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1. REVISION BIBLIOGRAFICA






1.1. Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard ha jugado un papel esencial en el desarrollo de
las caracteristicas sensoriales de los alimentos tratados térmicamente. El aroma, sabor
y color de los alimentos sometidos a procesos tradicionales de tostacién, horneado,
coccion y fritura son debidos a esta reaccion.

En 1912 el bioquimico francés Louis-Camille Maillard, publicé los primeros
estudios sistematicos en los que se indicaba que los aminoacidos y azucares reductores
bajo complejas reacciones producidas durante el calentamiento, dan finalmente lugar
a la formacion de sustancias denominadas melanoidinas, via condensacion,
eliminacidon y otros mecanismos de degradacion. Las aportaciones posteriores de
Amadori (1929), Heyns (1953), Hodge (1953) y otros muchos han llevado a considerar
que la “Reaccion de Maillard” estd constituida por una serie de reacciones
consecutivas y paralelas, que son influenciadas unas por otras asi como por gran
numero de factores.

Los productos de Maillard estan presentes en cantidades considerables en la
dieta diaria debido a que la mayor parte de los alimentos contienen proteinas y
carbohidratos.

La industria alimentaria selecciona las condiciones de procesado adecuadas
para mejorar las caracteristicas sensoriales de los alimentos y como consecuencia su
aceptabilidad y seguridad. Sin embargo, el reto actual de la industria, organismos
responsables de la seguridad alimentaria y de los consumidores es que, la reaccion de
Maillard puede también estar implicada en la formacién de compuestos toxicos.

1.1.1. Quimica de la Reaccion de Maillard

La reaccion de Maillard esta integrada por un conjunto de reacciones en cadena
gue conducen a la formacion de pigmentos pardos con modificaciones del color, olory
sabor de diversos alimentos. Se desarrolla generalmente a a, bajas y pH basico
necesitando un aporte de calor moderado. En 1953 Hodge propuso un esquema de las
diversas etapas, que se incluye a continuacion. (Figura 1.1).

La etapa inicial de la reaccion de Maillard comprende la condensacion de un
grupo carbonilo libre y un grupo amino, que tras deshidrataciéon da lugar a una base de
Schiff inestable que se transforma en la glicosilamina-N-sustituida. Esta reaccién es
reversible ya que en un medio fuertemente acido se regenera el azucar y el
aminodcido. Las glicosilaminas son mas estables si proceden de aminas aromaticas en
lugar de aminoacidos (Rosen y col., 1953; Pigman y Johnson, 1953; Finot y Magnenat,
1981).

El siguiente paso supone la inmediata reorganizacién irreversible de la
glicosilamina-N-sustituida. Cuando se parte de wuna aldosilamina-N-sustituida,
mediante la transposicion de Amadori, se genera 1-amino-1-desoxi-2-cetosa, mientras
gue cuando se parte de una cetosilamina-N-sustituida, mediante la transposicion de
Heyns se genera 2-amino-2-desoxialdosa. Los compuestos de Amadori (Mauron, 1981)



y de Heyns (McPherson y col., 1988) han sido encontrados en diversos alimentos y en
el organismo humano.

La importancia de la transposicion de Amadori para la produccién de colores
pardos, fue demostrada por Hodge y Rist (1953). Con estos conocimientos se pudo
controlar las reacciones de pardeamiento en alimentos desecados.

Figura 1.1. Esquema general de la reaccién de Maillard

Aldosa 4 COmpuesws<=>‘Glicosilamina N-sustituida‘ + H20

Azucar Amino
i Reorganizacién de | a condiciones Acidas
A Amadori b CondicionesBasicas
| 1-Amino-1-Desoxi-2-Cetosa | C Altas Temperaturas
-3H,0 b | 2H,0
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Los compuestos de Amadori y de Heyns sufren una serie de descomposiciones
que varian en funcién del pH o de la temperatura del medio. Estas reacciones
comprenden las etapas intermedias de la reaccién de Maillard y dan lugar a
compuestos con color y olor.

A pH bajos (pH<7) se produce una enolizaciéon en posicion 1,2 que origina
compuestos dicarbonilicos (potentes precursores del pardeamiento) que dan lugar a 5-
hidroximetilfurfural (HMF) cuando el carbohidrato implicado es una hexosa o furfural
cuando es una pentosa (Moye y Krzeminski, 1963). Por el contrario, a pH bdsicos
(pH27) se produce una enolizacién en posicidn 2,3 que da lugar a reductonas (Cheftel
y Cheftel, 1980) las cuales pueden deshidrogenarse para generar dehidroreductonas y
estas a su vez en etapas mas avanzadas pueden reaccionar con grupos amino y
polimerizar.

Los compuestos de Amadori pueden escindirse dando lugar a diversos
productos de fision (compuestos dicarbonilicos) como el acetal o el diacetaldehido
(Nursten, 1989).



La interacciéon de aminoacidos con los compuestos dicarbonilicos, ya sean
dehidroreductonas o productos de fisién, se conoce como degradacion de Strecker y
supone la pérdida de aminodacidos del alimento (Cheftel y Cheftel, 1980). Como
resultado de esta degradacion se formardn nuevos aldehidos con un carbono menos
que se elimina como CO, (Stadman y col., 1952).

Las etapas finales de la reaccion de Maillard son complejas y dan lugar a dos
tipos de compuestos: melanoidinas y compuestos aromaticos volatiles.

Los compuestos aromaticos volatiles de bajo peso molecular se producen sin la
intervencion de grupos amino a través de compuestos de Amadori, pero también
puede realizarse sin formar estos compuestos (Guangyuan y col., 1997) a partir de la
reaccion de 2-desoxiglucosa con aminodcidos, lo cual aporta un 1% de dichos
compuestos.

Cientos de productos volatiles de la reaccién de Maillard han sido identificados
en alimentos y sistemas modelo (Ferretti y Flanagan, 1971, 1972; Hayase y col., 1982;
Milic y Piletic, 1984; Danehy, 1986) y pueden ser clasificados en tres grupos (Nursten,
1980):

- Compuestos simples generados a partir de la deshidratacion de azucares y/o
productos de fragmentacion: furanonas, pironas, ciclopentenos, carbonilos y acidos.

- Compuestos complejos: productos de degradacién de aminoacidos, aldehidos y
compuestos azufrados.

- Compuestos voldtiles producidos por nuevas reacciones: pirroles, piridinas,
imidazoles, pirazinas, oxazoles, tiazoles, y productos de condensacion de aldol.

Las melanoidinas son polimeros nitrogenados pardos y copolimeros producidos
mediante la condensacién de compuestos aminados procedentes de las etapas
intermedias de la reaccion de Maillard (O'Reilly, 1982) como son pirroles N-sustituidos,
2-formilpirroles N-sustituidos y 2-furaldehido (Tressl y col., 1988; Martins y col., 2001).
Las melanoidinas varian ampliamente en peso molecular y poseen rasgos distintivos en
la region visible del espectro (Richards, 1956; Clark y Tannenbaum, 1970).

1.1.2. Variables que intervienen en la reaccion de Maillard

Sustratos

Los sustratos que intervienen en la reaccion de Maillard son el grupo carbonilo,
principalmente de azlcares reductores, y el grupo amino de aminoacidos y proteinas.
Grupos carbonilo procedentes de la oxidacion de grasas y de procesos de fermentacién
y grupos amino de distinto origen al anterior también contribuyen, aunque en menor
medida.



Los carbohidratos de bajo peso molecular son mas reactivos que los de alto
peso molecular debido al menor impedimento estérico (Stepanenko y Serbyuk, 1950;
Rubenthaler y col., 1963). La reactividad de los azucares es proporcional a la cantidad
de forma abierta (Burton y McWeeny, 1963). En los isémeros, la configuracion
esteroquimica determina su reactividad. De forma general, el grado de pardeamiento
en los azucares decrece en el siguiente orden: (1) pentosas, ribosa > xilosa > arabinosa;
(2) hexosas (galactosa > manosa, glucosa > fructosa); (3) disacaridos (maltosa >
lactosa). Hay que tener en cuenta que el azlucar no tienen un grado de reactividad
absoluta y su comportamiento depende también del estado y naturaleza de la
proteinas con las que reacciona. A mayor complejidad menor reactividad. La
naturaleza del azucar también condiciona la composicién de las premelanoidinas. Las
hexosas producen hidroximetilfurfural y las pentosas una mezcla de furfural e
hidroximetilfurfural.

Cuando el pardeamiento por via RM no es deseado, puede prevenirse
eliminando uno de los sustratos, normalmente el azucar.

Otras moléculas con grupos carbonilo (Pokorny, 1981), como las formadas por
degradacion de Strecker (formaldheido, acetal, propional) o las producidas durante la
degradacion de los compuestos de Amadori (Furfural e HMF) (Obretenov y col., 1983)
pueden reaccionar con los grupos amino e iniciar otra vez la reaccion.

Todas las proteinas, excepto las insolubles (queratina) son susceptibles de
reaccionar con los azUcares. Los a-aminoacidos, que forman junto al grupo carbonilo el
enlace peptidico, son poco accesibles durante los tratamientos por calor, no asi los a-
aminodcidos terminales y las proteinas que tienen un segundo grupo amino en estado
libre. La intensidad de pardeamiento es proporcional a la concentracién de lisina en los
alimentos proteicos. Asi, las proteinas lacteas producen una mayor velocidad de
pardeamiento que las proteinas de soja (Hackler y Stillings, 1967; Wolf y col., 1977). La
destruccién de lisina en productos lacteos es mas rapida cuando la lactosa es
hidrolizada o sustituida por glucosa. Por el contrario las proteinas de los cereales, que
son pobres en lisina, son mas resistentes a la reaccion de Maillard (Frangne y Adrian,
1966).

Los aminodcidos bdasicos libres no reaccionan con los azucares a una velocidad
marcadamente superior al resto de aminoacidos, sino que es la configuracién
esteroquimica la que determina su comportamiento. Por otra parte, la presencia de
aminoadcidos libres condiciona el desarrollo de la reacciéon de Maillard entre lisina y
azucar; la valina acelera la velocidad de la reaccidn entre lisina-azdcar mientras que la
arginina la disminuye.

La mezcla de proteinas completas y aminodcidos libres produce una mayor
pérdida nutricional; a la pérdida de lisina en proteinas intactas hay que unir la de los
otros aminodcidos (Adrian y Frangne, 1973).

En cuanto a la prevencién, la transformacion del grupo amino en amido
mediante las transglutaminasas impide la 12 etapa de la reaccién (Friedman y Finot,
1990).

En alimentos, una mayor proporcion de azucares reductores respecto a grupos
amino acelera el pardeamiento. Esto puede ser debido a diferentes mecanismos de
destrucciéon de azlcares y aminodcidos. El pardeamiento en sistemas modelo
aminoacido/azticar también es maximo cuando los azlcares estdn en exceso.
Dworschak y Orsi (1977) comprobaron que la proporcion molar éptima en un sistema




metionina/glucosa era de 2:3. El efecto que sobre el pardeamiento ejerce la
concentracion de azUcares reductores depende, asi mismo, de la temperatura de
reaccion.

Los sustratos implicados en las reacciones de pardeamiento definen algunos
aspectos especificos del aroma y sabor, efectos antioxidantes, antimicrobianos,
mutagénicos, etc. Mediante sistemas modelo se han podido identificar compuestos
volatiles resultantes de la reaccidn de carbohidratos y grupos amino. En la degradacién
de Strecker cada aminoacido da lugar a un aldéhido especifico (Danehy, 1986).

pH

El pH inicial de los productos y la capacidad tampdn del sistema influyen en el
tipo e intensidad de las reacciones (Ellis, 1959; Nursten, 1980). Los efectos del pH son
complejos, ya que cada una de las etapas de pardeamiento tiene un pH éptimo. A pH <
3 el pardeamiento es bajo y se incrementa conforme aumenta el pH hasta un maximo
de 10 (Ashoor y Zent, 1984). En zonas mas acidas o alcalinas la degradacién de
azucares se produce sin el consumo de aminoacidos. La reactividad del grupo amino es
mayor cuando el aminoacido esta en forma anidnica y este valor depende del caracter
acido-base del aminoacido.

Si estudiamos el efecto del pH en los alimentos, podemos distinguir:

* Alimentos cuyo pH estd comprendido entre 6 y 8 (leche, huevos,
cereales, carnes), en los que las condiciones son favorables a la reaccion de Maillard.
Un descenso del pH permite atenuar el pardeamiento durante la deshidratacién, pero
modifica desfavorablemente los caracteres organolépticos.

* Alimentos cuyo pH estda comprendido entre 2.5 y 3.5 (zumos vy
concentrados de frutas dcidas). Estos productos son pobres en aminodcidos y la
reaccion de Maillard aparece de forma muy débil. Es la degradacion del acido
ascoérbico, asi como la caramelizacion de los azlcares, la responsable del
pardeamiento.

e Alimentos de pH intermedio (conservas vegetales, alimentos
fermentados, miel, salsas, sopas), la reacciéon de Maillard y la degradacion del acido
ascoérbico pueden ocurrir simultaneamente.

Actividad de agua

La intensidad de la reaccion de Maillard depende de la hidratacién del medio.
La maxima actividad se logra a humedad relativa del 50 y 70% (10-15% de agua en el
producto). A niveles de humedad mds altos se produce una disminucién de la
velocidad y se considera que no existe en ausencia de agua. La estabilidad de los
alimentos deshidratados es grande, aunque la reaccion se puede producir.



Temperatura

La reaccién de Maillard se produce tanto a temperatura ambiente como a altas
temperaturas. La energia de activacién tiene valores que se encuentran entre 10-
160Kj/mol; dependiendo de esta energia se favorecen unas etapas de la reaccién
frente a otras. Sin embargo, si relacionamos la reaccién con otros criterios, la
temperatura que se alcanza, y que nos proporciona una determinada energia de
activacion, marcard el camino a seguir por las reacciones. Diferentes aminoacidos con
un mismo azucar produciran diferentes aromas para una misma y distinta temperatura
(Mabrouk, 1979)como se observa en la siguiente tabla (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Generacidn de aromas a partir de aminodcidos calentados a distintas temperaturas

aminoacido 100°C 120°C 180°C
leucina chocolate dulce corteza de pan queso quemado
treonina chocolate trigo guemado
valina pan de centeno corteza de pan chocolate penetrante

Otros factores

La presencia o ausencia de cationes metalicos afecta a la reaccion de Maillard.
Las sales de cobre e hierro parece que aceleran la reaccidon, mientras que el
manganeso la inhibe (Bohart y Carson, 1955). El hierro es considerado como
catalizador del pardeamiento en la salsa de soja y también como constituyente de
cromoéforos melanoidinicos (Hashiba y col., 1981).

Compuestos como el etilmalonato, fenilacetona, sales de aminas terciarias,
acido acético, y trifluoruro de boro catalizan la reaccion de Maillard y la transposicidon
de Amadori (Yoshimura y col., 1969).

La presencia o ausencia de oxigeno no deberia afectar a la reaccién de Maillard.
La intensidad de pardeamiento a veces varia con la atmdsfera. El oxigeno tiende a
incrementar la coloracion (Webb, 1935; Volgunov y Pokhno, 1950; Kraft y Morgan,
1952), sin embargo este pardeamiento depende de factores mas complejos, en los
cuales, puede no darse la reaccion de Maillard (Bohart y Carson, 1955).

Compuestos aceleradores/inhibidores

La presencia o ausencia de cationes metalicos afecta a la reaccidon de Maillard.
Las sales de cobre e hierro aceleran la reaccidn mientras que el manganeso y estafio la
inhibe (Bohart y Carson, 1955; Kato y col., 1981; Alais y Linden, 1990). El hierro es
considerado como catalizador del pardeamiento en la salsa de soja y también como
constituyente de croméforos melanoidinicos (Hashiba y col.,, 1981). Hay que hacer
notar que los primeros estudios atribuyen efectos a los cationes metalicos debidos al



descenso del pH que se produce en su incorporacion al sistema (Powell y Spark, 1971).
La influencia de los iones sobre la reaccién depende de la concentracién y del pH del
sistema (Rendleman y Inglett, 1990). Ellis (1959) admitié que elementos como cobre,
hierro y zinc inhibian el pardeamiento a pH acido y que el cobalto soélo aceleraba la
reaccidn en soluciones acidas, pero no lo hacia en soluciones neutras.

Los compuestos carbonilos procedentes de los lipidos oxidados, son también
capaces de reaccionar con los grupos amino favoreciendo el desarrollo de la reaccién
de Maillard (Zamora y Hidalgo, 1995; Seiquer y Navarro, 2003). Cuando los lipidos
participan en la reaccidn, es posible que la presencia de vitamina E, debido a su
cardacter antioxidante reduzca la velocidad (Hermosin y col., 1992).

Compuestos como el etilmalonato, fenilacetona, sales de aminas terciarias,
acido acético y trifluoruro de boro catalizan la reaccidon de Maillard y la transposicion
de Amadori (Yoshimuray col., 1969).

La adicidn de acido glutamico o aspartico en sistemas modelo con lisina/hexosa
a pH constante, produce una disminucion del pardeamiento (Nafisi y Markakis, 1983).
Estos efectos pueden ser asociados a la estabilidad de los compuestos de Amadori
formados con el acido glutamico o aspartico, ya que se ha demostrado que el
pardeamiento aparece mas lentamente que con otros compuestos de Amadori
(Eichner y Ciner-Doruk, 1981).

La presencia o ausencia de oxigeno no deberia afectar a la reaccion de Maillard.
La intensidad de pardeamiento a veces varia con la atmdsfera. El oxigeno tiende a
incrementar la coloracion (Webb, 1935; Volgunov y Pokhno, 1950; Kraft y Morgan,
1952) sin embargo este pardeamiento depende de factores mas complejos, en los
cuales, puede no darse la reaccion de Maillard (Bohart y Carson, 1955). No obstante
durante la conservacion de cereales infantiles se observo un ligero incremento de los
indicadores de pardeamiento, furosina, HMF y color, en los conservados en atmosfera
de nitrégeno que en los conservados en atmosfera de oxigeno (Ramirez-Jimenez y col.,
2003 y 2004).

Los compuestos quimicos mas utilizados para la inhibicion del pardeamiento
son los sulfitos, que reaccionan con los compuestos carbonilos, bases de Schiff y
compuestos carbonilos no saturados para dar sulfonatos muy estables. Los sulfitos
fijan asi los productos intermedios mas reactivos del pardeamiento no enzimatico, con
lo que alargan el periodo de induccién y retardan mucho la aparicion de pigmentos.
Algunas veces, cuando desaparecen los sulfitos libres, se reinicia el proceso de
pardeamiento.

Friedman y Molnar-Perl (1990a) realizaron un estudio sobre la posible
inhibicidn o minimizaciéon de la reaccién de Maillard, producida por aminodcidos
azufrados. Trataron a diferentes temperaturas y concentraciones mezclas de glucosa y
R-alanina, N-acetil-L-lisina, glicilglicina y una mezcla de aminodcidos, en ausencia y
presencia de los siguientes inhibidores potenciales: N-acetil-L-cisteina, L-cisteina,
glutation reducido, bisulfito sddico y urea. Los resultados indicaron que los
compuestos que contienen grupos SH, tales como la cisteina, L-acetil-L-cisteina y
glutation reducido son casi tan efectivos en la prevencidn de la reaccién de Maillard en
mezclas calentadas de aminoacidos y glucosa, como el bisulfito de sodio. La urea es
menos eficaz pero puede tener un importante papel en productos para alimentacién
animal por ser una importante fuente de nitrogeno para rumiantes como ovejas y
vacas (Friedman y col., 1982).



Los sucesivos trabajos de Friedman y Molnar-Perl han demostrado que los
aminodcidos azufrados pueden prevenir el pardeamiento en varios productos
alimenticios. En zumos frescos, zumos de frutas comerciales y alimentos proteicos, la
N-acetil-L-cisteina tiene la misma eficacia que el bisulfito de sodio (Friedman y Molnar-
Perl, 1990b).

1.1.3. Consecuencias de la Reaccion de Maillard
1.1.3.1 Consecuencias Tecnoldgicas.

Desde el punto de vista tecnoldgico la compleja secuencia de reacciones de
Maillard influye sobre las caracteristicas y calidad de los alimentos de muy distinta
forma.

Los aspectos mas destacables de la reaccién se pueden sintetizar en los
siguientes apartados:

A. Mejora de las propiedades organolépticas de determinados productos
alimenticios elaborados desarrollando aromas, sabores y colores deseables.

B. Sintesis de aromas y aplicacion como aditivos alimentarios.

C. Formaciéon de productos con efectos antimicrobianos y antioxidantes que
mejoran la conservabilidad de los alimentos elaborados.

D. Deterioro de la calidad sensorial del alimento como consecuencia de
métodos de procesado y conservacion inapropiados de gran trascendencia en
productos elaborados.

Los tratamientos tecnoldgicos a que son sometidos los alimentos son
responsables de la produccion de aromas y colores deseables o indeseables. Los
tratamientos térmicos incluyen tostado, asado, horneado, concentrado vy
deshidratado. Cuantitativamente, los aromas formados en estos tratamientos suponen
menos del 0,2% de los productos aparecidos; sin embargo el umbral de percepcién es
extremadamente pequefio. Actualmente se han identificado unos 5.000 compuestos
aromaticos y aproximadamente la mitad se forman en esta reaccion.

Los alimentos cuyas propiedades organolépticas mejoran con estas reacciones
son: café, horneado de productos de bolleria, cacao, procesado de carne y pescado,
patatas y cerveza. El tostado a 220°C del grano verde de café origina un producto
pardo adecuado para el consumo. El azlcar, proteinas y acido clorogénico intervienen
en esta reaccion, bien por reacciones de pirélisis de aztcar o Maillard (Hurrell, 1990).
El procesado del cacao trae consigo ciertas fermentaciones que transforman el azucar
en glucosa y fructosa, y se liberan aminoacidos. Las pirazinas y compuestos
carbonilicos se encuentran entre los mds importantes (Hurrell, 1990). El aroma de la
carne se origina en la degradacion térmica de las proteinas, azucares y nucleotidos,
productos de Maillard y oxidacion de las grasas. Los aminoacidos azufrados son los que
contribuyen a la principal de las reacciones del aroma (reaccion de Maillard) (Hurrell,



1990). En las patatas los compuestos responsables del aroma dependen del procesado:
coccion, asado vy fritura. En otros productos como la cerveza, la reaccion de Maillard
interviene en el tostado de la malta. En el tostado de frutos secos se producen
aldéhidos y pirazinas con aromas caracteristicos (Hurrell, 1990).

La formacidon de compuestos responsables del sabor depende de: (1) tipo de
azUcares y aminodcidos implicados, y, (2) de la temperatura de reaccidn, tiempo, pH y
contenido de agua (Jousse y col., 2002). En general, el primer factor mencionado
determina el tipo de compuestos formados, mientras que el segundo factor influye en
la cinética. En el caso de la carne, los compuestos proceden de aminodcidos con azufre
(cisteina) y ribosa (nucledtidos), mientras que el aminoacido prolina da lugar a pan,
arroz y palomitas de maiz con sabores tipicos. La siguiente tabla (Tabla 1.2.) recoge los
aromas generados por diferentes compuestos derivados de la reaccion de Maillard en
alimentos tratados térmicamente (Van Boekel, 2006).

La formacion de compuestos de aromaticos procedentes de reaccion de
Maillard es muy complicada. Las vias que conducen a estas clases de compuestos son
mas o menos conocidas, pero aun se desconoce como controlar o dirigir una via de
produccién. Ademas, la mayoria de los trabajos publicados utilizan sistemas modelo en
lugar de alimentos. Los efectos de la matriz alimentaria, incluidos los efectos de pH,
contenido de agua, la catalisis especifica, aun se desconocen (Van Boekel, 2006).

Las reacciones de Maillard producen deterioro sensorial de los alimentos como
consecuencia de procesados y conservacidon inapropiados en productos como leche,
frutas deshidratadas, mermeladas, zumos de frutas etc.



Tabla 1.2. Compuestos formados en la reaccion de Maillard relacionados con los aromas de los
alimentos tratados térmicamente.

Clase de compuesto Asociacién sabor/aroma Alimento

Pirazinas Cereales horneados, sabor a Alimentos calentados en
tostado, asado, cocinado general
Sabor a nuez. sabor a asado Café

Alkilpirazinas

Alkilpiridinas Sabor a hierba, amargo, Café, cebada, malta
astringente, a quemado
Acilpiridinas
P Sabor a galleta
Cereales
Pirroles Sabor a cereal Cereales, café

Sabor dulce, a quemado,

Furanos, furanonas, piranonas Alimentos calentados en

pungente, a caramelo
general

Sabor a hierba, a nuez, a dulce ,
Cacao, café, carne
Oxazoles

Sabor a carne .
. Carne cocinada
Tiofenos




1.1.3.2. Consecuencias Toxicoldgicas

La reaccion de Maillard se extiende a gran nimero de alimentos y sistemas de
procesado por lo que la evaluacion de la toxicidad de los productos de esta reaccion es
de gran importancia si bien los estudios toxicoldgicos realizados en este campo son
dificiles de evaluar.

Cuanto mas avanzada esté la reaccion los efectos toxicos son menores ya que
las melanoidinas insolubles son menos activas fisiolégicamente (Adrian y col., 1966). La
presencia de estos compuestos produce diarreas al incrementar la osmolaridad del
lumen (Lee y col., 1982). Las melanoidinas no absorbidas producen una hipertrofia de
las células del intestino y un descenso de los niveles de colesterol, triglicéridos y
glucosa en suero (Adrian, 1974; Wise y col., 1984). El grado de hipertrofia depende de
la especie ensayada.

El aislamiento y la identificacién de mutagenos en alimentos comenzaron a
finales de los afios 70. En 1977 se encontraron altos niveles de mutagenicidad en las
partes quemadas de carnes y pescados a la parrilla (Kasai y col., 1979). Alimentos con
bajo contenido en agua y alto contenido en proteina inducen una alta mutagenicidad.
En ellos, se encontraron aminas heterociclicas aromaticas que posteriormente, a
finales de los 80 pudieron ser identificadas y cuantificadas en alimentos procesados
con métodos mas efectivos como GC/MS o LC/MS (Gooderham y col., 1987; Edmonds
y col., 1986; Yamaizumi y col., 1986).

La formacion de las aminas heterociclicas durante el procesado industrial y/o
culinario de los alimentos cdrnicos puede estar influida por algunos factores
composicionales como la creatina presente en el tejido muscular, la grasa o el agua asi
como los azucares y los aminodcidos. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
la creatina es necesaria para la formaciéon de los aminoimidazoazarenos y que existe
una relacion directa entre la cantidad de aminoacidos o péptidos de cadena corta y la
actividad mutagénica resultante. En cuanto a los azulcares, se ha demostrado que su
presencia es necesaria para la formacién de las aminas heterociclicas, aunque algunos
autores han puesto de manifiesto que la adicidon de glucosa o lactosa a la carne inhibe
en parte la formacion de estas y en consecuencia, disminuye la actividad mutagénica
generada por la coccion (Galceran, 2002).

A finales de los afios 70, Sugimura y colaboradores (Nagao y col., 1977)
descubrieron que en determinadas condiciones, el humo procedente de la coccién de
alimentos ricos en proteinas contenia cantidades apreciables de sustancias mutagenas.
Estudios posteriores pusieron de manifiesto que las partes mas tostadas de carnes y
pescados asados presentaban una actividad mutagena notable debida a la presencia
de unas substancias basicas. Actualmente se han identificado 23 de estas substancias,
todos ellas pertenecientes al grupo genérico de las aminas heterociclicas (AHs).
Dependiendo del mecanismo de generacion y de los precursores, las AHs se pueden
clasificar en dos grandes grupos, las carbolinas y los aminoimidazoazarenos. Las
carbolinas también conocidas como aminas piroliticas, se forman a temperaturas
superiores a los 300°C por pirdlisis de aminoacidos o proteinas via reacciones
radicalarias. Estas aminas contienen en su estructura grupos piridoindol o



piridoimidazol. El segundo gran grupo, los aminoimidazoazarenos (AlA), reciben el
nombre genérico de aminas térmicas ya que se forman al cocinar alimentos ricos en
proteinas, como la carne o el pescado, a temperaturas inferiores a los 300°C. Todas
ellas contienen en su estructura el grupo 2-aminoimidazo y una quinolina (1Q, MelQ),
una quinoxalina (MelQx, DiMelQx) o un anillo de piridina (PhIP, DMIP). En general, los
imidoazoazarenos son compuestos algo mas polares que las carbolinas, caracteristica
que se utiliza para la agrupacién de las aminas heterociclicas en dos familias (Galceran,
2002).

Desde el punto de vista de su actividad mutagénica, y por tanto de su potencial
cancerigeno, se ha establecido, utilizando el test de Ames, que algunas de las aminas
presentan un indice de mutagenicidad mas de 1.000 veces superior al del benzopireno
lo que pone de manifiesto su elevada toxicidad potencial. De hecho, existen datos que
demuestran que estos compuestos son cancerigenos en ratones, ratas y primates en
los que se han detectado tumores en diversos drganos como por ejemplo el higado, los
intestinos, el estémago, el pulmédn, la piel y las glandulas mamarias (Pence y col.,
1998). En la Tabla 1.3 se indican los principales precursores de algunas de las aminas
heterociclicas.

Los productos mutagénicos y carcinogénicos que se forman en alimentos
cocinados ricos en proteina lo hacen por mecanismos diferentes que incluyen:
caramelizacion, pirdlisis de proteina, reacciones aminoacidos-creatinina y reacciones
amino-carbonilo (Maillard) en la que se producen furanos, gran variedad de aminas
heterociclicas y melanoidinas (Friedman y Cuqg, 1988; Friedman y col., 1990a,b;
Friedman y Henica, 1991; Vagnerelliy col., 1991).

Tabla 1.3. Principales precursores de algunas de las aminas heterociclicas

Acrénimo Precursores

1Q Creatina, glicina, fenilalanina, serina, prolina, fructosa, glucosa
MelQ Creatina, alanina, glucosa

MelQx Creatina, glicina, alanina, treonina, lisina, fructosa, glucosa, ribosa
4,8-DiMelQx Creatina, alanina, treosina, lisina, fructosa, glucosa, ribosa
7,8-DiMelQx Creatina, glicina, glucosa

PhIP Creatina, fenilalanina, glucosa

IQ: 2-amino-3-methilimidazo[4,5-f]quinolina, MelQ: 2-amino-3,4-dimetillimidazo-[4,5-f]quinolina, MelQx:2-amino-
3,8-dimetillimidazo[4,5-f]quinoxalina, 4,8-DiMelQx: 2-amino-3,4,8-trimetillimidazo[4,5-fiquinoxalina, 7,8-DiMelQx
isomero de 4,8-DiMelQx, PhIP: 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina

En la Figura 1.2 se muestra el proceso de formacidon de estos compuestos
propuesto por Jagerstad y Skog, (1991) donde se sugiere que la parte aminoimidazélica
de la amina es aportada por la creatinina originada por ciclaciéon de la creatina
mientras que el resto de la molécula proviene de la condensaciéon alddlica de una
piridina o una piracina con un aldehido, ambos generados a partir de la degradacion de
Strecker de una hexosa y un aminoacido.



Figura 1.2. Ruta propuesta por Jagerstad y Skog, (1991) para la formacién de aminas
heterociclicas (1Q)

i _<_\'H2
CgH205 ~o HN=

“NH1 HOOC~~N CH3
hexosa LT creatina
aminoacido
‘o -H,0
Degradacion de Strecker :
+ - + -
O=C-R —
X N CH;j 0/&,.\ CH3
piridina o pirazina aldehido creatinina
NH,
\'—:.< -
Y:f N—CH; R, X e Y pueden serHo CH,
J
X ~ R Z puedeserCHoN

aminoimidazoazaareno

Ademas de los factores composicionales, la aparicién de estos contaminantes
en el tratamiento térmico de los alimentos proteicos esta influida por el material en el
que se lleva a cabo el tratamiento, el tiempo, la temperatura y el tipo de coccion. Se ha
observado que las aminas heterociclicas se empiezan a formar a los 100°C y que la
actividad mutagénica aumenta con la temperatura hasta los 170-200°C. Asi en general,
los tipos de coccidn que implican temperaturas alrededor de los 100°C como hervir en
agua, hacer al vapor o estofar generan pocos agentes mutagénicos. Sin embargo, los
tratamientos térmicos que implican un calentamiento mediante procesos conductivos
como freir o asar conducen a un aumento de la actividad mutagénica (Keating y col.,
2000; Galceran, 2002).

La carcinogenicidad de las aminas heterociclicas y otros carcindgenos
representativos fueron ensayados sobre las cepas TA98 y TA100 de salmonella (S.
typhimurium). Algunas de las aminas heterociclicas muestran una actividad
carcinogénica mayor que carcinégenos tan importantes como la aflatoxina o el
benzopireno.

Las aminas heterociclicas contribuyen al desarrollo de varios tipos de cancer
causados por mutacidon genética y crecimiento celular anormal. Nobuyuki y col. (1997)
demostrardn en que las AHs causan cancer de colon y de la gldandula mamaria en ratas.
Rohrmann y col. (2009) encontraron que la probabilidad de padecer cancer colorrectal
aumentaba si la ingesta de AHs excedia de 41,4 ng al dia. Archer y col. (2000) probaron
que la ingesta cronica de AHs conduce al desarrollo de cancer de colon, prostata y
mama. Anderson y col. (2002) revelaron que el riesgo de cancer pancreatico es mayor



en personas que ingieren carne roja en su dieta de forma rutinaria que en aquellas que
incluyen frutas y verduras de forma regular. Los alimentos ricos en proteina muscular
(carne y pescado) poseen AHs que han mostrado ser hepatocancerigenas en roedores
y primates (Negishi y col., 1990; Weisburger, 1991; Stavric, 1994). Sin embargo, hay
otros autores que afirman que estos tipos de cdncer no solo estan ligados a la
presencia de AHs (Barrett y col., 2003) ya que la carne muy cocinada contiene otros
carcinégenos como hidrocarburos aromaticos policiclicos y otros componentes pro-
oxidantes. Por tanto, puede decirse que la carcinogenicidad se debe no solo a las AHs
sino a la compleja mezcla de componentes genotdxicos en carnes muy cocinadas
(Cross y Sinha, 2004).

Pese a todo, las concentraciones de aminas heterociclicas en las carnes muy
cocinadas pueden ser reducidas afiadiendo componentes con actividad antioxidante
(Balogh y col., 2000) como los concentrados de proteina de soja (Wang y col., 1982).
También se han encontrado efectos positivos en aderezantes utilizados al cocinar la
carne, como el ajo, el tomillo, romero o pimienta que reducen la formacién de AHs
(Puangsombat y col., 2011; Balogh y col., 2000; Oz y Kaya, 2011).

La mutagenicidad de compuestos puros de la reaccion de Maillard también ha
sido objeto de estudio. Algunas pirazinas y furanos (2-metilpirazina, 2-etilpirazina, 2,5-
dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, alcohol furilico, 2,5-dimetilfurano, 2-metilfurano,
5-metilfurano y 2-acetilfurano) ensayados no poseen mutagenicidad (Stich y col., 1980;
Gdémez-Arroyo y Souza, 1985); sin embargo si se ha encontrado en la 2-metiltiazolidina
y la &-[2-formil-5-(hidroximetil)pirrol-1-il] norleucina (Omuray col., 1983).

Las aminas heterociclicas se han detectado en carnes de distinto origen
(bovino, ovino, porcino y aves de corral) y en pescados fritos, a la plancha o a la parrilla
y procedentes tanto de restaurantes como de casas particulares asi como en
productos precocinados, en extractos de carne, en aromatizantes comerciales y en los
residuos que quedan en las sartenes o las planchas después de la coccion. También se
ha descrito su presencia en muestras medioambientales y en algunas bebidas
alcohdlicas como el vino o la cerveza aunque lo mas frecuente es encontrarlas en
alimentos proteicos que han sido sometidos a tratamientos térmicos a elevadas
temperaturas (Galceran, 2002).

1.1.4. Indicadores de la reaccion de Maillard

La extensién de la reacciéon de Maillard en alimentos puede seguirse con
numerosos métodos que incluyen desde ensayos quimicos clasicos a los ensayos
bioldgicos. Los objetivos principales son definir, en el alimento, el estado nutricional,
caracteristicas organolépticas y su posible toxicidad después del procesado y/o
almacenamiento, para asi optimizar los procesos de elaboracién y conservacién y
conseguir productos con una buena calidad final y un alto valor nutritivo.



Segun el indicador ensayado se obtendrd informacion de las diferentes etapas
de la reaccion (inicial, intermedia y final) (Figura 1.3)
Figura 1.3. Indicadores de la Reaccién de Maillard
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La furosina, carboximetillisina (CML), hidroximetilfurfural (HMF), pirralina y
pentosidina, son indicadores utilizados ampliamente para la evaluacién nutricional de
los alimentos tratados térmicamente (Erbersdobler y Somoza, 2007).

Furosina

La furosina fue uno de los primeros productos identificados de la RM, el cual
fue cuantificada en alimentos hace 50 afios como un indicador quimico de los
compuestos de Amadori (N*-fructosillisina) (Erbersdobler y Somoza, 2007).

La e-fructosillisina (compuesto de Amadori), libre o combinada a proteinas,
libera, por hidrdlisis 4cida, dos nuevos aminoacidos, furosina (20%) y piridosina (10%) y
se recupera el 50% de la lisina blogueada (Finot y Mauron, 1972) (Figura 1.4). En
condiciones similares la g-lactulosa-lisina genera un 32% de furosina y un 40% de lisina
(Bujard y Finot, 1978). Hay que tener en cuenta que la cantidad de furosina generada
puede variar al depender de las condiciones de hidrdlisis utilizadas (Finot y Mauron,
1972).



Figura 1.4. Formacién de furosina a partir de la e-fructosillisina (Finot y Mauron, 1972)
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La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica mas utilizada
para la determinacién de furosina. Mediante esta técnica se ha evaluado la
modificacion de la lisina en numerosos alimentos: leche (Lopez-Fandifio y col., 1993),
formulas infantiles (Evangelisti y col., 1994; Birlouez-Aragon y col., 1999; Sarria y col.,
2001; Guerra-Hernandez y col., 2002a y b), galletas (Harris y Johnson, 1987), pasta
(Resmini y Pellegrino, 1994), pan (Ramirez-Jiménez y col., 2001; Cardenas y col., 2004)
huevos (Hidalgo y col., 1995) y cereales infantiles (Guerra-Hernandez y Corzo, 1996;
Guerra-Hernandez y col., 1999; Ramirez-Jiménez y col., 2003), miel (Cardenas y col.,
2003; Villamiel y col., 2001), cereales de desayuno (Rufian-Henares y col., 2006a),
formulas enterales (Rufian-Henares y col., 2002a,b), sistemas modelo (Rufian-Henares
y col., 2004), e ingredientes proteicos (Contreras-Calderdén y col., 2008).

5-Hidroximetilfurfural (HMF)

Etapas mads avanzadas de la reaccién de Maillard pueden seguirse mediante la
deteccidon de HMF. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica que
mas se utiliza en la actualidad. Asi, se han conseguido resultados satisfactorios
analizando HMF en leches (Van Boekel y Zia-Ur-Rehman, 1987; Morales y col., 1992,
1995 y 1997), cereales de desayuno (Garcia-Villanova y col., 1993; Rufian-Henares y
col., 2006a), zumos y concentrados de de frutas (Porretta y Sandei, 1991), café
(Dauberte y col., 1990), cerveza (Morawski y col., 1989), vino (Willians y col., 1983) y
cereales infantiles (Guerra-Hernandez y col., 1992, Fernandez-Artigas y col., 19993, b).



Este indicador también proviene de las reacciones de caramelizacion y como
control de este proceso se ha utilizado en miel (Jeuring y Kuppers, 1980) y zumos de
frutas (Lee y col., 1986), entre otros.

Furfural

El furfural es un compuesto furanico que se produce en las reacciones de
degradacion del acido ascorbico, caramelizacién y reaccion de Maillard (etapas
intermedias). Este compuesto es formado durante tratamientos térmicos,
deshidratacion o almacenamiento a temperaturas inadecuadas de alimentos como
batatas (Sun y col., 1993), mermelada de fresa (Gomis y col., 1991), zumos de fruta (Lo
Coco y Novelli, 1997), bebidas alcohdlicas (Lo Coco y col., 1995), café (Kanjahn y col.,
1996; Kanjahn y Maier, 1997 a,b), cereales de desayuno (Rufian-Henares y col., 2006
a,b) y férmulas infantiles sdlidas y liquidas (Albala-Hurtado y col., 1997, 1999; Guerra-
Herndndez y col., 2002a,b; Ferrer y col., 2002, 2005; Chavez-Servin y col., 2006).

En la actualidad la determinacidn de furfural se realiza casi exclusivamente por
HPLC ya que esta técnica permite la cuantificacion de forma individual. Se separa en
columnas de fase reversa y se mide a 277 nm aprovechando el alto coeficiente de
absortividad molar.

Glucosilisomaltol

El glucosilisomaltol (glucopiranosil-oxi-2-furil-metil-cetona o 2-acetil-3-D-
glucopiranosil-furano) es un compuesto que se forma en el calentamiento de maltosa
con aminas primarias y secundarias (Kramholler y col., 1992). Estos mismos autores
demuestran que existe relacion entre la formacion de este compuesto y la
temperatura y tiempo de reaccion de los sustratos. Resmini y col. (1993) en estudios
sobre sistemas modelo realizados con azlcares y azUcares-aminoacidos detectan
glucosilisomaltol Unicamente en el sistema que contiene maltosa y glutamina. Estos
mismos autores proponen este compuesto como indicador de sobrecalentamiento de
pasta durante el secado. Recientemente este compuesto ha sido identificado en
productos panarios (Cardenas y col., 2004), papillas de cereales durante el proceso de
elaboraciéon y conservacion de estos productos (Ramirez-Jiménez, 2001), cereales
infantiles (Guerra-Hernandez y col., 2002c), cereales de desayuno (Rufidn-Henares y
col., 2006a,b,c) y galletas (Rufian-Henares y col., 2008).

Color

La medida del color es un indicador de la etapas finales de la reacciones de
pardeamiento quimico y es un importante indicador de la intensidad de la reaccidn. La
coloracién se puede producir con el concurso o no del aminoacido. Durante la
caramelizacidn el color proviene de la degradacion del azlucar y esta depende sobre
todo del pH y temperatura (Schroeder y col., 1955). El color se relaciona con el
tratamiento térmico, aunque no es un criterio sensible para el estudio de la reaccién



de Maillard, comparado con otros métodos (Friedman y Kline, 1950; Bookwalter y
Kwolek, 1981).

El color desarrollado en las reacciones de pardeamiento quimico en sistemas
modelo (Hidalgo y Zamora, 1993), alimentos liquidos (Bertelli y col., 1996) y alimentos
solidos (Resmini y col., 1993; Fernandez-Artigas y col., 1999b) también puede seguirse
mediante medida de los pardmetros de color L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b*
(amarillo-azul) que nos proporciona el fotémetro de reflexion.

Azucares reductores

Los azucares son sustrato de las reacciones de pardeamiento quimico. La
reduccidon de azucares reductores puede ser indicador de estas. Sin embargo, en
alimentos que sufren calentamientos muy drasticos, la medida de la disminucién del
poder reductor, basado en la disminucién de azlcares, no es adecuada. En condiciones
extremas las reacciones de Maillard y caramelizacion producen sustancias reductoras
gue alcanzan las 2/3 partes del poder reductor total determinado (Adrian y Frangne,
1966).

Aminoacidos

La determinacién de la lisina util o lisina disponible es un buen indicador de la
reaccion de Maillard y de la perdida nutricional. El grupo €-amino libre puede
reaccionar con agentes especificos y esto da lugar a los diferentes métodos. El 2,4
dinitrofluorobenceno (FDNB) es el reactivo clasico que se utiliza para reaccionar con el
grupo amino. Carperter y Ellinger (Carpenter y Ellinger, 1955; Carpenter, 1960) lo
aplicaron con éxito para determinar el grupo €-amino de la lisina por medida
colorimétrica (435 nm) del derivado formado (dinitrofenillisina, DNP-lisina) tras
hidrolisis de la muestra con acido clorhidrico. La separacion de DNP-lisina de otros
DNP-aminoacidos que se logra con éter y el paso por columnas cromatograficas tipo
Amberlita, mejoran la especificidad del método (Nielsen y Weidner, 1966). En
alimentos ricos en carbohidratos y/o fuertemente calentados, este método, posee
discrepancias con los métodos de "lisina util" bioldgicos (Baliga y col., 1959; Miller y
col., 1965; Boctor y Harper, 1968). Las discrepancias observadas en alimentos con alto
contenido en carbohidratos se compensan, en parte, multiplicando por factores (1,05 y
1,1) que corrigen la pérdida de DNP-lisina sufrida por la presencia de sustancias
reductoras (Carpenter, 1960; Kakade y Evans, 1966; Booth, 1971).

El DNP-lisina puede ser determinado mediante cromatrografia liquida de alta
resolucion (HPLC), lo que permite realizar el analisis de forma mas especifica. Por otra
parte la hidrélisis de las muestras en autoclave permite reducir considerablemente el
tiempo de analisis (Rabasseda y col., 1988).

De forma indirecta la lisina util puede determinarse midiendo el aminoacido
antes y después del tratamiento con fluorodinitrobenceno.

El método con el acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) presenta la ventaja de
ser mas rapido que el ensayo con FDNB (2 horas de reaccién con TNBS, seguido de 1



hora de hidrdlisis). Sin embargo, la técnica sobrevalora la concentracion de lisina
disponible (Holsinger y Posati, 1975) debido a la reaccién del TNBS con los compuestos
de Amadori (Mauron, 1981).

El o-ftaldialdehido (OPA) es un reactivo fluorigénico que se utiliza para
determinar grupos amino, principalmente lisina (Vigo y col., 1992). El método es muy
sensible, requiere poca muestra, un tiempo de analisis reducido y no necesita hidrélisis
de proteinas (Goodno y col., 1981). La pérdida de fluorescencia que ocurre tras el
tratamiento de los alimentos ha sido usada para el control del procesado térmico de
leches (Morales y col., 1996).

1.1.5. Acrilamida

La acrilamida (AA) (2-propenamida), es una amida acrilica con la siguiente
formula empirica C3HsNO. Es una sustancia blanca incolora e inodora. Debido a su
capacidad para polimerizarse espontaneamente a T2 superiores a 84,5°C es utilizada
en la industria desde 1950 para elaborar poliacrilamida. Se utiliza como floculante,
para la purificacion de agua, en productos cosméticos y como coadyuvante en el
sellado de tuneles. Esta Ultima aplicaciéon fue la que llevo a su descubrimiento en 1997
en Suecia, al filtrarse por accidente agua contaminada a arroyos y aguas subterraneas
proximos al lugar donde se estaba construyendo un tunel ferroviario (Pedreschi y col.,
2014). Los primeros efectos fueron la aparicién de sintomas de paralisis en ganado y
peces, ademas de sintomas neurotdxicos en los trabajadores del tunel (Reynolds,
2002). La determinacion de aductos de acrilamida-hemoglobina (Hagmar y col., 2001),
en el ganado y peces del entorno y en personas que vivian fuera de la zona
contaminada (Tareke y col., 2002) llevaron a pensar en la existencia de otras fuentes
de contaminacion.

En Abril de 2002, la Administracion Nacional de Alimentos y la Universidad de
Estocolmo de Suecia comunicaron la presencia de acrilamida en una amplia variedad
de alimentos fritos y horneados. A partir de esa fecha la FDA, 2002 confirmd la
presencia en alimentos de concentraciones elevadas; resultados confirmados por un
gran numero de investigadores. Estos hallazgos, impulsaron a la comunidad
internacional a conocer las vias y condiciones de formacién, disefar sistemas de
reduccion y evaluar el riesgo de la presencia de acrilamida en alimentos.

1.1.5.1. Sustratos de formacion de acrilamida

Los sustratos capaces de formar acrilamida fueron ensayados en un gran
numero de sistemas modelo. Los sistemas que contenian asparragina y alguno de los
siguientes compuestos, glucosa, fructosa, sacarosa, sorbitol, gliceraldehido,
glicoaldehido y 2,3 pentanodiona calentados a 250°C generaban acrilamida y la
cantidad aumentaba con la temperatura. A 250°C, el sistema
asparragina/glicolaldehido fue mas eficiente en la generacion que el sistema de
asparragina/glucosa; y a 350°C el sistema asparragina/sacarosa. El menos eficiente a
ambas T2 fue el de asparragina/2,3-pentanodiona que solo produjo trazas de
acrilamida (Yaylayan y col., 2003). Las comparaciones entre diferentes azucares fueron



también estudiadas por Stadler y col., (2002) y encontraron que la fructosa, galactosa,
lactosa y sacarosa liberaban acrilamida con rendimientos comparables. Sin embargo,
Biedermann y col. (2002) y Pollien y col. (2003) demostraron en un sistema modelo
con patata que la fructosa es mas eficiente que la glucosa. Mottram y col. (2002);.
Stadler y col. (2002); Becalski y col. (2003) confirmaron que la reaccion de formacion
de acrilamida implica la reaccion especifica del aminoacido con un azucar reductor en
presencia de calor. En el caso de la sacarosa (azucar no reductor) el calor hidroliza el
azucar y genera los correspondientes azucares reductores (glucosa y fructosa). Por
otro lado, mientras que la glucosa es muy buena fuente de formaciéon de acrilamida, la
2-desoxiglucosa al no tener el grupo hidroxilo adyacente al carbonilo sélo puede
formar un aducto con base de Schiff pero no la transposicién de Amadori, que conduce
a la formacion de compuestos dicarbonilo, por ejemplo 3-desoxiglucosona (Zyzak y
col., 2003).

En resumen, la acrilamida puede formarse en distintas cantidades con mono y
disacaridos capaces de reaccionar con el grupo a-NH, de la asparragina via Maillard
tras un tratamiento térmico que permita la hidrdlisis de los disacaridos.

La asparragina es el principal aminoacido que interviene en la formacion
de acrilamida (Mottram y col., 2002; Stadler y col., 2002). Otros aminoacidos como,
alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, glutamina, metionina, treonina y valina
también producen acrilamida, pero en bajas cantidades (Xu y col.,.2014).

La formacion de acrilamida también se ve afectada por la matriz y por los
parametros que influyen en su generacién. Los estudios sobre matrices y parametros
gue afectan en cada matriz incluyen, las patatas, cereales, pan, almendras y café entre
otras (Zhang y Zhang, 2007).

1.1.5.2. Mecanismos de Formacion de Acrilamida

Numerosos grupos de investigacidon iniciaron los estudios sobre las posibles
fuentes y mecanismos de formacidon de acrilamida tras el descubrimiento de la
acrilamida en los alimentos tratados térmicamente (SNFA, 2002;.Tareke y col., 2002).
Varias hipotesis sobre las vias de formacion fueron discutidas en las primeras etapas
de las investigaciones, centrdndose inicialmente en los aceites vegetales o lipidos, ya
que el problema abarca principalmente alimentos ricos en carbohidratos que eran
fritos u horneados. Se demostré que la 3-aminopropionamida, la base de Schiff
descarboxilada (Zyzak y col., 2003), producto de Amadori descarboxilado (Yaylayan y
col., 2003), 4cido acrilico (Becalski y col., 2003; Stadler, 2003), y la acroleina (Yasuhara
y col., 2003) eran precursores criticos en la formacién de acrilamida (Figura 1.5).

Las investigaciones llevadas a cabo hasta el momento demuestran que la
reaccion de Maillard es la principal via de formacién y la asparragina el principal
aminodcido implicado (Mottram y col., 2002; Stadler y col., 2002). Los ensayos con
isotopos estables marcados demostraron, que la asparragina, proporcionaba la cadena
principal de la molécula de acrilamida y los estudios de espectrometria de masas
confirmaron que los tres atomos de carbono y el 4tomo de nitrégeno de la acrilamida



son todos derivados de asparragina. La asparragina por si sola podria dar lugar a la
formacioén de acrilamida, pero la reacciéon es ineficiente y con muy bajo rendimiento
(Granvogl y Schieberle, 2006). Sin embargo, el rendimiento aumenta
considerablemente cuando la asparragina reacciona con grupos carbonilo procedentes
de azucares reductores (Stadler y col., 2004).

La formacidon de un producto de Amadori descarboxilado de asparragina se
muestra en la Figura 2. Por otra parte, los lipidos oxidados se han sugerido como una
via menor, con el acido acrilico formado a partir de la acroleina por la degradacién
oxidativa de los lipidos como precursor (Gertz y Klostermann, 2002).

1.1.5.2.1. Via Principal: Reaccion de Maillard

El primer paso de la RM conlleva la condensacién de un aminodcido (por
ejemplo, asparragina) con el grupo carbonilo de un azucar reductor para formar un
conjugado N-glicosil (por ej., N-glicosilasparragina) compuesto que esta en equilibrio
con su base de Schiff; intermediario clave tras deshidrataciones a elevadas
temperaturas. En condiciones de baja humedad, tanto el conjugado N-glicosilo como la
base de Schiff son relativamente estables. En sistemas acuosos, sin embargo, la base
de Schiff puede hidrolizarse y dar lugar a precursores o reorganizarse en el
correspondiente compuesto de Amadori, el cual no es un eficiente precursor en la
formacion de acrilamida (Yaylayan y col., 2003) (Figura 1.5).

La N-glicosilasparragina genera grandes cantidades de acrilamida, lo que
sugiere que esta etapa inicial es clave (Stadler y col., 2002). A partir de la base de
Schiff, la RM ocurrira preferentemente a través del producto de Amadori dando lugar a
la formacion de compuestos con color y sabor, en lugar de acrilamida. Dado que el
compuesto de Amadori no se descarboxila facilmente, es decir no es un intermedio
favorable, se puede concluir que la formacién de acrilamida sigue otros caminos en la
RM (Yaylayan y col., 2003; Stadler y col., 2004). La base de Schiff puede descarboxilarse
ya sea directamente a través de la Schiff betaina o via el intermediario oxazolidina-5-
ona para generar el iluro de azometino I, que suministra el producto Amadori
descarboxilado después de tautomerizacion (Yaylayan y col., 2003) (Figura 1.5).

En resumen, la acrilamida puede producirse por las siguientes vias: (a)
directamente desde el iluro de azometino (Zyzak y col., 2003); (b) (reacciones de B-
eliminacidon a partir de intermediarios de Maillard, por ej, producto de Amadori
descarboxilado (Yaylayan et al., 2003); y (c) la pérdida de amoniaco de la 3-
aminopropionamida procedente de derivado imina | del iluro de azometino Esta
ultima reaccién se produce preferentemente bajo condiciones acuosas en ausencia de
azUcares (Granvogl y col., 2004).

Ademads de los principales precursores de la reaccidn (azucares reductores y
aminodcidos) y productos intermedios, los lipidos (grasa o aceites) también pueden
desempeiiar un papel importante en la formacion de acrilamida (Zhang y Zhang, 2007).



Figura 1.5. Mecanismo de formacion de acrilamida a partir de productos de descarboxilacion
de amadori o dicarbonilos de asparragina (Yaylayan y col., 2003; Zyzak y col., 2003; Stadler y
col., 2004; Yaylayan y Stadler, 2005).
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1.1.5.2.2. Vias minoritarias

Los lipidos oxidados, la acroleina, el acido acrilico y la 3-aminopropionamida
pueden generar acrilamida en cantidades mucho mas reducidas.

Varias rutas no dependientes de la asparragina se han publicado en los ultimos
afos.

El acido acrilico es estructuralmente un buen candidato, reacciona con
amoniaco liberado en la degradacidon térmica de aminoacidos o proteinas y generar
acrilamida (Yaylayan y col., 2005) (Figura 1.4.). El acido acrilico puede formarse bien
por via Maillard, similar a la acrilamida pero partiendo del acido aspartico (Stadler y
col., 2003), o acroleina, compuesto producido en la degradaciéon térmica lipidica.
(Zhang y col., 2005). Pequeiias moléculas (acetaldehido, formaldehido) producidas en
el calentamiento de monosacdridos, bajo condiciones adecuadas pueden dar lugar a
acroleina y posteriormente acrilamida (Vattem y Shetty, 2003). La acroleina puede
reaccionar con la asparragina, aportando un grupo carbonilo (Yasuhara y col., 2003). El
acido acrilico se puede formar por la descomposiciéon térmica del acido aspartico,
carnosina y B-alanina (Stadler y col., 2003; Yaylayan y Stadler, 2005). Se puede generar
indirectamente a partir de la serina y la cisteina a través de la formacién de acido
pirdvico



Una amplia gama de lipidos oxidados son capaces de degradar los aminoacidos
a sus correspondientes aldehidos de Strecker (Hidalgo y col., 2005; Zamora y col.,
2007). Entre ellos, el 2,4-decadienal es el que presenta un grado de reactividad mayor
para convertir la asparragina en acrilamida. El mecanismo de esta reaccién parece
tener lugar en dos etapas principales, la descarboxilacion del aminodcido asparragina
(Hidalgo y col., 2010) y la posterior desaminacién de la 3-aminopropionamida (Zamora
y col., 2009).

Sin embargo, las vias no dependientes de la asparragina se consideran
marginales ya que los estudios realizados en alimentos cuya base son la patata o los
cereales han demostrado la gran importancia de la asparragina como sustrato
selectivo de la asparraginasa y la efectiva reduccion de la acrilamida (Lineback y col.,
2012)

Figura.1.6. Rutas alternativas de formacién de acrilamida (Eriksson y Karlsson, 2005)
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1.1.5.3. Factores implicados en la formacién y reduccion de acrilamida en alimentos

En la actualidad, se dispone de una gran informacion sobre la formacion de
acrilamida en los alimentos Diversos parametros enddgenos y exogenos influyen en su
formacidn. Entre ellos se encuentra la temperatura y tiempo de calentamiento, pH,
concentracion y reactividad de los componentes presentes y contenido en agua
(Rydberg y col., 2003, Blank y col., 2005; Anese y col., 2009; Halford y col., 2012a,b;
Pedreschi y col., 2014). Desde el descubrimiento de la acrilamida en los alimentos
estos factores han sido ampliamente estudiados. Generalmente, la acrilamida
incrementa con el aumento de la temperatura y con el tiempo de calentamiento.
Alcanza un maximo de formacién a 190°C (Rydberg y col.,, 2003). La AA también
depende del pH del contenido en agua. Este compuesto no se detecta en alimentos
crudos ni en los hervidos. La acrilamida es una sustancia reactiva y volatil y puede
reaccionar y autodegradarse después de su formacién (Stadler y col.,, 2002). Los



factores enddgenos que afectan a la formacion de acrilamida, son la presencia de
precursores. Estos son como ya se indicd anteriormente principalmente aminoacidos
libres especialmente la asparragina y con mucha menor reactividad otros como la
alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, metionina, glutamina, treonina y valina y
azucares reductores (mono y disacdridos); los niveles de estos compuestos depende de
la genética y de factores medioambientales. Por tanto, las especies, cultivos, sistemas
agronomicos, tiempo y temperatura de maduracidn y de almacenamiento influyen en
los niveles de precursores (Zhang y Zhang, 2007; Halford y col., 2012a,b; Pedreschi y
col., 2014)

Los mayores niveles de acrilamida se han encontrado en alimentos amilaceos
(patatas y cereales). También se ha detectado acrilamida en café, chocolate, carnes,
productos lacteos, almendras, alimentos infantiles. Los tratamientos térmicos que mas
afectan son, fritura, horneado, asado, grill y tostado (Tareke y col., 2002)

Cada categoria de alimentos puede mostrar una gran variabilidad en los niveles
de acrilamida. Ademads, dicha variacion se ha detectado incluso en productos del
mismo lote (Roach y col., 2003; Sanny y col., 2010). Factores tales como: la variabilidad
de los precursores de acrilamida en la materia prima, la diferencia en la composicién
de alimentos, las diferencias en los parametros del proceso y las condiciones de
coccion finales podrian ser fuente de fluctuaciones.

Ademas, las concentraciones de acrilamida en los alimentos son el resultado de
la formacion de acrilamida y de la simultanea eliminacién (Claeys y col., 2005a,b;
Gokmen y Senyuva, 2006). Esta gran variabilidad de los niveles de acrilamida en los
alimentos se convierte en importante cuando se considera la exposicion alimentaria a
la acrilamida y, ademds, cuando se evalla posibles estrategias de mitigacién, que se
discutiran a continuacion junto con los factores de formacion.

1.1.5.3.1. Patatas

Las patatas son susceptibles de formacién de acrilamida por la presencia en
este producto de precursores como la asparragina y los azucares reductores y, por las
condiciones tradiciones de cocinado (temperaturas > a 120°C), tales como la fritura,
tostado y horneado; procesos que favorecen la reaccién de Maillard.

Los factores mas relevantes que determinan la cinética de formacion de
acrilamida y su posterior degradacion son:

A. Composicion de la patata: la concentracion de precursores para la
formacién de acrilamida en la patata depende de la variedad, de las
condiciones del suelo, periodo de cosecha y de las condiciones de
almacenamiento poscosecha (Low y col., 2006).

B. Variables del procesado: las variables fundamentales son la temperatura
del aceite, o del horno, el tiempo de fritura u horneado y ciertas
propiedades de la patata como pH, actividad del agua, capilaridad vy
porosidad (Surdyk y col., 2004; Gertz y col., 2003)



Variedad de patata

La composicion de la patata varia ampliamente dependiendo de las variedades.
La tabla 1.4 recoge los margenes de valores entre los que oscila la composicién de las
diferentes variedades (Torres y Parrefio, 2009).

Tabla 1.4. Rango de composicidn de los macronutrientes de la patata (g/100g)

Agua Ext. seco | Carbohidratos | Proteinas Lipidos Fibra Cenizas

63-87 13-37 13-30 0,7-4,6 0,02-0,96 0,2-3,5 0,4-2

Los estudios realizados con sistemas modelo de azucares reductores y
aminodcidos, demuestran que la cantidad de acrilamida aumenta considerablemente
cuando la asparragina se calienta en presencia de glucosa o fructosa (Weisshaar y
Gutsche, 2002). Las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha muestran
claramente que el aminoacido asparragina es el principal responsable de la formacion
de acrilamida (Becalski y col., 2003). Los niveles de asparragina en las patatas son
similares en las distintas variedades, mientras que los de glucosa y fructosa varian en
un amplio rango. Un estudio sobre los precursores de acrilamida en patatas producidas
en Italia y Estados Unidos demostrd que no existe correlacidn entre niveles crecientes
de asparragina y azlcares reductores en las diferentes variedades (Vivanti y col.,
2006). Asi mismo, Amrein y col. (2003) también encontraron segun variedad y formas
de cultivo, que las cantidades de asparragina libre eran siempre mayores que las de
azucares y que no existe correlacion entre ellas. En ello, también coinciden estudios
mas recientes realizados en variedades de patatas irlandesas (Brunton y col., 2007).
Por tanto, si los niveles de asparragina son similares en las distintas variedades, la
formacién de acrilamida va a depender mayoritariamente de las cantidades de
azucares reductores. Becalski y col. (2004), midieron la cantidad de azucares
reductores y aminoacidos libres en patatas crudas y hallaron correlacién con los
niveles de acrilamida producidos tras la fritura. Ademas de la asparragina y azucares
reductores (principales precursores de la acrilamida), la patata también contiene otras
moléculas de estructura amida, que podrian reaccionar dando lugar a la aparicién de
este carcindgeno como son la acroleina o la 3-aminopropionamida (3-APA). Esta
ultima, aunque no es muy abundante en la patata, si se ha considerado como un
potente precursor en la formacion de acrilamida. Se ha observado que la 3-APA se
forma a partir de la asparragina por degradacion térmica mediante decarboxilasas
presentes en el producto fresco; la acrilamida aparece entonces por desaminacién no
siendo necesaria la presencia de azUcares reductores (Granvogl y col.,, 2004). La
formacion de acrilamida a partir de 3-APA es cinco veces mayor que a partir de
asparragina. Sin embargo, estos autores también afirman que aun no hay una
evidencia concreta de la presencia de 3-APA en los alimentos. Estudios mas recientes
confirman que la formacién de este precursor en las patatas y su aparicion va a
depender de las condiciones y tiempo de almacenamiento asi como de las condiciones
de crecimiento de los tubérculos (Bagdonaite y col., 2006).

La calidad de las patatas fritas tipo frances depende entre otros aspectos de la
variedad. Las variedades que producen tubérculos grandes, largos y ovales y que



contienen moderadamente alto contenido en materia seca y bajo en azucares
reductores son las mas adecuadas. Respecto a la produccién de patatas chips, las
variedades con mas bajo contenido en azucares reductores y, mas alto en materia seca
y moderado tamafio de tubérculos ovales, son preferibles (Torres y Parrefio, 2009). De
Wilde y col., (2006) demostraron una correlacion alta (R2 = 0,82, n = 96), entre niveles
de acrilamida y contenido en azucares reductores de patatas fritas procedentes de 16
variedades. Esta correlacién ha sido también demostrada en otros estudios mientras
que la sacarosa (azucar no reductor) y la asparragina no mostraron correlacidon (Amrein
y col., 2003; Medeiros Vinci y col., 2010) entre otros.

Propiedades del suelo y fertilizacion

El tipo de suelo puede influir en la gravidez especifica de los tubérculos debido
a su capacidad de retener agua, drenaje, aireacidn, estructura, temperatura y
fertilidad. (Torres y Parrefio, 2009). Sin embargo, minimas diferencias en la formacion
de acrilamida fueron detectadas en 16 variedades de patatas cultivadas en suelo
arenoso respecto al arcilloso (De Wilde y col., 2006). La localizacién de los cultivos
tiene influencia en la composicion mineral de los tubérculos y el contenido en azucares
reductores fue negativamente correlacionado con el contenido en calcio y potasio y
positivamente con el zinc y cobre (Whittaker y col., 2010).

La fertilizacion, es un factor estudiado en la formacion de acrilamida. La patata
es un cultivo que presenta altos requerimientos nutricionales. Sin embargo,
actualmente los niveles de nitrégeno aplicados durante la fertilizacion deben
disminuirse por motivos medioambientales. Por ello, De Wilde y col. (2006) estudian
como podria afectar esta disminucidn y encuentran una reduccién significativa en el
contenido de aminoacidos libres entre los que se encuentra asparragina, mientras que
otros componentes nitrogenados no se ven afectados. La fertilizacion con nitréogeno
afecta a las concentraciones de azucares reductores. Un descenso en la fertilizacién
incrementa la formacion de azucares reductores y por tanto de acrilamida (De Wilde y
col., 2006). Fertilizaciones moderadas con nitrogeno combinadas con un aporte de
potasio puede dar lugar a bajos niveles de asparragina y de azucares reductores en los
tubérculos. La combinacion de alto aporte de fosforo y bajo de potasio incrementan el
contenido de asparragina y azucares reductores (Gerendas y col.,, 2007). La
composicion del suelo y la fertilizacion influye en el desarrollo de los tubérculos y
puede tener un impacto en la concentracién de los precursores de acrilamida.

En cuanto a la produccion de acrilamida se puede concluir que las patatas fritas
gue crecieron con fertilizantes bajos en nitrégeno presentaban menor contenido en
acrilamida. Sin embargo, las cantidades de nitrégeno en los fertilizantes sélo afectan a
la acrilamida hasta un cierto nivel, a partir del cual una mayor reduccion de nitréogeno
no implica un menor contenido en acrilamida; incluso puede aumentar cuando los
niveles de fertilizacion son muy bajos o nulos.

También se ha realizado estudios con otros elementos como el azufre. Se ha
comprobado que patatas que han crecido en condiciones severas de falta de azufre
dan lugar a patatas fritas con un menor contenido en acrilamida respecto a las que
crecieron con azufre, aunque los tubérculos presentaran altos niveles de azlcares
reductores (Elmore y col., 2007).



Condiciones climatoldgicas y madurez de los tubérculos

Las condiciones climatoldgicas durante el desarrollo del tubérculo y cerca de la
madurez pueden afectar a la susceptibilidad de las patatas a la formacion de
acrilamida. De Meulenaer y col. (2008) encontraron que las condiciones climatolégicas
afectan a los contenidos de azucares reductores, materia seca, aminoacidos libres y
asparragina de los tubérculos. Veranos excepcionalmente calurosos dan lugar a
contenidos mas bajos en azucares reductores. Durante la madurez del tubérculo, los
nutrientes son transportados desde las hojas al tubérculo, y durante la senescencia y
antes de la cosecha, normalmente se produce un descenso de azucares, indicativo de
gue se ha alcanzado la madurez quimica lo que sugiere una mayor probabilidad de
mantener una calidad maxima durante el almacenamiento (Torres y Parrefio, 2009).

Condiciones de almacenamiento

Los tubérculos se almacenan hasta varios meses con el fin de mantener el
abastecimiento de patatas a lo largo del afio. Durante este periodo, ciertas condiciones
de almacenamiento pueden dar lugar a patatas con cantidades inaceptables de
azUcares, a pesar de los niveles adecuados en la cosecha.

Las proporciones de sacarosa, glucosa, fructosa y almidén varian con los
tratamientos posrecoleccion. Estos compuestos intervienen en el denominado
endulzamiento por frid que se genera por reacciones de hidrdlisis y epimerizacién
(inversidn) de almidén y azucares. Por encima de los 10°, los azucares y el almiddn se
mantienen en equilibrio, transformandose los azucares libres en almidén o usandose
estos en otras reacciones. Por debajo de 10°C, los azucares reductores comienzan a
acumularse. Las condiciones de almacenamiento afectan considerablemente al
contenido de azlcares reductores. Diferentes estudios (Haase y col., 2004; De Wilde y
col., 2005) han mostrado que las patatas almacenadas a 4°C y 8°C durante 24 semanas
varian en su contenido en azucares reductores. A 8°C no se detectaron cambios
significativos mientras que a 4°C los niveles de glucosa y fructosa aumentaron
significativamente durante las 8 primeras semanas, a partir de las cuales las
variaciones eran mucho menores. Estudios recientes han mostrado un buena
correlacién entre el contenido en azucares reductores y acrilamida cuando la ratio
fructosa/asparragina es inferior a 2. Cuando la ratio es superior a 2 el factor limitante
pasa a ser la asparragina (Matsuura-Endo y col., 2006). No obstante, los estudios
llevados a cabo muestran diferentes susceptibilidades a los cambios de composicién de
las patatas de acuerdo con los diferentes lugares de cultivo y la existencia de
variedades con mayor tendencia a incrementar los azucares durante el
almacenamiento. Por otro lado, hay que considerar que si bien, las patatas
almacenadas a bajas temperaturas acumulan azlcares, el almacenamiento a
temperaturas superiores puede favorecer la germinacion del tubérculo. Una solucién
alternativa para evitar la germinacion de los tubérculos es conseguir tubérculos menos
susceptibles a las enfermedades, o aplicar temperaturas de almacenamiento inferior a
8°C (Blenkinsop y col., 2002). Sin embargo, esta alternativa tiene mayor impacto en la
acumulacién de azlcares reductores y posteriormente en la formacién de acrilamida
en las patatas fritas. El “sweetening”o endulzamiento, producido por el frio es
presumiblemente un mecanismo de defensa de los tubérculos para protegerse de las
heladas movilizando los azucares a partir del almiddn a temperaturas inferiores a 8°C



Otros autores sin embargo Ohara-Takada y col. (2005) consideran que las bajas
temperaturas son mas aconsejables en el almacenamiento de las patatas, ya que asi se
inhibe la germinacion. Por tanto, la temperatura idénea de almacenamiento se situa
entre 8-12°C (Noti y col., 2003); de esta forma se evita la acumulacion de azucares que
dan lugar al endulzamiento y a un color indeseable en la patata frita.

El contenido en proteinas, aminoacidos libres y asparragina parecen no ser
susceptibles a diferentes temperaturas y largo tiempo de almacenamiento (De Wilde y
col., 2005).

También se estudiaron los cambios en el contenido de aminodacidos durante el
almacenamiento a diferentes temperaturas (3°C y 10°C) (Olsson y col., 2004). Para los
aminodacidos, asparragina y glutamina, la temperatura no es un factor que afecte a los
cambios de concentracion en la patata. Sin embargo, a 3°C durante 8 meses aumento
la glucosa 4 veces y 5 veces la fructosa, mientras que a 10°C sélo se detectaron
pequefias variaciones en las concentraciones. Estos autores también opinan que el
almacenamiento a 8-10°C junto con la aplicacidon de inhibidores de la germinacién
podria constituir un modo muy efectivo para reducir los niveles de acrilamida en
patatas fritas.

El incremento de azucares reductores también se ha observado en patatas
prefabricadas (patatas preparadas para freir) almacenadas a temperaturas préximas a
4°C. Esto se evita al almacenarlas a temperaturas de congelacion (Fiselier y Grob,
2005).

El contenido de azucares reductores va a depender también de la especificacion
genética de cada tubérculo en particular, junto con las condiciones medioambientales,
practicas de cultivo y otros factores posrecoleccion (el almacenamiento entre otros).
Este contenido es muy diferente para cada variedad (Medeiros Vinciy col., 2012).

Control de calidad de las patatas nuevas

Los azucares reductores son un pardmetro importante en el control de calidad
de patatas crudas no solo por su influencia en la formacién de acrilamida sino por el
color alcanzado tras el procesado (Amrein y col., 2004a; De Wilde y col., 2005).

Los criterios actuales para aceptar los lotes de patatas que van a ser procesadas
comprenden, la clasificacion por tamafios (los tubérculos mas pequenos acumulan
mayor cantidad de azucares reductores), determinacién de materia seca y evaluacién
del color con un USDA/carta de color Munsell (después de una prueba tipica de fritura
corta a 180°C/3min (EUPPA, 2007).

Un control de calidad efectivo de la patata cruda permitiria identificar lotes de
patatas con mas susceptibilidad a la formacién de acrilamida y evitar la formacién de
acrilamida en el inicio del proceso de produccién (Medeiros Vinciy col., 2010).

La determinacién de color y la determinacion de azucares reductores en la
materia prima permiten una mejor identificacion de las patatas propensas a la
formacién de acrilamida en comparacién con el sistema de control actual.
Potencialmente, esto permite a la industria implementar medidas preventivas con el



fin de minimizar el riesgo de acrilamida en sus productos. Desde el punto de vista de la
implementacidn, la medicion del color con un analizador Agtron como un predictor de
acrilamida en materia prima es, probablemente, mas practico que la determinacidén de
azucares reductores. Por otra parte, el color es una de las especificaciones de calidad
mas importantes exigida por los clientes (Medeiros Vinci y col., 2010).

Factores que afectan a la formacion de acrilamida en el proceso de fritura

Las variables del procesado que fundamentalmente afectan a la formacién de
acrilamida son: la temperatura del aceite, el tiempo de fritura u horneado y ciertas
propiedades de la patata como pH, actividad del agua, capilaridad y porosidad (Surdyk
y col., 2004; Gertz y col., 2003)

Tipo de aceite. El tipo de aceite y su estado de oxidacion e hidrdlisis (mono y
digliceridos), no influyen significativamente en el contenido final de acrilamida. Sin
embargo, debido a la hidrdlisis del aceite, elevados contenidos de glicéridos parciales
de caracter anfitilico, pueden modificar la tensién superficial entre el agua de la
superficie del alimento y el aceite no polar, modificando la transferencia de calor del
aceite al alimento en un periodo de tiempo fijo (Gertz, 2004 Gertz y Klostermann,
2002; Gertz y col., 2003). El contenido en acrilamida incremento 10 en patatas chips
fritas a 150°C en aceite usado en relacion al mismo producto frito en aceite crudo a la
misma temperatura (Dunovska y col., 2004).

Temperatura y tiempo. La T2 y el tiempo son los factores que mas afectan a la
cantidad de acrilamida en las patatas (Pedreschi y col., 2005); si bien la cantidad final
depende del contenido en precursores (asparragina y azucares reductores) (Olsson y
col., 2004; Williams, 2005). El limite de temperatura para la formacion de acrilamida es
de 120°C (Mottran y col., 2002; Stadler y col., 2002). La resistencia de la matriz a la
transferencia por calor variara dependiendo del grosor de la patata de ahi las
diferencias entre patatas tipo francés y patatas chips. Cuando la temperatura del
aceite es alta, la deshidratacion es mas rdpida y, por tanto la T2 elevada y la baja
humedad favorecen la formacion de acrilamida Gokmen y col., 2006). El pardeamiento
de la patata tipo francés empieza cuando disminuye el contenido interno de agua y se
incrementa la temperatura de fritura en la superficie; en este caso el tiempo es un
factor determinante para controlar la formacion (Ishihara y col., 2006). A temperaturas
por encima de 150°C la formacién de acrilamida aumenta significativamente
(Dunovska y col., 2004), otros autores establecen la temperatura alrededor de 175°C
(Gertz y col., 2002; Yasuhara y col., 2003). Haase y col. (2003) encontraron la reduccién
de la T2 de 185°C a 165°C, reducia ala mitad el contenido en acrilamida. El
almacenamiento de las patatas chips en congelacion con nitréogeno liquido da lugar a
una reducciéon de la acrilamida por eliminacion del calor remanente después de la
fritura, comparado con las patatas almacenadas a temperatura ambiente (Ishihara y
col., 2006)

Pretratamientos de cortado, lavado, escaldado, inmersion y acidificacion

La combinacién de ciertos pretratamientos con distintas temperaturas de
fritura, han permitido reducir el contenido de acrilamida en patatas chips



Cortado. La acrilamida se forma en la capa superficial de la patata y por lo
tanto, el tamafio y la forma de cortado del producto (ratio superficie/volumen) influira
en el contenido final de acrilamida. A mayor superficie, mayor formacién en el proceso
de fritura, horneado o tostado (Matth&dus y col., 2004). Ademas, dado que la regién
periférica de los tubérculos tiene mayor contenido en azucares reductores, estos finos
cortes de la esfera exterior tienden a sobrecalentarse al freirse. Por lo tanto, la
eliminacion de estas partes puede contribuir a una reduccion de acrilamida.

Lavado. Las rodajas de patatas cortadas se adhieren por la presencia de
almidon en la superficie, se requiere por tanto el lavado para eliminar el almiddn. El
lavado puede realizarse con agua fria o caliente

El lavado de las patatas supone una reduccion de los azucares reductores.
Ishihara y col. (2006), realizaron estudios de remojo a 20°C, 40°C, 60°C y 80°C. Los
azucares reductores descendieron a 60°C y 80°C aunque no a 40°C. Los autores
sugieren que a 40°C pudo actuar la invertasa nativa de la patata.

Remojo en agua caliente (blanqueado). El remojo de las patatas en agua previo
al proceso de elaboracién produce una reducciéon de los precursores y por tanto de
acrilamida. Con agua fria se eliminan el 10% de los azucares y de la asparragina
liberados por la ruptura celular en el troceado.

El blanqueo es una operacién importante en el proceso industrial de la
produccién de patatas fritas y su complejidad puede diferir entre lineas de produccién.
Durante este paso las enzimas se inactivan y se forma una capa de almiddn
gelatinizado, que limita la absorcién de aceite y mejora la textura (Moreira y col.,
1999). Ademas, el escaldado también contribuye a dar un color uniforme a la patata
frita.Por tanto, el objetivo del escaldado es mejorar el color final de las patatas chips.

A 80°C se llega a extraer mas de la mitad de los precursores en apenas 2
minutos y en agua hirviendo la extraccién aumenta hasta un 63% (Tabla 1.5.) (Grob y
col., 2003). Las patatas remojadas en agua a 80°C durante 2 minutos reducen la
acrilamida pero se obtiene un producto poco crujiente, palido y de sabor inaceptable.
Al contrario ocurre con las que fueron remojadas en agua a otras temperaturas, las
patatas mostraron una calidad dptima, crujientes, de buen sabor e incluso con menor
pardeamiento que las patatas sin remojo. El contenido en acrilamida de estas patatas
se reduce a la mitad; lo que lleva a concluir que el remojo en agua a 60°C reduce el
contenido de acrilamida de un modo mas eficiente. Para otros autores sin embargo los
niveles de acrilamida en patatas fritas son menores en las que han sido remojadas a
mayor temperatura y durante mas tiempo (Ishihara y col., 2006), pero pueden plantear
el problema de baja calidad sensorial.

Otro estudio realizado a diferentes T2 de remojo y fritura mostré que el remojo
con agua caliente redujo el contenido de glucosa y asparragina en un 76 y 68%
respectivamente y el remojado a 50°C/70 min redujo sorprendentemente el contenido
en acrilamida a 27 pg/kg incluso tras fritura a 190°C (Pedreschi y col., 2009).

Todos los tratamientos de remojo en agua caliente disminuyeron la cantidad de
precursores de acrilamida en las patatas crudas. Ambos, glucosa y asparragina,
disminuyen drdasticamente al aumentar la temperatura y el tiempo de remojo. Otros



autores que ademas incorporan acido citrico y glicina en el remojo obtienen resultados
positivos en la reduccion de acrilamida obteniendo un mejor efecto cuando utilizan
una combinacion de ambos reactivos (Low y col., 2006).

Tabla 1.5. Porcentaje de eliminacién de precursores de acrilamida en el tratamiento con agua

% de extraccidn
Asparragina Fructosa Glucosa
30 min agua fria 10 12 6
15 min agua 602 14 14 8
2 min agua 802 53 54 51
2 min agua hirviendo 63 61 61

La inmersidn de las rodajas de patata contribuye ademas de a la reduccion de
azucares reductores a la de asparragina. La reduccién de los precursores de acrilamida
aumentan con la temperatura y tiempo de remojo, pero este pretratamiento conlleva
el riesgo de alterar la calidad sensorial del producto final (Masson y col., 2007). La
inmersion de patatas a 70°C durante 8 minutos y posterior fritura a 150°C, 170°C y
190°C, redujo el contenido de acrilamida (Pedreschiy col., 2004).

Remojo en disoluciones acidificadas. La industria de procesado de patatas
fritas utiliza frecuentemente dos sustancias: pirofosfato acido de sodio (E-450) y
glucosa. El pirofosfato se afiade (a nivel de pH=4,7) para reducir el oscurecimiento de
los cortes de patata blanqueada (causada por la formacién del complejo acido ferri-
diclorogenico durante el cocinado y exposicion al aire), mientras la glucosa contribuye
a estandarizar y dar uniformidad al color del producto final, de acuerdo con las
demandas del cliente. Los tratamientos de inmersidn en disoluciones de glucosa de la
patata puede afectar a la formacién de acrilamida. Estados Unidos ha permitido el uso
de colorantes (caramelo y achiote) en lugar de la glucosa para prevenir la formacién de
acrilamida en un nivel del hasta un 86% y el 93% con caramelo y achiote
respectivamente (Patentes US, 2005; US 2010; citado por Mereiros-Vinci y col., 2012).
En Europa estos aditivos estan restringidos para este uso.

Los acidos orgdnicos reducen la formacién de acrilamida debido a Ia
protonacion de los grupos amino de la asparragina a bajo pH, lo cual bloquea la
adiccion nucleofilica de la asparragina con un compuesto carbonilo, previniendo la
formacién de la correspondiente base de Schiff.

El escaldado con remojo en disoluciones de dcido citrico redujeron
considerablemente el contenido de acrilamida (Masson, 2005). (Tabla 1.6)



Tabla 1.6. Porcentaje de reduccion de acrilamida de patatas chips remojadas y fritas a 120°C

Condiciones de remojo % de reduccion de
acrilamida
Escaldado en agua destilada a 90°C/1 minuto 26,8

con agitacion

Inmersion en acido citrico 1% p/p durante 1 61,5
hora. Agitacién ocasional

Escaldado en agua destilada a 90°C durante 1 71,4
minuto, seguido de inmersidn en acido citrico 1%
p/p por 1 hora

Jung y col. (2003) mostraron también la efectividad del acido citrico antes de la
fritura para reducir la formacién de acrilamida, aproximadamente un 73% en patatas
tipo francés cuando se frien 6 minutos a 190°C a presidn atmosférica. Sin embargo se
percibié un ligero sabor amargo y una textura mas dura con disoluciones del 2%. La
concentracion del 1% de acido citrico es el limite maximo para ser aplicado como
pretratamiento.

El pH de las patatas puede jugar un papel importante en la formaciéon de
acrilamida. Los estudios de Rydberg y col. (2003) demostraron, que una reduccion del
pH de las patatas de 5,7 a 2,9 produce un descenso de la acrilamida del 70% y que la
adicion de acido citrico producia un descenso por encima del 50%, pero este dependia
de la concentracion. El ensayo con otros acidos como fosférico, fumarico y tartarico
también redujo los niveles con porcentajes del 25%, 28% y 29% respectivamente.
Otros acidulantes correspondientes al grupo de aditivos conservadores (acido
benzoico, propidnico y sorbico), también indujeron una reduccion de la acrilamida
(Pedreschi y col., 2007; Gama-Baumgartner y col., 2004). El pirofosfato acido de sodio,
acido citrico, acético y lactico no sdélo reducen el contenido final de acrilamida, sino
que también disminuyen la absorcidon de aceite en la patata frita. Pero hay que tener
en cuenta que los aditivos utilizados y su concentracién pueden generar productos de
sabores extrafios o colores no deseados (Mestdagh y col., 2008).

El 3acido citrico, tiene como efecto la disminucion de la formaciéon de
compuestos caracteristicos de la reaccidon de Maillard, los aldehidos procedentes de la
degradacion de Strecker, metilpropanal y 2 y 3-metilbutanal, y de las alquilpirazinas, 2-
etil-3,5-dimetilpirazina, 2-etil-3,6-dimetilpirazina y 2,3-dietil-5-metilpirazina, lo cual
afecta al desarrollo de aromas y sabores (Wagner y Grosch, 1998).

A escala industrial, las patatas se lavan, se escaldan y algunas veces se les
afiade acido citrico para mejorar la estabilidad del color. Por lo tanto, la aplicacion de
acido citrico para reducir el contenido de acrilamida no implica un paso adicional en el
proceso de elaboracién de este producto (Masson y col., 2007).

Secado. El secado de la patata cortada remojada o blanqueada previo a la
fritura, reduce la absorcion y la hidrdlisis del aceite y la formacién de la acrilamida en



patatas fritas debido a la reduccién del tiempo de fritura (Franke y col., 2005; Gokmen
y col., 2006).

Utilizacion de presiones reducidas en la fritura. Esta técnica es una alternativa
para elaborar patatas chips con bajo contenido graso. El efecto de la temperatura
sobre la formacion de acrilamida es menos dramatico para fritura a presion reducida si
bien las temperaturas aplicadas en las experiencias realizadas son bajas (118°C, 125°C,
140°C) (Granda y col., 2004). La aplicacion de presion reducida en la fritura de patatas
chips comparada con la atmosférica produce una menor absorcion de grasa en el
producto final, y las patatas se encogen mas y son mas ligeras y suaves (Garayo vy
Moreira, 2002). La utilizacidén de presién reducida y T2 de 118°C da lugar a patatas con
una reduccion de acrilamida del 94% y unas caracteristicas sensoriales, textura y color
deseables (Masson y col., 2007). En la practica este proceso solo puede utilizarse para
la produccién de patatas chips.

Otros compuestos que pueden reducir la formacidon de acrilamida. La adiciéon de
cationes mono y divalentes (ej. Na* y Ca®), fue muy eficiente en la reduccidn de
acrilamida. Se considera que estos iones podrian interaccionar con la asparragina,
evitando la formacion de la base de Schiff (Gokmen y Senyuva, 2007a). Estos estudios
demuestran que un incremento de la acidez por debajo del pH 6 puede ser utilizada
para reducir la formacion de acrilamida en patatas. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que el descenso del pH puede producir la hidrdlisis de sacarosa a glucosa y
fructosa y favorecer la formacion de acrilamida y puede afectar al sabor de la patatas y
por tanto a la calidad del producto (Mestdagh y col., 2008). El NaCl también se ha
propuesto para acelerar la eliminacién de acrilamida via polimerizacién, en un sistema
modelo (Kolek y col., 2006).

La adicion de aminodcidos libres como la glicina, cisteina y lisina también
reducen la formacion de acrilamida, al promover reacciones competitivas y/o
enlazarse covalentemente a la acrilamida formada a través de reacciones de adicion
tipo Michael (Anese y col., 2009; Low y col., 2006; De Wilde y col., 2005), dando lugar a
la formacion de aductos (Friedman, 2003). Por tanto, la presencia de otros
aminodacidos libres distintos a la asparragina puede tener un efecto en la cinética de
formacién y/o eliminacién de la acrilamida (Claeys y col., 2005a,b).

La incorporacion de glutamina, alanina ac. aminobutirico, lisina, glicina redujo
los niveles de acrilamida en un 50-90% y la incorporacion de fructosa o glucosa a baja 'y
alta concentracion incremento la formacidén especialmente cuando aumentaba la
concentracion de fructosa (Rydberg y col., 2003).

Los hidrocoloides, agentes de recubrimiento, son muy eficientes para reducir la
captacion de grasa en patatas y otros aperitivos fritos (Garcia y col., 2004; Kowalczyk y
Gustaw, 2009). Tratamientos de recubrimiento con acido alginico y pectinas reducen la
formaciéon de acrilamida; mientras que los tratamientos con goma de algarroba,
carragenatos, hidroxipropil dialmidén fosfato, y goma xantana favorece la formacién
de acrilamida (Zeng y col., 2010).

El efecto protector de los antioxidantes frente a la formacion de acrilamida se
debe a la capacidad para inhibir la formacién de productos de oxidacion lipidica que



intervienen en la formacién de acrilamida. Los antioxidantes influyen en la reaccion de
Maillard y por tanto afectan positiva o negativamente a la formacién de acrilamida
(Medeiros Vinci y col., 2012). La aplicacidon en patatas cortadas, de extracto de hojas
bambu y extracto fenolico de orégano redujo la formacién de acrilamida. Kotsiou y col.
(2010) indican que los compuestos fenolicos sin grupos aldehido en su estructura son
mas efectivos en la reduccién de acrilamida. Otros estudios sin embargo mostraron
resultados contradictorios (Bassama y col., 2010; Becalski y col., 2010).

La asparraginasa, enzima que hidroliza la asparragina liberando acido aspartico
y amoniaco, puede reducir la formacion de acrilamida en alimentos por reduccion del
precursor (Medeiros Vinci., 2012). La incorporacién de asparraginasa es mas efectivo
cuando se aplica a masas En patatas solidas su aplicacion no facilita el contacto dptimo
requerido (Hendriksen y col., 2009); por esta razon el paso previo de remojo permite la
aplicacion de la enzima (Pedreschi y col., 2008).

Estudios de fermentacion dcido ldctica con Lactobacillus plantarun mostraron
una reduccion de acrilamida en productos de patata fritos; la glucosa se reduce por
fermentacion y disminuye el pH (Baardseth y col., 2006).

1.1.5.3.2. Cereales y derivados

Los ingredientes basicos de los productos de panaderia son: harina, agua, sal y
levadura o agentes gasificantes. Otros ingredientes como la grasa o aceites, azucares,
huevos, productos lacteos, miel, frutas, frutos secos, especias y chocolate estaran
presentes o no dependiendo de la formulacién y del tipo de producto. Los estudios
sobre acrilamida en derivados de cereales se han realizado en panes, galletas, crackers,
obleas, biscotes, cereales de desayuno, cereales infantiles, pan tostado, tartas,
pasteles, muesli y gachas. Los cereales y derivados contribuyen en un 32-45% al
consumo de acrilamida en la dieta de algunos paises europeos.

Efecto de los precursores

Asparragina. Los niveles de asparragina varian dependiendo de la variedad vy
del tipo de cereal. El centeno es el cereal que mayor cantidad de asparragina contiene,
unas cuatro veces mas que el trigo (centeno: 63,4 mg/100g; trigo: 17,4mg/100g). El
arroz posee valores inferiores (<10 mg/100g) y el maiz y la avena intermedios (15
mg/100g) (Seal y col., 2008). La distribucién de asparragina en los granos no es
homogénea, mayor contenido se encuentra en el salvado respecto al endospermo
(Claus y col., 2006b).

La asparragina es el factor limitante en la formacién de acrilamida en los
cereales ya que la concentracién de azucares reductores, dependiendo de la variedad,
puede ser de 10 a 50 veces mayor que la de asparragina (Konings y col., 2007). Los
estudios realizados en pan de trigo y pan de jengibre, confirmaron este hecho (Surdyk
y col., 2004; Amrein y col. 2004a) y la incorporacion de asparragina libre a la harina,
incremento considerablemente el contenido de acrilamida en panes mientras que la
fructosa anadida no modifico el contenido. Hamlet y col. (2008) encontraron una
correlacién entre los niveles de asparragina y los contenidos de glucosa y fructosa en



galletas y en harinas de centeno y, consideraron que la seleccion de las materias
primas (harinas) en base a la determinacion de azucares reductores podria ser Util para
reducir los contenidos en acrilamida en galletas y panes sin azucares afiadidos.

Las estrategias mas comunes para reducir el contenido de acrilamida se han
centrado en la reduccion o la dilucién de los precursores, afiadiendo asparraginasa,
levadura u otro microorganismo (Fredriksson y col.,, 2004); anadiendo otros
aminodcidos (Brathen y col., 2005;. Claeys y col.,, 2005); o incorporando un agente
acomplejante que se una a la asparragina, por ejemplo metales divalentes (Gokmen y
Senyuva 2007b; Lindsay y Jang 2005); o bien, eliminando sustancias acelerantes de la
reaccion como sales de amonio (Amrein y col., 2004b, 2006; Biedermann y Grob 2003).

Efecto de la formulacion

Adicidn de acidos. La incorporacién de acidos es un método muy simple y muy
eficaz para reducir el contenido de acrilamida en los productos de panaderia

La incorporacion de acido citrico a snacks elaborados con maiz redujo el
contenido en acrilamida (Jung y col.,, 2003). Efectos similares se encontraron al
incorporar a galletas semiacabadas otros acidos como: lactico, tartarico, citrico, acido
clorhidrico (Graf y col., 2006; Levine y Smith 2005; Taeymans y col., 2004). La
incorporacion de acidos supone no solo una reduccién de la formacién de acrilamida
sino un aumento de la degradacién de la acrilamida formada. Valores bajos de pH en
cereales dan lugar a una reaccidon de Maillard moderada.

Actividad de agua. La reaccion de Maillard depende de la actividad de agua del
alimento. La acrilamida comienza a formarse a actividades de agua por debajo de 0,8 y
hasta 0,4; una reduccién mayor, tiende a disminuir la cantidad de acrilamida (Stadler y
col., 2002).

Lipidos oxidados. Los lipidos tratados térmicamente producen acroleina
(Umano y Shibamoto 1987). La acroleina por oxidacidon puede generar acido acrilico o
por formacion de un compuesto intermediario el radical acrilico. Ambos pueden dar
lugar a acrilamida en presencia de una fuente de nitrégeno. Los estudios llevados a
cabo en galletas demostraron que los lipidos oxidados pueden ser un factor
importante en la formacion de acrilamida en alimentos con muy bajo contenido en
agua y ricos en grasas y que la cantidad y tipo de compuestos antioxidantes del aceite
afectan a la cantidades de acrilamida del producto horneado (Arribas-Lorenzo y col.,
2009). Estos resultados también fueron observados por Capuano y col. (2010) en
formulaciones con tres tipos de aceites y con diferentes niveles de oxidacion; la
catequina redujo la formacién de acrilamida en un sistema con aceites no tratados
térmicamente o parcialmente oxidados, mientras que el descenso no fue significativo
cuando los aceites utilizados estaban fuertemente oxidados. El tipo de aceite (girasol o
palma) influye en la formacién de acrilamida (Capuano y col., 2010).

Adicion de cationes. Los cationes monovalentes, di, tri y polivalentes pueden
reducir la formacién de acrilamida, especialmente el Na* y el Ca**en trigo (Sadd y col.,
2008). La incorporacién de cationes divalentes (Ca2+ o] I\/Ig2+) a la masa antes de la
coccion provocd una reduccién del 20% en el contenido de acrilamida de los
productos (Elder y col., 2004). La causa de esta reduccion es el descenso del pH



(Vadlamani y Seib 1999). La incorporacion de 1% CaCl, a una masa de harina, sal y agua
para la elaboracion de pan y de galleta tipo cracker redujo un 35% y 60%
respectivamente el contenido de acrilamida de la masa horneada. Y, la adicidon de un
2% CaCl, a una masa de galletas dulces y con saborizantes produjo una reduccién del
60%.

Adicidn de antioxidantes. Los ultimos afios se han realizado diversos estudios
sobre el efecto de los antioxidantes en la reduccidn del contenido en acrilamida
(Keramat y col., 2011). Los flavonoides del te verde han mostrado un efecto reductor
en el progreso de la reaccion de Maillard debido a la capacidad de estos compuestos
de atrapar los grupos carbonilo. Zhang y Zhang (2007), demostraron que la adicién de
hojas de bambu y extracto de té verde a barritas fritas de pan reducia
considerablemente el contenido en acrilamida. La aplicacién de romero (conocida
especie con propiedades antioxidantes) a la masa de pan de trigo también descendio
los niveles de acrilamida (Hedegaard y col., 2008). La formulacidon de galletas tipo
cracker con harina de trigo, agua y bisulfito sédico incremento la perdida de acrilamida
(Levine y Smith, 2005), y Casado y col. (2010) sugiri6 que el bisulfito sddico
(antioxidante conservador) puede inhibir la formacidn de intermediarios que inducen
la formacion de acrilamida y de esta forma reducir la acrilamida sin afectacién de la
calidad sensorial del producto. Summa y col. (2006), establecieron una correlaciéon
directa entre contenido en acrilamida y actividad antioxidante de un sistema modelo
de galletas.

Efecto de las condiciones de procesado

Condiciones de horneado. La reduccién de la acrilamida en panes ha sido
objeto de una gran investigacion. El factor clave de la calidad sensorial del pan es el
color de la corteza, y desafortunadamente existe una fuerte correlacién entre la
intensidad del color de la corteza y la formacién de acrilamida, especialmente cuando
el pan se hornea a mas de 200°C (Ahrné y col., 2007). Los factores que mas influyen en
la formacién son la temperatura y la humedad del aire durante el horneado. La
acrilamida puede reducirse durante el horneado un 50% si se optimizan las
condiciones respecto al horneado tradicional. La formacion de la corteza comienza
cuando la temperatura de la superficie del pan supera los 100°C; la deshidratacion
acompafia al proceso de formacion de la corteza. Por tanto, la temperatura exacta y el
contenido en humedad de la corteza son dos factores fundamentales en la formacion
de acrilamida (Ahrné y col., 2007). El horneado a 260°C durante mas de 20 minutos
produce especialmente en la capa exterior de la corteza una degradacion de acrilamida
y una reduccién de un 25-75% en la capa interior para horneados de 200-230°C (Ahrné
y col., 2007). La T2 mas baja de la corteza a la cual solamente trazas de acrilamida
fueron detectadas es de 150°C y la formacién presumiblemente comenzé a 120-130°C;
consecuentemente la miga no posee acrilamida. La aplicacion de vapor de agua
durante el horneado influye sobre el contenido en agua, color y formacién de
acrilamida con un descenso del 50% de acrilamida al aplicar vapor de agua en el
horneado. Es posible que el uso de vapor durante el horneado permita reducir de
forma apreciable los niveles de acrilamida manteniendo coloraciones similares a las
alcanzadas con el horneado tradicional. Brathen y Knutsen (2005) encontraron que la



proporcién de corteza respecto al pan completo, su grosor y su color se corresponden
con la cantidad de acrilamida formada.

En resumen, bajos contenidos de acrilamida (20ug/kg de corteza seca) se
detectan con bajo tiempo y temperatura de horneado (15 minutos y 150°C) y los
valores mas elevados (1800 pg/kg de corteza seca) se observan cuando el pan se
hornea a 290°C/25 min (Tareke y col., 2002; Stadler y col., 2002; Grob y col., 2003;
Rydberg y col., 2003; Yasuhara y col., 2003). El proyecto Europeo HEATOX verifica que
tanto el tiempo de horneado como la temperatura incrementa la cantidad de
acrilamida en la corteza y en el pan de centeno crujiente y existen interacciones
significativas entre ambas variables. El proyecto HEATOX confirma lo indicado
anteriormente pero demuestra ademas que los niveles de acrilamida descienden con
el horneado a 260°C/20min y que en estas condiciones los niveles son menores en la
parte exterior de la corteza que en la inmediatamente interior. Basados en estos
hallazgos, el proyecto aplico dos lineas de trabajo, vapor de agua en horneados
convencionales y técnicas alternativas de aplicacion de calor como radiacion infrarroja
y chorro de aire. La aplicacion de vapor en los udltimos 5 minutos de horneado reduce
la acrilamida (40%), sin afectar significativamente al olor, apariencia, textura y aroma
(HEATOX, 2006). Los resultados obtenidos aplicando infrarrojos y chorro de aire una
vez establecidas las condiciones, concluyen que en el horneado de panes con infrarrojo
puede ofrecer un perfil sensorial similar al horneado convencional y un contenido en
acrilamida un 60% mas bajo (HEATOX, 2006).

Procesos de molienda y fermentacion. La asparragina como se comento es el
factor limitante en la formaciéon de acrilamida y esta se encuentra en altas
concentraciones en el salvado. Por tanto, a mayor grado de extraccion mayor
contenido en asparragina y consecuentemente en acrilamida. El proyecto HEATOX
demuestra que los panes altos en fibra poseen mayor contenido en acrilamida que los
bajos en fibra. Sin embargo, la fermentacién de las masas realizadas con diferentes
fracciones de harina mostraron que la mayoria de la asparragina se consume a partir
de las 2 primeras horas de fermentacion con levaduras. Las masas madre no reducen
de forma eficiente el contenido de asparragina, pero tienen un impacto negativo en la
utilizacién de la asparragina por la levadura. Este tipo de fermentacién puede dar lugar
a panes con un contenido mas alto de acrilamida respecto a los elaborados solo con
levadura (Keramat y col., 2011).

Indicadores de pardeamiento quimico y formacion de acrilamida en productos
horneados. Los indicadores furosina, hidroximetilfurfural, glucosilisomaltol y color se
han ensayado para evaluar la intensidad de los tratamientos térmicos (tiempo y
temperatura), en el horneado de diferentes tipos de panes y de panes precocidos.
Existe una correlacion lineal entre la formacién de HMF y de color en el horneado de
panes; pero no existe correlaciéon entre furosina/HMF y furosina/T2 de horneado
(Ramirez-Jiménez y col., 2000). El tostado de pan de molde mostré que a partir de los
10 min la furosina comenzé a descender (Ramirez-Jiménez y col., 2000). Los estudios
en panes pre-cocidos mostraron que la furosina no se detecta en la masa cruda e
incrementa durante la elaboracion del pan precocido (175°C/14 min), mientras que el
color no sufre cambios, ni se detecta HMF (Ruiz y col., 2004); por tanto, no cabe
esperar que se forme acrilamida (Keramat y col., 2011). La furosina y el HMF podrian



ser indicadores de utilidad para estimar la formacion de acrilamida en el proceso de
horneado de panes.

Estudios en otros derivados de cereales

Cereales de desayuno. Los cereales de desayuno comprenden una gran
variedad de productos con una amplia variedad de cereales, formas, formulaciones y
procesos tecnoldgicos. En general incluyen un proceso de extrusién (a, baja-
intermedia y temperatura superior a 80-95°C) y secado-tostado (ay, baja y temperatura
superior a 150°C). Las reacciones de pardeamiento quimico (Maillard y caramelizacién)
pueden darse en la elaboracion de estos productos y van a intervenir en la calidad
sensorial de estos productos.

El estudio de una gran variedad de cereales de desayuno comerciales
procedentes de 12 empresas con muestra de cereales de maiz, arroz, trigo y mezcla de
cereales mostraron valores entre 62 y 803 pg/kg, con un valor medio de 292 ug/kg.
Coincidiendo los valores mds altos, en los cereales cuya base es el trigo, en los que
tienen mas fibra y en los que poseen mayor contenido en proteinas (Rufian-Henares y
col., 2006a)

Indicadores de pardeamiento quimico y formacion de acrilamida en cereales de
desayuno. Los estudios llevados a cabo sobre correlacién de indicadores de
pardeamiento quimico (HMF, furosina, color) y acrilamida, no mostraron ninguna
correlacién con los indicadores ya citados (Rufidn-Henares y col.,, 2006b). La
heterogeneidad del estudio dificulta estas correlaciones que habian sido establecidas
en otros productos como patatas fritas (Pedreschi y col., 2007) y corteza de pan
(Surdyk y col., 2004).

Churros. Los churros, siendo masas fritas poseen un contenido en acrilamida de
160 pg/kg materia seca similar al contenido en cereales de desayuno (292 pg/kg)
(Rufidan-Henares, y col., 2006c), galletas de desayuno (247 ug/kg), galletas (140 ug/kg),
colines (157 pg/kg) (Rufian-Henares y col., 2007) y el chocolate (190 pg/g) (Mestdagh y
col., 2007). Bermudo y col. (2008) también encontraron valores similares.

1.1.5.3.3. Café

El tostado de café se realiza en un rango de temperaturas de 220°C a 250°C, y el
tiempo y la velocidad juegan un papel importante en las propiedades sensoriales
(color, aroma y sabor). El proceso se ajusta cuidadosamente al perfil caracteristico del
café deseado. Los granos de café son sometidos a temperaturas relativamente mas
altas que las correspondientes a otros alimentos, y se considera que existe mas de una
via que lleve a la formacion de acrilamida en el café (Stadler y Scholz, 2004). La
concentracion de asparragina libre en granos de café verde se encuentra dentro de un
rango muy estrecho, de 30 a 90 mg/ 100 g. La acrilamida no es estable en el café
comercial almacenado en su envase original (Andrzejewski y col., 2004; Delatour vy col.,
2004). Pérdidas del 40% a un 60% se han detectado en cafés molidos almacenados a
temperatura ambiente. Los valores de acrilamida descienden durante el
almacenamiento segln tiempo y temperatura y existen controversias en cuanto a los



valores determinados en las muestras (Delatour y col., 2004; Hoenicke y Gatermann,
2005). Por otra parte, la investigacidon ha demostrado que la acrilamida se degrada o se
elimina durante el tostado (Taeymans y col., 2004). La acrilamida, se forma en el café
al comienzo de la etapa de tostado, llegando a mas de 7 mg/kg, hacia el final del ciclo
de tostado (Stadler y Scholz, 2004). El café de tostado profundo, elaborado a
temperaturas similares pero duplicando el tiempo, surge como una opcion potencial
para reducir la acrilamida, pero podria generar otros compuestos indeseables y afectar
a las propiedades sensoriales del café. La acrilamida en los granos de café tostados
posee valores de 200 mg/kg (maximo 958 mg/kg) y de 188 mg/kg (maximo 1047
mg/kg) en el café tostado e instantaneo, (EFSA, 2010). Baum y col., (2008) confirmaron
que cerca del 90% de la acrilamida permanece unida a la matriz del café.

1.1.5.4. Niveles de Acrilamida en alimentos

La informacion sobre el contenido de acrilamida en alimentos es muy amplia.
La Comision Europea recomendd a la paises miembros establecer un seguimiento
anual desde el afio 2007 (Recomendacioén de la Comision 2007/331/CE). En la tabla 1.9
se recogen los datos correspondientes al 2010 con objeto de conocer entre los valores
de acrilamida de los diferentes grupos de alimentos (EFSA, 2012).

Tabla 1.9. Niveles de acrilamida en diferentes alimentos
Correspondientes al ailo 2010 recopilados por la EFSA, 2012

N2 de Media Percentil 90

Muestras ug/kg ug/kg
Patatas fritas
Tipo Chips 242 675 1538
Tipo francés 256 338 725
Patatas cocina domestica
Fritas 64 198 568
No especificada 25 270 707
Horneadas 28 690 1888
Galletas
Crackers 64 178 303
G. Infantiles 46 86 175
G. Sin especificar 100 289 640
Barquillos 37 389 880
Pan
Tostado 54 249 665
Pan 150 30 63
Cereales de desayuno 174 138 293
Alimentos infantiles 82 31 60
basados en cereales
Café
Instantaneo 15 1123 2629
Sin especificar 9 441 1800
Tostado 103 256 462
Sustitutos del café 24 1350 3300




Los niveles mas elevados corresponden al grupo del café y sustitutos del café
(puede ser malta o achicoria) entre otros. En este grupo existen grandes diferencias
entre el café instantdneo con valores medios superiores a 1000 pg/kg con un percentil
90 de 2629 ug/kg y el café tostado con valores inferiores de 256 pg/kg y un percentil
90 de 462 pg/kg. Existen valores indicativos de acrilamida establecidos por la EFSA
para el café tostado de 450 pg/kg y de 900 pg/kg para el café instantaneo. Los valores
de café instantdaneo en la monitorizacién realizada desde 2007 a 2010 con objeto de
controlar los procesos para reducir tanto como sea posible los niveles de acrilamida,
no solo no han descendido sino que incluso han aumento pasando de 229 ug/kg en el
2007 a 1123 pg/kg en el 2010 (EFSA, 2012). Las opciones disponibles para reducir el
contenido de acrilamida en el café son realmente limitadas ya que las caracteristicas
sensoriales se desarrollan con un tostado intenso del grano de café.

El segundo grupo en importancia corresponde a las patatas fritas
especialmente las chips o de aperitivo con valores medios de 675 pg/kg y un percentil
90 de 1538 pg/kg, los valores establecidos por la EFSA son de 1000 pg/kg;
manteniéndose el valor a lo largo de los 4 afios de monitorizacién o incluso
incrementando en el percentil 90. Las patatas fritas de aperitivo ha sido uno de los
grupos de alimentos mas estudiados debido a los valores elevados de acrilamida vy al
alto consumo de este aperitivo. Sin embargo, se observa que la industria alimentaria
no siempre aplica las recomendaciones establecidas para el control de acrilamida en el
procesado de este alimento. Las patatas horneadas de acuerdo con el procesado
domestico muestran valores también elevados 690 pg/kg.

Respecto a los alimentos a base de cereales tanto para adultos como para
alimentacion infantil los valores son inferiores a los de los alimentos anteriormente
indicados. El pan tostado presenta valores muy superiores 249 ug/kg al pan blanco 30
ug/kg. El alto contenido en miga de estos ultimos en relacién a la corteza limita los
valores. No se detectan variaciones en la monitorizacion desde el 2007 al 2010 incluso
se podria ver que hay un ligero aumento.

Los valores correspondientes a las galletas tipo cracker, galletas sin especificar y
barquillos presentan valores parecidos al del pan blanco, algo mayores en los
barquillos 389ug/kg.

Respecto a los derivados de cereales para alimentacion infantil tanto las
galletas como los cereales infantiles presentan valores inferiores a 100 pg/kg y han
descendido los valores en los afios de monitorizacién.

Los cereales de desayuno poseen valores bajo 138 ug/kg y se mantienen a lo
largo de los afios de muestreo. Las indicaciones de la EFSA para este grupo son de 400

ug/ke.



Los grupos de alimentos anteriormente citados son los mas estudiados por los
niveles de acrilamida presentes en ellos. Sin embargo, existe otro grupo de alimentos
con valores mas bajos que por tanto su contribucidn a la exposicién es mucho menor y
qgue incluyen, las almendras y avellanas tostadas, aceitunas de mesa y alimentos que
no han sido sometidos a un calentamiento intenso como las frutas desecadas (ciruelas,
peras, y albaricoques).

1.1.5.5. Toxicologia de la acrilamida
Biotransformacion de la acrilamida

Absorcion. La absorciéon de la acrilamida puede ocurrir por diferentes vias
dependiendo de si la exposicion es oral, dérmica o por inhalacién. Si el consumo es
oral, la hidrosolubilidad, polaridad y bajo peso molecular permite su absorcién rapida
(Schettgen y col., 2003). Los estudios experimentales en animales y en humanos sobre
la ingesta oral de la AA no unida covalentemente a la matriz del alimento demuestran
una rapida absorcidn en el tracto gastrointestinal.

Distribucion. La AA absorbida se distribuye rapidamente por la sangre; la
concentracion mas alta se localiza en los eritrocitos. A pesar, de su importante efecto
neuroldgico, la acrilamida no se concentra en el sistema nervioso central; se localiza en
diversos 6rganos, musculo, pulmoén, cerebro, corazdn, rifiones, higado y piel (Dearfield
y col., 1995). La AA también es capaz de atravesar la placenta y una pequefia parte se
transfiere a la leche humana (Edwards, 1976)

Metabolismo. En sangre, la AA tiene una vida media de 2 horas y en los tejidos
puede alcanzar de 5 horas a 8 dias. La acrilamida no se acumula en el organismo. En el
higado la acrilamida a través de la via del citocromo Ps50 (Miller y col., 1982) puede
formar conjugados con el glutation (GSH) a través de la enzima glutation-S-transferasa
o producir el epdxido glicidamida (GD), principal metabolito de la acrilamida que
también puede formar conjugados con la GSH. Ambos compuestos (acrilamida vy
glicidamida), son muy hidrofilicos y pueden formar aductos (Figura 1.7). La glicidamida
puede hidrolizarse mediante la hidrolasa epdxido (EH) a gliceramida (Friedman, 2003).
La via principal de metabolizacion de la acrilamida es la conjugacion con GSH reducido
mediante la glutatién-S-transferasa. La formacion de GA representa una via de
activacion metabdlica preferentemente. Los ratones son mds competentes en la
conversion de AA en GA que las ratas o los seres humanos (EFSA, 2015).

La acrilamida y la glicidamida se pueden unir in vivo a la hemoglobina, a las
albdminas del suero, ADN y enzimas (Doerge y col., 2005; Shipp y col., 2006). La
glicidamida es mas reactiva frente el ADN y las proteinas que el compuesto original,
acrilamida (Dearfield y col.,, 1995). Sin embargo, la glicidamida parece ser menos
importante en los seres humanos que en los roedores (Fennell y col., 2006). Se ha
estimado que, a dosis equimolares de acrilamida, la exposicion humana a glicidamida
es 2-4 veces menor que en los roedores. La GA representa la ruta implicada en la
genotoxicidad y carcinogenicidad de AA. Los aductos covalentes de ADN de GA han
sido ampliamente demostrado en modelos in vitro y animales de experimentacion, y
éstos han sido utilizados como biomarcadores de exposicién AA (EFSA, 2015).



Excrecion. La orina es la principal via de eliminaciéon de la acrilamida. La
destoxicacion de AA y AG puede proceder a través de la conjugacién con GSH y los
aductos de GSH posteriormente se convierten en acidos mercapturicos, que se
excretan en la orina (Figura 1.7). Los dcidos mercapturicos de AA y GA representan los
principales metabolitos y sus niveles de excrecién urinaria pueden ser utilizados como
biomarcadores de exposicion de AA. La AA y GA también puede reaccionar con las
proteinas para formar aductos covalentes, por ejemplo, con la hemoglobina (Hb).
También estos aductos de Hb representan importantes biomarcadores de exposicion a
AA como conjugados del acido mercapturico. Mas del 90% de la acrilamida absorbida
es excretada por la orina como metabolito y menos del 2% es excretada sin
metabolizar. Pequefias cantidades son excretadas con la bilis y con las heces
(Erkekoglu y Baydar, 2010). Aproximadamente el 60% de la dosis administrada aparece
en orina en 24 horas (Miller y col., 1982). Determinadas condiciones de malnutricién,
estrés oxidativo y enfermedad hepadtica (hepatitis alcohdlica, cirrosis y otros
desordenes hepaticos), pueden producir un descenso del contenido de GSH en el
higado. Los niflos no son capaces de soportar una carga tan alta de acrilamida en el
higado como los adultos, especialmente bajo las condiciones indicadas; por tanto la
toxicidad en nifios es mas alta (Erkekoglu y Baydar, 2010).

Figura 1.7. Metabolismo de la acrilamida (tomado de Arribas Lorenzo, 2013)
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Toxicidad de la acrilamida

Los estudios de toxicidad de la acrilamida con dosis repetidas de AA se han
realizado en ratas, ratones, monos, gatos y perros. Los efectos adversos consistieron
en la pérdida de peso corporal, efectos sobre el sistema nervioso reflejados en una
pardlisis de las extremidades posteriores, reduccién en el rendimiento rotorod y/o
cambios histopatoldgicos en nervios periféricos y estructuras del sistema nervioso.

En los ratones, ademas de los efectos neurotdxicos se han descrito efectos
sobre los testiculos, degeneracion de epitelios, reduccion de los espermatozoides, y la
presencia de células gigantes multinucleadas; asi como hiperplasia de estomago,
proliferacion de células hematopoyéticas del bazo, inflamacion de la glandula
prepucial, hiperplasia epitelial del alveolo pulmonar y cataratas. Y, para las ratas
hembra, quistes ovaricos (EFSA, 2015).

En ratas, ademas de los efectos neurotéxicos se han descrito efectos que
influyen la atrofia del musculo esquelético, vejigas urinarias distendidas, la
proliferacion de células hematopoyéticas en el bazo, la hiperplasia de la médula dsea,
atrofia ovarica, degeneracion de la retina, degeneracidn y necrosis de los hepatocitos
del higado, hiperplasia dsea, infiltracion celular del ganglio linfatico mesentérico y la
hiperplasia de la glandula pituitaria (EFSA, 2015).

Los estudios toxicoldgicos con AA se han llevado a cabo en ratas, ratones,
monos, gatos y perros, utilizando varios protocolos de dosificacion y vias de
exposicion. Se reportaron valores de DL50 oral para AA de > 150 mg/kg de peso
corporal para las ratas, 107 mg/kg de peso corporal para los ratones, y de 150-180
mg/kg de peso corporal de conejos y cerdos (EFSA, 2015).

La genotoxicidad de AA y de su metabolito reactivo GA, se ha estudiado
ampliamente. Los estudios in vitro han demostrado que la AA es un mutdgeno debil de
células de mamiferos pero es un efectivo clastéogeno y la GA es un fuerte mutageno y
clastégeno. Las mutaciones se inducen a partir de un aducto de ADN. In vivo, AA es
claramente genotéxico en células somaticas y germinales. AA ejerce su mutagenicidad
via el metabolismo por CYP2E1 a GA. AA también puede inducir mutaciones genéticas
por una via que implica la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dafio
oxidativo del ADN (EFSA, 2015)

Carcinogenicidad. En 1994, La agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) clasifico la AA como “Grupo 2A” (probablemente carcinégeno para
humanos) (Lyon, 1994), debido a su neurotoxicidad, carcinogenicidad y genotoxicidad
(Erkekoglu y Baydar, 2010;. Hogervorst y col., 2010). Posteriormente La Comision
Europea (EC, 2002) clasifico a la acrilamida como un carcinégeno de la categoria Ay
mutageno de la categoria A; asi como una sustancia de “very high concern”
(extremadamente preocupante) por la Europea Chemicals Agency (ECHA, 2010).

La 722 reunion del Comité Mixto FAO / OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) han resumido los estudios de AA en todo el mundo desde su 642
reunion (JECFA, 2005, 2011). El documento concluye que se han observado multiples
tumores en érganos de animales de experimentacidn después de la exposicidn a AA; si



bien, no se ha observado ninguna asociacién significativa a partir de los estudios
epidemioldgicos entre la ingesta de AA y la aparicidon de canceres (Friedman, y col.,
1.995; Johnson y col., 1986). El ultimo meta-andlisis publicado en 2015, indica que la
acrilamida de la dieta no esta relacionada con el riesgo a padecer los canceres mas
comunes. Y, solamente se ha encontrado una modesta asociacién con el cdncer renal y
canceres de endotelio y ovarios de mujeres no fumadoras (Peluccci y col., 2015)

1.1.5.6. Actividades de regulacion de la acrilamida

1.1.5.6.1. Recomendaciones relativas a la acrilamida de la Unién Europea

La informacidn aportada en este apartado esta basada en la recomendacién
2013/647/UE

La industria alimentaria, los Estados miembros y la Comisién han realizado un
gran esfuerzo desde 2002 para investigar las vias de formacion de la acrilamida y
reducir sus niveles en los alimentos transformados.

De 2007 a 2009, los Estados miembros efectuaron un control de los niveles de
acrilamida en los alimentos, con arreglo a la Recomendacién 2007/331/CE de la
Comision, y a partir de 2010 los controles se realizaron de acuerdo con la
Recomendacion 2010/307/UE. El ejercicio de control esta destinado a los alimentos
gue contienen altos niveles de acrilamida o que contribuyen significativamente a su
ingesta diaria. Debido a los altos niveles de acrilamida encontrados en algunos
productos con respecto a otros de la misma categoria; la Comision considerd
apropiado que las autoridades competentes de los Estados miembros realizaran
investigaciones de los métodos de produccién y transformacion de las empresas
alimentarias. A tal efecto, la Comisién adoptd el 10 de enero de 2011 una
Recomendacion relativa a la investigacion de los niveles de acrilamida en los alimentos
(Recomendacion UE, 2011).

La investigacion a la que se hace referencia establecera, en particular, en qué
medida las opciones que se conocen actualmente para minimizar los niveles de
acrilamida, por ejemplo las propuestas en el Cédigo de Practicas para la acrilamida de
la Comision del Codex Alimentarius y la «caja de herramientas» de FoodDrinkEurope,
han sido aplicadas por el explotador de la empresa alimentaria.

La EFSA recoge en el informe cientifico “Update on acrylamide levels in food
from monitoring years 2007-2010”, publicado el 18 de octubre de 2012, los resultados
correspondientes al seguimiento del periodo 2007 y 2010. La EFSA llegd a la conclusién
de que entre los grupos de alimentos no se observaba ninguna tendencia constante a
reducir los contenidos de acrilamida y que solo se habia observado un descenso de los
niveles en algunas categorias de alimentos, mientras que en otras habian aumentado
(EFSA, 2012).



Partiendo de los resultados de las actividades de control realizadas en 2011 y
2012 y de los obtenidos a tenor de las Recomendaciones 2007/331/CE y 2010/307/UE,
se procedidé a modificar determinados valores indicativos establecidos en el anexo de
la Recomendacién de 2011. Por consiguiente, esta se sustituyd por la nueva
Recomendacién, 2013/647/UE (Tabla 1.8).

Tabla 1.8. Valores indicativos de acrilamida basados en los datos de control de la EFSA entre
2007-2012 (Recomendacién 2013/647/UE)

ALIMENTO Valor
indicativo
(ng/kg)
Patatas fritas listas para consumir 600
Patatas fritas a la inglesa (chips) fabricadas con patatas frescas y con 1.000
masa de patatas
Galletas saladas a base de patatas 1.000
Pan de molde
a) pan de molde a base de trigo 80
b) otro pan de molde 150
Cereales para desayuno (a excepcién del porridge):
- Productos de salvado y cereales integrales, grano inflado 400
- Productos de trigo y centeno(*) 300
- Productos de maiz, avena, espelta, cebada y arroz (*) 200
Galletas y barquillos 500
Galletas saladas, excepto las de patata 500
Pan crujiente 450
Pan de especias 1.000
Productos similares a otros de esta categoria 500
Café tostado 450
Café instantaneo (soluble) 900
Sucedéneos de café
a) abase de cereales, principalmente 2.000
b) otros sucedaneos del café 4.000
Alimentos infantiles distintos a los elaborados a base de cereales (**)
a) Sinciruelas pasas 50
b) Con ciruelas pasas 80
Galletas y bizcochos para lactantes y nifios de corta edad 200
Alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de corta 50
edad (***), excluidos las galletas y los bizcochos

(*)Cereales no integrales ni de salvado. La categoria se determina en funcién del cereal presente en mayor cantidad.

(**) Tal como se definen en el articulo 1, apartado 2, letra b), de la Directiva 2006/125/CE de la Comision, de 5 de diciembre de
2006, relativa a los alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad (DO L 339
de 6.12.2006, p. 16).

(***) Tal como se definen en el articulo 1, apartado 2, letra a), de la Directiva 2006/125/CE.

1.1.5.6.2. Guia para la reduccidon de acrilamida en la industria alimentaria (Caja de
herramientas).

La CIAA (Confederacion de Industria Agro-Alimentaria de la Unidn Europea),
actualmente denominada Food Drink Europe en colaboracién con la Unidn Europea y
las autoridades nacionales de los estados miembros desarrolléd en 2006 una guia que
resume las medidas disponibles para reducir los niveles de acrilamida en determinados
alimentos con varias renovaciones en afios posteriores correspondiendo la ultima



renovacion a enero de 2014 (FoodDrinkEurope, 2014). Esta «caja de herramientas»,
contiene 14 parametros (o “herramientas”) diferentes agrupadas en cuatro grandes
categorias (“compartimentos”), que los productores de alimentos pueden utilizar de
forma selectiva, conforme a sus necesidades especificas, a fin de reducir los niveles de
acrilamida en sus productos. Estos cuatro compartimentos hacen referencia a los
factores agrondmicos, receta del alimento, transformacion y preparacion final.

La FoodDrinkEurope, representa a la industria alimentaria y de bebidas de
Europa. Los productores de alimentos pueden utilizar de forma selectiva, conforme a
sus necesidades especificas, a fin de reducir los niveles de acrilamida en sus productos
la caja de herramientas. Ademas, se elaboraron folletos breves en los que figura
informacién sobre las herramientas mas importantes para cada sector, una actividad
en la que ayuda y contribuye los reguladores.

Las recomendaciones incluidas corresponden a: snacks a base de patatas,
patatas fritas, productos basados en granos de cereales, café y sustitutos, galletas y
cereales infantiles y alimentos infantiles elaborados sin cereales.

Las Recomendaciones relativas a la acrilamida de la Unién Europea
(2013/647/UE) indica que debe seguir investigandose el Sistema de Analisis de Peligros
y Puntos de Control Critico (APPCC) de cada explotador de empresa alimentaria o un
sistema similar a fin de estudiar, junto con el explotador de la empresa alimentaria, si
se han identificado las fases de transformacion pertinentes en las que puede formarse
acrilamida y si se han adoptado las medidas oportunas para controlarlas. Al hacerlo, las
autoridades competentes deben evaluar en qué medida las opciones que se conocen
actualmente para minimizar los niveles de acrilamida, por ejemplo las propuestas en el
Cdédigo de Practicas para la acrilamida de la Comisidon del Codex Alimentarius, (2009) y
la «caja de herramientas» de FoodDrinkEurope, han sido aplicadas por el explotador
de la empresa alimentaria.






2. MATERIAL Y METODOS






2.1. MUESTRAS

2.1.1 PATATAS
2.1.1.1 Estudio del contenido en precursores

Se analizaron muestras de patata cruda a partir de patatas comercializadas para
uso culinario. Las patatas fueron obtenidas directamente de los supermercados vy
fueron las siguientes:

e Variedad Monalisa: tipo de patata especial para freir y cocer. Origen:
Espaiia.

* Variedad Agata: patata para cocer o asar. Origen: Francia

* Variedad Bintje: uso culinario no especificado. Origen: CE

e Variedad Red Pontiac: patata especial para guiso. Origen: Espafia.

* Variedad Fabula: cualquier uso culinario. Origen: Espafia.

e Variedad Desiree: para cocer, también apta para freidora. Origen:
Espafia.

* Variedad Malaga: cualquier uso culinario. Origen: Espaia.

* Variedad Elodie: todos los usos, aunque destaca para freir. Origen:
Francia.

* Variedad Frisia: para cocer o asar. Origen: Espafia.

Las patatas de las variedades Monalisa, Agata, Bintje, Elodie, Desiree y Frisia se
compraron en las grandes superficies donde se comercializan en sacos de 3 6 5 kg. Las
patatas de la variedad Red Pontiac fueron adquiridas en un establecimiento local
donde se venden a granel. Estas patatas fueron procesadas para su analisis
inmediatamente tras su obtencion. Las variedades Fabula y Malaga se obtuvieron de
un mayorista de frutas y hortalizas. Fueron almacenadas en una camara a 42C hasta su
uso con un posterior reacondicionamiento de varios dias a temperatura ambiente.

Para el estudio de distribucion de azlcares en patata se utilizaron patatas de la
variedad Malaga con unas dimensiones de 11 cm de largo, 8,5 cm de grosory 7 cm de
ancho. Se pelaron con un pelador de cocina y se cortaron en tres capas de la siguiente
forma: una capa externa de 1,3 cm de grosor y una capa intermedia de 1cm dejando
una zona central de 2cm de grosor.



2.1.1.2 Estudio de acrilamida en patatas fritas tipo francés

Se utilizaron patatas de la variedad Fabula obtenidas de un proveedor local. Es
una variedad autdctona del sur de Espafia y en cuya etiqueta aparece la leyenda “para
cualquier uso culinario”. Fueron almacenadas en una camara a 42C hasta su uso con un
posterior reacondicionamiento de varios dias a temperatura ambiente. Los tubérculos
presentaban unas dimensiones variables entre 6-8 cm de largo, 5-9 cm de grosor y 5-7
cm de ancho.

2.1.1.3 Estudio de acrilamida en patatas fritas tipo chips

Se analizaron un total de 10 muestras de patatas fritas de la modalidad “chips”
obtenidas en distintos supermercados y freidurias caseras. Ocho de ellas provenian de
la industria Y pertenecian a seis marcas comerciales y dos de ellas eran de freidurias
caseras.

2.1.2 CEREALES
2.1.2.1 Estudio de acrilamida en rebozados con harina y pan rallado.
Para este estudio se utilizaron las siguientes muestras:

e Harina de trigo para fritos y rebozados. Ingredientes: harina de trigo blando
(48%), harina de trigo duro (48%), almidon de trigo, gluten de trigo vy
estabilizadores.

* Harina de garbanzos.

e Harina de arroz 100%

e Harina de tempura (indicada para la fritura de verduras, carnes y pescados):
harina de trigo y maiz, gasificantes (bicarbonato de sodio, difosfato sédico,
fosfato monocalcico), sal y gluten.

e Pan rallado grano grueso: pan rallado natural elaborado con harina de trigo,
agua, gluten de trigo, sal, grasa vegetal, azucar, levadura, emulgente y
colorante.

* Pan rallado grano fino: harina de trigo, agua, sal y levadura.



2.1.2.2 Estudio de acrilamida y furosina en papillas de cereales infantiles
2.1.2.2.1 Papillas cedidas por una industria elaboradora

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 fdabrica
elaboradora de este tipo de productos. La mezcla de harinas crudas en diferentes
proporciones es la base para la elaboracion de las harinas tostadas. La hidrélisis de
estas harinas tostadas o sus mezclas y el secado por rodillos es lo que constituye la
muestra de papilla final.

2.1.2.2.2 Muestras comerciales

Se han analizado 9 papillas comerciales de diferente procedencia a las utilizadas
en el estudio anterior.

2.1.2.3 Estudio de acrilamida e indicadores de pardeamiento en productos de
panaderia-bolleria

Se han utilizado: hogaza de pan, pan de molde, y productos de bolleria
obtenidos en una panaderia local los primeros y cedidos por una industria elaboradora
los segundos.

2.2.- METODOS

2.2.1 Elaboracion de patatas fritas tipo francés

Las patatas de la variedad Fabula fueron peladas a mano utilizando un pelador
de cocina, se lavaron con agua del grifo y se cortaron con una cortadora manual
obteniéndose las llamadas “french fries” con unas dimensiones de 1 cm de ancho, 1
cm de grosor y 4-6 cm de largo. Las patatas crudas fueron sometidas a distintos
pretratamientos de remojo antes de ser fritas con la intencién de disminuir el
contenido en acrilamida. Las patatas crudas y cortadas fueron lavadas bajo el grifo
durante unos segundos y posteriormente se pesd aproximadamente 1 kg de patatas
para cada uno de los tratamientos de remojo en los que se usaron 6 L de agua por kg:

* Remojo en frio durante 1 hora con:



Agua destilada

Bisulfito sddico (Albus) al 1%

Acido citrico (Panreac) al 1%
Bicarbonato sddico (Panreac) al 1%
Acido ascérbico (Panreac) al 0,5%.

o O O 0O

* Remojo en agua hirviendo durante 2 minutos con:

Para la fritura a 1702C se utilizd una freidora doméstica Taurus modelo
“fritaurus professional 3”. Para la fritura a 190°C se usé también una freidora
domeéstica Solac modelo “ideal 2000 professional”. En ambos casos el aceite era de

0 Agua destilada

0 Bisulfito sédico (Albus) al 1%

0 Acido citrico (Panreac) al 0,5%

0 Bicarbonato sédico (Panreac) al 1%

girasol refinado con acidez de 0,29.

Se frieron 110 g de patata a cada temperatura utilizando aproximadamente 2 L
de aceite. Las patatas se introdujeron en la freidora durante el tiempo estimado para
su comestibilidad segun la temperatura y el tratamiento. Previamente se realizd un
estudio para fijar los tiempos de fritura mediante la utilizacion de un panel de
catadores. Cada ensayo se realizo por triplicado obteniéndose un total de 54 muestras
a analizar. Las patatas fritas fueron congeladas hasta su andlisis. La TABLA 2.1 muestra

los tiempos de fritura utilizados.

Tabla 2.1 Tiempos de fritura en los distintos tratamientos

Agua Fria Agua hirviendo
170°C 1902°C 170°C 1902C
Agua destilada 10 min 6 min 10 min 8 min
Bisulfito sédico 10 min 8 min 10 min 8 min
Acido citrico 10 min 6 min 10 min 6 min
Bicarbonato 7 min 4 min 7 min 4 min
Acido ascérbico 8 min 5 min




2.2.2 ELABORACION DE REBOZADOS Y EMPANADOS

Para este estudio se utilizd una muestra de calabacin cortado en bastones con

unas dimensiones entre 1x1 cm y 2x1 cm de ancho y 3—4 cm de largo. Los bastones

fueron remojados primero en agua, leche o huevo segun el tratamiento a realizar y

después se rebozaron en harina o pan rallado. Se utilizé una freidora Solac modelo

“ideal 2000 professional” con aceite de girasol a 1902C. Las cantidades utilizadas y los

tiempos de fritura se recogen en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Condiciones de rebozado en las diferentes harinas utilizadas

TIEMPO FITURA
CANT. LIQUIDO CANT HARINA

HARINA |TRATAMIENTO (ml) (g) (min)
Agua 80 50 3,5

Trigo Leche 85 50 3
Huevo 120 50 4
Sola 2
Agua 95 50 2,5

Garbanzos |Leche 200 100 2
Huevo 200 80 4
Agua 50 85 2,5

Tempura.

Trigo-maiz |Leche 50 50 2,5
Huevo 50 100 4
Agua 85 50 3

Arroz Leche 90 50 2
Huevo 125 50 4
harina+huevo 100 40 2,5

Empanado

grueso Harina 50 2,5
harina+huevo 100 40 3

Empanado

fino Harina 50 3




Como en el estudio anterior la relacion cantidad de liquido y sdlido y tiempo de
fritura se establecié previamente mediante un panel de catadores, el tiempo de fritura
nunca supero los cuatro minutos.

2.2.3 ELABORACION DE PICATOSTES (PAN FRITO), PANES TOSTADOS Y PRODUCTOS
DE BOLLERIA CON DIFERENTE GRADO DE TOSTACION.

Los picatostes se elaboraron cortando el pan en trozos de 2,5x2,5 cm y 1,5x1,5
cm. Se frieron utilizando una freidora Solac modelo “ideal 2000 professional” con
aceite de girasol a 1902C durante 3 minutos.

El pan molde se sometid a calentamiento en un tostador previamente

calentado durante 20 minutos. Posteriormente se introdujeron las rebanadas de dos
en dosdurante 1, 2, 3, 4, 5, y 6 minutos.

Se analizaron 10 productos de bolleria denominados: caracola, palmera
mallorquina, palmera, media noche, suizo grande, suizo pequefio, hojaldre, escarcha
larga, escarcha redonda y torta de Inés Rosales. Todos ellos fueron cedidos por una
industria elaboradora local. Los 7 primeros se obtuvieron con dos grados de tostacién
diferentes.

2.2.4. ENCUESTA

Se realizd una encuesta a 256 personas al objeto de conocer la forma habitual
de freir las patatas tipo francés. Las personas encuestadas eran las que elaboraban
este producto en sus hogares de forma habitual. El formato de encuesta que se llevé a
cabo se muestra a continuacién:
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DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA

ENCUESTA DE CONSUMO Y FORMA DE PREPARACION DE PATATAS FRITAS

(Se incluyen patatas utilizadas para guarnicion, a lo pobre, incorporadas a guiso, y

utilizadas para elaboracion de tortilla)
(no rellenar)
CUESTIONARIO

N°

Se esta realizando un estudio sobre la frecuencia de consumo y formas de preparacion de

patatas fritas. Agradecemos su colaboracion.

Marque con una X la opcion elegida:

1.- Procedencia: Provincia Municipio

2.- Sexo: Varén I:l Mujer I:l
3.-Edad: Menos de 25 afios |:| 25 - 50 |:| 51 - 65 |:| Mas de 65 |:|

PREPARACION DE PATATAS FRITAS:

4.- Namero de personas para las que prepara la comida: ‘ 1 ‘ 2 | 3 ‘ 4 | 5 ‘ mas ‘
5.- Tipo de patatas que frie: Crudas |:| Congeladas |:|

66.- Tipo de patatas que compra: Para freir I:l Patatas nuevas I:l Patatas viejas I:I No selecciono I:l
7.- Frecuencia de compra: Cada semana I:I Cada 15 dias I:l Cada mes I:l
8.- Lugar de almacenamiento: Cocina I:I Despensa I:l Lavadero o patio I:l
9.- ¢Deja las patatas en remojo?: Si (enteras) I:I Si (cortadas) I:l No I:l
10.-Tiempo que las deja: Menos de 30 min I:I 30-60 min |:| Més de 60 min |:|
11.- Formas de corte mas frecuente: Alargadas I:I Cuadraditos o trozos |:| Léminas o rodajas |:|

12.- Forma de freirlas: Freidora I:I Sartén I:I
13.- Tipo de aceite que utiliza: Oliva I:I Girasol |:| Otros |:|

14.-Frecuencia de preparacion de patatas fritas a la semana: (Dias) ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘

15.- ¢Como le gustan las patatas?: Poco fritas I:I Normales I:l Muy fritas o tostadas I:l



2.3. DETERMINACIONES ANALITICAS

2.3.1 Andlisis de acrilamida por HPLC-MS en patatas fritas tipo francés

Fundamento

Analisis de acrilamida por cromatografia liquida de alta resolucidn-espectrometria de
masas.

Muestras

Las muestras analizadas por estos métodos son las que corresponden al apartado
2.1.1.2.

Instrumental

* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

e Agitatubos Vortexer Cleaver scientific Ltd

e Ultraturrax T25 Digital (IKA)

* Centrifuga Sigma 2-16PK Sartorius

e Speed-vac (Savant SPD111V)

e Cartuchos de extraccion (HLB Waters Oasis 30mg/1cc)

e HPLC-MS (LC Agilent 1100 acoplado a un detector MS Agilent Quadrupole)
e Columna Intersil 25x0,46x5 micras, Tecknokroma, Madrid, Espafia)

Reactivos

e Bisulfito sédico (Albus) al 1%

» Acido citrico (Panreac) al 1%y al 0,5%

e Bicarbonato sédico (Panreac) al 1%

» Acido ascérbico (Panreac) al 0,5%

¢ Metanol (Panreac)

 Acrilamida marcada (IL Acrilamida *3C; (+ 100 ppm hydroquinona) 1mg/ml en
metanol)

e Disoluciones clarificantes: ferrocianuro potasico al 15% (Merck) (Carrez 1),
acetato de Zinc al 30% (Carrez Il).

e Agua MilliQ

e Eluyente: acido acético:metanol:agua milliQ (0,1:1,0:98,9)



Preparacion de la muestra

Antes de los analisis se procede a desengrasar las muestras como en apartado
2.3.1.

Procedimiento

El procedimiento de analisis de acrilamida por HPLC-MS se realizd6 como se
detalla a continuacién:

Extraccion: A 1g de patata frita desengrasada se afiaden 5ml de metanol y 100 ul de
patron interno (acrilamida marcada). Se tritura en la ultraturrax, se agita y se
centrifuga a 42C durante 10 minutos a 4500 rpm. El sobrenadante obtenido se pasa a
un tubo limpio y se afiaden 25 pl de Carrez | y 25 pl de Carrez Il y se vuelve a
centrifugar en frio durante 5 minutos. Se pasas 1ml del sobrenadante a tubos
eppendorf y se evapora por speed-vac. Una vez que se ha evaporado se afiade a cada
tubo 1ml de agua milliQ y se agita durante unos segundos para resuspender el
extracto. Este extracto se filtra utilizando unos cartuchos de extraccién HLB, |,
previamente acondicionado con 1 ml de metanol y 1 ml de agua destilada,
descartandose las primeras 8 gotas y se recoge en viales para inyectar en el HPLC-MS.

Andlisis cromatogrdfico:

- Volumen inyectado: 60 ul.

- Tiempo de analisis: 10 minutos.

- Temperatura de la columna: 32 ¢C
- Flujo 0,6 ml/min.

Identificacion: se realizd mediante la concordancia del tiempo de retencién y el
espectro de masas.

Los iones monitorizados fueron (m/z) 72, 55 y 27 para la acrilamida y m/z 75 y 58 para
13C3 —acrilamida.

Determinacion: se realizd6 por el método del patron interno utilizando acrilamida
marcada 13C3,

Para la curva de calibrado se tomdé como ordenada el valor resultante de dividir el drea
del pico de acrilamida (m/z 72) entre el area del pico del patrén interno (m/z 75) y
como abscisa la concentracién en ppb de acrilamida en disolucion de medida. La
ecuacién de una curva tipo se muestra a continuacién (25-1000 ppb):



Y =0,0013X +1,9307 r®=0,9993

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccion.

2.3.2 Andlisis de acrilamida por UPLC-MS/MS en rebozados con harina y pan rallado
y picatostes

Fundamento

Analisis de acrilamida por cromatografia liquida de alta resolucién-
espectrometria masas/masas.

Muestras

Las muestras analizadas por este método son las que corresponden a los
apartados 2.1.2.1y 2.1.2.2.

Instrumental

* Agitatubos Vortexer Cleaver scientific Ltd

* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

e Centrifuga Sigma 2-16PK Sartorius

e Speed-vac (Savant SPD111V)

e Cartuchos de extraccion (HLB Waters Oasis 30mg/1cc)

e Cromatdgrafo liquido de ultra alta resolucién y espectrofotémetro de masas:
Acquity UHPLC BEH system y Waters Xevo TQ-S tandem mass spectrometer
(Waters Co., Milford, MA)

Columna cromatografica: Aquity HPLC HSS T3 ( 2.1 x 100 mm 1,8 um)

Reactivos

- Metanol (Panreac)
- Acrilamida marcada (Acrylamide 3¢ min 99 % atom; Isotec)
- Disoluciones clarificantes: ferrocianuro potasico al 15% (Merck) (Carrez 1),

acetato de Zinc al 30% (Carrez Il).
e Agua MilliQ
e Eluyente: agua (A) y metanol (B) (Sigma).



Procedimiento

El procedimiento seguido fue similar al descrito anteriormente ( 2.3.3) solo que
se partio de 1 g de muestra (rebozados, empanados y picatostes).

Andlisis cromatogrdfico

Volumen inyectado: 5 I

e Flujo: 0,2 ml/min.

e Rampa de elucidn (tabla adjunta)
e Temperatura: 40°C.

¢ Tiempo de analisis: 7 minutos.

Rampa de elucién de acrilamida

Tiempo (minutos) | %A | %B
0-2,5 100 0
2,5-2,6 0 100
2,6-4,6 0 100
4,6-4,7 100 0
4,7-7 100 0

Identificacion: se realiz6 mediante la adicion de acrilamida patrén observando el
incremento obtenido, la concordancia con el espectro de masas y el tiempo de
retencion.

Los iones monitorizados fueron (m/z) 72, 55 y 27 para la acrilamiday m/z 75y 58 para
3¢, —acrilamida.



Determinacion: Se realizo por el método del patrén interno utilizando acrilamida
marcada 3C3_Para la curva de calibrado se tomé como ordenada el valor resultante de
dividir el area del pico de acrilamida (m/z 72) entre el area del pico del patrén interno
(m/z 75) y como abscisa la concentracion en ppb de acrilamida en disolucién de
medida (0-72 ppb).

Ecuacion tipo obtenida:

Y =0,858262X + 0,8728  r’=0.9952

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccion.

2.3.3 Andlisis de acrilamida en patatas fritas tipo chips por GC-MS

Fundamento

Analisis de acrilamida por cromatografia de gases e identificacion por
espectrometria de masas.

Muestras

Se analizaron las muestras de patatas fritas comercializadas descritas en el
apartado 2.1.1.3

Instrumental

e Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

e Cromatégrafo de gases-masas: Trace 2000 (Thermo Electron Corporation)-
detector de trampa idnica Polaris Q.

¢ Columna cromatografica: capilar TR-Waxms 30 m x 0,25 mm, 0,25 um (Thermo)

e Filtros: Millipore de 0,2y 0,45 um

e Centrifuga Sigma 2-16PK Sartorius

* Agitatubos Vortexer Cleaver scientific Ltd

* Rotavapor: Biichi R-114

Reactivos

e Hexano para desengrasar (Panreac)
e Acrilamida 99% (Sigma-Aldrich)



 Acrilamida marcada (Acrilamida **C3 min 99 % atom; Isotec)

e Disoluciones clarificantes: ferrocianuro potdsico al 15% (Merck) (Carrez ),
acetato de Zinc al 30% (Carrez Il).

e Bromuro potasico (Fluka)

e Acido bromhidrico al 45% (Panreac)

e Solucidn saturada de bromo (1,6 mL de bromo / 100 mL de agua)

e Tiosulfato sddico hidratado 1M (Panreac) (2,48 g / 10 mL agua)

e Acetato de etilo (Sigma-Aldrich)

e Trietilamina (Sigma-Aldrich)

* Disolucidon de calibracion: a partir de diluciones obtenidas de la disolucién
madre de acrilamida 1300 ppb para obtener una curva patrén con
concentraciones entre 6 y 325 ppb.

Preparacion de la muestra

Antes de los analisis se procede a desengrasar las muestras del siguiente modo:
se trituran las patatas con una picadora doméstica. Se toma una cantidad de patata
frita triturada en un tubo y se le afiade hexano hasta que las cubra un dedo por
encima. Se agitan durante unos minutos. La grasa se debe haber disuelto en el hexano
pasando éste a tener un color amarillo fuerte. Se deja reposar unos minutos y se
desecha el hexano. La extraccion se repite varias veces hasta que el hexano utilizado
sea casi incoloro. La muestra se seca con nitrégeno para eliminar los restos de hexano
y quede totalmente seca antes de la extraccidon de acrilamida.

Procedimiento

El procedimiento de analisis de acrilamida por gases-masas se realizé de
acuerdo al método desarrollado por Pittet y col. (2004).

Extraccion: se pesan aproximadamente 0,5 g de muestra en tubos de 10 mL y se le
afiade 5mL de una disolucién de acrilamida marcada de 100 ppb en agua destilada, se
adicionan 0,25 mL del reactivo Carrez I, 0,25 mL de reactivo Carrez Il y 2 mL mas de
agua destilada y se agitan durante un minuto en el agitatubos para posteriormente
centrifugar a 9000 rpm durante 5 minutos recogiendo el sobrenadante en un matraz
aforado de 20 mL; se realizan dos extracciones mas sobre la misma muestra afiadiendo
5 mL de agua y una vez finalizadas las 3 extracciones se completa con agua destilada
hasta el enrase.



Derivatizacion: A los 20 mL extraidos se le adicionan 1,2 g de KBr, 400 uL de HBr 45% y
2 mL de una solucién saturada de Br,. Se lleva a oscuridad durante 3 horas.
Transcurrido ese tiempo, se adicionan 0,5 mL de tiosulfato sédico. A continuacion se
hacen 3 extracciones con 10 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 pL de
trietilamina y se filtra a través de filtros Millipore de 20 um.

Andlisis cromatogrdfico:se utilizdo el modo de inyeccion splitless. El programa de T2
utilizado fue el siguiente: 1 minuto a 40 2C, rampa de 10 2C/min hasta 100 2C y rampa
de 50 2C/min hasta 150 oC. El helio fue utilizado como fase mavil a un flujo de 1,5
mL/min. El método de deteccion utilizado fue por impacto electrénico con T2 de la
fuente a 250 °C. Los datos fueron integrados y cuantificados con el software Xcalibur
(Thermo Electron Corporation).

Identificacion: se realizd mediante la concordancia del tiempo de retencién y el
espectro de masas. Los iones monitorizados fueron (m/z) 70, 149, y 151 para el 2-
bromopropenamida y m/z 110 y 154 para 2-bromo (*3C; ) propenamida.

Determinacion: se realizd6 por el método del patron interno utilizando acrilamida
marcada 13C3.

Para la curva de calibrado se tomdé como ordenada el valor resultante de dividir el drea
del pico de acrilamida (m/z 149) entre el 4rea del pico del patrén interno (m/z 154) y
como abscisa la concentracién en ppb de acrilamida en disolucion de medida. La
ecuacién de una curva tipo se muestra a continuacion:

Y =0,009X.0,028 r?=0,9981

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccién.



2.3.4 Andlisis de acrilamida en papillas por GC-MS

Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.2.3.

El procedimiento seguido fue similar al descrito anteriormente solo que se
partié de 5 g de muestra. Un esquema del mismo se muestra en el siguiente esquema:

5 g de muestra

+ 500 ul Carrez | + 500 ul Carrez Il

l 3 centrifugaciones

20 ml de muestra extraida en H,0O

+ 1200 mg de KBr
+400 pl HBr al 45%
+2000 pl Solucién saturada de Br ,

l Agitar

3 h en oscuridad

}

+500 pl Na,S,0,1M

}

3 extracciones con Acetato de Etilo

}

Desecar en rotavapor

}

Resuspender en 1000 pl de Acetato de etilo

}

+200 pl de Trietilamina

}

Pinchar 2 ul en cromatdgrafo




2.3.5. Analisis de precursores

2.3.5.1. Azucares

Se realizé por dos procedimientos cromatografia gaseosa con deteccién de

ionizacion de llama (CG-FID) (glucosa, fructosa y sacarosa) y por volumetria (azUcares

reductores).

a. GC-FID

Fundamento

Determinacién de los mono y disacaridos mediante cromatografia gaseosa,

previa formacion de los derivados trimetilsililados de sus oximas.

Muestras

Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.1.2.

Instrumental

Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

Bafio:selecta

Cromatografo de gases: Autosystem GC (Perkin Elmer) e integrador-
computador Perkin-Elmer Nelson con programa 1020.

Columna cromatografica: Columna capilar Chrompack CP-SIL 5 CB de 25 m x
0,25 mmy 0,25 pum (Sugelabor).

Microjeringa graduada: Hamilton-Bonaduz 7002 de 2 pl.

Rotavapor: Buchi modelo B-480.

Centrifuga: Centrifuga Sigma 2-16PK Sartorius

Estufa:selecta

Reactivos

Alcohol 802 (Sigma)

Disolucion de patrdén interno (mioinositol 0,9935% y trehalosa 0,6752% - Sigma)
en metanol:agua en proporcion 60:40

Disolucion de clorhidrato de hidroxilamina (Panreac) al 5% en piridina
(Panreac).

Hexametildisilazano (Sigma)

Acido trifluoroacético (Merck)

Hexano (Panreac).

Azucares patrén: glucosa, fructosa y sacarosa (Merck).

Preparacion de la muestra

Extraccion: Las patatas se pelan y se rallan utilizando un rallador de cocina. Se pesan
aproximadamente 10 gramos de muestra y se introducen en tubos de centrifuga. Para



la extraccion se afade 40 ml de alcohol de 802. La extraccidn se llevd a cabo durante
una hora en un bano maria a 802 C y tras centrifugar las muestras para recoger los
extractos se realizd una segunda extraccion. Se mezclan los dos extractos y se llevan a
un volumen final de 100 ml con alcohol de 80¢.

Derivatizacion: El analisis se realizé siguiendo el método de Fernandez-Artigas y col.
(2001). Se toman 10 ml de extracto de patata, se afiade 1 ml de disolucién de patrén
interno y se deseca completamente en un rotavapor. Se afiaden 2 ml de clorhidrato de
hidroxilamina y se incuba durante media hora a 752 C. Pasado el tiempo de incubacién
se toma 1 ml de cada matraz y se transfiere a un tubo de vidrio con tapdn de rosca y se
generan los trimetilsilil derivados de los azucares mediante adicion de 1 ml de
hexametildisilazano y 100 pl de acido trifluoroacético. A continuacién se incuba
durante 1 hora a 652 C. Posteriormente se enfria, a cada tubo se afnaden 100 pl de
hexano para disolver la muestra, se agita y se afiade 1ml de agua destilada. Tras
agitacion y reposo se forman dos capas y se procede al analisis de los derivados
contenidos en el hexano (capa organica superior).

Andlisis cromatogrdfico

* Volumen inyectado: 1 pl.

e Temperatura del inyector: 270°C.

e Temperatura del detector: 3259C.

¢ Detector: detector de ionizacién de llama (FID).

e Splitt 1:20.

* Flujo del gas portador (N,): 1,43 ml/min.

¢ Tiempo de andlisis: 50 minutos.

e Programa de temperatura y tiempos: temperatura inicial 1802C, incremento de
292C/min hasta 2062C y entonces incremento de 102C/min hasta 3002C donde
permanece 30 minutos.

Identificacion
La identificacidn se realiz6 mediante concordancia con el tiempo de retencién
de los derivados obtenidos de los patrones y de los diversos azucares.

Determinacion
Se realizd por el método de patréon interno: mioinositol (0,25%) para
monosacaridos y trehalosa (0,5%) para disacaridos.

Curvas de calibrado: se realizaron tres curvas de calibrado La curva de calibrado
para cada azucar fueron las siguientes:

GLUCOSA Y = 1,5487 X — 0,0879 r’ =1




FRUCTOSA Y=1,7145X - 0,047 r’ =1

SACAROSA Y=0,816X + 0,0065 1> =0,9964.

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccion.

b) Volumetria

Fundamento

Titulacién con tiosulfato sédico del yodo producido por el sulfato de cobre no

reducido por los azlcares presentes en la muestra los azlucares reductores presentes
en la muestra.

Muestras

Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.1.2.

Instrumental

Balanza digital: Mettler modelo AE 200
Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Perlas de vidrio

Mechero Bunsen

Bureta

Reactivos

Disolucion de tiosulfato sodico 0,IN: 24,82 g de tiosulfato sddico
pentahidratado (Panreac) y 3,8 g de borato sédico decahidratado (Albus)
disueltos en 1L de agua desionizada.

Disolucion de acido sulfurico 10N (Panreac).

Disolucidn de yoduro potdsico al 30%(Panreac).

Fehling A: 34,64 g sulfato de cobre pentahidratado (Probus) en 500 ml de agua
desionizada.

Fehling B: 173 g tartrato sodico-potasico tetrahidratado (Panreac) y 50 g
hidroxido sédico (Panreac) disueltos en 500ml de agua desionizada.

Disolucion de almidén (Panreac) soluble

Glucosa anhidra (Sigma)

Preparacion de la muestra

Extraccion: la extraccién de azucares se lleva a cabo como se ha explicado
anteriormente para el apartado 2.2.5.1.a) (GC-FID).



Procedimiento

Se toman 20 ml de extracto de patata obtenido anteriormente y se llevan a un
matraz enrlenmeyer de 250 ml. Se afiaden 10 ml de Fehling A, 10 ml de Fehling B, 10
ml de agua desionizada y 2-3 perlas de vidrio. La mezcla se lleva a ebullicién en un
mechero Bunsen y se deja hervir durante 2 minutos. A continuacién se enfria
rapidamente en un bafio de hielo, y cuando esté frio se adicionan 10 ml de yoduro
potasico al 30%, 10 ml del acido sulfdrico 10N y unas gotas de almidén. La valoracién
se realiza con tiosulfato sédico 0,1N. La muestra blanco se realiza con 20 ml de alcohol
de 802 en lugar de los 20 ml de extracto.

La curva de calibrado utilizada fue realizada utilizando glucosa anhidra y fue la
siguiente:

| Y=0,0036 X +0,0007 r’ = 0,9975.

2.3.5.2. Aminoacidos

Se realizaron por dos procedimientos HPLC (donde se determinaba el
aminoacido asparragina) y por volumetria donde se median aminoacidos totales.

a) HPLC

Fundamento
Determinaciéon de asparragina por HPLC tras formacion de un derivado
fluorescente.

Muestras
Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.1.2.

Instrumental

* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

e Cromatdgrafo Varian Prostar, bomba Varian Prostar modelo 230, detector de
fluorescencia Varian Prostar modelo 363, valvula de columna Varian Prostar
modelo 500.

e Columna Phenomenex C18(2) 5um 150x4,60 (Jasco).

¢ Microjeringa marca Hamilton de 25 pl.



Reactivos

e Tampon fosfato pH 7,2: 2,34 g de fosfato monosédico dihidratado (Probus) y
2,13 g de fosfato disédico (Probus) disueltos en 1L de agua milliQ.

¢ Tampon borato 0,4M pH 9,5: 3,814 g de borato sddico decahidratado (Probus)
disuelto en 100 ml de agua milliQ

e OPA: 50 mg de reactivo o-phtaldialdehido (Sigma), 1 ml de metanol, 3 ml
tampodn borato 0,4 M pH 9,5, 50 ul de mercaptoetanol (Aldrich) y 2 ml de
tampdn borato. La mezcla se utiliza diluida a la mitad con tampdn borato.

e Eluyente: tampodn fosfato pH 7,2 (A) y acetonitrilo (B) (Sigma).

Preparacion de la muestra

Extraccion: Las patatas se pelan y se rallan como en el procedimiento anterior. Se
pesan aproximadamente 10 gramos de muestra y se introducen en tubos de
centrifuga. Para la extraccion se afiaden 40 ml de alcohol de 332. La extraccidn se llevo
a cabo durante una hora a temperatura ambiente y tras centrifugar las muestras para
recoger los extractos se realizd una segunda extraccion. Se mezclan los dos extractos y
se llevan a un volumen final de 100 ml con alcohol de 332.

Derivatizacion: A 200 ul de muestra se afiaden 400 ul de tampdn borato y 50 ul de
OPA. Inyectar exactamente a los 5 minutos.

Andlisis cromatogrdfico

* Volumen inyectado: 20 ul.

¢ Flujo: 1 ml/min.

e Rampa de elucién (tabla adjunta)

e Longitud de onda de excitacion 345 nm y de emisién 415 nm.
¢ Tiempo de analisis: 55 minutos.

Rampa de elucién de asparragina

Tiempo (minutos) % A %B
0-10 85 15
10-15 84 16
15-20 80 20
20-25 75 25
25-30 65 35
30-35 50 50
35-43 30 70
43-55 85 15




Identificacion

La identificacidn se realizd mediante concordancia con el tiempo de retencién
del derivado fluorescente de la asparragina.

Determinacion

La cuantificacion se realizd por estandar externo utilizando la siguiente curva de
calibrado (intervalo 0.02432-0.551 pug de asparragina),

Y =5737X +2,5753 r’=0.9991

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccidn.

b) Volumetria

Fundamento
Determinaciéon de aminoacidos totales por volumetria acido-base previo
blogueo del grupo amino con formaldehido.

Muestras
Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.1.2.
Instrumental
e Matraz Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
* Erlenmeyer de 50 ml
* Bureta

Reactivos
¢ Fenolftaleina (Panreac)
¢ NaOH 0,01N (Panreac)
¢ Formaldehido (Albus)

Preparacion de la muestra

Extraccion: la extraccion de aminoacidos totales se lleva a cabo como en apartado
anterior se ha explicado anteriormente para el apartado 2.2.5.2.a (andlisis de
asparragina por HPLC).

Procedimiento

Se toman 10 ml de muestra y se anaden unas gotas de fenolftaleina. Afladir
NaOH hasta obtener un ligero tinte rosa. Se toman 5 ml de formol y se sigue el mismo
procedimiento. Una vez neutralizadas las dos disoluciones éstas se mezclan. El color




rosado debe desaparecer. Valorar con NaOH 0,01N hasta que la mezcla adquiera color
rosado nuevamente. (Peso molecular de la asparragina: 132,13)

2.3.6. Color

Fundamento

Medida de los pardmetros colorimétricos L*, a* y b*, utilizados como sistema
de medida oficial de la Comisidn Internacional de Eclairage (CIE).

Muestras

Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.1.2.

Instrumental

e -Colorimetro KonicaMinolta modelo CM-3500d

Preparacion de la muestra

Se siguid el método de Pedreschi y col. (2005; 2006). Se toman
aproximadamente 3g de patata y se extienden sobre una placa de vidrio. La placa se
coloca sobre la lente del colorimetro y se toman 3 medidas en 3 zonas diferentes de la
superficie de la placa. Los datos fueron procesados con el programa informatico
Spectramagic NX.

2.3.7. Furosina

Fundamento

Determinacidn por cromatografia liquida de alta resolucidn del e-N-furoilmetil-
L-lisina (furosina) generada mediante hidrdlisis acida.

Muestras

Se analizaron las muestras recogidas en el apartado 2.1.2.2y 2.1.2.3



Instrumental

* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

e Cromatdgrafo liquido de alta resolucién: Waters 600 con detector UV/VIS Konic
200. Inyector manual y programa informatico de calculo Star Chromatography
WorkStation Version 6. Varian

e Columna cromatografica: C8. Furosine-dedicated (250 x 4,60 mm i.d.). (Alltech).

e Cartuchos de extraccién en fase sélida: Sep-pack C18 (Millipore).

* Horno Pasteur: Selecta.

e Filtros: Millipore de 0,2y 0,45 um

e  Tubos pyrex de 19 cm de altura y 1 cm de didmetro con tapon de rosca y junta
de teflon (Sugelabor).

e Baio de agua: Selecta.

Reactivos

e Furosina patrén del 74,4% de pureza (Neosystem laboratoires).

¢ Metanol para HPLC (Panreac).

» Acido clorhidrico 7,95 M y 3 M (Panreac).

» Acido acético glacial para HPLC (Panreac).

¢ Cloruro potasico (Panreac).

e Eluyente A: disolucion acido acético 0.4% (V/V).

e Eluyente B: cloruro potasico 0.3% en eluyente A (P/V).

¢ Disolucion madre de furosina de 0,744 mg/ml.

* Disolucidon de calibracién: a partir de diluciones obtenidas de la disolucidn
madre de furosina se mezclaron con hidrolizado de harina de trigo para obtener
concentraciones de 0,011, 0,016, 0,024, 0,032, 0,048, 0,063, 0,127, 0,191, 0,275,
0,413y 0,551 ug en los 50 ul inyectados en el cromatégrafo tras purificacion.

Preparacion de la muestra

Las muestras se dejaron a temperatura ambiente previa a su analisis.

Procedimiento

El analisis de furosina se realizd siguiendo la técnica desarrollada por Guerra-
Herndndez y Corzo (1996).

Se pesan aproximadamente 180 mg de muestra en un tubo pyrex con tapon de
rosca y junta de teflén y se adicionan 6 ml de acido clorhidrico 7,95 M. Se burbujea
nitrégeno durante 2 minutos y se lleva a estufa a 110°C durante 24 horas. El
hidrolizado se filtra y 0,5 ml del mismo se pasan a través de un cartucho Seppack C18



previamente acondicionado con 5 ml de metanol y 10 ml de agua. La muestra se eluye
con 3 ml de acido clorhidrico 3 M.

Andlisis cromatogrdfico

* Volumen inyectado: 50 ul.

*  Flujo: 1,2 ml/min.

e Rampa de elucidn (tabla adjunta)

e Sensibilidad 0.002 AUFS.

¢ Longitud de onda del detector: 280 nm.
e Tiempo de andlisis: 32 minutos.

e Temperatura de la columna: 37 2C.

Rampa de elucion de furosina.

Tiempo (minutos) | %A | %B
0-13 100 0
13-20 100 0
20-22 50 50
22-23 50 50
23-32 100 0
32 100 0

Identificacion

Se realizé mediante la adicidn de patrdn de furosina observando el incremento
obtenido y concordancia con el tiempo de retencién de la furosina patron.

Determinacion

Se realizd por el método de patrdon externo. Curva de calibrado: para la
construccion de la curva se tomé como ordenada el area del pico de furosina y como



abscisa la cantidad del mismo en ug inyectados. Se abarcé un rango desde 0,0054
hasta 0,551 ug.

Y = 4026044,04X + 6172,8  r*=0,9996

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado de muestra y de inyeccion.

2.3.8. Determinacidn de hidroximetilfurfural, furfural y glucosilisomaltol

Fundamento

Determinaciéon por cromatografia liquida de alta resolucién del
hidroximetilfurfural (HMF), furfural y glucosilisomaltol (GIM) contenido en las
muestras previa adicion de clarificante y posterior purificacion con disolvente
organico.

Muestras

Se analizaron las muestras recogidas en el apartado 2.1.2.3

Instrumental

* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

* Cromatdgrafo liquido de alta resolucién (JASCO): LG-2080-04 Quaternary
Gradient Unit, UV-2075 plus Detector, Interface LG-Net II/ADC y el software de
cuantificacion (ChromPass Chromatography Data System) todo ello acoplado a
un inyector automatico (Water 717 plus autosampler).

* Columna cromatografica: Kromasil Cyg (54m 250 mm x 4,6 mm) (Sugelabor).

e Centrifuga: Universal 320 Hettich Zentrifugen.

* Agitador de tubos: Mixo-tub modelo 30 Gricel.

* Filtros: Millipore de 0,2 y 0,45 um.

* Rotavapor: Buchi modeloR-114 y B-480.

Reactivos

¢ Disoluciones clarificantes: Ferrocianuro potadsico al 15% (Merck) (Carrez 1) y
acetato de zinc al 30% (Merck) (Carrez Il).

e Eluyente: Acetonitrilo para HPLC (Panreac)-agua desionizada (5:95).

e Disoluciéon madre HMF: 3.57mg/| de 5-hidroximetilfurfural (Merck).

e Disolucién madre de furfural: 2320 mg/| de 2-furancarbaldehido (Merck).

* Disolventes organicos para purificacion y concentracién: Triclorometano para
HPLC (Panreac).



Preparacion de la muestra

Las muestras se dejaron a temperatura ambiente previa a su analisis.

Procedimiento

El analisis se realizé mediante la técnica desarrollada por Guerra Hernandez y
col., (1992) Y Garcia-Villanova y col., (1993) para la determinacion de HMF en cereales
infantiles y cereales de desayuno incluyendo algunas modificaciones.

Extraccion

Se depositan aproximadamente 0,6 gramos de muestra en tubos de centrifuga
de 10 ml, se adicionan 5 ml de agua desionizada y 500 I de solucidn clarificante Carrez
| 'y 500 pl de Carrez Il, tras lo cual se agitan en agitador de tubos durante 2 minutos.
Las muestras se centrifugan durante 10 minutos a 9000 rpm y se separa el
sobrenadante, que se lleva a un matraz aforado de 10 ml.

Se adicionan 3 ml de agua desionizada al precipitado, homogeneizandolo con
la ayuda de una varilla de vidrio, se agita durante 2 minutos y se centrifuga de la
misma forma que la vez anterior. Se recoge el sobrenadante junto al otro y se repite
este procedimiento una vez mas. Los tres sobrenadantes obtenidos se llevan a 10 mly
se filtran a través de un filtro de 0,2 pm antes de inyectar.

Purificacion y concentracion

Se depositan los 10 ml extraidos en una ampolla de decantacion, se le
adicionan 10 ml de triclorometano y se agita manualmente durante 30 segundos, tras
lo cual se recoge la fase inferior (fase organica) y se repite la extraccion 9 veces mas.
Tras recoger todas las fases orgdanicas se adicionan 4 ml de agua desionizada y se
elimina en rotavapor todo el disolvente organico (2 minutos, 502C). Por ultimo se filtra
la fase acuosa a través de un filtro de 0.2 pm antes del analisis cromatografico. Por
otra parte la fase inorganica resultante de completar la purificacion es la utilizada para
la determinacién de GIM tras su paso por un filtro de 0.2 pm antes del analisis
cromatografico

Andlisis cromatogrdfico
* Volumen inyectado: 20 .
e Flujo: 1 ml/min.
e Condiciones isocraticas.
e Temperatura: 25°C.
e Sensibilidad: 0,01 AUFS.
¢ Longitud de onda del detector: 280 nm.
e Tiempo de analisis: 20 minutos.



Identificacion

Se realizd6 mediante la adicion de patrén de HMF y furfural, observando el
incremento obtenido y la concordancia con el espectro del compuesto puro vy el
tiempo de retencion.

Determinacion

Se utilizd el método de estandar externo.

Curvas de calibrado: se realizaron varias curvas de calibrado para cubrir el
intervalo de concentraciones de HMF (0,1 mg/l hasta 1,0 mg/l) y de furfural (0,021
mg/l hasta 0,1 mg/l) en muestras. Se tomé como ordenada la altura del pico de
HMF/furfural/GIM y como abscisa la concentracion del mismo en mg/l. Para la
cuantificacion del GIM se utilizé la misma curva que para el HMF.

Las ecuaciones obtenidas fueron las siguientes:

ParaHMF Y =4,9115X-0,0438 r’=0,9988

Para Furfural Y =5,9006X —0,0050 r’= 0,9970

2.3.9. Determinacidn de productos finales de pardeamiento

Fundamento
Determinacidn de la fluorescencia de muestras extraidas con agua.

Muestras
Se analizaron algunas de las muestras recogidas en el apartado 2.1.2.3

Instrumental
e Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
e Lector de fluorescencia FLUOstar Omega BMG Labtech (longitud de excitacidon
de 360 nm y 460 nm de emisién)
* Centrifuga: Universal 320 Hettich Zentrifugen.
* Agitador de tubos: Mixo-tub modelo 30 Gricel.
* Filtros: Millipore de 0,2 um.



Reactivos
e AguamilliQ

Preparacion de la muestra

Las muestras se dejaron a temperatura ambiente previa a su analisis.

Procedimiento
El analisis se realizé mediante la técnica desarrollada por Raposeiras-Roubin
y col. (2011) con algunas modificaciones.

Extraccion

Se depositan aproximadamente 1 gramos de muestra en tubos de centrifuga de
10 ml, se adicionan 5 ml de agua desionizada y se agitan en agitador de tubos durante
2 minutos. Las muestras se centrifugan durante 10 minutos a 9000 rpm y se separa el
sobrenadante, que se lleva a un matraz aforado de 10 ml.

Se adicionan 3 ml de agua desionizada al precipitado, homogeneizandolo con
la ayuda de una varilla de vidrio, se agita durante 2 minutos y se centrifuga de la
misma forma que la vez anterior. Se recoge el sobrenadante junto al otro y se repite
este procedimiento una vez mas. Los tres sobrenadantes obtenidos se llevan a 10 mly
se filtran a través de un filtro de 0,2 pm antes de efectuar la medida

Expresion de los resultados

Se expresa en unidades relativas de fluorescencia (URF) y cada medida es la
media de tres determinaciones y tres extracciones por muestra

2.3.10. Andlisis complementarios

2.3.10.1. Determinacion de extracto seco

Fundamento
Determinacién gravimétrica del residuo seco, expresado en porcentaje en peso,
obtenido a partir de una cantidad conocida de muestra.

Muestras
Se analizaron las muestras descritas en los apartados: 2.1.1.2,2.1.2.1y 2.1.2.3

Instrumental
e Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
¢ Horno Pasteur: Selecta.



* Pesa-sustancias de vidrio de 2 cm de altura y de 6 cm de diametro.
* Desecador de vidrio con silica-gel bajo placa de porcelana.

Procedimiento

El analisis de las muestras se realizé siguiendo los métodos 925.10 y 984.25 de la AOAC
(1990)

Secar el pesa-sustancias a 1022C durante 30 minutos, colocar el pesa-sustancias
tapado en un desecador, dejarlo enfriar y pesarlo. Poner 1,5 g de muestra e introducir
en estufa a 1032C durante 5-12 horas, enfriar en desecador y pesar. Repetir la
operacion hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no sea mayor de 0,5
mg.

Calculos
Contenido en extracto seco % = (P-P’/ P) x 100

P’= Peso en gramos de la muestra tras la desecacion.
P = Peso en gramos de la muestra antes de la desecacion.

2.3.10.2 Determinacion de grasa

Fundamento

Determinacidn gravimétrica del residuo, expresado en porcentaje en peso, tras
extracciéon con hexano de las muestras.

Muestras

Se analizaron las muestras descritas en los apartados: 2.1.1.2; 2.1.1.3;2.1.2.1y
2.1.2.2.

Instrumental
* Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
e Tubosde5mL

Procedimiento

Se introduce una cantidad de muestra en un tubo de 5 ml y se anota el peso. Se
cubre la muestra con hexano y se agita vigorosamente un par de minutos. La grasa se
disuelve en el hexano y éste adquiere un color amarillo fuerte. Se desecha el hexano y
se repite la operacion varias veces hasta que el hexano queda incoloro después de
agitar. La muestra se seca completamente con nitrégeno. Se vuelve a tomar nota del
peso. La diferencia entre el la primera pesada y la ultima corresponde a la grasa.



Calculos
Grasa % = (P-P’/ P) x 100

P= Peso en gramos de la muestra
P’=Peso en gramos de la muestras tras extraccién con hexano

2.3.10.3. Determinacidn de proteinas

Fundamento

El contenido en proteina es el resultado de multiplicar el contenido en
nitrogeno, determinado por el método Kjeldahl, por un factor de transformacion del
nitrégeno en proteina para papillas y harinas de cereales.

Muestras
Se analizaron las muestras descritas en el apartado 2.1.2.2y 2.1.2.3

Instrumental
e Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
* Aparato Kjeldahl: Biichi modelo B-316.
e Placa calefactora: Bloc Digest 12 (Selecta)
e Tubos Kjeldhal de 300 ml.
Reactivos
e (Catalizador: 100 g de sulfato potasico (Merck), 6 g de sulfato de cobre (Merck)
y 1 g de selenio (Merck) triturados y homogeneizados.
e Acido sulftrico concentrado (Panreac).
* Disolucion de hidrdxido sddico al 33% (p/v) (Panreac).
e Disolucidn titulante: acido clorhidrico 0,100 N (Merck).
¢ Indicador Shiro-Tashiro: 0,2 g de rojo de metilo (Merck) y 0,1 g de azul de
metileno (diluidos ambos en 100 ml de etanol al 95%).
Disolucion de acido borico al 4% (Panreac).

Preparacion de la muestra
Las muestras fueron descongeladas previo analisis a temperatura ambiente.

Procedimiento
El anadlisis de las muestras se realizd siguiendo el método n2 920.87 de la
Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, 1990).

Se depositan alrededor de 3 g de muestra en un tubo de digestion y se afiaden
2 g de catalizador, 50 ml de H,S0; concentrado y unas perlas de vidrio. Se mezcla
suavemente y se lleva a la placa calefactora donde se realiza la digestién durante 30
minutos a 2002C, 90 minutos a 4002C y 30 minutos en extraccion de vapores. Se deja
enfriar y se afaden 50 ml de agua



En un erlenmeyer de 250 ml se afiaden 50 ml de acido bdrico al 4% y unas gotas
de indicador. Se ajusta el tubo Kjeldhal al aparato de destilacion y se afladen NaOH al
33% hasta cambio de color y se procede a su destilacién en vapor de agua durante 6
minutos. Se recogen 250 ml de destilado y se valora con acido clorhidrico 0.100 N. Se
efectla una prueba en blanco.

Calculos
% Nitrogeno = (V x 0,100 x 1,4)/P

V = ml de HCL 0,100 N gastados en la valoracion menos los mL gastados en la
prueba en blanco.

P = peso de la muestra en gramos
% Proteinas = %N x F

F= 5.7, excepto para las muestreas de arroz que fue de 5,95

2.4  ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd empleando el programa SPSS Statistics 20
(licencia de la Universidad de Granada). Todos los indicadores analizados presentaron
una distribucién normal, bien “per se” o después de su transformacién a logaritmo
neperiano. Para comparar diferencias estadisticas entre tratamientos y muestras se
realizaron andlisis de t de Student y ANOVA en una via. Para comprobar correlaciones
se utilizé un analisis de regresién de Pearson (r). Se establecié una p<0,05 para dar los
valores como significativos.
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3.- RESULTADOS

3.1 Patatas

3.1.1 Andlisis de precursores en patatas crudas: azticares reductores y aminoacidos
3.1.1.1. Puesta a punto de los métodos

Los estudios de extraccion de azucares reductores, aminoacidos totales en
medio acuoso y azucares individuales determinados por cromatografia gaseosa (CG) se
muestran en las tablas 3.1y 3.2.

Tabla 3.1 Contenido en azlcares reductores y aminoacidos (g/100g de peso fresco) seglin n®
extracciones

N2 extracciones | Azucares reductores (%) | Aminoacidos totales (%)
1 0,33 0,56
2 0,71 0,70
3 0,73 0,71

Tabla 3.2 Porcentaje de azucares individuales y total obtenido en cada extraccién por CG

Azucar | 12 ext. (%) | 22 ext. (%) | 32 ext. (%) | Total (%)
Fructosa 0,38 0,05 0,017 0,45
Glucosa 0,46 0,05 0,016 0,53
Sacarosa 0,36 0,05 0,012 0,42

La tabla 3.3 muestra el porcentaje de extraccién obtenida para los aminoacidos
totales, expresado como asparragina, con diferentes concentraciones de etanol.

Tabla 3.3 Porcentaje de aminodcidos totales (g/100g de peso fresco) con etanol de diferente
graduacién

Medio de extraccion | Agua destilada | Alcohol 332 | Alcohol 642 | Alcohol 802

Aminoacidos (%) 0,41 0,54 0,35 0,15




3.1.1.2 Determinacidon en muestras

La tabla 3.4 recoge el porcentaje de precursores de acrilamida obtenido en las
diferentes variedades de patata estudiadas.

Tabla 3.4 Precursores de acrilamida (g/100 g peso fresco) en patatas

Varieda Azucares | Glucos | Fructos | Sacaros | Azlcares | Aminoacido | Asparragin
d reductores a a (GQC) a (GC) | reductore s totales a (HPLC)
(volumetri (GQC) s (volumetria
a) (glucosay )
fructosa)
Monalis 1,46 1,23 0,78 0,27 2,01 1,03 0,16
a
Bintje 0,43 0,28 0,27 0,45 0,55 0,99 0,13
Agata 0,95 0,75 0,90 0,30 1,65 1,41 0,17
Red 1,25 0,81 0,78 0,26 1,59 0,93 0,15
pontiac
nd 0,56 0,39 0,97 0,96 nd 0,98
Fabula
. 0,41 0,22 0,18 0,35 0,40 0,61 nd
Desiree
nd 0,32 0,25 0,25 0,57 nd nd
Malaga
. 0,48 0,35 0,31 1 0,66 0,78 nd
Elodie
.. 0,23 0,07 0,06 0,59 0,13 0,48 nd
Frisia

nd=no determinado

3.1.2 Estudio de acrilamida en patatas fritas tipo francés

3.1.2.1 Contenido de precursores tras los diferentes tratamientos de remojo

La tabla 3.5 recoge el contenido de glucosa, fructosa y asparragina tras el
remojo de las patatas a 222C y 1009C en agua destilada, bisulfito sddico, acido citrico y
bicarbonato sddico. Y tras tratamiento con acido ascdrbico a 229C.




Tabla 3.5 Contenido de precursores, expresados en %, en los distintos tratamientos de remojo

Tratamiento Glucosa Fructosa Azucares totales Asparragina

222 | 1002 | 22¢ 1002 220 1002 220 1002

Agua destilada 0,72 | 0,47 | 0,41 0,30 1,13 0,76 0,91 0,89

Bisulfito sodico 0,79 | 0,37 | 0,41 0,23 1,20 0,60 1,14 0,82

Acido citrico 0,81 | 0,97 | 0,49 0,61 1,30 1,58 0,73 0,85

Bicarbonato sddico 0,58 | 1,04 | 0,35 0,68 0,93 1,69 1,05 0,65
Acido ascérbico 0,84 0,60 1,45 0,77

3.1.2.2 Distribucion de azucares en la patata

La tabla 3.6 muestra

la distribucion

intermedia y central de la variedad Malaga.

Tabla 3.6 Distribucidn de azucares en patata

% glucosa % fructosa % sacarosa % AR
Capa externa 0,49 0,36 0,37 0,86
Capa intermedia 0,25 0,21 0,12 0,46
Centro 0,21 0,19 0,07 0,40

de azucares en las capas exterior,




3.1.2.3 Contenido de azucares reductores en patatas fritas

La tabla 3.7 muestra los resultados de azlcares reductores obtenidos tras
fritura de las patatas a 1702C y 1902C después de los diferentes remojos realizados.

Tabla 3.7 Contenido de azucares reductores (g/100 g de peso fresco) seguin tratamientos y
temperatura de fritura

Muestra 1702 1902
Blanching 0,35 0,32
Agua fria 0,31 0,25
Bisulfito blanching 0,35 0,34
Bisulfito frio 0,20 0,19
Citrico blanching 0,35 0,34
Citrico frio 0,38 0,41
Bicarbonato blanching 0,42 0,48
Bicarbonato frio 0,41 0,26
Ascorbico frio 0,37 0,44

3.1.2.4 Determinacion de acrilamida en patatas fritas tipo francés tras los diferentes
remojos

La tabla 3.8 muestra los resultados de acrilamida obtenidos tras fritura de las
patatas a 1702C y 1902C después de los diferentes remojos realizados.



Tabla 3.8 Contenido de acrilamida en pg/kg en peso fresco segln tratamientos y temperatura

de fritura

Muestra 1709 1902
Blanching 503+124 917 £ 204
Agua fria 587 +£114 1018 + 65,1
Bisulfito blanching 254 + 16,6 498 + 136
Bisulfito frio 309 +61,2 5561137
Citrico blanching 371+84,0 661+ 174
Citrico frio 326 £10,1 487+ 50,2
Bicarbonato blanching 737 £217 693+256
Bicarbonato frio 412+109 6611104
Ascorbico frio 417+49,9 6241168

3.1.2.5 Determinacion de color en patatas fritas tipo francés tras los diferentes
remojos

Los resultados de los pardmetros de color obtenidos en las patatas fritas tras
diferentes remojos se observan en las tablas 3.9 y 3.10.



Tabla 3.9 Pardmetros L, ay b obtenidos tras frituraa 170y 1902 C

17092 1909 1709 19092 1709 1909
Muestra L L a a b b
No procesada 69,4 64,5 0,9 3,3 25,3 27,6
Blanching 69,4 67,7 3,5 3,1 27,1 26,1
Agua fria 68,1 63,0 3,6 5,5 26,8 27,6
Bisulfito blanching 77,6 76,3 -1,0 -1,0 27,6 28,0
Bisulfito frio 74,7 73,0 -0,7 0,7 29,0 30,4
Citrico blanching 72,6 65,0 2,2 4,8 25,1 26,7
Citrico frio 72,1 63,7 2,2 4,0 25,9 26,8
Bicarbonato
blanching 65,5 59,3 4,0 4,6 27,2 25,6
Bicarbonato frio 64,9 59,7 2,2 4,1 25,8 26,0
Ascorbico frio 66,6 62,8 3,0 4,7 26,8 27,4




Tabla 3.10 Pardmetros hy Yelow index (YI) obtenidos tras frituraa 170 y 1902 C

1709 19092 17092 1909
Muestra h h Yl Yl
No procesada 1,7 0,5 4022,8 1183,5
Blanching 0,4 0,5 1100,9 1202,1
Agua fria 0,4 0,3 1070,6 720,3
Bisulfito blanching -1,5 -1,6 -3811,5 -4069,7
Bisulfito frio -2,1 2,1 -5741,5 5962,4
Citrico blanching 0,7 0,3 1609,6 795,8
Citrico frio 0,7 0,4 1649,8 964,2
Bicarbonato
blanching 0,4 0,3 982,9 791,4
Bicarbonato frio 0,7 0,4 1678,7 901,7
Ascorbico frio 0,5 0,3 1266,2 839,1

3.1.2.6 Preparacion de patatas fritas caseras

Las tablas 3.11 a 3.19 muestran los resultados de las encuestas sobre la forma
de preparacion y consumo de patatas fritas en 256 personas que cocinan de forma

casera este tipo de alimento de forma habitual.

Tabla 3.11 Sexo de los encuestados

Sexo

Mujeres

Hombres

Personas

181

75




Tabla 3.12 Edad de los encuestados (anos).

Edad

<25

25-50

51-65

> 65

Personas

48

143

41

24

Tabla 3.13 Numero de personas para las que cocina (ndmero de comensales)

Numero de
comensales 1 2 3 4 5 >5
Personas 46 74 41 59 26 10

Tabla 3.14 Frecuencia de consumo de patatas fritas a la semana (dias/semana).

Dias uno Dos tres cuatro cinco seis siete
Personas 95 84 61 8 5 3 0
Tabla 3.15 Tipo de patatas que compra
no
Tipo freir nuevas viejas |selecciono
Personas 54 118 8 76

Tabla 3.16 Remojo de la patata cruda

Remojo

enteras

cortadas

no

Personas

23

51

182

Tabla 3.17 Tiempo que las deja en remojo (minutos)

30-60
Tiempo | <30 min min > 60 min
Personas 210 36 10




Tabla 3.18 Modo de fritura

Modo freidora sartén

Personas 79 177

Tabla 3.19 Punto de fritura.

poco
Fritura fritas normales | muy fritas
Personas 23 182 51

3.1.3 Determinacion de acrilamida en patatas tipo chips

La tabla 3.20 recoge los datos obtenidos de las 10 muestras de patatas fritas de
la modalidad “chips” obtenidas en distintos supermercados y freidurias caseras.

Tabla 3.20 Contenido de acrilamida en pg/kg en peso fresco en patata “chips”

Origen Marca pg/kg AA
Freiduria Barrio 73347
Freiduria
Freiduria centro 869163
Industrial 1 10481168
Industriales
Industrial 2 14904199
Local 1 16411268
Local 2 2181+245
Local 3 825162
Locales
Local 4 (lote 36/1) 2366+181
Local 4 (lote 34/1) 9314155
Local 4 (lote 30/59) 1080+74




3.2 Cereales

3.2.1 Determinacién de acrilamida en rebozados con harina y pan rallado.

La tabla 3.21 recoge el contenido de acrilamida obtenido en el estudio de rebozados
realizado con harina de trigo, garbanzos, arroz y trigo-maiz.

Tabla 3.21 Contenido de acrilamida en rebozados expresado en pg/kg de peso fresco

Tipo harina Tratamiento pg/kg
Sola 494+17,8
Agua 368+15,8
Trigo
Leche 196+7,97
Huevo 122+7,43
Agua 16946,22
Garbanzos Leche 140+4,55
Huevo 99+5,08
Agua 235+2,52
Arroz Leche 177+4,53
Huevo 11945,97
Agua 280+14,3
Tempura
Leche 24613,64
(trigo-maiz)
Huevo 127+5,37

La tabla 3.22muestra el contenido de acrilamida obtenido en el estudio de empanados
con pan rallado de grano fino y de grano grueso.

e Pan rallado grano grueso: pan rallado natural elaborado con harina de trigo,
agua, gluten de trigo, sal, grasa vegetal, azucar, levadura, emulgente y
colorante.

* Pan rallado grano fino: harina de trigo, agua, sal y levadura.



Tabla 3.22 Contenido de acrilamida en empanado expresado en pg/kg de peso fresco

Pan Tratamiento ug/kg
Pan rallado Huevo + pan 219+14,7
rano grueso | yarina + huevo + pan 303+3,44
Pan rallado Huevo + pan 49,7+1,57
grano fino Harina + huevo + pan 138+4,25

3.2.2 Determinacion de acrilamida y furosina en harinas y papillas de cereales
infantiles

La tabla 3.23 muestra el contenido de acrilamida, furosina y porcentaje de
proteinas de las harinas tostadas y papillas infantiles obtenidos de una industria

procesadora.
Tabla 3.23 Furosina y acrilamida en papillas de cereales
Ne Muestras % Furosina Acrilamida
proteina | (mg/100 g de (ng/kg)
proteina)
Harinas crudas
1-8 | Trigo, sorgo, avena. mijo, arroz, cebada, centeno y ND ND
maiz
Harinas tostadas
1 GHE 4,42 34,6 £10,8 ND
2 Arroz 5,45 14,8 £ 0,15 ND
3 Multicereales 6,70 19,8 +1,19 ND
4 Semolina 11,15 18,7 £ 2,64 ND
5 Sin gluten buenas noches 6,79 27,4+0,75 ND
6 Sin gluten 6,87 11,5+ 3,04 ND
Papillas
1 Cereales sin gluten (A) 6,25 325+5,93 ND
2 Cereales sin gluten (B) 5,14 342 £34,5 ND




3 Cereales sin gluten (C) 6,14 505 + 16,4 ND
4 Cereales sin gluten+ FOS (D) 5,58 265 £ 4,74 ND
5 Baby colazione cereales vanigli sin gluten (E) 5,69 417 + 53,54 ND
6 8 cereales gluten 5,59 170 + 27,64 2,2540,2
7 8 cereales miel (A) 7,00 776 £9,58 ND
8 8 cereales miel (B) 6,73 1193 £58,6 9,20+0,07
9 8 cereales miel + FOS (C) 6,20 220+ 21,6 ND
10 Baby colazione 5 cereales con gluten 7,00 361+19,3 ND
11 | Multicereales (A) 6,70 716 £ 21,6 ND
12 Multicereales (B) 6,36 895+ 75,4 9,60+1,35
13 | Multicereales + FOS (C) 5,99 164 + 4,89 0,22 (<LQ)
14 Cereales y fruta 5,49 894 + 43,5 0,33 (<LQ)
15 Multifrutas 6,30 409 +12,89 ND
16 Cereales cacao (A) 7,74 766 58,8 ND
17 Cereales cacao (B) 7,71 123+7,88 ND
18 | Arroz 5,74 783+ 17,3 ND
19 Trigo- arroz 6,16 661 £19,0 ND
20 Maiz- tapioca 11,65 122 + 3,65 ND
21 Papillas cremosa (A) 13,12 320+9,77 ND
22 | Milk free porridge (B) 10,38 426 + 44,3 ND
23 Papillas con galleta 24,35 230+9,33 2,4240,02

ND: no detectado. LQ: limite de cuantificacidn




La tabla 3.24 muestra el contenido de acrilamida, furosina y porcentaje de

proteinas de papillas obtendrias en el comercio.

Tabla 3.24 Furosina y acrilamida en papillas de cereales

Muestra

% proteina

Furosina

(mg/100 g proteinas)

Acrilamida (ug/kg)

Multicereales (casa A) 8,7 550+12.9 ND

5 cereales (casa B) 9,3 476 +21.1 12,1 +0,07
8 cereales con miel (casa B) 9,4 523 +3.98 ND
Cereales sin gluten (casa B) 7,1 578 +16.1 ND
Multicereales (casa C) 9,1 453 +17.3 24,9+3,32
8 cereales con miel (casa D) 6,5 256 +10.7 ND
Cereales sin gluten (casa D) 4,6 273 +3.95 ND

8 cereales (casa E) 8,5 86,9 +3.30 ND
Cereales con gluten (casa F) 8,5 99,7 £4.27 7,98 +1,28

ND: no detectado

3.2.3 Determinacion de acrilamida e indicadores de pardeamiento en productos de

panaderia-bolleria

La tabla 3.25 recoge la evolucidn en el contenido de acrilamida e indicadores de
pardeamiento (furosina, HMF, furfural, GIM y URF) durante el tostado de 1 a 6 minutos
del pan de molde y la tabla 3.26 el contenido de acrilamida obtenido en picatostes de

diferente tamano.




Tabla 3.25 Formacién acrilamida e indicadores de pardeamiento durante el tostado'” de Pan

de Molde (valores expresados en producto fresco)

) L. Furosina
Tiempo de Humedad | Proteinas | Acrilamida HMF Furfural GIM URE
mg/100 g
tostado (%) (%) ng/kg . mg/kg | mg/kg | mg/ke
proteina
Pan molde 27,2 14,4 9,89+1,40 | 90,3%+4,47 | 0,29+0,01| 0,37£0,01 | 0,66+0,01| 65.5+4.9
t=1min 26,3 15,7 - 95,0+2,18 | 0,35+0,01| 0,21+0,01 | 0,57+0,04 -
t =2 min 17,0 15,3 26,5+3,21 | 117+0,28 | 0,62+0,01| 0,23+0,01 |0,92+0,04| 84.0+2.8
t =3 min 12,3 - 40,915,93 - - - - -
t =4 min 10,9 15,5 58,5+5,70 | 106+4,68 |4,39+0,13| 1,46+0,02 | 3,65+0,12| 164+11.3
t =5 min 6,00 15,9 73,5+£9,93 | 73,0+2,65 | 15,2+0,80| 3,59+0,23 | 5,86+0,28| 370+11.3
t =6 min 5,10 15,9 91,0£10,9 | 79,840,11 | 19,8+0,44| 2,59+0,03 | 6,73+0,48| 413+13.4
Pan 90.51+7.8
- 15,0 124+3,86 |0,35%0,01| 0,38+0,03 | 0,98+0,01
(Corteza)
(1) Tostado en tostadora eléctrica con resistencia y ranuras en posicion vertical
Tabla 3.26 Contenido de acrilamida en picatostes (producto fresco)
- ’ . Furosina
Pan frito |Humedad| Proteinas | Acrilamida HMF Furfural GIM
mg/100 g
(%) (%) ng/kg . mg/kg | mg/kg mg/kg
proteina
Tamaiio
0,4 7,3 388+8,23 (11,89+4,57 |39,77+0,78 9,34+0,46 [9,93+0,19
(1,5x1,5)
Tamaiio
2,7 7,7 53,9+2,51 (37,81+0,64 |4,83+0,04| 2,07+£0,13 |4,06%£0,16
(2,5x2,5)

La tabla 3.27 recoge la evolucion en el contenido de acrilamida e indicadores de
pardeamiento (furosina, HMF, furfural y GIM) en productos de bolleria.




Tabla 3.27 Acrilamida e Indicadores de pardeamiento en productos de bolleria con distinta

intensidad de horneado (valores expresados en producto fresco)

; Furosina
PRODUCTO Humedad | Proteinas Acrilamida HMF Furfural GIM
mg/100
(%) (%) (hefkg) | MB/1008 | e | me/kg | me/ke
proteina
Caracola (a) 12,4 5,8 48,3 +11,31 | 325+28,9 3,93+0,11 | 0,18+0,02 | 1,40+0,01
Caracola (b) 12,5 6,2 27,3+3,45 307+12,0 4,47+0,35 | 0,28+0,01 | 1,20+0,03
Palmera 4,50 4,4 47,3+4,46 | 93,9+10,5| 60,0+3,69 2,30+0,17 | 2,09+0,15
mallorquina (a)
Palmera 6,30 5,3 15,0 + 5,51 107+43,04 7,22+0,60 | 0,19+0,01 | 0,58+0,04
mallorquina (b)
Palmera (a) 5,50 4,2 32,1+2,28 133+10,5 12,8+0,32 3,62+0,27 | 2,14+0,04
Palmera (b) 6,20 2,8 19,1+4,34 125+9,45 3,42+0,18 2,61+0,07 | 0,68+0,02
Media noche (a) 22,2 7,1 28,4+4,03 | 488+2,79 0,63+0,03 | 0,46+0,01 | 0,39+0,02
Media noche (b) 22,7 7,2 24,6 £2,77 | 363%5,55 0,43+0,02 | 0,30+0,01 | 0,01+0,00
Suizo grande (a) 18,5 8,1 25,6 £9,27 | 250+4,26 9,59+0,15 | 0,22+0,02 | 1,04+0,04
Suizo grande (b) 18,8 6,2 21,4+9,15 306+4,36 2,52+0,13 | 0,13+0,01 | 0,07+0,01
Suizo pequeiio 19,9 8,4 28,5+4,24 | 330+7,29 1,54+0,05 | 4,33+0,17 | 0,25+0,02
(a)
Suizo pequefio 21,1 7,2 29,1+0,43 340+1,63 0,41+0,01 | 0,57+0,02 | 0,03+0,00
(b)
Hojaldre (a) 2,91 9,3 20,2+1,28 | 79,8+12,6 | 5,27+0,24 1,57+0,14 | 1,17+0,07
Hojaldre (b) 3,62 6,7 26,9+3,8 109+1,58 1,39+0,09 1,50+0,09 | 0,39+0,03
Escarcha larga 19,8 7,6 30,17+0,15 | 70,3%4,35 | 0,9510,03 0,08+0,00 | 1,32+0,08
Escarcha 16,5 8,2 28,9+0,54 | 62,0+3,63 | 1,13+0,01 | 0,66+0,02 | 1,66+0,08
redonda
Torta Ines 4,60 5,2 39,1+5,74 | 320+16,0 2,82+0,17 | 0,13+0,00 | 0,42+0,01
Rosales

(a)

Coloracion mas intensa
(b) Coloracion menos intensa







4. DISCUSION






4.1 Patatas

4.1.1 Precursores de acrilamida en patatas crudas

4.1.1.1 Puesta a punto de métodos

Estudio de recuperacion de azucares

Este estudio se realizé tanto con el método volumétrico como por
cromatografia gaseosa utilizando patatas de diferente variedad.

Por el método volumétrico se observé que la cantidad de azlcares
recuperadas en dos extracciones con etanol de 802 es casi el doble que las
recuperadas en una sola extraccion (tabla 3.1). En la tercera extraccion se
observa un pequeiio aumento del 0,02%, lo que significa que en tres
extracciones sélo se recupera un 2,8% mas de azucar.

El analisis llevado a cabo por cromatografia de gases nos permite
determinar no sélo glucosa y fructosa (azucares reductores) sino también
sacarosa (tabla 3.2). En el estudio de extracciones por separado vemos que en
la primera extraccion se obtiene la mayor cantidad de azucares, lo que supone
un 85% aproximadamente. En la segunda extraccion se obtiene entre un 9 y un
12% mas y la cantidad de azucares recuperados en la tercera sélo supone
alrededor de un 3% del total.

Teniendo en cuenta estos resultados se optd por extraer los azucares de
las muestras realizando sélo dos extracciones. La mayoria de los autores usan
etanol en una sola extraccidn (Becalski y col., 2004; Olsson y col., 2004; Ohara-
Takada y col., 2005; Wicklund y col., 2006 y Brunton y col., 2007), aunque
también se ha utilizado agua (Brierley y col., 1997; Willians, 2005, De Wilde y
col., 2005 y 2006) y acetonitrilo (Vivantiy col., 2006).

Estudio de precision de azucares

La desviacion estandar para el método volumétrico fue de 0,12% (n=7)
para una muestra con una media en azUcares reductores de 0,22% (0,22 g/100
g). Las desviaciones obtenidas por el método cromatografico fueron de 0,13%
(n=5) para la glucosa, 0,18% (n=5) para fructosa y 0,03% (n=5) para sacarosa en
muestra con un contenido de 0,11%; 0,07% y 0,76% en glucosa, fructosa y
sacarosa respectivamente.



myolts

Un cromatograma representativo de este estudio se muestra en la
figura 4.1.
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Figura 4.1 Cromatograma representativo de azlcares en patata

Estudio de recuperacion de aminodcidos

El estudio de recuperacion de aminoacidos se realizé6 con el método
volumétrico. Primero se realizé un estudio de comparacion de la cantidad de
aminodcidos totales libres obtenidos en una, dos o tres extracciones (tabla 3.1).
Observando las cantidades extraidas, se comprueba que es necesario realizar
mas de una extraccion para recuperar la mayor cantidad de aminoacidos
posible, con la tercera extraccién sélo aumenta un 0,01% la cantidad extraida,
lo que supone un 1,4% del total de aminoacidos. A la vista de estos resultados

se opto, igual que en el caso de los azlcares, por llevar a cabo sélo dos
extracciones.

Aunque los aminoacidos tradicionalmente se extraen con agua, se
realizé un estudio de extraccién con diferentes disoluciones hidroalcohdlicas
con objeto de poder determinar aminoacidos partiendo del mismo extracto



utilizado para la determinacién de azucares. Los resultados (tabla 3.3) indican
que la mayor extraccion de aminodacidos se obtiene utilizando alcohol de 339,
alcanzandose 0,13% mas de aminoacidos en el extracto que usando agua
destilada, lo que supone un 25% mas de extraccion. El porcentaje de
aminodacidos obtenido con alcohol de 802 es muy bajo, lo que indica que los
aminodcidos son insolubles en etanol. Como puede deducirse no se pudo
utilizar el mismo método de extraccidn para azlcares y aminoacidos.
Habitualmente solo se utiliza una extraccion para la determinacion de
aminodcidos libres (Brierley y col., 1997; Amrein y col., 2004b; Becalski y col.,
2004; Olsson y col., 2004; Ohara-Takada y col., 2005; Willians, 2005, De Wilde y
col., 2005 y 2006; Vicklund vy col., 2006; Vivanti y col., 2006 y Brunton y col.,
2007).

Estudio de precision de aminodcidos

La desviacion estandar para la determinaciéon de aminodcidos libres
totales (método volumétrico) fue 0,06% (n=7) para una muestra con un
contenido medio de 0,48%. En el caso de la asparragina (HPLC), la desviacion
fue de 0,13% (n=6) en una muestra con un contenido medio de 0,15%.

La figura 4.2 muestra un cromatograma tipo de este estudio.
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Figura 4.2 Cromatograma tipo de asparragina libre en patata



4.1.1.2 Determinacion en muestras

Los bajos coeficientes de variacion obtenidos en los métodos permiten
su utilizacion para comprobar diferencias en el contenido de precursores de
acrilamida en patatas. Se han estudiado 9 variedades (tabla 3.4) que eran las
mas comercializadas, en el momento de su recogida, en grandes superficies y
negocios locales y por tanto, utilizadas por la poblacién para su uso culinario.

Azucares reductores

El contenido de azlcares reductores obtenido por ambos métodos
partiendo del mismo extracto de patata fue muy diferente (tabla 3.4). El
método volumétrico al ser inespecifico puede determinar otros compuestos
reductores (entre ellos la vitamina C). Sin embargo puede ser de utilidad como
método de medida sensible ya que la correlacion obtenida con el método
cromatografico es alta (R2=0,9466).

El nivel medio de glucosa fue de 0,51% y el de fructosa ligeramente
inferior 0,44% y estan dentro del intervalo recogido para otras variedades
(Amrein y col., 2003; Olsson vy col., 2004; Vivanti y col., 2006; Brunton y col.,
2007, Viklund vy col., 2008 y Halford y col., 2012). El valor medio de azucares
reductores (glucosa+fructosa) fue mads alto en la variedad Monalisa (2%),
presentando valores ligeramente inferiores las variedades Agata y Red Pontiac
(=1,6%), a continuacién las variedades Desiree, Malaga, Bintje y Elodie con
valores entre 0,4 y 1%. La variedad Frisia fue la que poseia el menor contenido
(0,1%). Las diferencias mas elevadas entre variedades fueron de 17 para la
glucosa y de 13 para la fructosa, diferencias también encontradas por otros
autores para otras variedades y que oscilan entre 5 y 68 veces (Amrein y col.,
2003; Vivanti y col., 2006; Viklund y col., 2008 y Halford y col., 2012). Estas
diferencias no sélo se deben a la variedad sino también dentro de la misma
variedad a los cambios de temperatura, precipitacién y condiciones luminicas
de los diferentes afios de cultivo que pueden producir valores entre 5 y 6 veces
mas (Viklund y col., 2008). La fertilizacién con azufre o nitrégeno (Muttucumaru
y col.,, 2013) e incluso la cantidad utilizada de agua de riego son también
factores determinantes (Muttucumaru y col., 2015). Junto a estos factores no
hay que olvidar las condiciones de almacenamiento, temperaturas por debajo
de 8-102C causan un notable incremento en azlcares reductores que son
liberados del almiddn, produciéndose el conocido endulzamiento por frio (Foot
y col., 2007; Granda y col., 2005), este efecto puede minimizarse si las patatas
se reacondicionan antes de su uso (Vivanti y col.,, 2006). Ademas de la
temperatura de almacenamiento, la atmdsfera puede tener un efecto sobre los



niveles de azlcares, niveles bajos de oxigeno suprimen la acumulacién de
azucar, mientras que un aumento de la concentracién de didxido de carbono
tiene el efecto contrario (Kumar vy col.,2004)

Aminodcidos

Una correlacién alta se obtuvo entre la determinacién de aminoacidos
libres totales con el método volumétrico (método del formol) y Ila
determinacion de asparragina por HPLC (R?=0,8981), por lo que el método
volumétrico podria utilizase como control rutinario del contenido de
asparragina al ser un método sencillo y rapido.

El contenido de asparragina (tabla 3.4) fue muy similar en las variedades
Monalisa, Bintje, Agata y Red Pontiac (=0,15%), siendo muy diferente en la
variedad Fabula (0,98%). Los valores obtenidos estan dentro del intervalo
recogido por otros autores (Brierley y col 1997; Amrein y col., 2003 y 2004b,
Brunton y col., 2007 y FoodDrinkEurope, 2014) que también observan
diferencias hasta de 5 veces en el contenido de este aminodcido, aunque su
contenido suele ser menos variable que el de los azlcares reductores. La
asparragina es el aminoacido libre dominante en los tubérculos de patata, por
lo general representa aproximadamente un tercio del total de aminoacidos
libres. Su concentracion se ve influida tanto por factores genéticos y
ambientales. Una disminucién de azufre en el medio de cultivo produce una
disminucion en el mismo y un aumento paralelo de glutamina lo que da lugar a
una reduccién en la formacién de acrilamida durante el procesado de las
patatas (Elmore y col.,, 2007 y Halford y col., 2012b).

Finalmente, considerando el uso culinario definido para cada variedad y
observando los datos recogidos en la tabla 3.4, vemos que las variedades con
mayor contenido en precursores son Monalisa y Agata, por lo que puede
predecirse que éstas seran las patatas que, una vez fritas, presentardan mayor
contenido en acrilamida. La variedad Monalisa es una patata destinada
especificamente a fritura, como asi aparece en su etiquetado comercial, por lo
que el consumo de patatas de esta variedad supone un mayor riesgo de
ingestion de acrilamida. La variedad Agata cuyo uso culinario indicado es la
coccion, también supondra un riesgo si se consume frita. Por el contrario, las
variedades Bintje, de uso culinario no especificado, o la Red Pontiac y Frisia,
destinadas a guiso o coccién, tienen un menor contenido en azlcares
reductores, principales responsables de la aparicién de acrilamida, por lo que
su consumo como patatas fritas supondra menor riesgo en la ingestién de
acrilamida.



Deducimos de estos andlisis que el criterio para definir el uso culinario al
gue va destinada una variedad de patata no es su contenido en precursores.
Seria interesante tenerlo en cuenta para poder escoger la variedad mas
indicada y asi reducir el consumo de acrilamida por la ingesta de patatas fritas.

4.1.2 Estudio de acrilamida en patatas fritas tipo francés

La variedad Fabula utilizada en este estudio es una variedad autéctona
del sur de Espafa en cuya etiqueta aparece la leyenda “para cualquier uso
culinario” y que presentaba una relacion fructosa/ asparragina inferior a 2 por
lo que previsiblemente podria generar grandes cantidades de acrilamida.

En este apartado se incluyen los estudios de precursores tras remojo y
de azucares reductores, acrilamida y color en las patatas elaboradas. También
los datos de la forma de preparacion casera de este tipo de patatas en una
pequefia muestra de las provincias de Granada y Malaga.

4.1.2.1 Contenido de precursores en patata cruda tras los diferentes
tratamientos de remojo

Se determind el contenido de glucosa y fructosa por cromatografia de
gases y de asparragina por HPLC. No se realizé el remojo con acido ascérbico
en agua hirviendo debido a la facilidad de oxidacion de este compuesto.

1.- Azucares reductores y asparragina en patata cruda

El comportamiento de la glucosa y la fructosa fue similar en los diferentes
tratamientos de remojo analizados tanto a 222 como a 1009C (tabla 3.5),
existiendo una correlaciéon de r= 0,968 (p<0,01), aunque no fue el esperado
(tablas 3.4 y 3.5) (figuras 4.3; 4.4y 4.5).
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Figura 4.4 Contenido de fructosa (%) en patata cruda y tras remojo
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Figura 4.5 Contenido de azlcares reductores (%) en patata cruda y tras remojo

Asi en agua destilada y bisulfito sédico disminuyd ligeramente a 1002C
con respecto a la patata de partida pero se incrementé a 229C. En acido citrico
y bicarbonato sédico hubo un fuerte incremento a 1002C y solo un ligero
incremento a 222C (sobre todo para el bicarbonato sédico), por tanto en estos
tratamientos el valor a 1002C fue bastante superior al de 22°C. En el caso del
acido ascoérbico hubo un incremento con respecto al valor de partida. Se puede
decir que los Unicos tratamientos efectivos fueron el remojo en caliente con
agua destilada y una solucion de bisulfito en los que el contenido de azlcares
reductores determinado fue inferior al de las patatas de partida. Comparando
ambas temperaturas de remojo (22 y 1002C) el contenido de azlcares
reductores fue mayor a la temperatura mds baja para el agua y bisulfito sddico
y mas bajo para el remojo en &cido citrico y bicarbonato sddico. Este diferente
comportamiento hace que al realizar el analisis estadistico no se encontraran
diferencias estadisticamente significativas entre el valor medio de azlcares
reductores (suma de glucosa y fructosa o de forma individual) entre 22 y 1009C.
Sin embargo a 222C se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para todos los tratamientos (p<0,05) excepto para la glucosa entre bisulfito
sodico y acido citrico y entre el cido citrico y dcido ascérbico y para la fructosa
entre agua vy bisulfito sddico. A 1002C se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para glucosa y fructosa (p<0,05) entre todos los
tratamientos excepto para la glucosa entre el acido citrico y bicarbonato sédico.



En el caso de la asparragina los tratamientos aplicados parecen tener un
mayor efecto.
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Figura 4.6 Contenido de asparragina (%) en patata cruda y tras remojo

Como se puede observar en la figura 4.6 y en las tablas 3.4 y 3.5 todos los
tratamientos de remojo en agua caliente o “blanching” han tenido como
resultado una disminucion en la cantidad de asparragina con respecto a la
patata no procesada. Para el remojo a temperatura ambiente sdlo el bisulfito y
el bicarbonato parecen no tener este efecto. Como en el caso anterior no hubo
diferencias estadisticamente significativas en los valores medios de asparragina
entre 22 y 100°C, aunque el valor medio a 100°C fue inferior a 202C (0,80
versus 0,929). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
asparragina (p<0,05) entre todos los tratamientos tras remojo a 1002C. A 22°C
también se encontraron diferencias excepto entre bisulfito sédico y acido
citrico.

El comportamiento de los azlucares reductores y la asparragina para el
mismo tratamiento a los dos temperaturas de remojo fue similar (mayor
contenido de ambos o menor en un tratamiento determinado) excepto en el
caso del bicarbonato sédico

Los resultados obtenidos coinciden con los de los trabajos realizados por
otros autores (Pedreschi y col. 2007) en el que tampoco consiguen una
disminucion significativa de precursores tras los tratamientos de remojo en
agua destilada donde el tiempo de remojo alcanza los 120 minutos y con los de
Grob y col. (2003), Pedreschi y col. (2009) y Mestdagh y col. (2008a) que
concluyen que la extraccion de azlcares en el remojo en agua destilada de Ia
patata cruda es mas efectiva a altas temperaturas, aunque disminuye al
aumentar el tiempo de remojo.



Masson y col. (2005, 2007) logran una reduccién de hasta 71,4% del
contenido en precursores con la inmersion en acido citrico aunque
concentraciones elevadas alteran la calidad sensorial en el producto final.
Mestdagh y col. (2008b) consiguen una alta reduccion en el contenido de
acrilamida en patata frita cuando realizaron un remojo previo con una solucion
de acido citrico. En nuestro caso no se obtuvo un menor valor de precursores,
sobre todo de azucares reductores, tras la adicién de acido citrico y de forma
general tampoco tras el tratamiento en agua fria o agua mas aditivo en frio, sin
embargo si se obtuvo un menor contenido de acrilamida tras estos
tratamientos de remojo lo que nos llevo a realizar el siguiente estudio.

4.1.2.2 Distribucion de azucares en patatas crudas

Para comprobar si pudiera variar el contenido de los azucares, segun la
parte considerada, lo que pudiera explicar el mayor contenido de azlcares en
algunas patatas tras remojo, se realizo el estudio de distribucion de azucares en
patata (tabla 3.6). El contenido de azucares fue diferente estadisticamente
segun la parte considerada (p<0,05), mayor en el exterior y menor valor en el
centro. Esto podria explicar el diferente contenido de azlcares en las patatas
independientemente del tipo de remojo.

4.1.2.3 Contenido de azlicares reductores en patatas fritas

Se determind el contenido de azlcares reductores por el método
volumétrico en las patatas una vez fritas después de los diferentes tratamientos de
remojo. Los valores obtenidos a 1702C fueron ligeramente superiores a los
obtenidos a 1902C excepto para el tratamiento en frio con acido citrico y ascérbico
y el bicarbonato a 1002C por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de azucares en ambas temperaturas de fritura (tabla
3.7). La tabla 4.1 muestra las perdidas encontradas después de la fritura.



Tabla 4.1. Perdidas de azUcares tras fritura

Muestra 1702 | 190¢
Blanching 0,41 | 0,44
Agua fria 0,82 | 0,88
Bisulfito blanching 0,25 | 0,26
Bisulfito frio 1,00 | 1,01
Citrico blanching 1,23 | 1,24
Citrico frio 0,92 | 0,89
Bicarbonato blanching 1,27 | 1,21
Bicarbonato frio 0,52 | 0,67
Ascorbico frio 1,08 | 1,01
Media 0,83 | 0,85

Si existié una relacion estadisticamente significativa entre el valor medio de azucares
reductores obtenido a 1702C y a 1909C de r=0,767 (p<0,01).

La pequefia diferencia observada entre el valor a 170°2C y 190°C puede deberse al
haber utilizado para la medida el método volumétrico que si bien es rapido es
inespecifico y puede incluir la capacidad reductora generada en el proceso de fritura
que es mayor a 190°C.

4.1.2.4 Contenido de acrilamida en patatas fritas tras los remojos

La tabla 3.8 y las figuras 4.7; 4.8 y 4.9 muestran los resultados obtenidos para
el contenido de acrilamida en las patatas fritas tras los diferentes tratamientos
de remojo y temperaturas de fritura.
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Figura 4.7 Contenido de acrilamida (ug/kg) en patata frita a 1702C para cada
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tratamiento
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Figura 4.9 Comparacion de acrilamida segin temperatura de fritura para cada
tratamiento

El contenido de acrilamida que se produjo cuando las patatas se frieron
a 1902°C (valor medio 679 pg/kg) fue superior al que se produjo a 1702C (valor
medio 435 pg/kg) aunque el tiempo de fritura fue menor, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01). El comportamiento en los
diferentes tratamientos fue semejante en ambas temperaturas de fritura por lo
gue se obtuvo una relacién elevada y significativa, r=0,727 (p<0,01).

Matthaus (2002) demostré que el aumento de la temperatura tiene un
efecto mds pronunciado que el aumento del tiempo de procesado a
temperatura constante y propuso no exceder de 170-1759C. Fiselier y col.
(2006) demostraron que la acrilamida se forma hacia el final de la fritura, lo que
indica que la temperatura durante la segunda mitad del proceso de fritura es
especialmente importante.

El mayor contenido de acrilamida se produjo en las muestras remojadas
con agua y el menor con el remojo en bisulfito sédico (a ambas temperaturas
de remojo) y en acido citrico frio.

En fritura a 1702C, el contenido medio de acrilamida para ambos
tratamientos de remojo con agua destilada fue de 545 pg/kg y fue
estadisticamente diferente (p<0,01) al obtenido cuando el remojo es con
bisulfito sddico (282 pg/kg) y con acido citrico (348 pg/kg), no se encontraron
diferencias estadisticas entre el contenido de acrilamida después del remojo en
agua destilada o con el bicarbonato sddico y el agua destilada o el acido
ascorbico. El contenido medio de acrilamida tras remojo con bisulfito fue



estadisticamente diferente (p<0,01) al obtenido con bicarbonato sédico (574
ug/kg) y acido ascoérbico (417 pg/kg). También existieron diferencias
significativas entre el contenido de acrilamida tras el remojo entre el acido
citrico y el bicarbonato sddico (p<0,05)

En fritura a 1902C, el contenido medio de acrilamida para ambos
tratamientos de remojo con agua destilada fue de 967 pg/kg y fue
estadisticamente diferente (p<0,01) al obtenido cuando el remojo es con
bisulfito sdédico (527 pg/kg), con acido citrico (574 pg/kg) y con bicarbonato
sodico (677 pg/kg, p<0,05). No se encontraron diferencias estadisticas entre el
contenido de acrilamida después del remojo con bisulfito sédico o acido citrico,
o entre bisulfito sddico y bicarbonato sédico o entre acido citrico y bicarbonato
sodico.

Los valores de acrilamida tras el remojo en agua caliente y en bisulfito
en caliente fueron inferiores a los obtenidos en agua fria. Al contrario sucede
en los tratamientos con acido citrico y bicarbonato sddico. Esto se corresponde
con el distinto nivel de azucares de partida determinado a esas temperaturas
de remojo (figura 4.6), menor para el agua y bisulfito en caliente y mayor para
el acido citrico y bicarbonato sddico en caliente. Estos datos también se
corresponden con las mayores pérdidas de azlcares reductores obtenidas
(tabla 4.1) cuando el contenido de acrilamida fue mayor. Para un mismo
tratamiento de remojo y temperatura de fritura, el contenido de azucares de
partida fue lo que condiciond la cantidad de acrilamida final.

Si se analiza el contenido segun tratamiento independiente de la
temperatura de remojo y de fritura podemos destacar que el pH acido retrasa
la reaccion de Maillard (acido citrico y ascérbico) por lo que disminuye la
formacién de acrilamida comparada con el agua. El bisulfito al reaccionar con
los azucares elimina precursor y el bicarbonato sddico al proporcionar un pH
basico acelera la reaccion y produce mas acrilamida tras remojo en agua fria,
aunque el incremento no fue tan evidente como el descenso con los otros
tratamientos

Masson y col (2005) lograron una considerable reduccion del contenido
en acrilamida con un escaldado en disoluciones de acido citrico. Rydberg y col.
(2003) usando también acido citrico, lograron descensos por encima del 50%.
Algunos autores que han probado con otros acidos como el sérbico o el
propiénico también han conseguido reducir, aunque en niveles mucho mas
bajos (Pedreschi y col.,, 2007; Gama-Baumgartner y col.,, 2004). Mas
recientemente Truong y col. (2014) consiguieron reducciones de hasta 7 veces



en los niveles de acrilamida con escaldado y pirofosfato acido de sodio al 0,5%
antes de freir. Yuan y col. (2014) han encontrado disminuciones de acrilamida
tras fritura tradicional después de la inmersién de patatas del 77% en solucidn
de acido citrico (1 g/l), 72% en CaCl, (2 g/1 ) y 64% en soluciones de NaCl al (0,5

g /).

4.1.2.5 Color en patatas fritas tras los remojos

Las tablas 3.9 y 3.10 muestran los resultados obtenidos para los
diferentes parametros de color analizados (L, a, b, h y YI) en las patatas fritas
sin tratamiento vy tras los diferentes tratamientos de remojo y temperaturas
de fritura. Los valores medios de los parametros a, b, h y YI fueron superiores
a 190°C vy lo contrario ocurrid con la luminosidad (L) que fue mayor a 170°C.
Sin embargo las relaciones entre los diferentes tratamientos a las dos
temperaturas analizadas (170 y 190°C) sélo fue alto y estadisticamente
significativo para los pardmetros L (r=0,9030, p<0,01), a (r=0,890 p<0,01) y b
(r=0,692 p<0,01) por lo que estos tres pueden utilizase indistintamente para
analizar los resultados.

El valor medio de L a 170°C fue 70,1 y superior al de 1902C que fue de
65,5 siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,01), el valor
medio de a a 1709C fue de 2,11 e inferior al obtenida a 1909C (3,39) siendo
también la diferencia significativa (p<0,01). Los valores medios de b a 170 y
190°C fueron 26,8 y 27,1 respectivamente no existiendo diferencia
estadistica.

El valor medio de L a 1702C de fritura y remojo a 222C fue 69,2 y 71,3
tras remojo a 1002C. A 190°C y remojo a 229C fue de 64,4 y de 67,1 tras
remojo a 1002C, a mayor temperatura de remojo menos color después en la
fritura, resultados similares se obtuvieron para ambas temperaturas de fritura
y remojo para el valor de a. El remojo a altas temperaturas elimina
precursores responsables de la formacién de color (etapas avanzadas de la
reaccion de Maillard) aunque las diferencias tanto para L como para a no
fueron estadisticamente significativas.

Los valores mds altos de luminosiodad (L) (menos color) se obtuvieron
en las muestras tratadas con bisulfito sédico remojada en caliente y frio y a
ambas temperaturas de fritura y los mas bajos (mas color) las obtenidas tras
fritura a 1909C de las patatas remojadas con bicarbonato sédico en caliente.
También se obtuvo una luminosidad baja en el tratamiento de remojo en frio
con acido citrico a 1702 C.



En fritura a 1702C se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01) y para las tres variables de color (L, a y b) considerando
ambas temperaturas de remojo (22 y 1009C) entre todos los tratamientos
excepto entre bicarbonato sédico y acido ascorbico y el bicarbonato sédico y el
agua.

En fritura a 1902C y para las tres variables de color (L, a y b),
considerando ambas temperaturas de remojo (22 y 1009C), sélo hubo
diferencias estadisticamente significativas (<0,01) entre el bisulfito sédico y los
demas tratamientos no existiendo diferencias entre ellos. A bajas temperaturas
de fritura los tratamientos de remojo ensayados (agua destilada, bisulfito
sddico acido citrico, bicarbonato sédico y dcido ascorbico) producen un efecto
diferenciador sobre el pardeamiento mayor que cuando la temperatura de
fritura se eleva.

Si se analiza la luminosidad segun tratamiento independiente de la
temperatura de fritura y remojo observamos que el bisulfito sédico inhibe la
reaccién de Maillard (mas luminosidad), asi como el medio acido (acido citrico
en frio), sin embargo esta se acelera a pH bdsico (bicarbonato sddico). La
luminosidad tan baja observada con la utilizacion del acido ascorbico puede
deberse a que este compuesto se oscurece como consecuencia de su
degradacion (pardeamiento no enzimatico).

La figura 4.10 recoge el aspecto de las muestras tras la fritura. La placa
de la izquierda corresponde a muestras fritas a 1702 y la de la derecha a 1902 C.
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Figura 4.10 Color de las patatas fritas




Las figuras 4.11-4.14 muestran la relacion obtenida entre la luminosidad vy el
valor de color a y el contenido de acrilamida en los diferentes ensayos
realizados.
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Figura 4.11 Acrilamida frente a luminosidad en patatas fritas a 1702
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Figura 4.12 Acrilamida frente a valor de color a en patatas fritas a 1702
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Figura 4.13 Acrilamida frente a luminosidad en patatas fritas a 1902
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Figura 4.14 Acrilamida frente a valor de color a en patatas fritas a 1902

A 1709C existio correlacidon estadisticamente significativa (p<0,01) entre
la acrilamida y el color, medido a través de la luminosidad (r=-0,7304) y el valor
a (r=0,8090) no hallandose para el valor de b. Sin embargo aunque hubo
relacién a 190°C para estas dos variables solo fue estadisticamente significativa
(p<0,05) para a (r=0,5025). A altas temperaturas los productos finales de la
reaccion de Maillard (color) y la formacién de acrilamida parece que no se
producen en una extension similar. Jackson (EFSA, 2015) en fritura casera de
patatas fritas precocidas a 1852C de 1 a 5 minutos da valores de acrilamida



entre 76 ug/kg hasta 1512 pg/kg con incrementos en el color marrén
observado conforme avanza el tiempo de fritura pero no tan elevados como los
de acrilamida.

La relacién entre acrilamida y color ha sido encontrada por muchos
autores analizando paratas con simple remojo en agua o tras escaldado o
adicion de acido citrico encontrando comportamientos similares a los
obtenidos por nosotros, disminucion de luminosidad y aumento del valor a
(Pedreschi y col 2004 y 2006, Majcher y Jelen, 2007). Sin embargo el nivel de
pardeamiento que la patata adquiere al freirse puede no se considera una
medida fiable para estimar el contenido de acrilamida cuando el producto
utilizado presenta gran tamanfio (Taubert et al. 2004).

Como se ha comentado anteriormente todos los pre-tratamientos
propuestos (agua caliente, acidos citrico y ascorbico, bicarbonato y bisulfito
sodico) produjeron una disminucion del contenido de acrilamida en las patatas
fritas. En agua fria los mejores tratamientos fueron la adicidn de acido citrico y
bisulfito sédico y en agua caliente el bisulfito sddico, consiguiéndose en este
caso una reduccidn préxima a la mitad. Hay que indicar que en todos los casos
las patatas poseian unas caracteristicas organolépticas adecuadas para su
consumo. lLas patatas fritas de color mas claro fueron las remojadas con
bisulfito sédico, una coloracién mayor pero bastante aceptable fue la obtenida
con 4cido citrico en frio y las patatas fritas mds oscuras se obtuvieron con el
bicarbonato sddico, aunque también en este caso se consiguié reducir el
contenido de acrilamida cuando el remojo se hizo en caliente.

Con los tratamientos propuestos y utilizando patatas con niveles no
Optimos de precursores es posible reducir el contenido de acrilamida y tener
una coloracion aceptable y al gusto del consumidor y no llegar al limite maximo
de 600 pg/kg aceptado para estos productos (EFSA, 2015); friendo a 1702C con
todos los tratamientos excepto con bicarbonato en caliente y a 1902C con los
tratamientos de bisulfito en frio y caliente y acido citrico en frio y con valores
superiores a 600 pg/kg pero inferiores a 700 pg/kg en acido citrico en caliente,
bicarbonato en frio y cliente y acido ascérbico en frio, a esta temperatura de
1902C no fue suficiente el agua fria o el escaldado para obtener niveles
aceptables.

4.1.2.6 Preparacion de patatas caseras

Este estudio se realizd al objeto de conocer la forma de preparacion
casera de las patatas fritas tipo francés y tener una estimacidon aproximada



sobre el riesgo de ingesta de acrilamida en la poblacion encuestada (n=256)
gue pertenecia a las provincias de Granada y Malaga.

La mayor parte de la muestras son mujeres (71%) que son las que
habitualmente se encargan de cocinar en los hogares, asi como de la compra
(tablas 3.11 y figura 4.15).

M mujeres

M hombres

Figura 4.15 Sexo de los encuestados.

Un 72% tenia entre 25 y 65 afios y la mayor proporcién de muestra
estuvo comprendida (56%) entre 25 y 50 afios (tabla 3.12 y figura 4.16), lo que
puede corresponder a familias con hijos como puede deducirse del nimero de
comensales para los que cocinan (tabla 3.13 y figura 4.17).
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Figura 4.16 Edad de los encuestados  Figura 4.17 Numero de personas para las
que cocina.

Solo un 18% cocinaban para ellos mismos y mas de la mitad (53%)
cocinaban para tres personas o mas. Lo que hace un total de aproximadamente
750 personas consumiendo patatas tipo francés.

La mayoria de la poblacién encuestada no toma este plato méas de 3
veces por semana (94%) y no hubo nadie que lo consumiese todos los dias
(tabla 3.14 y figura 4.18).
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Figura 4.18 Dias a la semana que comen patatas fritas.

La poblacién encuestada se puede considerar preocupada por la
alimentacion saludable ya que las patatas fritas estilo francés no son
consumidas mas de dos veces a la semana (70%). Si la preocupacién se debe al
consumo excesivo de grasa, al de la posible presencia de acrilamida o a la
obtencién de un producto con adecuadas caracteristicas organolépticas se
podria deducir del resto de las preguntas de la encuesta.

La mayoria de los encuestados seleccionan el tipo de patatas que
compran, incluso un 21% compra patatas en las que se especifica su uso
culinario, para freir y un 46% las compra nuevas que son las que presentan un
nivel mas bajo de precursores de acrilamida. Solo un 30% no selecciona el tipo
de patatas independientemente del uso culinario que les vayan a dar (tabla
3.15y figura 4.19).

M freir

M nuevas

4 viejas

Figura 4.19 Seleccion del tipo de patatas en la compra.

Esto nos indicaria una preocupacion por este contaminante, sin
embargo la alta proporcion de personas que no remojan las mismas (71%), al
objeto de disminuir el contenido de precursores como se indica como consejo
culinario, nos lleva a pensar lo contrario (tabla 3.16 y figura 4.20). Sélo un 30%
de la muestra podria estar preocupada y de ella un 20% incluso las dejaria en
remojo cortadas con lo que se conseguiria un mayor efecto reductor.
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Figura 4.20 Porcentaje de personas segun el remojo de la patata cruda

Sin embargo, de las personas que dejan en remojo las patatas, la mayor
parte las dejan menos de 30 minutos, segun ellos mismos manifestaron, el
tiempo que tardan en preparar la sartén o freidora y sélo un 4% las dejan mas
de una hora (tabla 3.17 y figura 4.21).
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M < 30 min
30 - 60 min

> 60 min

Figura 4.21 Tiempo de remojo de las patatas crudas antes de la fritura.

La mayor parte de las personas frien las patatas utilizando una sartén en
vez de freidora (tabla 3.18 y figura 4.22) y la mayoria las toma en un punto
intermedio de fritura (71%) y solo un 9% las consume muy fritas (taba 3.19 y
figura 4.23).

9%

M poco fritas

M freidora H normales

H sartén M muy fritas

Figura 4.22 Modo de fritura Figura 4.23 Grado de fritura



Los factores que intervienen en la formacion de acrilamida en la fritura
de patatas de forma casera son: la seleccion de variedades por el consumidor,
la utilizacién de remojo en agua con o sin agentes adicionados, la temperatura
y el tiempo de fritura. La poblacién selecciona patatas nuevas o para freir por lo
gue las patatas tienen un bajo contenido en precursores. Las patatas viejas que
llevan tiempo almacenadas acumulan azucares reductores. El tiempo de remojo
es bajo, sin embargo las remojan ya cortadas lo que favorece su reduccion. El
nimero de comensales nos indicara la cantidad de patatas adicionadas a la vez
para freir, lo que hard aumentar el tiempo de fritura pero disminuir la
temperatura de la misma, este ultimo factor es mas importante en los valores
finales de acrilamida. El uso de la sartén en lugar de la freidora hace que la
ingesta de acrilamida puede ser inferior puesto la fritura en sartén se hace a
menor temperatura que en freidora y ésta es mas inestable.

El hecho de que el punto de fritura sea normal y que el consumo no sea
mas de dos veces en semana hace que la mayor parte de la poblacion estudiada
se pueda considerar de bajo riesgo.

Si consideramos 135 g el tamafio de racidn de patatas, un remojo en
agua fria, temperatura de fritura de 1702C, un consumo medio de dos veces a
la semanay un peso de 65 kg y utilizamos los datos de acrilamida obtenidos en
nuestro estudio, el consumo de la mayor parte de poblacién seria de
0,35ug/kg/dia y podria ser reducida si el remojo se hubiese hecho con bisulfito
sédico a 0,15 pg/kg/dia. En el peor de los escenarios temperaturas de 1902C
(muy fritas) y un consumo de 6 veces a la semana, para un individuo del mismo
peso que antes, llevaria a una ingesta de 1,82 ug/kg/dia y se reduciria a 0,88
ug/kg/dia si se consumiese remojada en bisulfito, valores muy elevados que
indican que no solo es importante el tratamiento sino la frecuencia de
consumo.

La exposicidon media y al percentil 95 de acrilamida en la dieta calculada
por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria a través de encuestas y para
todos los grupos de edad se estima en 0,4 a 1,9 ug/kg de peso corporal y dia y
0,6 a 3,4 ug/kg de peso corporal y dia, respectivamente, siendo las patatas
fritas el principal contribuyente (EFSA, 2015).

4.1.3 Estudio de acrilamida en patatas fritas tipo “chips”

El contenido medio de acrilamida de un pequefo estudio realizado
sobre 10 muestras de patatas fritas tipo “chips” (tabla 3.20) fue de 1316 pg/kg
(mediana 1064 pg/kg) y superior a la obtenida en patatas tipo francés, como
corresponde a muestras que se frien a temperaturas similares pero que



presentan diferente contenido de agua en producto final. Dos muestras se
freian en el mismo momento de la venta, dos eran producidas por grandes
marcas comerciales y las otras 7 por pequefios productores locales.

Los valores mas bajos (proximos a 800 pg/kg) fueron los que se
obtuvieron en las dos freidurias locales y el valor mas alto 2366 pg/kg en una
muestra comercial elaborada por un pequefio productor. Los resultados
obtenidos se encuentran dentro del intervalo dado por Mesias y Morales
(2015) en el andlisis de 2 lotes diferentes de 40 marcas comerciales de patatas
fritas sin aditivos compradas también en supermercados espafoles, aunque
fueron superiores a sus valores medio y mediana (630 y 556 ug/kg
respectivamente) y superiores también a los dados por EFSA (2011) que fueron
de 758 pg/kg de media y 543 pg/kg de mediana.

El contenido de acrilamida obtenido en patatas comerciales es muy
variable, asi hay autores que no encuentran valores superiores a 2000 pg/kg
(Arisseto y col., 2009, Boroushaki y col., 2010 y Wong y col., 2014) pero otros
encuentran valores mucho mas elevados, Becalski y col., 2010 en patatas
canadienses obtuvo valores entre 106 y 4630 pg/kg o Shamla y Nisha, (2014) en
patatas de la India entre 82 y 4246 pg/kg. La EFSA (2011) para muestras de
patatas europeas encontré6 como valor mas alto 4533 pg/kg, valor no
alcanzado en nuestras muestras.

Teniendo en cuenta el valor indicativo maximo para acrilamida en
patatas chips (1000 pg/kg) que propone la comisidén europea (EC, 2013) sdlo el
40% de nuestras muestras estarian dentro de este limite, hay que indicar que
este estudio se realizé en el afio 2010, por lo que puede que las industrias
elaboradoras hayan tomado medidas para reducir este contenido. Mesias y
Morales (2015) analizan en el afio 2014 diez marcas de patatas similares a las
gue habian analizado en 2009 encontrando para 7 muestras una reduccion
entre el 22 y 66%.

La tendencia en el contenido de acrilamida en las patatas a lo largo de
los afios ha sido investigada por algunos autores, asi en patatas de Suiza,
Biedermann y col., (2010) encontraron una disminucién desde 2007 a 2010 de
6900 pg/kg a 420 pg/kg. En Nueva Zelanda, Love and Grounds, (2006) dan
valores de 370-2320 pg/kg en 2006 y Cressey y col.( 2012) de 112 a 1460 pg/kg
en el 2012. Mas recientemente Powers y col. (2013) evaluando patatas chips
europeas desde 2002 hasta 2011 observa un descenso en los niveles medios de
acrilamida de 763 pg/kg en 2002 a 358 pg/kg en 2011. En Espafia se han



encontrado disminuciones en el contenido de acrilamida del 50% de 2004 a
2007 y una nueva reduccion préxima al 15% desde el 2009 al 2014. Esto
aparece demostrar la efectividad de las medidas llevadas a cabo en las
industrias para reducir acrilamida en sus productos. Sin embargo esto no ha
sido observado por todos los autores asi en el informe dado por EFSA (2011) el
contenido medio de acrilamida desde el 2007 a 2010 se incrementd
ligeramente desde 570 pg/kg a 758 pg/kg.

Tres de las muestras analizadas (tabla 3.20) eran del mismo fabricante
pero de diferente lote y destaca en ellas la enorme diferencia en el contenido
de acrilamida desde 931 hasta 2366 ug/kg , este hecho también fue encontrado
por Mesias y Morales (2015) en patatas espafiolas con variaciones en algunos
casos mas altas del 80%, aunque de forma general no pasan del 20%, por su
parte Cressey et al (2012), en Nueva Zelanda, encontrd variaciones que van
dese 371 a 1460 pg/kg, lo que indica que la muestra de partida (patata) es tan
importante como el proceso de elaboracidn.

4.2 Cereales

4.2.1 Acrilamida en rebozados y pan rallado

El rebozado es una técnica culinaria muy utilizada en la preparacion
casera de los alimentos fritos, también la elaboracion industrial de alimentos
rebozados ha ido en aumento debido a la cada vez mas creciente necesidad de
productos listos para cocinar. Los productos rebozados comerciales se integran
entre los platos preparados congelados, son comidas elaboradas de uno o
varios productos alimenticios de origen animal o vegetal, con la adicién de
harinas y /o pan rallado y adicionalmente, leche, huevo y otras sustancias
autorizadas y, en su caso, condimentadas, que han sido sometidas a un proceso
de congelacién (-20 2C) o ultracongelacién (-40 2C) para prolongar su vida util y
gue una vez descongelados, o directamente en su estado de congelacion,
pueden consumirse tras un leve proceso culinario de fritura o fritura-horneado.

La técnica de rebozado/empanado se emplea de forma habitual en
carnes (principalmente pollos), pescados (boquerones, calmares...) y vegetales
(berenjenas, cebollas...) y muchas son las formas de realizarla segun la tradicion
de cada pais, utilizando harina sola, mezclas de harina agua, harina-leche,
harina-huevo, pan rallado solo, pan rallado-huevo etc. El primer paso es cubrir
el alimento con la masa y posteriormente freirlo.



Puesta a punto del método de determinacion de acrilamida en rebozados

El estudio de precisidn se realizo sobre la muestra rebozada con harina
de trigo-maiz-leche (n=6). La media obtenida es 246 pg/kg con una desviaciéon
de 3,64 pg/kg. El estudio de recuperacion se realizd sobre harina de trigo recién
molida proporcionada por una industria harinera local adicionando
concentraciones conocidas de patron de acrilamida hasta 500 ppb. La
recuperacion media fue de 101,9%. El limite de deteccidn calculado como tres
veces el ruido fue de 0,27 pg/kg y el limite de cuantificacion fue de 0,81 ug/kg.

El contenido medio de acrilamida fue de 213 ug/kg en rebozados (tabla
3.21) y 177 pg/kg en empanados (tabla 3.22) y oscilé entre 50 pg/kg para el
empanado con pan rallado de grano fino y huevo y 368 ug/kg para el rebozado
con harina de trigo y agua y 494 ug/kg para el rebozado con harina de trigo
solamente.

La tablas 4.2 y 4.3 recogen la proporcidon de rebozado y empando
obtenido en el producto respectivamente, asi como la humedad, contenido de

grasa en los mismos y acrilamida y grasa por racion.

Tabla 4.2 Caracteristicas y cantidad de los rebozados

Acrilamida por | Grasa por
. . . Humedad L, L,
Tipo harina | Tratamiento | % de Rebozado (%) Grasa (%) racion* racion*
(1)
(ng/kg) (8)
Agua 36,28 15,5 23,4 16,03 10,17
Leche 37,34 35,4 20,8 8,76 9,31
Huevo 41,32 24,4 26,1 6,02 12,94
Agua 19,18 17,4 49,7 3,89 11,45
Garbanzos Leche 18,14 24,0 41,6 3,05 9,06
Huevo 32,21 23,1 48,5 3,83 18,75
Agua 27,73 10,8 22,9 7,82 7,61
Leche 31,63 20,3 25,2 6,72 9,58
Huevo 29,98 29,0 44,2 4,28 15,92
Agua 21,22 17,4 41,6 7,13 10,59
Tempura
Leche 40,44 12,5 42,6 11,92 20,68
(trigo-maiz)
Huevo 47,60 27,5 42,3 7,23 24,17

*Racion=120g




Tabla 4.3

Caracteristicas y cantidad de los empanados

Acrilamida por
. % de Humedad ., Grasa por
Pan Tratamiento Grasa (%) racion* .,
Empanado (%) racion* (g)
(ng/ks)

Pan rallado Huevo + pan 13,41 11,8 41,6 3,53 6,69

grano grueso | yarina /huevo + pan 36,15 13,0 35,0 13,13 15,18

Pan rallado Huevo + pan 28,57 28,3 34,9 1,70 11,97

granofino ™, o/ huevo + pan 34,12 21,0 20,0 5,66 8,19

*Racion=120g

Determinacion en productos rebozados

En los productos rebozados la relacién liquido/sdlido (agua, leche,
huevo/harina) necesaria para obtener una masa de consistencia similar oscilo
entre 1,5 cuando se utilizaba agua a 2,5 cuando se utilizé huevo (tabla 2.2).

El tiempo de fritura requerido para obtener productos con aceptable
calidad organoléptica fueron mas bajos en las muestras en la que se empled
leche (2-3 min) y mas altas en las elaboradas con huevo (4 min)(tabla 2.2).

El contenido medio de acrilamida para los tres tratamientos (agua /
leche / huevo) fue de 228 pg/kg para la harina de trigo, 217 pug/kg en la mezcla
de harinas de trigo y maiz, 177 pug/kg para la harina de arroz y 136 ug/kg para la
harina de garbanzos (tabla 3.21). El contenido mas alto de acrilamida se obtuvo
con la mezcla de agua y harina, seguido de la mezcla harina y leche y la de
harina y huevo.

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre todos los
tratamientos para las muestras de harina de trigo y de trigo—maiz (p<0,01) y
para las de arroz entre agua y huevo.

Aunque el contenido de asparragina para las distintas harinas utilizadas
sera diferente segun lo descrito en la bibliografia, siendo probablemente la de
garbanzos la que mayor contenido tenga y la de arroz la que menos (Barutcu y
col, 2009), no parece suponer un factor limitante cuando se utilizan estas
harinas de forma diferente pero adecuada (diferente relacion liquido/solido,
diferente tiempo de fritura).



Existio una correlacién (r=0,6305) entre la relacion liquido/sdlido y el
tiempo de fritura y una relacién inversa y altamente significativa (r=-0.804,
p<0.001) entre la citada relacion y el contenido de acrilamida, siendo mayor de
0.9 para las harinas de arroz, trigo y maiz y garbanzos. Aunque la consistencia
gue se obtuvo entre el material de rebozado es similar el mayor contenido de
liquido que se necesita para las muestras de leche y huevo hace que se obtenga
menor contenido de acrilamida una vez frito.

El valor medio de humedad en el producto final fue de 21,4% (tabla 4.2),
similar al obtenido por otros autores (Barutcu y col, 2009). De forma general a
mayor cantidad de liquido adicionado mayor cantidad quedd en el rebozado,
independientemente del tiempo de fritura. Se obtuvo una relacién inversa y
significativa entre el contenido de humedad del producto final y el de
acrilamida (r=-0.573, p<0.05) y no lo hubo con el tiempo de fritura cuando se
considerd el conjunto sin diferenciar tipo de harina ni tratamiento utilizado,
aungue si se obtiene si se excluye el tratamiento con huevo (r= 0,7490).

La cantidad de rebozado obtenido cuando se utilizdé huevo fue
generalmente mas alta y el contenido de acrilamida con este tratamiento mas
bajo. La capa de rebozado obtenida con el huevo fue esponjosa a diferencia de
las que se obtuvieron con agua y leche, con un color oscuro por fuera pero no
por dentro, lo que explica el menor contenido de acrilamida cuando se utilizd
huevo.

El consumo de acrilamida por racion (120 g) en las muestras rebozadas
estaba comprendido entre 3 pug para la muestra de harina de garbanzo-leche y
16 pg para la muestra de harina de trigo-agua (tabla 4.2). El consumo de
acrilamida en las harinas con la adicion de huevo fue menor que con la
utilizacién de leche y agua, sin embargo, el que con huevo se obtenga mayor
porcentaje de rebozado hace que el consumo de acrilamida no difiera mucho
con los otros tipos de rebozado.

Cuando se utiliza harina de garbanzos se consume menor cantidad de
acrilamida (3,6 pg) , a los valores mas bajos de acrilamida en el rebozado
obtenido se une el menor tiempo de fritura que se necesitd, la mayor cantidad
de humedad obtenida en el rebozado y el menor porcentaje de rebozado
obtenido con respecto al producto final. El consumo medio independiente del
tratamiento para las otras harinas fue de 6.3 pg para el arroz, 8.8 ug para la
mezcla de trigo-maiz y de 10.3 ug para la harina de trigo.

Estos valores son entre 3-8 veces mas bajos que la exposicidon diaria
estimada para la poblacion espafiola (30 pg).



La cantidad de grasa por racion (tabla 4.2), como era légico, fue mayor
en las muestras con huevo, donde se alcanzé el valor de 24,2 g en las muestras
de trigo-maiz. El consumo de grasa en los rebozados con huevo fue alrededor
del doble que para las muestras elaborados con agua o leche. El contenido
medio de grasas en las muestras de arroz fue el mas pequenio (11g). Las
muestras de garbanzos mostraron una mejor relacién acrilamida-grasa, siendo
la muestra elaborada con leche y garbanzos la mejor, 3,05 pg de acrilamida y
9,06 g de grasa.

No hemos encontrado ningun estudio en rebozados de vegetales pero si
en productos elaborados con harinas fritas. Leung y col (2003) estudiaron la
influencia de la temperatura sobre la formacién de acrilamida en "bufuelos
fritos chinos" (masa de harina de trigo, agua, levadura, bicarbonato y sal) frita
en aceite vegetal a 170, 190 y 210°C. Estos autores establecieron que el tiempo
de fritura para un producto de calidad aceptable a 1702C era de 12-14 minutos,
de 10-11 minutos a 190°2C y 5 min a 2102C. El contenido de acrilamida oscilo
para estos tiempos entre 150-200 pg/kg en los bufiuelos fritos a 170°C
elevandose a mas de 250 pg/kg para los productos preparados a 190 y 210°C.
En este sentido Morales and Arribas-Lorenzo (2008) indican que en churros,
gue habitualmente se frien entre 185-2002C durante 3-4 minutos, un aumento
de tan sélo 102C produce un aumento de dos veces en el nivel de acrilamida
siendo este factor critico en la formacién de acrilamida en estos productos. En
cuanto a la utilizacion de otras harinas, Shih y col (2004) analizaron la
generacion de acrilamida en diferentes mezclas de harinas (arroz, trigo y maiz)
con agua fritas sobre una cuchara durante 6 minutos a 1772C encontrando el
nivel mas alto para la harina de maiz, seguido por la harina de trigo, mientras
gue los niveles mds bajos fueron producidos con la harina de arroz.

Determinacion en productos empanados

El contenido medio de acrilamida en los productos empanados fue
similar al de los rebozados pero existié una gran diferencia entre el contenido
de acrilamida obtenido cuando se utilizé pan rallado de grano grueso (261
ug/kg) o de grano fino (94 pg/kg) (Tabla 3.22). El tiempo de fritura fue inferior
cuando se utilizé pan rallado de grano grueso, pero hay que indicar que la
marca de pan rallado era diferente y en la primera ademas de pan llevaba
gluten adicionada como ingrediente.

Al igual que en los rebozados se obtuvo una correlacidn significativa e
inversa entre el contenido de acrilamida y la humedad (tabla 4.3) obtenida en



el empanado (r=-0.839, p<0.01). Enharinar primero con harina de trigo
aumenté el contenido de acrilamida en el empanado final en aproximadamente
85 ug/kg para ambos tipos de pan rallado utilizados (grano grueso y fino).

En los empanados el consumo de acrilamida por racidn oscild entre 1,7
pg para el de grano fino con huevo y 13,13 ug para el de grano grueso con
huevo y enharinado (tabla 4.3).

Al igual que en rebozados, las muestras que solo tenian huevo
presentaron los valores de acrilamida mdas bajos, enharinar primero como
técnica de empanado supone un incremento de aproximadamente 3,5 veces
mas en el consumo de acrilamida (tabla 4.3). En los empanados el contenido de
grasa por racién oscilé entre 6,7 y 15,2 g ambos valores obtenidos en los
empanados con pan rallado de grano grueso. Los empanados realizados con
pan rallado y huevo, pero sin enharinar primero, mostraron la mejor relacion
acrilamida-grasa, 3,53 pg- 3,69 g para pan rallado de grano grueso y 1,70 ug-
11,97 g para el pan rallado de grano fino.

Barutcu y col. (2009) estudiaron los efectos de la fritura utilizando
microondas en comparacién con la fritura tradicional sobre la formacion de
acrilamida en el empanado de pollo “nuggets” utilizando mezclas de harinas de
trigo-maiz, harina de trigo-garbanzos, harina de trigo-arroz y harina de trigo-
soja. Establecieron como tiempos optimos de fritura 1,5 min en horno
microondas y 5 min para la fritura convencional obteniendo en esta ultima
valores entre 13,8% y 34,5% mas de acrilamida (88 y 111 pg/kg). Al tiempo
optimo de fritura utilizando horno microondas los contenidos de acrilamida
son semejantes para las diferentes harinas no asi a tiempos superiores para los
que se obtienen mayores valores para la harina de soja y de garbanzos por su
mayor contenido en asparragina.

El consumo medio al dia en Espafia durante el afio 2014 (MAGRAMA,
2014) de los siguientes alimentos fue de aproximadamente 70 g para verduras
cultivadas por su fruto (berenjenas, calabacines, tomates...), 20 g para cebollas,
40 g para pescados frescos y congelados y 48 g para pollo. Si aplicasemos el
mayor valor de acrilamida obtenido (368 pg/kg) y el porcentaje mas alto de
rebozado/empanado (47,6%), y supusiésemos que como mucho el 10% de
todos los productos fueran rebozados/empanados el consumo dia de
acrilamida seria de aproximadamente de 2,34 pg, 0,67 pg, 1,34 ugy 1,6 pug
para verduras cultivadas por su fruto, cebollas, pescados y pollo



respectivamente. Lo que supondria en el peor de los casos un 7,8% del
consumo de acrilamida diario procedente de los alimentos rebozados.

Podemos resumir que el utilizar huevo para rebozar hace que el
consumo de acrilamida sea menor independientemente del tipo de harina
utilizado. Las harinas de garbanzos presentan los menores valores en cuanto al
consumo seguida por la de arroz. La sustitucion de la leche por agua de forma
general produce menor cantidad de acrilamida, aunque el color obtenido en el
producto fue mas oscuro. En los empanados, enharinar antes de la utilizacion
del pan rallado y huevo incrementa en 3,5 veces el contenido de acrilamida.

4.2.2 Acrilamida y furosina en harina y papillas de cereales infantiles

Puesta a punto de la determinacion de acrilamida en papillas infantiles

La acrilamida fue determinada por cromatografia de gases previa
formacién de un derivado bromado.

El estudio de precision se realizé sobre la muestras de papilla 12, que se
extrajo y se derivatizd 6 veces. La media obtenida es 9,6 pg/kg con una
desviaciéon de 1,35 pg/kg. El estudio de recuperacion se realizé en la misma
papilla adicionando concentraciones conocidas de patron de acrilamida desde
250 hasta 1000 ppb. La recuperacion media fue de 92,45%. El limite de
deteccidn calculado como tres veces el ruido fue de 0,22 pg/kg y el limite de
cuantificacion fue de 0,73 pg/kg.



Cromatogramas representativos de la determinacion en

muestras se observan en las figuras 4.24 y 4.25.
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Determinacion de acrilamida durante la elaboracion de papillas de cereales

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 almidén (De Vizia y col.,
1975). Por tanto los cereales durante su procesado son hidrolizados,
aumentando los niveles de azlcares reductores, por lo que el tostado o
desecado de estas muestras puede favorecer el desarrollo de la reaccion de
Maillard, que cobra especial importancia en estos productos al ser la lisina el
aminodcido limitante (Guerra-Hernandez y Corzo, 1996; Guerra-Hernandez y
col., 1999).

A este aspecto nutricional hay que sumar el consumo de compuestos
potencialmente toéxicos (acrilamida) que pueden formarse en estos procesos y
gue cobra especial importancia en la poblacién infantil dado el limitado
numero de alimentos que los bebés pueden consumir y la alta susceptibilidad
de los nifos por su limitado peso.

La mezcla de harinas crudas en diferentes proporciones son la base para
la elaboracion de las harinas tostadas, que habitualmente se obtienen a
temperaturas entre 140 y 1502C (Guerra-Hernandez y col., 1999), la hidrdlisis
de estas harinas tostadas o sus mezclas y el secado por rodillos es lo que
constituye la muestra de papilla final.

No se encontré acrilamida en las harinas crudas y tostadas. El contenido
de acrilamida solo fue cuantificado en 4 papillas a niveles detectables con un
intervalo entre 2,25-9,60 pg/kg (tabla 3.23). El contenido de estas 4 muestras
fue confirmado mediante analisis por HPLC-MS en un centro de referencia
(Instituto del Frio, CSIC, Madrid). En ningun caso se llegd a los 50 ug/kg
establecidos por la Union Europea como maximo aceptable.

Los valores encontrados resultaron similares o incluso inferiores a los
observados por otros autores en muestras de papillas de cereales; asi Roach y
col. (2003) encontraron valores inferiores a 10 pg/kg, Pittet y col.,(2004) entre 5
y 62 ug/kg, Croft y col.(2004) inferiores a 25 pg/kg y la Agencia de Seguridad
Europea en 2009 recoge valores medios de 55 pg/kg (EFSA, 2009).

Sélo se cuantificd acrilamida en las muestras que contienen cereales con
gluten, aunque otros autores como Pittet y col.(2004) han encontrado
acrilamida en muestras de arroz. En los cereales, el factor limitante en cuanto a
los precursores es el contenido de asparragina 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 (Claus y col., 2008). El



contenido de asparragina (Barutcu y col. 2009) es mayor en las muestras con
trigo (=6,22mg/100g) comparado con las de maiz (=4,25mg/100g) y arroz (=0,16
mg/100g) lo que explicaria este comportamiento en la acrilamida generada. En
la muestras con miel y galleta la adicion de mas azlcares (miel) o la propia
incorporacion de acrilamida en los ingredientes (galleta) puede explicar el
contenido encontrado en estas papillas.

La OMS (2002) estableciod 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 sdlido, 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 Ila
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 reaccién de Maillard, tal y como indica Slayne y
Lineback (2005)

Determinacion de furosina durante la elaboracion de papillas de cereales

La furosina 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 reaccidon entre grupos ¢ -amino de
la lisina con glucosa, lactosa o maltosa (Erbersdobler and Hupe, 1991), su
determinacion, por tanto, estara relacionada de forma indirecta con la pérdida
del valor nutritivo y, consecuentemente, con la disminucion de la calidad
proteica (Resmini y col., 1990). Sin embargo, ademas de su valor como
indicador nutricional podria servir como control indirecto de toxicidad por
acrilamida, si existiese una correlacién con el citado compuesto. El analisis de
furosina es sencillo, rapido y no requiere un equipo de determinacién costoso
como en el caso de la acrilamida.

Este compuesto se determind en las muestras siguiendo el método
desarrollado por Guerra-Hernandez y Corzo (1996).

Las muestras de harina cruda no contienen furosina, sin embargo se
detecté en el tostado de las harinas en valores que oscilaron entre 11,5y 34,6
mg/100 g de proteina (tabla 3.23), similares a los encontrados en bibliografia
(Guerra-Hernandez y col., 1999). 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 (B). La hidrdlisis que
sigue al tostado de las harinas, proceso seguido por esta fabrica, produce una
gran cantidad de glucosa que reacciona con la lisina de las proteinas en
condiciones idéneas de temperatura y humedad. Estos resultados son similares



a los obtenidos por Guerra-Hernandez y Corzo (1996) y Guerra-Hernandez y
col.(1999) en papillas infantiles y por Rada-Mendoza y col. (2004) en cereales y
derivados.

Nuestro grupo de investigacion (Ferndndez Artigas y col., 1996)
establecio que estos valores de furosina suponen pérdidas de lisina entre un 5y
un 50%, pérdidas que en nuestra sociedad no deberian representar problemas
nutricionales al preparase estas papillas con leche, producto rico en lisina.

El valor mas 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 correspondié a la papilla de 8 cereales con miel, lo que podria deberse al
contenido mayor de azlcares que proporciona la miel, valores elevados vy
probablemente por el mismo motivo han sido encontrados en la muestra de
cereales y fruta, estos datos son similares a los obtenidos por Guerra-
Hernandez y Corzo (1996). El valor relativamente alto obtenido en muestras de
cereales sin gluten (arroz y maiz) y en la muestra de arroz se justifica por el
contenido relativamente alto de lisina que presenta el arroz. La adicion de FOS
a la muestras condiciona la dilucion del contenido final y por tanto la
disminucion en el valor de furosina obtenido. La diferencia tan notable
encontrada en las dos papillas con cacao se debe a que estan elaboradas con
mezcla de cereales diferentes en proporcién vy tipo.

La relacién entre furosina y acrilamida fue de R?=0,4641 y si no se tienen
en cuenta los dos valores que estan por debajo del limite de cuantificacion ésta
llega a 0,9203. Esto parece demostrar que en los cereales y cuando el nivel de
asparragina es suficiente para formar acrilamida, la via de Maillard es la
principal ruta de formacién y podria utilizarse como indicador indirecto de
tratamiento térmico para el control de elaboracion de las papillas en muestras
gue tengan un contenido adecuado de aminodcido libre. Al no haber aparecido
en todas las muestras analizadas limitaria su uso al control dentro del mismo
tipo de muestras.

Determinacion de acrilamida y furosina en papillas comerciales




La tabla 3.24 muestra el contenido de acrilamida, furosina y porcentaje
de proteinas de papillas obtenidas en el comercio.

Solo se detectd acrilamida en tres muestras, dos de ellas en valores mas
altos que las muestras de papillas obtenidas de la industria (tabla 3.24). Estas
muestras corresponden a seis casas comerciales diferentes, cuatro de ellas con
un solo producto y 2 con varios. Como en el caso anterior sélo se detectd
acrilamida en un porcentaje bajo de muestras y Unicamente en aquellas con
gluten (harina de trigo). Dos de las muestras pertenecian a casas en las que sélo
se analizé un producto, encontrando en una de ellas el valor mas alto (25
ug/kg), el proceso de elaboracion y los ingredientes que cada casa utiliza
influiran decisivamente en este contenido. Como en el caso anterior no se
encontraron muestras con valores superiores al maximo aconsejable para estos
productos (50ug/kg).

Si tenemos en cuenta las muestras del apartado anterior se han
analizado 32 papillas de cereales. Acrilamida fue detectada en el 22% de las
muestras con un valor medio en ellas inferior a 10ug/kg

Todas las muestras tienen furosina con valores diferentes en las
distintas casas comerciales pero proximos cuando se trata de la misma casa,
media de 550 mg/100g de proteina para la marca B (3 muestras) y de 260
mg/100g de proteina para la marca D (2 muestras). La muestras con menor
contenido en furosina son las que proceden de las casas comerciales E y F con
valores significativamente mds bajos que el resto de muestras (<100 mg/100g
de proteina) lo que indica que el proceso de elaboracion es probablemente
distinto y el influyente en estos valores tan distintos, hay que recordar que el
contenido de furosina en las harinas es practicamente nulo. Al igual que en el
estudio anterior las muestras sin gluten dentro de la misma marca poseian
mayor valor que las muestra con gluten, debido al mayor contenido de lisina
del arroz.

La relacién furosina-acrilamida en las muestras en las que se determiné
ambos compuestos fue de r=0,640, casi significativa, sin embargo cuando se
incluyen los datos del estudio anterior esta baja a r=0,146 y si se dan valores de
cero a la acrilamida no detectada en este segundo estudio la relacion fue de
r=0,105, lo que confirma lo ya apuntado en el estudio anterior, la no utilidad de
la furosina de forma indiscriminada como control de la presencia de acrilamida
en el producto final.

4.2.3 Acrilamida e indicadores de pardeamiento en productos de panaderia-
bolleria



4.2.3.1. Panes

Influencia del tiempo de tostado en el pan de molde integral

El pan es un alimento de gran consumo en Espafia, con un promedio de
53,8 kg/afio. El pan es un alimento que sufre un calentamiento durante su
elaboracién, pero opcionalmente, puede someterse a un tratamiento térmico
posterior que influird en la mejora de sus cualidades organolépticas pero
también en la posible generacion de compuestos derivados de la reaccion de
Maillard, como acrilamida.

Rebanadas de pan de molde integral por duplicado fueron tostadas de 1
a 6 min y posteriormente analizadas para ver la evolucion de acrilamida y de
algunos indicadores de pardeamiento quimico (furosina, HMF, furfural y GIM).
Dentro de estos indicadores se ha ensayado un método de determinacion de
compuestos de Maillard fluorescentes rdpido y sensible, mediante un lector de
fluorescencia de microplacas. Este método esporadicamente se utiliza en la
medida de los productos avanzados de glicacion en muestras sanguineas.

La tabla 3.25 muestra unos valores esperados segun el proceso en
estudio. La humedad del producto disminuye de forma casi proporcional al
aumentar el tiempo de tostado. El contenido en acrilamida se incrementa
conforme aumenta el tiempo de exposicion de los precursores contenidos en el
pan a altas temperaturas desde 9,9 a 91 pg/kg y el valor de los indicadores de
pardeamiento quimico de etapas avanzadas (HMF, furfural y GIM) se hace
mayor cuanto mas tiempo pasa el pan en la tostadora, pardeamiento que
también fue evidente a la vista. El tiempo de calentamiento también
incrementé los valores de fluorescencia.

En cuanto al contenido en furosina, los valores para el pan que lleva un
mayor tiempo de tostado, 5 y 6 minutos, son mas bajos que cuando el pan esta
sin tostar, sin embargo son un poco mas altos en un tiempo intermedio de
tostado (2-4 minutos). Como indicador de primeras etapas desciende pasados
los dos minutos por lo que su utilidad como indicador nutricional es pequeia.

Valores similares de acrilamida han sido encontrados por otros autores
gue no suelen encontrar valores superiores a 100ug/kg (Jackson y Al-Taher,
2005, Normandim y col., 2013). Hellends, (2014), como parte del proyecto
HEATOX, realizé un tostado similar con panes de molde elaborados con harina
de trigo y trigo-centeno encontrando que los valores de acrilamida antes de
tostar eran de 3-8 pg / kg, valores entre 16 y 61 pg/kg para un nivel medio de



tostacion y hasta 118 pg/kg en la tostacion mas alta. Estos valores descienden
si se raspa y elimina la parte mas tostada.

Las diferencias para todos los indicadores entre todos los tiempos de
tostado fueron estadisticamente significativas (p<0,05) excepto para la furosina
entre el pan de molde sin tostar y tostado 1 min y para la acrilamida entre los 4
y 5 minutos.

La tabla 4.4 muestra las correlaciones obtenidas entre las diferentes
variables analizadas.



Tabla 4.4 Correlaciones entre indicadores en tostado de pan de molde

FUROSINA HMF FURFURAL GIM URF | TIEMPO DE TOSTADO
Correlacién . ” " " " "
-,526 917 ,859 ,976 ,932 ,968
de Pearson
ACRILAMIDA | .
Sig. (bilateral) ,044 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
N 15 15 15 15 15 18
Correlacién " - - .
-, 723 -, 732 -636 | -,756 -,442
de Pearson
FUROSINA ] ]
Sig. (bilateral) ,001 ,001 ,005 ,001 ,066
N 18 18 18 15 18
Correlacién " " " "
,910 ,967 ,994 ,906
de Pearson
HMF ] ]
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000
N 18 18 15 18
Correlacién " " "
,941 ,932 871
de Pearson
FURFURAL ] ]
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000
N 18 15 18
Correlacién o .
977 ,961
de Pearson
GIM
Sig. (bilateral) ,000 ,000
N 15 18
Correlacion -
,910
de Pearson
URF
Sig. (bilateral) ,000
N 15

*, La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).




El contenido de acrilamida se correlacioné a valores de R® superiores
0,7540 con el tiempo de tostado, humedad, HMF, furfural, GIM y UFR, las
correlaciones mas altas se obtuvieron con el tiempo de tostado, humedad vy
GIM (figuras 4.26 a 4.28 ).
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Figura 4.28 Relacién entre acrilamida y GIM durante el tostado del pan

También una alta correlacién se obtuvo con la medida de fluorescencia (figura
4.29). Este método podria permitir realizar screening muy rapidos para el
control de los niveles de acrilamida en productos de igual composicion.
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Figura 4.29 Relacidn entre acrilamida y URF durante el tostado del pan

De los indicadores clasicos el mejor para el control de acrilamida podria
ser el GIM que también al igual que al acrilamida necesita azucares y un
aminodcido especifico, en este caso la glutamina.

En todos los tiempos ensayados las muestras eran comestibles, esto
indica que una persona en su dieta habitual puede consumir 10 veces mas de
acrilamida segun el tiempo de tostado del pan. Pasados los dos minutos de



tostacidn todos los indicadores, excepto furosina incrementaron su valor a mas
del doble, igual que lo hizo la acrilamida. Tiempos de 1 é 2 minutos en los que
los valores de humedad no bajen del 17% serian los adecuados ya que el
producto adquiere caracteristicas organolépticas deseables y la formacion de
compuestos toxicos no se dispara.

Influencia del tamafio en fritura

Los picatostes son un producto elaborado de forma casera para
acompafar sopas y cremas. En la tabla 3.26 vemos como el contenido en
acrilamida del producto final es significativamente mas alto (7 veces mayor, 388
ug/kg) cuando las dimensiones del pan son menores ya que el contenido de
humedad final fue mucho menor. Los indicadores se comportaron de igual
forma al estudio de tostado anterior, menor valor de furosina a mayor de
acrilamida y también de HMF, furfural y GIM. Cuando se suman los valores
obtenidos en el pan frito a los de pan tostado las relaciones obtenidas entre
acrilamida, HMF, furfural y GIM permanecen altas R’= 0,7207, sin embargo en
este caso la mejor se obtuvo con el furfural (R=0,9466).

La diferencia de dimensiones de una muestra respecto a otra no llega a
ser del doble sin embargo debido al pequefio tamafio es facil la perdida de
humedad en el producto lo que generd 7 veces mas de acrilamida.

La contribucién de la acrilamida proveniente de alimentos preparados
de forma casera no debe ser despreciada y tiene que ser conocida por la
poblacion en general. En este sentido junto con la Caja de Herramientas,
principalmente dirigida a las industrias, se dan recomendaciones completas en
periddicos, revistas e Internet, donde existen paginas especificas
(http://www.acrylamidefacts.org) que a veces incluyen eslogan como “dorado
mas que carbonizado”.

4.2.3.2. Productos de bolleria

Este estudio se realizd en productos de bolleria habitualmente
consumidos en nuestra area que fueron preparados por una industria
elaboradora para su venta en el comercio. Se analizaron bollos que mostraban
coloraciones de distinta intensidad (Tabla 3.27).

Todas las muestras con mayor coloracién presentaban valores de
humedad inferiores lo que demuestra el tratamiento térmico mas intenso.



En general se detectan valores mas elevados de acrilamida e indicadores
de pardeamiento quimico (furosina, HMF, furfural y GIM) en las muestras con
mas intensidad de color. Asi para acrilamida el valor medio de las muestras que
poseian mas color fue de 32,6 ug/kg versus 24,0 ug/kg para las de menos color,
en furosina 221 mg/100g de proteina versus 215 mg/100g de proteina, en HMF
11,8 mg/kg versus 2,6 mg/kg, en furfural 1,6 mg/kg versus 0,78 mg/kg y en GIM
1,23 mg/kg versus 0,58 mg/kg para las muestras con mas color frente a las de
menos color siendo la diferencia entre los valores medios estadisticamente
significativa (p<0,01) para todas las variables excepto para furosina y furfural.

Los valores de furosina son muy variables, desde 62 mg/100g de
proteina de la escarcha redonda hasta 488 mg/100g de proteina de la
medianoche (a), no se encontraron diferencias estadisticas (p<0,05) entre los
bollos con diferente intensidad excepto entre las muestras de media noche,
suizo grande y hojaldre en el que el comportamiento fue diferente, en Ia
primera mayor valor a mayor intensidad y en las dos ultimos (suizo grande y
hojaldre) al revés, mayor valor a menor intensidad de tratamiento como era de
esperar para indicadores de primeras etapas de la reaccion de Maillard.

El valor medio de acrilamida en productos de bolleria fue de 28,9 ug/kg,
valores bajos en comparacién con el contenido de acrilamida en rebozados,
empanados, panes tostados a tiempos superiores a 3 minutos o patatas fritas,
del orden de los del pan tostado dos minutos y superiores a los del pan de
molde integral y papillas de cereales. Estos valores van desde los 15 pg/kg de la
palmera mallorquina (b) hasta los 47,3 pg/kg de la caracola (a). Los productos
con un contenido > 40 pg/kg son la caracola(a), la palmera mallorquina(a) y la
torta Inés Rosales. Los que presentan niveles mas bajos < 20 pg/kg son la
palmera mallorquina (b), la palmera (b) y el hojaldre (a). Las diferencias entre la
misma muestra con diferente intensidad de color fueron estadisticamente
significativas (p<0,05) para todas los bollos excepto para la media noche y suizo
tanto grande como pequefio. Notables diferencias entre tratamientos fueron
observados en la caracola, palmera mallorquina y palmera, donde los
incrementos en los valores de acrilamida para las muestras mas tostadas
oscilaban entre el 68% para la palmera y el 215% para la palmera mallorquina.

Es dificil comparar estos valores con los de la bibliografia ya que la
elaboracién de estos productos es muy variable, junto a los ingredientes
basicos (harina, agua, sal y levadura o agentes gasificantes) se pueden
presentar otros como grasa o aceite, azucares, huevos, productos lacteos, miel,
frutas, frutos secos, especias y chocolate dependiendo de recetas propias de
regiones o paises concretos. Se han publicado valores entre 12 y 280 ug/kg y en
ellos se incluyen productos tan dispares como croissants, magdalenas, obleas,
gofres (Svensson y col.,, 2003, Koningsy col, 2003 Cressey y col. 2011 y
Normandin y col., 2013)



Los valores de HMF obtenidos para estos productos oscilan entre 0,41
mg/kg (suizo pequeiio b) y 60 mg/kg (palmera mallorquina a). Valores menores
o préximos a 1 mg/kg se encontraron en ambas medias noches, suizo pequefio
(b) y ambas escarchas. Se encontraron diferencias estadisticas entre intensidad
de color (p<0,05) para todas las muestras excepto para caracola.

Los valores de furfural oscilaron entre 0,08 mg/kg (escarcha larga) y 4,33
mg/kg (suizo pequefio a). Se encontraron diferencias estadisticas entre
intensidad de color (p<0,05) para todas las muestras excepto para el hojaldre.

Los valores de GIM fueron entre 0,01 mg/kg (media noche b) y 2,14
mg/kg (palmera a). Valores superiores a 1 mg/kg se encontraron en el 47% de
las muestras. Se encontraron diferencias estadisticas entre intensidad de color
(p<0,05) en todos los bollos.

Los productos de bolleria analizados son todos productos horneados
pero elaborados con diferentes ingredientes y proceso lograndose texturas
diferentes en el producto final que les hace a unos retener mas humedad que a
otros. Los productos hojaldrados son los que presentan menor humedad
(8,62%) vy los elaborados de forma semejante al pan (suizos y medias noches)
mayor humedad (20,5%). Si separamos ambos grupos, los valores obtenidos
para los hojaldrados son superiores para la acrilamida e indicadores de
pardeamiento quimico e inferiores en furosina (acrilamida 30,4 versus 26,3;
HMF 9,4 versus 2,1; furfural 1,2 versus 1,0; GIM 1,2 versus 0,3 y furosina 157
versus 346). Precisamente los hojaldrados de diferente color son los Unicos
bollos en los que existieron diferencias estadisticas para el contenido de
acrilamida. Por tanto serda en este tipo de productos donde se tenga que
prestar especial atencién ya que en el peor de los casos (palmera mallorquina)
el consumir un producto mas o menos tostado hace ingerir 3 veces mas de
acrilamida.

La relacion entre humedad y contenido de acrilamida también ha sido
encontrada por otros autores, Ahrné y col., (2007) la estableciéo durante el
horneado del pan blanco. Por otra parte el efecto del grosor del producto que
condiciona la velocidad de secado y que hace que productos con menos
volumen presenten mayor contenido de acrilamida también han sido descritos
(Acar y Gokmen 2009).

La tabla 4.5 muestra las correlaciones obtenidas entre las variables
analizadas. La acrilamida sélo se correlaciond significativamente con el GIM vy



entre indicadores de pardeamiento hubo correlaciones entre furosina y HMF;
furosinay GIM y entre HMF y GIM.

Tabla 4.5 Relaciones entre indicadores en tostado en productos de bolleria

Correlaciones

ACRILAMIDA | LN fursoina GIM LN HMF | LN furfural

Correlacién de Pearson 134 426" ,260 ,008

ACRILAMIDA | Sig. (bilateral) ,349 ,002 ,066 ,954
N 51 51 51 51

Rho de Spearman -,634" -,381" -,100

LN fursoina Sig. (bilateral) ,000 ,006 ,486
N 51 51 51

Correlacién de Pearson 665" 1239

GIM Sig. (bilateral) ,000 ,092
N 51 51

Correlacion de Pearson ,256

LN HMF Sig. (bilateral) ,070
N 51

** La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Si bien

la relacion entre acrilamida e

indicadores de Maillard es

habitualmente encontrada para un mismo producto con diferente intensidad

de tratamiento es mas dificil encontrarla en productos comerciales de diferente

composicion, asi

acrilamida, con HMF, furosina o color.

Rufidan-Henares y col (2006b) no la obtuvieron entre

GIM fue el uUnico indicador clasico de las reacciones de pardeamiento

quimico que se correlaciond con acrilamida (Tabla 4.5 y figura 4.30, sdlo

representados los valores medios) y también se correlaciond con furosina (tabla
4.5y figura 4.31).
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Figura 4.30 Relacidén entre acrilamida y GIM en productos de bolleria
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Figura 4.31 Relacidon entre furosina y GIM en productos de bolleria

Al igual que en el pan tostado el GIM fue el indicador que mas se
correlaciond con la acrilamida, como ya se comentdé GIM es un indicador
exclusivo de reaccion de Maillard en el que participa de forma principal un
aminodacido como en el caso de la acrilamida, aunque en este caso es la
glutamina en vez de la asparragina. También el GIM se correlaciond como en el
pan tostado con la furosina. Por lo que a falta de realizar estudios programados
podria utilizarse como indicador toxicolégico (acrilamida) y nutricional

(furosina).






5. CONCLUSIONES






10.

11.

Se han desarrollado dos métodos de determinacién de precursores de
acrilamida. Los inespecificos podrian usarse como control rdpido de los mismos
en patatas crudas.

La seleccion de la variedad de patata y su expresion en el etiquetado esta
relacionada con la calidad del producto pero no siempre con el riesgo
toxicolégico.

La adicién de bisulfito sédico al 1%, acido citrico al 0,5-1%, bicarbonato sédico
al 1% vy acido ascorbico al 0,5% al agua de remojo de patatas destinadas a
fritura redujo el contenido de acrilamida en el producto final
independientemente de la temperatura de fritura.

La adicidn de bisulfito sdédico da lugar un producto final mds claro y con menor
contenido de acrilamida.

El remojo con acido citrico produce una reduccién de acrilamida del 50% vy el
color es similar al obtenido con el remojo sin adicion del acido.

Se encontrd correlacién entre el color y el contenido de acrilamida en las
patatas fritas tras distintos procesos de remojo.

Teniendo en cuanta la ingesta de patatas fritas tipo frances de la poblacién
encuestada el consumo de acrilamida es de 0,35ug/kg/dia.

La acrilamida fue detectada en el 22% de las papillas de cereales analizadas con
un valor medio inferior a 10pg/kg.

La harina de garbanzos produce menor cantidad de acrilamida en el rebozado
comparada con las harinas de arroz, maiz-trigo y trigo en productos con
similares caracteristicas organolépticas.

La sustitucion de leche por agua como ingrediente del rebozado produce
menor cantidad de acrilamida aunque el color obtenido en el producto fue mas
oscuro.

La utilizacién de huevo, en vez de leche o agua como ingrediente del rebozado,
hace que el consumo de acrilamida sea menor independiente de la harina
utilizada.



12.

13.

14.

15.

16.

Enharinar antes de empanar incrementa el contenido de acrilamida en 3,5
veces.

El tostado del pan de molde a valores de humedad inferior al 17% produce un
incremento notable en la formacién de acrilamida.

Se propone una medida rdpida de fluorescencia para estandarizar las
condiciones de tostado de pan de molde.

La correlacidn entre acrilamida e indicadores clasicos de la reaccidon de Maillard
(HMF, furfural y GIM) es muy alta en el tostado de pan de molde. El GIM es el
unico indicador que mantiene una alta correlacién en productos de bolleria con
diferente composicion.

Productos de bolleria similares pero con diferente intensidad de color
presentaban diferente contenido en acrilamida siendo mas evidente en
productos hojaldrados donde también el valor de acrilamida fue superior.
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