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RESUMEN

Una de las modificaciones mas importantes inducidas en el alimento durante el calentamiento es la
reaccion de Maillard, donde participan aminoacidos y azlcares reductores, pudiendo producirse
mejora de las caracteristicas organolépticas del alimento pero también pérdida del valor nutritivo y
aparicion de compuestos toxicos. Los cereales infantiles son hidrolizados durante el procesado,
aumentando los niveles de azucares reductores, por lo que en el tostado o desecado de estas muestras
puede favorecerse el desarrollo de la reaccion de Maillard. Los nifios son especialmente susceptibles a
la disminucion del valor nutritivo y al consumo de compuestos potencialmente toxicos, de ahi la
importancia de conocer el grado de desarrollo de esta reaccion en dichos productos. En este estudio se
determiné el contenido de acrilamida y furosina en harinas crudas y tostadas y en papillas infantiles,
con el fin de evaluar la extension de la reaccion de Maillard. El contenido de furosina oscilo entre
11,5-34,6 mg/100 g de proteinas en las muestras de harinas y entre 122-1193 mg/100 g de proteinas en
las muestras de papillas. No se detect6 acrilamida en las muestras de harinas y oscilé entre 0,22 y 9,6
ng/kg en las papillas. Las pérdidas de lisina pueden considerarse altas en algunas muestras, pero no
suponen riesgo de déficit nutricional al consumirse estos productos con leche. La acrilamida sélo se
encontrdo en niveles cuantificables en cuatro muestras y en concentraciones muy bajas; éstas se
encuentran lejos de la dosis maxima permitida y por lo tanto no deberian representar problemas
adversos tras su consumo.
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ABSTRACT

One of the most important modifications originated in foods during thermal treatment is Maillard
reaction, in which amino acids and reducing sugars are participants. This reaction can improve the
organoleptic characteristics of foods but, moreover, can lead to nutritional value losses and apparition
of toxicological compounds. Infant cereals are hydrolyzed during processing, increasing reducing
sugar levels thereby Maillard reaction can be favored in toasted or dried samples. Infants are
especially susceptible to the decreased nutritional value and to the toxicological compounds
consumption. Thus it is important to know the development rate of this reaction in these products. In
this study acrylamide and furosine content in raw and toasted flour and in infant formulas were
determined, in order to evaluate Maillard reaction evolution. Furosine content ranged from 11.5 to
34.6 mg/100 g of proteins in toasted flour samples and from 122 to 1193 mg/100 g of proteins in
formula samples. Acrylamide was not detected in flour samples ranging from 0.22 and 9.6 pg/kg in
formula samples. Lysine losses can be considered to be high in several samples, but it does not
suppose a nutritional deficiency risk because these products are consumed together with milk.
Acrylamide only was found in quantified levels in four samples and in very low concentrations. These
values are lower than the maximum dose allowed and, therefore, they should not represent adverse
problems after their consumption.
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INTRODUCCION

Una de las modificaciones mas importantes inducidas en el alimento durante el
calentamiento es la reaccién de Maillard, donde participan aminoacidos y azucares reductores,
pudiendo producirse mejora de las caracteristicas organolépticas del alimento pero también
pérdida del valor nutritivo' y aparicion de compuestos toxicos como la archilamida.” La
acrilamida ha sido clasificada como “probable carcindgeno para los humanos” clase 2A por la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC)’ y como cancerigeno en la
categoria 2 de la Union Europea (sustancias que deben ser tratadas como si fueran
cancerigenos en humanos)*, de ahi la importancia de estimar las cantidades de este compuesto
ingeridas en la dieta. La formacion de acrilamida depende del contenido de precursores,
glucosa o fructosa y asparagina libres y del binomio temperatura-tiempo del tratamiento
térmico al que se ven sometidos los alimentos’, asociandose en mayor medida a procesos
como horneado, fritura, asado, etc. Se origina principalmente en la superficie, donde se
alcanzan con mayor rapidez las temperaturas a partir de las que se forma, correlacionandose
con un aumento del color tostado del alimento.® Los alimentos que contienen mayores niveles
de acrilamida son las patatas fritas, cereales, café, y pan tostado, estos tltimos, ademas, son
las fuentes mas relevantes de exposicion para el hombre ya que son consumidos de forma
regular y ampliamente por la poblacion.”®

La furosina, por su parte, es un compuesto utilizado como indicador de las
primeras etapas de la reaccion de Maillard. Se forma durante la hidrolisis acida de los
compuestos de Amadori producidos por la reaccion entre grupos g-amino de la lisina con
glucosa, lactosa o maltosa.” Su determinacion, por tanto, estara relacionada de forma indirecta
con la pérdida del valor nutritivo y, consecuentemente, con la disminucion de la calidad
proteica.'’

En los paises mediterraneos, las papillas de cereales son el primer alimento que se
introduce después de la leche materna y/o formula infantil. Los cereales, para poder ser
utilizados por los nifios, deben procesarse para mejorar su dispersibilidad en liquidos y su
digestibilidad, ya que el pancreas de los nifios tiene limitada la capacidad de hidrolizar el
almidon."’ Por tanto los cereales durante su procesado son hidrolizados, aumentando los
niveles de azucares reductores, por lo que el tostado o desecado de estas muestras puede
favorecer el desarrollo de la reacciéon de Maillard, que cobra especial importancia en estos
productos al ser la lisina el amino4cido limitante.'*"

Estos aspectos cobran especial importancia en la poblacion infantil dado el
limitado nimero de alimentos que los bebés pueden consumir y la alta susceptibilidad de los
nifos a la disminucion del valor nutritivo y al consumo de compuestos potencialmente
toxicos. Por todo ello, el control a través de indicadores quimicos de los cambios que se
originan durante el procesado y almacenamiento juega un papel esencial en el mantenimiento
de la calidad de este tipo de productos.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el contenido de furosina y
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acrilamida en harinas crudas y tostadas y en papillas infantiles, con el fin de evaluar la
extension de la reaccion de Maillard y la consiguiente pérdida del valor nutritivo y formacion
de compuestos potencialmente toxicos.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. Se analizaron 8 muestras de harina cruda (trigo, sorgo, avena, mijo,
arroz, cebada, centeno y maiz), 6 muestras de harina tostada (GHE, arroz, multicereales,
semolina y dos harinas sin gluten) y 23 muestras de papillas infantiles (5 papillas de cereales
sin gluten, 1 de 8 cereales con gluten, 3 de 8 cereales con miel, 1 de 5 cereales con gluten, 3
de multicereales, 1 de cereales y frutas, 1 de multifrutas, 2 de cereales con cacao, 1 de arroz, 1
de trigo y arroz, 1 de maiz y tapioca, 1 de papilla cremosa, 1 de galleta y 1 de papilla libre de
leche).Las muestras fueron cedidas por una fabrica elaboradora de este tipo de productos.

Determinacion de proteinas: La determinacion de proteinas se realiz6 mediante la
determinacion de Nitrégeno total por el método Kjeldahl, utilizando el analizador Biichi
Destillation Unit B-324 (Suiza) y conversion a proteina multiplicando por el correspondiente
factor."

Determinacion de Furosina: El andlisis de furosina se realizé siguiendo la técnica
.. 10 . . .
de Resmini y col.”” con ligeras modificaciones.

- Hidrolisis acida: Se pesan 180 mg de muestra, se adicionan 8§ mL de HCI
7,95 N y se mantienen en la estufa a 110 °C durante 24 horas. Los hidrolizados fueron
filtrados con papel.

- Purificacion: 0,5 mL de filtrado fueron pasados a través de cartuchos Sep-
pak C;g (Millipore), previamente acondicionados con 5 mL de metanol y 10 mL de agua, y
finalmente se eluyeron con 3 mL de HCI 3 M.

- Andlisis  cromatogrdfico. La furosina fue determinada mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, utilizando un cromatografo Waters 600 controller,
con detector espectrofotométrico UV/VIS (Konic modelo 200) y programa integrador
Millennium chromatography manager. La columna utilizada fue una C8 furosine-dedicated
(250 x 4,60 mm i.d.) (Alltech). La fase movil estaba compuesta por dos fases, eluyente A:
disolucion acido acético 0,4% en agua (V/V) y eluyente B: cloruro potésico 0,27% en
eluyente A, que se mezclaron de la siguiente forma: 0-20 min (100% A), 20-23 min (50%
A/50%B), 23-32 min (100%A). El flujo fue de 1,2 mL/min. La longitud de onda del
detector UV fue de 280 nm y el volumen de inyeccion de 50 pL. La calibracion del sistema
cromatografico fue hecha mediante curva de calibracion del estandar externo.

Determinacion de Acrilamida: El andlisis de acrilamida incluyd extraccion,
derivatizacion y analisis cromatografico.
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- Extraccion: Se pesan 5 g de muestra, se adicionan 0,5 mL de Carrez I, 0,5
mL de Carrez II, 10 mL de agua y 5 mL de una solucién del patréon de acrilamida marcada
de 100 ppb. Se centrifuga a 9000 rpm durante 10 minutos y se extrae el sobrenadante. Se
realizan dos centrifugaciones mas con 10 mL de agua, juntandose los sobrenadantes en un
solo tubo.

- Derivatizacion: Al sobrenadante obtenido se le adicionan 1,2 g de KBr, 400
uL de HBr 45% y 2 mL de una solucion saturada de Br,. Se lleva a oscuridad durante 3
horas. Transcurrido ese tiempo, se adicionan 0,5 mL de tiosulfato sodico. A continuacion
se hacen 3 extracciones con 7 mL de acetato de etilo, evaporando el volumen final en el
rotavapor. Por ultimo se recupera la muestra en 1 mL de acetato de etilo y 200 uL de
trietilamina y se filtra a través de filtros Millipore de 20 um.

- Andlisis cromatogrdfico: La acrilamida fue determinada mediante
cromatografia de gases-masas, siguiendo la técnica utilizada por Pittet y col. (2004),
utilizando un cromatografo de gases Trace 2000 (Thermo Electron Corporation) equipado
con una columna capilar TR-Waxms 30 m x 0,25 mm, 0,25 um (Thermo) y acoplado a un
detector de trampa i6nica Polaris Q. Se utilizé el modo de inyeccion splitless. El programa
de T* utilizado fue el siguiente: 1 minuto a 40 °C, rampa de 10 °C/min hasta 100 °C y
rampa de 50 °C/min hasta 150 °C. El helio fue utilizado como fase movil a un flujo de 1,5
mL/min. El método de deteccion utilizado fue por impacto electronico con T* de la fuente a
250 °C. Los datos fueron integrados y cuantificados con el software Xcalibur (Thermo
Electron Corporation).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de las 8 harinas crudas y 6 harinas tostadas y de las 23
papillas analizadas se muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente. La mezcla de harinas
crudas en diferentes proporciones es la base para la elaboracion de las harinas tostadas, que
habitualmente se obtienen a temperaturas entre 140 y 150°C."

La hidrolisis de estas harinas tostadas o sus mezclas y el secado por rodillos es lo
que constituye la muestra de papilla final. Las muestras de harina cruda no contienen furosina,
sin embargo si aparecio durante el tostado de las harinas en valores que oscilaron entre 11,5 y
34,65 mg/100 g de proteina, similares a los encontrados en bibliografia". El contenido de
furosina en papillas fue mucho mayor, entre 122 mg/100 g para la papilla de maiz y tapioca y
1193 mg/100 g de proteina en una papilla de 8 cereales y miel. La hidrélisis que sigue al
tostado de las harinas produce una gran cantidad de azlicares reductores que reaccionan con la
lisina de las proteinas en condiciones iddneas de temperatura y humedad. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Guerra-Hernandez y Corzo'? y Guerra-Hernandez y col.”® en
papillas infantiles y por Rada-Mendoza y col. en cereales y derivados."” Nuestro grupo de
investigacion establecio que estos valores de furosina suponen pérdidas de lisina entre un 5 y
un 50%,'° pérdidas que en nuestra sociedad no deberian representar problemas nutricionales al
preparase estas papillas con leche, producto rico en lisina.
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Tabla 1. Contenido de furosina y acrilamida en harinas crudas y tostadas.

e T
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
n.d. n.d.
34,6+ 1,38 n.d.
14,8+ 0,15 n.d.
19.8 + 1,19 n.d.
18,7 + 2,64 n.d.
27,4 +0,75 n.d.
11,5 + 3,04 n.d.
n.d.: no detectado.

Ars Pharm 2010; 51.Suplemento 3: 135-143.



Mesias M et al. Determinacion de acrilamida y furosina en harinas y papillas...

140

Tabla 2. Contenido de furosina y acrilamida en papillas
(g0 gprovinay Acamida (ke
325+5,93 n.d.
342 + 34,5 n.d.
505+ 16,4 n.d.
265 + 4,74 n.d.
417 £53.5 n.d.
169 + 27,6 2,25+ 0,20
776 £ 9,58 n.d.
1193 + 59 9,20 + 0,07
220£21,6 n.d.
361 £19,3 n.d.
716 £21,6 n.d.
895 + 75,4 9,60 + 1,35
164 = 4,89 0,22 (<LQ)
894 + 43,5 033 (<LQ)
409 + 12,8 n.d.
766 + 58,8 n.d.
123 + 7,88 n.d.
783 £17 n.d.
661 + 19,0 n.d.
122 + 3,65 n.d.
320+9,77 n.d.
230 + 9,33 2,42 +0,02
426 £ 443 n.d.
n.d.: no detectado. LQ: limite de cuantificacion

Es dificil establecer una relacion entre los valores de furosina y los cereales
utilizados en las papillas, ya que no se conoce el proceso de elaboracion ni la proporcion de
ingredientes utilizados. El valor més bajo fue para la papilla de maiz y tapioca, lo que puede
justificarse por el bajo contenido de lisina de estos ingredientes. El valor mas alto
correspondio a la papilla de 8 cereales con miel, lo que podria deberse al contenido mayor de
azlcares que proporciona la miel. Estos datos son similares a los obtenidos por Guerra-
Hernandez y Corzo12. El valor relativamente alto obtenido en muestras de cereales sin gluten
(arroz y maiz) se pude justificar por el contenido relativamente alto de lisina que presenta el
arroz.

En las muestras de harinas, tanto tostadas como crudas, no se detectd acrilamida,
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ientras que en las papillas Ginicamente 4 muestras presentaron niveles detectables, con un
intervalo entre 2,25-9,60 pg/kg. Estos valores resultaron similares o incluso inferiores a los
observados por otros autores en muestras de papillas de cereales; asi Roach y col.”
encontraron valores inferiores a 10 pg/kg, Pittet y col.,'® entre 5 y 62 pg/kg, Croft y col."”
inferiores a 25 ng/kg y la Agencia de Seguridad Europea en 2009 recoge valores medios de
55 ng/kg.**! Solo se cuantifico acrilamida en las muestras que contienen cereales con gluten,
aunque otros autores como Pittet y col.'® han encontrado acrilamida en muestras de arroz. En
los cereales, el factor limitante en cuanto a los precursores es el contenido de asparagina y no
el de azucares reductores; el contenido del primero puede presentar una alta variabilidad en
los diferentes cereales y también dentro del mismo cereal.”

La relacion entre furosina y acrilamida fue de r’=0,4639 y si no se tienen en cuenta
los dos valores que estan por debajo del limite de cuantificacion ésta llega a 0,9303. Esto
parece demostrar que en los cereales y cuando el nivel de asparagina es suficiente para formar
acrilamida, la via de Maillard es la principal ruta de formacion y podria utilizarse como
indicador indirecto de tratamiento térmico para el control de elaboracion de las papillas en
muestras que tengan un contenido adecuado de aminoacido libre.

La OMS? estableci6 para la acrilamida una dosis sin efecto adverso (NOAEL) de
0,5 mg/Kg de peso corporal para la neuropatia, unos 5 mg para un nifio de 10 kg. Teniendo en
cuenta el posible consumo de papillas de un nifio, entre 50 y 75 g en s6lido, corresponderia a
una ingesta de aproximadamente entre 0,5 y 0,75 pg/dia si consumiera las papillas analizadas,
lejos del valor minimo establecido. Por tanto, los niveles de acrilamida estimados en las
muestras se consideran bajos, por lo que se estima que no van a producir efectos adversos tras
su consumo. Sin embargo, ya que los productos de la reaccion de Maillard pueden suponer un
peligro para la salud humana, es conveniente seguir profundizando en el tema y considerar
ciertas acciones preventivas del desarrollo de la reaccion de Maillard, tal y como indica
Slayne y Lineback.**

CONCLUSIONES

Los valores de furosina encontrados en las muestras son muy variables, algunos de
ellos altos, aunque no deben presentar problemas nutricionales si se consumen con leche, que
es rica en lisina. La acrilamida so6lo se encontrd en niveles cuantificables en cuatro muestras y
a niveles muy bajos, que no deberian representar problemas adversos tras su consumo.
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