y son
de color pardo- rojizo en 3 (15 %) , finaimente en 4 casos son pardo y negruzco
respectivamente (20 %). Estas Ultimas coloraciones son indicadas en el Codex

de productos alimentarios como no aptas para el consumo humano.

De la tabla y grafico N° 6 se desprende que existe una relacién directa entre el
grado de alteracion y la coloracion de la muestra, ya que de las 6 muestras que
estan sin alteraciéon , 4 de ellas son de color amarillo, 1 amarillo- ambar , 1
pardo rojizo y ninguna de ellas tiene coloracién pardo o negruzco. Al igual que
los aceites que se encuentran totalmente alterados, que de 7 muestras 3 de
ellos tienen una coloracién parda ,4 son de color negruzco y ninguno conserva

una coloracion normal.

Discusion:

Cuanto mas alterado esta el aceite se produce un cambio de coloracion, esto
se debe al oscurecimiento de la manteca o aceite usado debido al tiempo de
utilizacion de esta para la fritura, es decir que sufre un proceso de oxidacién lo
cual origina cambios organolépticos del aceite (alteracion del sabor,
palatabilidad, oscurecimiento del aceite) (86).

TABLA N° 7: DISTRIBUCION DEL OLOR DE LAS MUESTRAS DE ACEITES
Y MANTECAS UTILIZADAS EN LA FRITURA EN CHICHARRONERIAS Y
POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL CUSCO- ENERO 2015.

Frecuencia | Porcentaje

Vaélidos Caracteristico 10 50,0
Rancio 10 50,0
Total 20 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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GRAFICO N° 7: DISTRIBUCION DEL OLOR DE LAS MUESTRAS DE
ACEITES Y MANTECAS UTILIZADAS EN LA FRITURA EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO- ENERO 2015.

Olor

W Caracteristico

M Rancio

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

TABLA N° 8 : RELACION ENTRE EL OLOR DE LAS MUESTRAS Y EL
GRADO DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE
OXIFRIT- TEST.

Olor
Caracteristico | Rancio| Total

Grado de Sin alteracion Recuento 6 0 6
alteracion segtin % del total 30,0%| ,0%| 30,0%
Oxifrit Test Poco alterado Recuento 3 1 4
% del total 15,0%| 5,0%| 20,0%

Muy alterado Recuento 1 2 3

% del total 5,0%| 10,0%| 15,0%

Totalmente  Recuento 0 7 7

Alterado % del total 0% | 35,0%| 35,0%

Total Recuento 10 10 20
% del total 50,0% | 50,0% | 100,0%

p=0.002
Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Se plantea las siguientes hipotesis estadisticas:
e Ho: El olor de la muestra no influye en el grado de alteracion.
¢ Hi: El olor de la muestra si influye en el grado de alteracién.
De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion

entre el olor y Grado de alteracion segun Oxifrit Test (p=0,002<0,05).

GRAFICO N° 8 : RELACION ENTRE EL OLOR DE LAS MUESTRAS Y EL
GRADO DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE
OXIFRIT- TEST.
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Fuente: Ficha de recoleccion de datos

Analisis e interpretacion:

Se observa en la tabla y grafico N° 7 que en 10 casos (50 %) el olor de la
muestra usada es rancio en otros 10 aun se conserva el olor caracteristico.
Segun el Codex Alimentario.

Sin embargo de la tabla y grafico N° 8 se puede confirmar que si existe una
diferencia significativa entre el olor de la muestra y el grado de alteracién, ya
que de 10 muestras que conservan su olor caracteristico 6 (30 %) se
encuentran sin alteracion, 3 (15 %) se encuentran poco alterados y solo 1 (5 %)

de ellas estd muy alterado. Igualmente, las muestras con un olor rancio solo
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1(5 %) de ellas esta poco alterado, 2 (10 %) se encuentran muy alteradas y 7
(35 %) estan totalmente alteradas.

Discusion:

El olor rancio que existe en la mayoria de las muestras alteradas es debido a
que cuando las mantecas son expuestas demasiado tiempo en el proceso de
fritura sufren reacciones de alteracion como la hidrolisis y la oxidacion que

cambian el olor de la muestra a uno mas rancio.( 91)

TABLA N° 9: DISTRIBUCION DEL ASPECTO DE LAS MUESTRAS DE
ACEITE Y MANTECA UTILIZADAS EN LA FRITURA EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO- ENERO 2015.

Frecuencia Porcentaje

Vdlidos Liquido-Oleosa 12 60,0
Siruposa 8 40,0
Total 20 100,0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos

GRAFICO N° 9: DISTRIBUCION DEL ASPECTO DE LAS MUESTRAS DE
ACEITE Y MANTECA UTILIZADAS EN LA FRITURA EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO- ENERO 2015.

Aspecto

® Liquido-Oleoso Siruposo

Fuente: Ficha de recolecciéon de datos
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TABLA N° 10 : RELACION ENTRE EL ASPECTO DE LAS MUESTRAS Y EL
GRADO DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE

OXIFRIT- TEST.

Aspecto
Liquido-Oleosa | Siruposa | Total

Grado de Sin alteracién Recuento 6 0 6
alteracion segun % del total 30,0% ,0% | 30,0%
Oxifrit Test Poco alterado Recuento 4 0 4
% del total 20,0% ,0%| 20,0%

Muy alterado Recuento 2 1 3

% del total 10,0% 50% | 15,0%

Totaimente  Recuento 0 7 7

Alterado % del total 0%| 35,0%| 350%

Total Recuento 12 8 20
% del total 60,0%| 40,0%(100,0%

P=0.001

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

Se plantea las siguientes hipdtesis estadisticas:

e Ho: El aspecto de la muestra no influye en el grado de alteracién.

e Hi: El aspecto de la muestra si influye en el grado de alteracion.

De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion

entre el aspecto y Grado de alteracion segun Oxifrit Test (p=0,001<0,05).
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GRAFICO N° 10 : RELACION ENTRE EL ASPECTO DE LAS MUESTRAS Y
EL GRADO DE ALTERACION SEGUN PRUEBA COLORIMETRICA DE
OXIFRIT- TEST.
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Fuente: Ficha de recoleccion de datos

Analisis e interpretacion:

Segun la tabla y grafico N° 9 en 12 de los casos (60 %) la muestra conserva
aun un aspecto liquido oleoso aceptado por las normas del codex alimentario,
mientras que en 8 muestras (40 %) la consistencia de la manteca es siruposa
es decir que segun el Codex alimentario, estas muestras ya no estan aptas
para su uso.

Se observa que hay una relaciéon directa entre el aspecto de la muestra y su
grado de alteracion, como se desprende del gréafico y tabla N° 10 en donde se
muestra que de 12 muestras que aln conservan su aspecto liquido oleoso,6
(30 %)de ellas se encuentran sin alteracion, 4 (20 %) poco alterado y 2 (10%)
de ellas estan muy alteradas; y de las 8 muestras que tienen un aspecto
siruposo, 7 (35 %)estan totalmente alteradas y 1 (5 %) de ellas se encuentran

muy alteradas.

Discusion:
El aspecto siruposo de las muestras se debe al incremento de la viscosidad del
aceite, que es caracteristico de las muestras excesivamente reutilizadas para el

proceso de fritura. (89)
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TABLA N° 11. INDICE DE ACIDEZ (% DE ACIDO OLEICO) DE LAS
MUESTRAS USADAS EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL

CENTRO HISTORICO DEL CUSCO - ENERO 2015.

% DE ACIDO OLEICO % DE ACIDO OLEICO

M1

2,70 M11 0,92
M2 2,55 M12 0,91
M3 0,90 M13 0,90
M4 0,91 M14 0,75
M5 0,77 M15 2,73
M6 1,83 M16 0,99
M7 2,75 M17 0,95
M8 0,91 M18 1,04
Mo 1,82 M19 2,68
M10 2,71 M20 1,93

Fuente: Datos experimentales

GRAFICO N° 11. INDICE DE ACIDEZ (% DE ACIDO OLEICO) DE LAS
MUESTRAS USADAS EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL

CENTRO HISTORICO DEL CUSCO - ENERO 2015.

== % Acidos grasos libres
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Fuente: Datos experimentales
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TABLA N° 12. RELACION ENTRE INDICE DE ACIDEZ (% DE ACIDO
OLEICO) DE LAS MUESTRAS USADAS EN CHICHARRONERIAS Y
POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL CUSCO Y SU GRADO DE

ALTERACION.
Grado de alteracion segin Oxifrit Test
Sin Poco Muy Totalmente
alteracion alterado alterado Alterado Total
Indice de Limites Frecuencia 6 3 0 1 10
acidez Normales Porcentaje 60,0% 30,0% 0% 10,0% | 100,0%
Excede los Frecuencia 0 1 3 6 10
limites Porcentaje 0% 10,0% 30,0% 60,0% | 100,0%
Total Frecuencia 6 4 3 7 20
Porcentaje 30,0% 20,0% 15,0% 35,0% | 100,0%
p= 0.004

Fuente: Datos experimentales

Se plantea las siguientes hipétesis estadisticas:

Ho: El indice de acidez de las muestras no influye en el grado de

alteracion.

Hi: El indice de acidez de las muestras si influye en el grado de

alteracion.

De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion

entre el indice de acidez de las muestras y el grado de alteracion.
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GRAFICO N° 12. RELACION ENTRE INDICE DE ACIDEZ (% DE ACIDO
OLEICO) DE LAS MUESTRAS USADAS EN CHICHARRONERIAS Y
POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL CUSCO Y SU GRADO DE
ALTERACION.

60% W
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40% A
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0% : — : .
Sin alteracion Poco alterado Muy alterado  Totalmente
alterado

Fuente: Datos experimentales
Analisis e Interpretacion:

El indice de acidez se determiné mediante el analisis de acidos grasos libres de
acuerdo al método oficial de la A.O.C.S (Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales) para muestras de aceite y grasas.

En la determinacion del indice de Acidez (Grafico y tabla N° 11) se observé que
10 muestras (50 %) pasan el limite de 1 % establecido por el CODEX PARA
GRASAS ANIMALES ESPECIFICADAS (CODEX STAN 211) esto es indicativo
de un alto nivel de hidrdlisis en las muestras. El valor mas alto obtenido en el
estudio segln la tabla y grafico N° 12 fue la muestra 15 con 2.73 % y el menor
fue la muestra 14 con 0.75 %, con una media de 1,836 %.

Discusion de resultados:

Del grafico y tabla N° 12 se observa que los valores de indice de acidez en las

muestras de los aceites alterados por recalentamiento sobrepasan el limite
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establecido, esto podria ocurrir debido al elevado tiempo de fritura y poca
conservacion de la grasa como se observa en diversos estudios, Del Blanco y
Lopez (2006) demuestran que la acidez siempre aumenta conforme avanza el
tiempo de fritura, este comportamiento es independiente al tipo de aceite
utilizado. En el estudio de Rivera Y. (87) se evidencia un ascenso del indice de
acidez al tener mayor tiempo de procesamiento, observandose que los
mayores valores fueron obtenidos en los establecimientos donde hubo mayor
tiempo de uso de estos aceites en comparacion a los restantes
establecimientos. Estos resultados también coinciden con los mostrados por
Albarracin y col (94) que demuestran que el grado de acidez en las muestras
de aceite sin uso y usados son diferentes a un nivel de significaciéon d de 5%.

Este fendmeno es producido como lo explica Navas (95) a consecuencia de la
presencia de agua proveniente del producto que se frie, que junto a las
elevadas temperaturas de la fritura, favorecen la reaccion de hidrélisis de los
triacilgliceroles dando lugar a acidos grasos libres. El aumento de acidez se ve

acentuado cuando la renovacién de aceite no es suficiente.

TABLA N° 13. INDICE DE YODO DE LAS MUESTRAS USADAS EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO - ENERO 2015.

ra | |..de Yodo

M1 31,78 M1 58,49

M2 33,65 M12 37,21
M3 48,30 M13 55,25
M4 95,85 M14 55,74
M5 56,27 M15 35,81
M6 42,71 M16 90,79
M7 37,38 M17 57,13
M8 47,28 M18 52,50
Mo 44,18 M19 30,79
M10 31,49 M20 43,26

Fuente: Datos experimentales
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GRAFICO N° 13. INDICE DE YODO DE LAS MUESTRAS USADAS EN
CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO HISTORICO DEL
CUSCO - ENERO 2015.
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Fuente: Datos experimentales

TABLA N° 14. RELACION ENTRE INDICE DE YODO DE LAS MUESTRAS
USADAS EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO
HISTORICO DEL CUSCO Y SU GRADO DE ALTERACION.

Grado de alteracion segun Oxifrit Test
Sin Poco Muy Totalmente
alteracion alterado alterado Alterado Total

Indice de  Limites Frecuencia 6 1 0 0 7
Yodo normales Porcentaje 85,7% 14,3% 0% ,0% [ 100,0%
Excede los  Frecuencia 0 3 3 7 13

limites Porcentaje 0% 23,1% 23,1% 53,8% | 100,0%

Total Frecuencia 6 -4 3 7 20
Porcentaje 30,0% 20,0% 15,0% 35,0% | 100,0%

p= 0.001

Fuente: Datos experimentales
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Se plantea las siguientes hipotesis estadisticas:

e Ho: El indice de yodo de las muestras no influye en el grado de

alteracion.

¢ Hi: El indice de yodo de las muestras si influye en el grado de alteracion.

De la prueba chi-cuadrado al 95% de confianza se concluye que existe relacion

entre el indice de yodo de las muestras y el grado de alteracion.

GRAFICO N° 14, RELACION ENTRE INDICE DE YODO DE LAS MUESTRAS
USADAS EN CHICHARRONERIAS Y POLLERIAS DEL CENTRO
HISTORICO DEL CUSCO Y SU GRADO DE ALTERACION.
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Fuente: Datos experimentales

Analisis e Interpretacion:

Para la determinacion del indice de yodo se utiliz6 la técnica oficial aceptada
por A.O.A.C. (Asociaciéon de Quimicos Analiticos Oficiales) para muestras de
aceite y grasas. Se observa en la Tabla y grafico N° 14 que los niveles de
indice de yodo se encuentran por debajo de los valores establecidos por el
CODEX PARA GRASAS ANIMALES ESPECIFICADAS (85) que van desde 65
a 55.
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Los valores obtenidos en nuestro estudio (Tabla y grafico N° 13) para muestras
de manteca y aceite vegetal van desde un valor maximo de 58,49 a un
minimo de 30.79, con una media de 44.7933. El 65 % de estos resultados
estan fuera de los limites establecidos. Resultados similares obtuvo Rodriguez

(94) que encontré un rango de indice de yodo de 40-55 g/100g de manteca.
Discusion de resultados:

La disminucién del indice de yodo se debe a que se comienzan a formar
enlaces saturados al calentar la grasa asi lo demuestran los estudios
realizados por De la Cruz y Huaman (92) donde se observa una marcada
disminucién de los valores del indice de yodo a medida que el tiempo de uso
del aceite aumenta, esto debido a la oxidacién térmica que sufre el aceite
durante este proceso; el mismo hecho ya fue sefalado por Tewfik, asi como
también por Zamorano (2013) donde reportan que todas las muestras
analizadas presentaron durante el calentamiento un aumento considerable de
los acidos grasos saturados, esto conlleva a la disminucién del indice de yodo
en las mantecas.

Ademas de ellio, se debe tener en cuenta que el porcentaje de acidos grasos
saturados en grasas animales es elevado (42 %) y por tanto se debe tener
especial cuidado al consumirlo ya que como se sabe que los acidos grasos
saturados aumentan el colesterol total, el LDL (colesterol «malo») y los
triglicéridos y son responsables de la formacion de placas de ateroma en las
arterias. (96)
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CONCLUSIONES

1.- Se determiné que la concentracion de 3,4 benzopireno en las
muestras dependen del tiempo de reutilizacion de aceites y mantecas
en la fritura, esto se demostré con la prueba del Chi cuadrado (p=0.034)
ya que en muestras usadas mas de 3 dias el promedio de concentracion
de BaP fue de 15.9669 ug/mL.

2.- Se determind el grado de alteracion de las muestras mediante la
valoracion de la prueba oxifrit-test, donde se concluye que a mayor
tiempo de reutilizacion de las muestras existe mayor grado de alteracion,
asi lo demuestra el analisis del chi cuadrado (p= 0.04), donde de las
muestras que estan totalmente alteradas el 85,7 % fueron usadas mas
de 3 dias.

3.- Se determind los parametros fisicoquimicos, indice de yodo
(media=44.7933) e indice de acidez (media=1,836%), en las muestras
recolectadas y se concluye que existe relacion con el grado de alteracion
como se demuestra al usar la prueba estadistica de chi cuadrado p =

0.004 para el indice de acidez y p =0.001 para el indice de yodo.

4.- Se realiz6 un andlisis organoleptico (color, olor y aspecto) a todas las
muestras de aceites y mantecas térmicamente degradados,

determinandose su influencia con el grado de alteracion.

5.- En el presente trabajo se optimizé la técnica de extraccién liquido-
liquido para cuantificacion de 3,4 benzopireno por adicion de estandar
en cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con detector DAD.
Adecuando las siguientes condiciones de extraccién: Temperatura de
saponificacion: 60° ¢, Tiempo de centrifuga: 10 minutos, Velocidad de
centrifuga: 4000 rpm, Temperatura de rotavapor: 40 °C, Velocidad de

rotavapor: 20 rpm.

6.- Se evalud las concentraciones de 3,4 benzopireno por cromatografia

liguida de alta resolucion (HPLC) en la totalidad de muestras de
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mantecas y aceites alterados por su constante reutilizaciéon, obteniendo
un promedio en chicharronerias de 12.699 ug/kg y pollerias con un
promedio de 10.5135 upg/kg, ambos resultados sobrepasan el limite
establecido por los paises europeos que es de 2ug/kg y en un 65%

superan los limites establecidos por China (10 ug/kg).
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SUGERENCIAS

A la DIGESA: se requiere contar con una legislaciéon o al menos, que
el pais se una a la normativa propuesta por la Comisién Europea.
También, seria importante contar con investigaciones peruanas, en
las que se cuantifiquen los HAP en los alimentos y su relacion con los
métodos de cocciéon de mayor uso entre la poblacién; con el fin de
ejercer, dentro de lo posible, un mayor control en la formacion y la
ingesta, buscando prevenir la aparicion de cancer de diferente

localizacion.

A la Municipalidad: realizar inspecciones mas constantes a estos
establecimientos, usando pruebas de deteccion rapidas comb el
oxifrit-test. Asi como también se sugiere brindar apoyo a los tesistas
que quieran contribuir con proyectos relacionados con el servicio a la
comunidad.

A los comerciantes: La disponibilidad para recibir las

recomendaciones que se les otorgue para la mejora del servicio.

A la Universidad: La implementacién de un laboratorio de control de
calidad de alimentos para la Carrera Profesional de Farmacia y

Bioquimica.

A los docentes: Incentivar y participar en la elaboraciéon de proyectos
relacionados con la salud publica y de esa manera elevar el nivel de

participaciéon de nuestra Carrera Profesional hacia la comunidad.

A los estudiantes: Realizar mas estudios de determinaciéon de la
presencia de 3,4-benzopireno y otros hidrocarburos aromaticos
policiclicos en el humo que se desprende de los aceites y grasas

utilizados durante la fritura de alimentos. Asi como también evaluar la
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presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos cancerigenos,
entre ellos al benzo(a)pireno en alimentos braseados, ahumados y a

la parrilla.
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ANEXOS




ANEXO 1 : AUTORIZACION DE LA MUNICIPALIDAD

“Cusco, Patrimonio Cultural de la Humanﬁdé@”
5 MUNICIPALIDAD PROVINCIAL DEL CUSCO

Cusco, Junio 11,2014

CARTA N° -GDESM-MPC-2014.

Senorita:

Jimena Quehuarucho Acuna
APV. Miguel Grau E-2
Ciudad.-

REF : Expdte. N° 2014-015941.

De mi mayor consideracion.

Previo un cordial saludo, me dirijo a Usted., en atencién
al expediente de la Referencia, por el cual solicita la relacién de todos los
establecimientos comerciales de venta de comida y su respectiva ubicacion,
para un estudio de investigacién en la reutilizacion de aceites comestibles.

Al respecto, hago de su conocimiento que la Oficina
de licencias a fravés de la Sub Gerencia de Comercio, Industia y Artesania,
remite la informacién solicitada en medio digital, la misma que se encuentra
adjunta al presente, con lo que se da por atendida su peficién.

Sin otro particular, me suscribo de Usted..

Atentamente,

@ JMICIPALIDAD DEL CUSCO
§ | o~ Q,\

Abog. Josd Santes Fernandez [Yabar
LsencHTE DE DESARROLLO ECONDVECS
v SERVICIOS MUNICIPALES

c.c.
Archivo

GDESM/IFY/Dap

Palacio Municipal - Plaza Cusipata - Cusco - Peri
Teléfono: (084) 227152 - Fax: (084) 226701
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ANEXO 2 : FICHA DE DATOS PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS Y
ANALISIS CON OXIFRIT-TEST

Nombre del Establecimiento:.................................N° de muestra......
Propietario:. ... ...
Direccion del establecimiento:...................c.co i,
Fecha de toma de muestra:............................. Hora: ....................
Tipode aceite utilizado: ...
Tipo de establecimiento: Chicharroneria ( ) Polleria ( )
Tiempo de uso de la muestra:
Menores a1 dia( ) 1dia-3dias( )
Mayor a 3 dias ( )
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:
COLOR:
Amaririllo ( ) ' Pardo rojizo ( ) Negruzco ( )
Amairillo — ambar ( ) Pardo ( )
OLOR:
Caracteristico ( ) Rancio ()
ASPECTO:
Liquida — oleosa. ( ) Solida.( )
Siruposa. ( ) Oleosa sélida ( )

RESULTADO DE OXIFRIT-TEST:

Azul () Verde ( )
Verde- azulado( ) Verde- oliva( )
(@] 01T V=TT 1=
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ANEXO 3

BENZOPIRENO POR ESPECTROSCOPIA HPLC

TABLA DE RESULTADOS DE DETERMINACION DE

N° de muestra

Hora
evaluacion

de

Area del
estandar

Area  del
estandar +
muestra

Diferencia
de Areas

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:
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N° de muestra

Hora
evaluacion

de

Area del
estandar

Area  del
estandar +
muestra

Diferencia
de Areas

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:

Promedio:
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ANEXO 4

CONSTANCIA DE ANALISIS

UNNERSIDAD NACIDNAL DE SAN ANTONIC ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS Y MATEMATICAS
LASORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA ~ Pobellen de Cortr{ do Caldod
AV. D1a la Cullure 733 £USCO-PERD Cantode $73868355 - 944045605

Mt L SRRy a5 o e

CONSTANGCIA DE ANALISIS

El que sustribe, Responsable del Laboratorio de Cromutografia de la Facultad De Ciencias
Quimicas, Fisicas, Matcmaticas, Farmacia ¢ Informétice de Ia Universidad Nacional San
Antonio Abad del Cusco, deja Constancia,

Que los Bachs. Victor Eduardo Lechuga Noa, Jinena Quehuarucho Acufla, de la Camera
Profesional de Farmacia y Bioguimica, han presentado al Laboratorio de Cromatografia 20
mucstras de aceitcs, para su caracterizacién ¢ identificacion de benzopireno como parte de
su proyccto de investigacion tiulado "Determinncitn de 3, 4 Benropireno en aceites
comestibles alterados usados en chicharroncrias ¥ pollerias del distrito det Cusco”. Dicho
material ha sido cuantificado utilizendo ¢l Cromaidgrafo liquido HPLC-DAD Agilent
serie 1200. La identificacion se kas6 en la comparacion de las sefiales con ¢l cstandar de
Benzopireno.

Se explde la sigulente congtancia & solicitud de los interesados para [os fines que vieran por
convenicate.

Cusco 30 de Abril del 2015

s sasanlinanre

/oryqth&u:n.azuwl’&#
COENSI
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ANEXO 5 - CROMATOGRAMAS

Estandar - Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54WM15-PAHS000061.D)
mAU 3 <

o 9 =
o o o

— A
o O o

4.332

o
[=]
TS IPTR IRIST ISIS1ERTRI FACTI FRTTINTENI )

(=]

r~o—]
o]

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min} [mAU*s] [mAU] %

Muestra 1 — Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHSG00001.D)
mAU -3 b

4003 £
3503
300
2505
2005
1504
100 @
0d & B = 5 28
E o — © @ o
03— ™ . : , ' r ——t
T T T T T T T T T T T
0 2 8
Peak Re2tTime Typs Width Area Height Ar=a
# [mini [mini [mRU*s] [maU] %
————f————— l———— |- |- - 1
=} 4._.339 vV 3.1324 45.863288 4.90927 0.6458
10 5.154 vV 2.1770 75.15147 5.80746 1.0636
11 5.180 VB 0.218¢ 1106.544413 76.59072 15.6603

Muestra 2 — Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54\15-PAHS000006.D)

mAU 5
120 @
&
100 o
80
60
40 _ o
20 g o
U e — t M
L S S S e S Ly SR
Peak RetTime Typs Width Ares Height Area
# [ming [min} [MBU*s] [mAaU] %
—— = f——— - | - [ ————— |
5 4 _ 213 VB p.4330 TF118.29535 20.58819 14_.3352
3] ©.1%€ BB 0.31571 BT9.92224 ge.183%11 17.35603
¥ 7.342 BB D.F06% 429,.235443 7.69373 8.5667
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Cromatogramas del estandar de benzopireno (Tr = 6.210 min), de la muestra n° 1 (6.180 min) y
la muestra n°2 (6.196 min).

Muestra 3 - Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-01-28 PAHS-PRO 15-59-54M15-PAHS000008 D)
mAUi ]
400
300
200
: 2
1007 g § L e p o
E g o)\ §ses N b
0-] . 1S : . :
; . T . T T . T T . T . T . . . T . . .
0 2 4 6 8
Peak RstTime Tvpe Wwidth Area Height Area
# [mind frnin] [MMAU*s] [T ] =
—_—————————— b | ————————— - f———————- |
8 4 _.3B8 VB 0.31237 z4 27777 2.8%9815 0.323839
a &.1e5 BB O.1699 886.0314°2 80.232035 14.0097
10 8.432 BV C.8526 647 .686711 8.98925 10.2407
Muestra 4 - Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254 .4 Ref=olf (PAH5Q2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54WM15-PAHS000013.D)
mAU—g o
70
603
40 T
wg N §
3 5 2 g 3
103 3 ~
ba -+ "~
03 L T ! T . J
; T r . T . T T , v r r I T ' T T : T .
0 2 4 6 8
Peak R=tTime Type Widt Arsa Height Zrea
# [mird [mini [maTU*s] [mMAaT] %
——— f——1-———— f——————— [ - ]
5 6.188 BB 0.1781 869.50143 75.67187T 55.4131
6 7.741 3B C.2277 21.82827 1.44862 1.3910

Muestra 5 - Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=off (PAHS2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000016.D)

mAU >
160
140—;
120
3 wy
100 il
80 re
60 o
403 B2\t m
20 P 3=
04 ] I~ ) .
e ey S S ST S ST ST S
Pezk RetTime Typs Width Area Height Erea
# [ming [ming [maU*s] [mzU] %
- f——— == | ———————— f———————— f——————— ;
4] 4 502 wWF 0LA379 g . S2185 4,93711 1.4328
7 4 @2 VB 0. 1355 AG, 22444 4 _GEo9tBEe 1.47%33
& 6.1%5 BB O.A720 8oz .329e72 80.15759 2847351




Cromatogramas de la muestra n® 3 (Tr = 6.195 min), de la muestra n° 4 (6.188 min) y la
muestra n°5 (6.195 min).

Muestra 6 - Chicharronerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=ofl (PAHS\2015-01-20 PAHS-PRO 15-59-54WM15-PAHS000022.D)
mAU 3
1203
100—; s
80 s
60
40
20
0 L i
S ——— : A
0 1 2 8 7 8 9
Peak RetTime Type Wiclth Area Heidcght Area
# [min] {min] [MATU* =] [mA] 2
—_——— | —————— | ———] - |-~ | —————— b —
5 4,490 VB 0.25a88 168.17897 3.649a673 5.130
a &.182 BB Q.2034 S0l .22229 e’ .52332 27 .759
Muestra 7 — Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254 4 Ref=olf (PAHS015.01-28 PAHS-PRO 15-59-54Wi15-PAHS000025.D)
mAU'; »
120 b
1004 @
80 a
60
403 - 8
205{ 5 : e % g -]
- o 0 ™ g
0 */\T/\] e : i
' S I : :
Pezk RetTime Type Width Area Height Area
¥ fmini [min] [mAU*s] [may) %
——— | —————— R | ————— - - |
7 &.189 BB 0.2027 9l15.22¢91¢ §9.9231i2 30.7748
B 3.09%% BB 0.2280 20.60635 1.397%87 0.€929
Muestra 8 - Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=alf (PAHS\2015-01-20 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000028.D)
mAU 3 o
1403 '
120
100 &
80 <
60-
403 @
20 g g
3 b L
0 ! . ! . .
; . . ; : . , ; . ; : . . ; . . . .
o 2 4 6 8
6 4,883 VB 0.2330 65.73254 3.77841 2.0333
7 &.194 BB 0.1918 803.0465% 73.27640 27.9334
8 7.737 BB 0.2380 25.95524 1.61049 0.8029
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Cromatogramas de la muestra n® 6 (Tr = 6.184 min), de la muestra n° 7 (6.189 min) y la
muestra n° 8 (6.194 min).

Muestra 9 — Chicharronerias

DAD1 A, Sig=264,4 Ref=off (PAHS\2015-01-20 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000022.D)
mAU 1 @
120
1005
E 3
80 ©
603
403
20
03 1 . L .
1 ————
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Poeak RehtTime Type Wicith Area Heiciht Areas
# [min] [minld [MAT* =] [mAT] 2
-—— - | == |- | —————— f——————
5 4 .,.490 VB 0.2588 1ae’.17897 8.649673 5.180
() a.1848 RR 0.2034 gL .22229 a8 . 52332 27 .75@
Muestra 10 — Chicharronerias
DADI A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000034.D)
mAU 3 P
60
50
40
30
20 - 5
0 T L T L T
r . : . — r r . . :
o 2 8
Peak Re=tTime Type Width Aresa Height Area
% [mind [mini [MAT*s] [AaT] Z
—_— | —————— f——— == |~ f———————— f————— 4
5 4._.495 VB C.1753 1z28.180¢80 12.29065 6.9613
3] &.192 BB C.200¢6 917.92462 T1.09254 49 _.3514
Muestra 11 - Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54M15 PAHS000037.D)
mAU 3 3
70
603
50 2
E ~
403 3
30 =
203 o B g
10—.-__ < o
03 " ) y
] 1 ' ' S S R :
Peak RetTime Typs Width Area Height Rrea
# [mind [mind [maU*s] [matr] %
———— | [—===|—— - | ———mmm o e |- {
5 a.1%5 BB 0.1E27T G144 _H3€Z8 Ta.91565 54,3315
& 83.724 BB 0.22E3 43 . E&88Z2Z2 3.11534 2.9215
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Cromatogramas de la muestra n° 9 {Tr = 6.184 min), de la muestra n° 10 {6.193 min) y la
muestra n® 11 (6.195 min).

Muestra 12 — Chicharronerias

DAD1 A, 5ig=254 4 Ref=off (PAHS\2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54M15-PAHS000045.D)
mAU_.'_. 0
350
3003
250
2003
1503
100 &
E X 9 Lo~
0 L =iy . :
: : : : ; ; ; ; T ; ; ; : ; ; ;
Q 2 6 8
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [mini [min] [mAU*s] [mAayu] %
- ————— | | e == j————— |
8 §.194 vB 0.2210 996.03802 67.96848 186.5854
9 7.702 BB 0.3318 56.83068 2.40410 0.9463
Muestra 13 — Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS12015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000048.D)
mAU 2
400—:
300-]
200-]
4 -
100 8 e g b
= ] © - [7-)
] o 2 45 o
0] A= B AN
; ; : ; ; . ; : : ; ; : : ; ; : T : ; ;
0 2 4 6 8
Peak RetTims Typs Widt Area Height Zrea
£ [mind [minid [MRaT*s] [mAU] %
—_———————— f————] = | —————— | ———————— f——————
5 4 .478 T 0.2144 102.20072 5.336&67 1.5573
[} 4_881 VB C.1950 45 .87T73413 2.353¢6 Q.TFO0T3
7 C.204d BB G.18613 882.51587%7 To.07FLaz2 13 .3174
Muestra 14 - Chicharronerias
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS12015-01-28 PAHS-PRO 15-59-54\M15-PAHS000052.D)
mAU 3 2
703 g
E ]
60 ©
SD_
403
303 i 2
E L -
20 =\ §8 g o
104 3 2 &
E b ~
03 : . i . .
D 2 4 6 B
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# {min] [min] [mAU*s] [mAU] %
- === |- |- —————— l
7 6.208 BB 0.1683 875.76361 80.91042 40.5662
8 7.745 BB 0.2299 21.,59552 1.43221 1.0003
(

Cromatogramas de la muestra n® 12 (Tr = 6.194 min), de la muestra n® 13 (6.204 min) y la

muestra n° 14 (6.208 min).

Estandar — Pollerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-2TR-PAHS000008.0)
mAU ] bt
80
60
40
20 ®
] P
0 ] ! JQ_'H
Peak RetTime Typs Width Area Height Area
£ [mini [rain] [maU*s] [MmAT] %
- f——— | === f——————— f——————— !
1 6.21i3 BB 0.1445 847.7977¢% 94.78832 G5.613¢
2 ©.416 BB 0.2137 31.4688¢6 2.13821 3.38064
Muestra 1 — Pollerias
DAD1 A, 5ig=254,4 Ref=off (PAHS2015-01-29 PAHS-PRO 15-59-54M15-PAHS000056.D)
s 3 :
a0
250
200
150 &
160 o
1 ny
03 . ; : e
T T T T T T ]
1] 2 4 (3 mir
Pealk RetTimse Typs Width Area H=ight Area
& [min] [mini [mAT*s] [mni] %
- f———1-——— | ————————— f——————— f———————- I
5 4 404 VB o.1707 35.854¢4 2.854050 Q.TBa0
6 G.202 BB 0.1734 B864.082740 Te.70053 18.3509%

Muestra 2 — Pollerias
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-27\R-PAHS000005.D)
mAU 8
N
100
80
&
60 P
40
N5 3
20 A & 28 2 8 3
< . 2~
o ’?ﬁ’\;—"—\ _— . '\‘;\.
o T 3 Y Y T
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mini [mAT*s] [mau] %
el |———— ] ——————— | et SRR |
5 4._.476 TV 0.23140 103.20072 ©.33667 1.5573
& 4.891 VB 0.1950 46.87341 3.35396 0.7073
7 6.204 BB 0.1813 £82.51587 76.07182 13.3174
Cromatogramas del estandar de benzopireno (Tr = 6.213 min), de la muestra n® 1 (6.202 min) y
la muestra n® 2 (6.204 min).}
Muestra 3 Pollerias
DADT A, Sig=254.4 Ref=off (PAHSRD15-03-09 PAHS-PRO 11-07-27'R-PANS000008.0)
mAU] 2
80
60
40
20 o
] ~
- N o
0
T T T T T
L N, 8
Pezk RetTime Typs Width Lrea Height Area
£ [mini [min] [maT+s3] [ma17] %
e EESEE R R | ——m— - | ————m—— 1
1 6.212 BB 0.1445 ©£497.7877¢ 94.73835 96.613%
2 ©.41€ BB 0.2137 31.4688¢ 2.132821 3.38¢4
Muestra 4 — Pollerias
DAD1 A, Sig=254 4 Ref=off (PAHS512015-03-09 PAHS-PRO 11-07-2/\R-PAHS000006.D)
mAU 5 5
160
80
3
60 s
40 o, -
20 gg § §§ 8 2 &
-~ 2 0N
0 'A/?\ ;T:t’\:f—\ . L . ) :
| T T L T 7T | T T T 7 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Peak RetTime Tyvps Width aArea Height Area
# [min] [mini [maT*s] [y %
—— | f———j—— | ———— [ - f——————— f
11 o .207 3B 0.140¢ 885.52429 1246.30406 28.4204
1z F.588 BV C.1324 21.480793 2.51985 0.e37¢




Muestra 5 — Pollerias

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (PAHS\2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-27\R-PAHS000000.D)

hs
mAU 1 o
- <
80
60
40 -
] & o3
J 1y bt
20_ _//__/j\\'\]v <
0 1 /\T/\\T’\
L e e e e L S oo e e A e s e e e s s S N T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# fmin]) [rmmin] [MAU* s ] =
- - | ————— - - {f—-—— fj——————
32 a4.524 vV 0.2985 259.71005 1L1L.281L7 =2
4 S.214 VV 0.1&75 1038.64734 45.1184 2

Cromatogramas de la muestra n° 3 {Tr = 6.213 min), de la muestra n® 4 (6.207 min) y la
muestra n° 14 (6.214 min).

Muestra 6 — Pollerias

DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (PAHS\2015-03-09 PAHS-PRO 11-07-2N\R-PAHS000001.D)
mAU 1 o
80—3
so—i
40-5
20—2 5 %% g 5’-3. Be
0] jfw’fﬂ\lf\m , . @ ;ﬁ .
R T T S S
Peck RetTime Types Width Area Height Erea
¥ [min] [mini [BU*5] [maU] %
=== | [———— ] | ——————— f-—————— f—————— l
g 4.646 VB 0.1244 63.80553 T.26731 3.704%
g 6.218 BB G.1i382 941.29773 102.42489 54.&3529

Cromatograma de la muestra n°® 6 de pollerias (Tr = 6.218 min)
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ANEXO 6

RESULTADOS DE CROMATOGRAMAS.

CHICHARRONES:

Area de estandar + Muestra | Area de estandar | Diferencia Concentracion
(ug/mL)
STD 813.65405
818.16815
816.17273
Promedio 815.99831
1 948.46783 815.99831 132.46952 16.2340434
1106.54041 815.99831 290.5421 35.6057233
1100.13818 815.99831 284.13987 34.8211346
Promedio 1051.715473 815.99831 235.717163 28.8869671
2 1052.26318 815.99831 236.26487 28.9540882
1069.00024 815.99831 253.00193 31.0052027
879.92224 815.99831 63.92393 7.83383118
Promedio 1000.39522 815.99831 184.39691 | 22.5977073
3 886.03149 815.99831 70.03318 8.58251532
865.46545 815.99831 49.46714 6.06216207
907.49654 815.99831 91.4982318 11.2130418
Promedio 886.3311606 815.99831 70.3328506 8.61923974
4 880.38751 815.99831 64.3892 8.66535694
869.60193 815.99831 53.60362 6.56908468
897.41934 815.99831 81.4210272 9.97808772
Promedio 882.4695924 815.99831 66.4712824 8.40417645
5 893.39972 '815.99831 77.40141 9.48548656
877.64777 815.99831 61.64946 7.55509653
877.57239 815.99831 61.57408 7.54585877
Promedio 882.8732933 815.99831 66.8749833 8.19548062
6 900.67719 '815.99831 84.67888 10.3773352
896.64801 815.99831 80.6497 9.88356214
901.22229 815.99831 85.22398 10.4441368
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Promedio 899.51583 815.99831 83.51752 10.2350114
7 913.43439 815.99831 97.43608 11.9407208
907.06908 815.99831 91.0707668 11.1606563

907.01513 815.99831 91.0168154 11.1540446

Promedio 909.1728641 815.99831 93.1745541 11.4184739
8 903.04657 815.99831 87.04826 10.667701
900.81708 815.99831 84.81877 10.3944786

903.18365 815.99831 87.18534 10.6845001

Promedio 902.3491 815.99831 86.35079 10.5822266
9 912.73346 815.99831 96.73515 11.8548223
920.85474 815.99831 104.85643 12.8500793

917.92462 815.99831 101.92631 12.4909952

Promedio 917.17094 815.99831 101.17263 12.3986323
10 915.2320032 815.99831 99.2336932 12.161017
914.63629 815.99831 98.63798 12.0880128

917.8173563 815.99831 101.819046 12.4778501

Promedio 915.8952165 815.99831 99.8969065 12.24229331
11 900.0900846 815.99831 84.0917746 10.3053859
884.2019 815.99831 68.20359 10.3583004

884.31409 815.99831 68.31578 10.3720492

Promedio 889.5353582 815.99831 73.5370482 10.3452452
12 901.95111 815.99831 85.9528 10.5334532
996.03802 815.99831 180.03971 22.0637356

1019.47894 815.99831 203.48063 24.9364034

Promedio 972.4893567 815.99831 156.491047 19.1778641
13 882.51587 815.99831 66.51756 8.15167865
884.465897 815.99831 68.47166 8.39115218

881.41718 815.99831 65.41887 8.01703499

Promedio 882.8010067 815.99831 66.8026967 8.18662194
14 875.76361 815.99831 59.7653 7.32419409

895.33905 815.99831 79.34074 9.72315004

886.23071 815.99831 70.2324 8.60692959

Promedio 885.77779 815.99831 69.77948 8.55142457
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POLLERIAS:

Area de estandar + Muestra | Area de estandar | Diferencia Concentracién
(ug/mL)
STD 897.79779
914.49066
Promedio 906.144225 906.144225
1 922.6757267 906.144225 106.677417 13.07323991
923.2833035 906.144225 107.284993 13.147698
921.0689044 906.144225 105.070594 12.876325
Promedio .922.3426449 906.144225 106.344335 13.03242097
2 997.2334972 906.144225 91.0892722 10.05240332
998.07849 906.144225 91.934265 10.14565479
996.52429 906.144225 90.380065 9.974136843
Promedio 997.2787591 906.144225 91.1345341 10.05739832
3 984.2786865 906.144225 78.1344615 8.62274011
980.9583013 906.144225 74.8140763 8.25631
977.6059372 906.144225 71.4617122 7.88635078
Promedio 980.9476417 906.144225 74.8034167 8.255133630
4 982.0070654 906.144225 75.8628404 8.372049202
992.0964136 906.144225 85.9521886 9.485486557
976.8119713 906.144225 70.6677463 7.79873053
Promedio 983.6384834 906.144225 77.4942584 8.552088763
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5 1022.550747 906.144225 116.406522 12.846357
1018.92638 906.144225 112.782155 12.4463802

1022.586315 906.144225 116.44209 12.85028221

Promedio 1021.354481 906.144225 115.210256 12.7143398
6 1001.129561 906.144225 94.985336 10.482364
993.1157855 906.144225 86.9715605 9.5979821

1008.840932 906.144225 102.696707 11.33337326

Promedio 1001.02876 906.144225 94.8845346 10.47123979
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ANEXO 7

FOTOGRAFIAS

llustracion 1: Inspeccién de establecimientos llustracion 2: Recoleccién de 200 ml de
ubicados en la calle Pampa del Castillo. La muestras de aceite y/o grasas usadas en
tesista (Jimena Quehuarucho) Portando en frasco ambar

sus manos la ficha de recoleccion de datos.

. o
4 - ReAE ,“ -
_/ E RN N
llustracion 3: Inspeccién del color, olor y llustracion 4: Empleo del kit Oxifrit-test en
consistencia de las muestras a recolectar. aceites y/o grasas calientes para medir el

grado de alteracién.
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Hustracion 5: Resultados del Oxifrit-test. llustracion 6: Muestras recolectadas de
Aceite viré a color verde, por tanto el aceite aceites y mantecas en frascos ambar,
se “Necesita cambiar”. debidamente rotulados.

llustracién 7: Reactivos usados para el Indice llustracién 8: Preparacion del reactivo de
de Yodo Wijs.
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lustracién 9: Titulacion de muestras con llustracién 10: Viraje de las muestras tras
Tiosulfato de Sodio titulacién por el Método de Wijs.

llustracion 10: Titulacidn de muestras con llustracién 11: Viraje de las muestras a color
. hidroxido de sodio 0,01M rosa tras titulacién (indice de Acidez.)
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llustracion 13: Filtrado de muestras con

llustracidn 12: Centrifugado de muestras para .
membrana Econofilter

lectura por HPLC.

llustracion 14: Lectura de las muestras en
HPLC Agilent 1200
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