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RESUMEN

La carboximetillisina (CML) es un indicador de etapas avanzadas de la reacciéon de Maillard. Su
formacion en los alimentos dependera directamente de la composicion de los mismos, pero también de
la temperatura y tiempo de calentamiento al que se ven sometidos durante el procesado.
Concretamente, se ve favorecida cuando el tratamiento térmico es mas severo, de ahi que esté presente
en alimentos tostados u horneados como los productos de panaderia o bolleria. En el presente trabajo
se analizé el contenido de CML en 9 tipos de alimentos: pan integral, pan de molde tostado a
diferentes tiempos, colines, torta de inés rosales, palmera, caracola, suizo y medianoche y galleta
integral mas o menos horneadas. La determinacion de CML se realizd6 mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, previa reduccion, hidrélisis y derivatizacion. Los valores de
CML determinados en las muestras del estudio oscilaron entre 1,38 mg/100 g muestra (palitos no
integrales) y 10,4 mg/100 g de muestra (galleta mas tostada). El pan de molde mostrd un incremento
en el contenido de CML paralelo al tiempo de tostado, pasando de 6,31 mg/100 g sin tostar, a 6,44
mg/100g con 1 minuto de tostado y a 8,95 mg/100 g con 6 minutos de tostado. En conclusion, es
importante conocer la cantidad de CML que contiene un alimento, para controlar su ingesta,
especialmente en los sometidos a tostado u horneado, ya que, como se ha comprobado en este estudio,
el contenido de CML incrementa paralelamente al tratamiento térmico.
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ABSTRACT

Carboximetillysine (CML) is an indicator of advanced stages of Maillard reaction. Its formation in
foods depends on their composition but, moreover, on temperature and time of thermal treatment
whom they are submitted during processed. Particularly, it is favored when thermal treatment is more
severe, with the result that it is present in toasted or baked foods such as bakery products. In the
present study, CML content in 9 different foods was analyzed: integral bread, sliced bread which was
toasted at different times, breadsticks, “inés rosales” cake, heart-shaped pastry, flaky pastry, bun with
sugar and bun and integral biscuit more or less baked. Determination of CML was carried out by GC-
MS, after reduction, hydrolysis and derivatization. CML values in studied samples ranged from 1.38
mg/100 g of sample (no integral breadsticks) to 10.4 mg/100 g of sample (more toasted biscuit). In
sliced bread a relationship between CML content and time of toasting was observed, increasing from
6.31 mg/100 g without toasting to 6.44 mg/100 g with 1 min and to 8.95 mg/100 g with 6 min of
toasting. In conclusion, it is important to know CML content in foods in order to control its intake,
especially in toasted or baked foods since, as it has been tested in this study, CML content is related to
the thermal treatment.
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INTRODUCCION

El pardeamiento no enzimatico es un conjunto de reacciones producidas en los
alimentos como consecuencia, principalmente, del tratamiento térmico. La reaccion de
Maillard es una de ellas, y ocurre cuando grupos amino de aminoacidos, péptidos o proteinas
se combinan con grupos carbonilos de azicares reductores o lipidos oxidados, originando los
denominados productos de la reaccion de Maillard (PRM). Estos productos, especialmente en
las etapas avanzadas de la reaccion, son compuestos de tono oscuro y estan asociados al
pardeamiento de los alimentos. La importancia de esta reaccion quimica, especialmente por
parte de la industria alimentaria, es la frecuencia con que se produce en los alimentos durante
procesos como horneado, fritura, tostado, etc., dando lugar a cambios en el color, olor, sabor y
textura y, en consecuencia, afectando a las propiedades sensoriales de los alimentos. Los
compuestos volatiles formados y los solubles contribuyen al sabor y al olor, mientras que los
menos solubles se asocian a la produccion de colores y texturas'.Muchos de estos cambios
son deseados, como el tostado del café, horneado del pan, fabricacion del chocolate, asado y
fritura de la carne, etc’, haciendo al alimento més atractivo para su consumo, aunque también
pueden estar relacionados con la aparicion de sustancias aromdticas o polimeros pardos
indeseados, especialmente durante el almacenamiento’, o con disminuciones de las
propiedades nutricionales®”

La carboximetillisina (CML) es un indicador de etapas avanzadas de la reaccion de
Maillard. Su formacion en los alimentos dependerd directamente de la composicion de los
mismos, pero también de la temperatura y tiempo de calentamiento al que se ven sometidos
durante el procesado®. Concretamente, la formacién de CML se ve favorecida cuando el
tratamiento térmico es mas severo, de ahi que esté presente en alimentos tostados u horneados
como los cereales y derivados, productos de panaderia o productos de bolleria7. En estos
alimentos la concentracion de CML es bastante elevada, ya que el desarrollo de la reaccion de
Maillard se ve favorecido debido al alto contenido de azucares reductores en los cereales o a
su produccion durante el tratamiento térmico como consecuencia de la hidrolisis del almidon
o de los aziicares afiadidos®™”'’. Por otra parte, el desarrollo de la reaccién induce una
deficiencia de lisina, principal aminoacido limitante en los cereales, por lo que,
consecuentemente, se produce una deficiencia de la calidad de la proteina'’.

En los ultimos afios se ha estudiado la posible asociacion entre la ingesta de CML y el
desarrollo de ciertas enfermedades, como la diabetes tipo-2 o las enfermedades
cardiovasculares.'>'*!* Recientemente, Birlouez-Aragon y col. han realizado wuna
intervencion nutricional en individuos sanos a los que se les administraron dietas ricas y
pobres en productos de la reaccion de Maillard (PRM) . El consumo de dietas ricas en PRM,
con un contenido 2,5 veces superior de CML respecto al de las dietas pobres en PRM,
condujo a un aumento en los niveles plasmaticos de dicho indicador, que correlacionaron con
los marcadores bioquimicos indicadores de un elevado riesgo en el desarrollo de diabetes
mellitus.
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Por todos estos motivos, el objetivo del presente trabajo fue determinar el contenido de
CML en galletas, productos de bolleria y productos de panaderia. Asi mismo, estudiar la
influencia del tiempo de tostado sobre la formacion de dicho compuesto en una muestra de
pan de molde.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. Se analizaron los siguientes tipos de alimentos: productos de panaderia (pan
integral, palitos integrales, palitos no integrales y pan de molde); productos de bolleria (torta
de Inés rosales, palmera, caracola, suizo y medianoche) y galletas integrales. Las muestras de
medianoche y galleta integral fueron horneadas a diferentes tiempos, de forma que se
analizaron medianoches y galletas mas o menos horneadas. Por otra parte, el pan de molde se
sometid a distintos tiempos de tostado, 1 minuto y 6 minutos. Con todo esto se pretendid ver
la influencia del tiempo y la temperatura de los distintos tratamientos térmicos sobre el
contenido de CML en los distintos productos.

Las muestras fueron obtenidas en distintos establecimientos comerciales. Se trituraron
mediante una picadora Moulinex ® y se procediod a la determinacion de humedad y de CML.

Determinacion de humedad: La determinacion de humedad se realizo midiendo la
pérdida de peso en estufa a 105°C hasta peso constante.'®

Determinacion de CML: La determinacion de CML se realizé mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, previa reduccion, hidrdlisis y derivatizacion,
, , . 1 . .
segiin el método de Liardon y col.'” con algunas modificaciones.

- Reduccion: Se pesan 0,3 g de muestra y se adicionan 1,5 mL de tampon borato
0,2 M pH 9,5. A continuaciéon se afiade 1 mL de borohidruro sédico y se deja en reposo
durante 4 horas a temperatura ambiente.

- Hidrolisis acida: Una vez transcurridas las 4 horas, se adicionan a cada
muestra 2,5 mL de HCI 37%, muy lentamente, y se mantienen en la estufa a 110 °C durante
20 horas. Finalmente se filtran y se procede a la derivatizacion.

- Derivatizacion: En un tubo pyrex se depositan 300 uLL de muestra hidrolizada y
300 pL del patrén interno (N-metil-lisina, 20000 ppb), desecandose en el rotavapor Biichi R-
114 a 60 °C Se adicionan 750 pL de una mezcla de isopropanol-cloruro de acetilo y 150 puL
de etanotiol y se lleva a estufa a 110 °C durante 30 minutos. A continuacién, la muestra se
deseca con N, se le adicionan 300 pL de anhidrido trifluoroacético y se lleva de nuevo a
estufa a 110 °C durante 10 minutos. Se deseca con Ny, se afiaden 300 pL de acetato de etilo y
se filtra utilizando filtros Millipore de 0,20 pm.

- Analisis cromatografico: La CML fue determinada mediante cromatografia de
gases-masas, utilizando un cromatografo de gases Trace 2000 (Thermo Electron Corporation)
equipado con una columna capilar ZB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) y acoplado a un
detector de trampa i6nica Polaris Q. Se utilizoé el modo de inyeccion splitless. El programa de
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T? utilizado fue el siguiente: 2 minutos a 60 °C, rampa de 5 °C/minuto hasta 240 °C y rampa
de 100 °C/minuto hasta 300 °C durante 5 minutos. El helio fue utilizado como fase mévil a un
flujo de 2,1 mL/minuto. El método de deteccion utilizado fue por ionizacidon quimica negativa
con T* de la fuente a 160 °C. Los datos fueron integrados y cuantificados con el software
Xcalibur (Thermo Electron Corporation).

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de CML en las muestras del estudio oscil6é entre 1,38 mg/100 g en los
palitos no integrales y 10,4 mg/100 g en la galleta integral (Tabla 1). Si expresamos los
resultados por cada 100 g de proteina, el rango determinado fue de 15,3-108,6 mg. Dado que
la CML es un indicador de etapas finales de la reacciones de pardeamiento no enzimatico,
cabria esperar una correlacion con el contenido de humedad, lo que indicaria la extension del
tratamiento térmico. Sin embargo, esta correlacion no se observd (r=0,006), probablemente
debido a la variabilidad de los ingredientes utilizados en la elaboracion de los mismos. Hay
que indicar que la CML no s6lo proviene de la oxidacion del compuesto de Amadori, primera
etapa en la reaccion de Maillard, sino que puede producirse por la condensacion de la lisina
con los productos de degradacion de los azlicares (glioxal y metilglioxal) y del acido
ascorbico y con los productos de oxidacion de los lipidos.'®

Tabla 1. Contenido de humedad (%) y CML (mg/100 g muestra) en las muestras analizadas.

Muestra Humedad CML

Pan integral 24,1 1,84
Palitos integrales 33 2,55
W) 0 e Palitos no integrales 4,5 1,38
Pan de molde integral 27,2 6,31
Torta de Inés Rosales 4,6 2,16
Palmera 5.5 1,95
Caracola 12,5 9,10
Suizo 18,4 2,65
Medianoche

Mas tostada 22,2 2,44
Menos tostada 22,7 3,03
Galleta integral

Mas tostada 5,5 10,4
Menos tostada 6,5 6,95

BOLLERIA

GALLETERIA
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Los resultados obtenidos en el pan de molde son similares a los observados por otros
autores.”'” Sin embargo, las muestras de galletas analizadas mostraron valores superiores a
los observados por Charissou y col.’, quienes también encontraron una alta variabilidad en sus
datos. No se han encontrado referencias bibliograficas para muestras de bolleria, que
presentaron valores similares excepto para la caracola, en la que se obtuvo un valor tres veces
superior (9,1 mg/100 g) al observado en el suizo o en las medianoches. Este producto se
elabora con masa hojaldrada de elevada proporcion de grasa, al igual que la palmera, para
elaborar el denominado “plaston”. La caracola, ademas, contiene crema pastelera, pifiones,
azucar y fruta confitada, ingredientes que incluyen todos los tipos de precursores de la CML,
lo que justificaria el elevado contenido de este compuesto en la muestra.

El pan de molde mostrd un incremento en el contenido de CML paralelo al tiempo de
tostado, pasando de 6,31 mg/100 g sin tostar, a 6,44 mg/100 g con 1 minuto de tostado y a
8,95 mg/100 g con 6 minutos de tostado (Tabla 2). En este caso si existio correlacion con la
humedad (r=0,99), lo que indica que a igualdad de ingredientes, es el binomio temperatura-
tiempo el que influye en la generaciéon de CML. Capuano y col. no encontraron una tendencia
similar a la nuestra en panes tostados a distinta temperatura y tiempo.” En la elaboracion de
las galletas, el empleo de diferentes tiempos de horneado, también produjo un mayor
contenido de CML, resultados igualmente observados por Charissou y col.” en galletas con
distintos ingredientes, temperaturas y tiempos de horneado. En productos de bolleria
(medianoche), el empleo de diferentes tiempos de horneado no refleja la tendencia anterior.
En este caso, el alto contenido de humedad de los productos de bolleria hace que la
proporcién de corteza/miga sea pequefia y por tanto, no se vea reflejado en la medida del
producto total, ya que hay que tener en cuenta que son necesarias temperaturas superiores a
100°C para generar este compuesto.

Tabla 2. Contenido de humedad (%) y CML mg/100 g muestra) en pan de molde tostado a
diferentes tiempos.

Muestra Humedad CML
Sin tostar 27,2 6,31

Tostado 1 min 26,3 6,44
Tostado 6 min 5,1 8,95
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CONCLUSIONES

Es importante conocer la cantidad de CML que contiene un alimento, debido a la

relacion entre la ingesta de este compuesto y el desarrollo de ciertas enfermedades. Hay que
prestar especial atencidon al grupo de los alimentos sometidos a tostado u horneado, ya que,
como se ha comprobado en este estudio, el contenido de CML puede incrementarse
paralelamente al tratamiento térmico.
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