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l. Objetivos







ANALISIS, INHIBICION E INGESTA DE NUEVOS CONTAMINANTES QUIMICOS DE PROCESADO EN ALIMENTOS

Las consecuencias directas de la aplicacién del tratamiento térmico sobre los alimentos son,
por una parte, las relativas a los aspectos bdsicos de higienizacion y prolongacion de la vida util
de los mismos, y por otra, la induccién de una serie de modificaciones fisico-quimicas que
ofrezcan al consumidor un producto mds agradable. Sin embargo, las reacciones entre los
constituyentes del alimento pueden dan lugar a una serie de nuevos compuestos que, no sélo
tienen implicaciones en el aroma, sabor y color, sino que también poseen una determinada
actividad bioldgica. Los compuestos generados tras un procesado térmico, es decir, que no
estaban presentes en la materia prima original, y que pueden suponer un riesgo potencial para

la salud, se denominan contaminantes quimicos de procesado.

En los ultimos afios, dos nuevos contaminantes quimicos de procesado, acrilamida e
hidroximetilfurfural (HMF), han despertado un gran interés en la comunidad cientifica debido a
sus efectos toxicolégicos. Desde el descubrimiento en abril de 2002, de la presencia de
acrilamida en diversos alimentos ricos en hidratos de carbono de alto consumo en la dieta
occidental, se han llevado a cabo diferentes estudios con el fin de mitigar su formacion
durante el procesado. Por tanto, profundizar en el conocimiento de las variables y/o
precursores, asi como en el control de los pardmetros tecnoldgicos de los procesos, resulta
imprescindible para conocer los mecanismos implicados en su formacién y para ofrecer base

cientifica sélida tanto al sector empresarial como a las Agencias de Seguridad Alimentaria.

Al ser considerados tanto la acrilamida como el HMF como un riesgo potencial para la salud, y
debido a la falta de datos existentes en la bibliografia sobre su exposicion, resulta necesario
realizar estudios de estimacion de ingesta en la poblacidn. Estos estudios irdn enfocados hacia
los alimentos que contribuyen de manera significativa en la dieta espafiola a su exposicion,

como son las patatas fritas en el caso de la acrilamida, y el café en el caso del HMF.

Esta Tesis tiene como objetivo general:

o El estudio de los contaminantes quimicos acrilamida e HMF en alimentos procesados

térmicamente.
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Para lograr este propdsito, se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

Estudiar los constituyentes del alimento asi como el efecto de las principales variables
gue intervienen en el tratamiento térmico sobre la quimica de formacién de acrilamida
e HMF.

Determinar la influencia de los precursores glioxal y metilglioxal en la formacién de
acrilamida e HMF.

Evaluar el efecto inhibidor de la piridoxamina en la formaciéon de acrilamida y elucidar el
mecanismo de accidn.

Evaluar los niveles de acrilamida en diversos grupos de alimentos comercializados en
Espafia.

Estimar la ingesta de acrilamida e HMF en la dieta espafola a través de sus dos
principales fuentes de exposicién: las patatas fritas y el café, respectivamente.

Validar una metodologia analitica para la determinacién de acrilamida en alimentos
horneados y fritos mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS) a fin de que cumpla con los estdndares de competencia
técnica requeridos por la norma UNE EN ISO/IEC 17025, y obtener la acreditacion por la

Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC).
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ANALISIS, INHIBICION E INGESTA DE NUEVOS CONTAMINANTES QUIMICOS DE PROCESADO EN ALIMENTOS

Esta Memoria estd dividida en ocho bloques. En el Bloque | se encuentran descritos los
Objetivos de la Tesis Doctoral. A continuacion, se describe la Estructura de la Memoria (Bloque

).

El Bloque lll, correspondiente a la Introduccidn, se inicia con una breve descripcion sobre la
necesidad de evaluar los beneficios frente a las limitaciones o riesgos del procesado térmico de
los alimentos desde el punto de vista tecnoldgico y nutricional. A continuacidn, se ofrece una
vision global de la reaccién de Maillard (RM), la principal reaccidn responsable en los alimentos
de la formacion de una gran variedad de compuestos entre los que se encuentran la acrilamida
y el HMF, objeto central de esta Tesis. Y finalmente, se discute en detalle acerca de la
toxicologia, los mecanismos de formacidn, los métodos analiticos, las estrategias de mitigacidon

y los niveles de estos dos contaminantes en los alimentos.

El Bloque IV describe la Parte Experimental. Esta se divide en cinco Capitulos,
correspondientes a los objetivos especificos, donde se incluyen los articulos cientificos con los

resultados obtenidos durante la realizacién de la Tesis Doctoral.

En el Articulo 1.1 se describe la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS) para llevar a cabo un estudio sobre la influencia de la composicion de galletas y panes
comercializados en Espafia respecto al contenido de acrilamida. Estos productos, debido a que
su consumo estad ampliamente extendido en la poblacidn, podrian ser una fuente importante
de exposicion de acrilamida en la dieta espafola. Por lo tanto, también se presenta una

relacion entre el consumo de acrilamida y los diversos grupos poblacionales.

Ademas de la composicién del alimento, las condiciones de procesado influyen en la formacién
de acrilamida e HMF. El Articulo 1.2 centra su interés en los parametros de temperatura y de
tiempo de fritura en masas fritas (churros), y paralelamente estudia cémo se ven afectados

otros aspectos importantes de la calidad del producto final, como el color y la humedad.

En el Articulo 1.3 se presenta la influencia de la composicién del aceite sobre la formacion de
acrilamida e HMF en una formulacidon convencional de galleta de desayuno. Se estudia el
efecto de los compuestos fendlicos del aceite de oliva, ademas del efecto de la oxidacion del
aceite. El trabajo experimental incluido en este articulo fue desarrollado durante una estancia
en la Universita degli Studi di Napoli “Federico 1lI” de Italia, bajo la supervisién del profesor

Vincenzo Fogliano.
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El Articulo 2.1 describe el desarrollo de un método analitico basado en la cromatografia de
liguidos de alta eficacia con detector ultravioleta (HPLC-UV), capaz de cuantificar los
compuestos dicarbonilicos glioxal y metilglioxal en muestras de galletas, asi como su posterior
validacién. Este trabajo resultd muy util debido a la poca informacidon existente en la
bibliografia de los niveles de estos compuestos en galletas y porque son intermedios
altamente reactivos en la formacién de acrilamida (como se vera posteriormente en el Articulo

3.2).

El Articulo 3.1, el primero de los relativos al capitulo de inhibicidn, estd dedicado al efecto de
la vitamina Bg en la quimica de formacidn de acrilamida. La piridoxamina es un inhibidor de la
glicacién proteica en sistemas biolégicos. Numerosos trabajos previos han revelado su
excelente capacidad para inhibir la formaciéon de productos avanzados de glicacion (AGEs)
siendo uno de los mecanismos la reaccién con los compuestos dicarbonilicos intermedios
glioxal y metilglioxal. Este hecho estimuld nuestro interés en este vitdmero Bg como posible
inhibidor de la formacién de acrilamida ya que hasta el momento en que se desarrolld este

trabajo no existia ningln estudio al respecto.

En base a los resultados obtenidos en el articulo anterior, el objetivo planteado en el Articulo
3.2 fue estudiar si el mecanismo de accién de la piridoxamina implicado en la reduccién de los
niveles de acrilamida se produce a través del bloqueo de glioxal y metilglioxal. Para llevar a
cabo este estudio fue necesario emplear el método de HPLC-UV desarrollado previamente en

el Articulo 2.1.

Siguiendo el enfoque de los dos articulos anteriores y con objeto de investigar con mas detalle
el mecanismo mediante el cual la piridoxamina inhibe la formaciéon de acrilamida, en el
Articulo 3.3 se estudia la reaccidn directa entre ambas sustancias asi como la formacion y la

elucidacion estructural de los correspondientes aductos.

Después de estudiar algunos de los factores que influyen en la formacion de acrilamida e HMF
asi como posibles mecanismos de inhibicién, resulta necesario conocer la ingesta de estos dos
contaminantes quimicos de procesado en la poblacién espafiola con el fin de proporcionar
datos en una futura evaluacién de riesgo. Las investigaciones se centran en las patatas fritas y

en el café, como alimentos de referencia de ingesta de acrilamida e HMF, respectivamente.
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En el Articulo 4.1 se investiga la exposicidn dietética a acrilamida a través de las patatas fritas
de aperitivo en base a datos de consumo de alimentos tanto del Ministerio de Agricultura
Pesca y Alimentacion (MAPA) como de la Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria y

Nutricion (AESAN).

En el Articulo 4.2 se estudia la contribucién del café en la ingesta diaria de HMF. El HMF es un
conocido marcador quimico de la extensidn del dafio térmico en alimentos. Recientemente, se
ha demostrado su bioactivacion hacia su derivado genotdxico y mutagénico 5-
sulfoximetilfurfural (SMF), incluyéndose por ello en el grupo de los nuevos contaminantes
quimicos de procesado. Este descubrimiento ha motivado a la comunidad cientifica a recopilar
y actualizar la informacién sobre la ingesta de HMF a través de los alimentos con el fin de
evaluar su riesgo. Este trabajo aborda por primera vez la situacion de la ingesta de HMF a

partir del café en Espafia.

La parte experimental finaliza con la optimizacion y validacion del método analitico para
determinar acrilamida en alimentos mediante LC-MS/MS vy posterior acreditacion segun la
norma ISO 17025. Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Salud Publica de Madrid (LSP),

con la colaboracidn de la Unidad de Técnicas Instrumentales y Contaminantes.

A continuacién, en el Bloque V, se encuentra la Discusion Integradora. El conocimiento acerca
de la formacion de acrilamida e HMF, inhibicidn e ingesta, adquirido a lo largo de los cinco
capitulos conduce a las Conclusiones mas relevantes de este trabajo de investigacion,
recogidas en el Bloque VI. En el Bloque VII, se expone los resultados obtenidos en los
diferentes ejercicios de intercomparacién. Por Ultimo, se citan otros trabajos cientificos
relacionados con la presente Memoria y publicados en colaboracidon con otros centros de
investigacion extranjeros, un capitulo de libro y varios articulos de divulgacién cientifica. Se

finaliza con la Bibliografia en el Bloque VIII.
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ANALISIS, INHIBICION E INGESTA DE NUEVOS CONTAMINANTES QUIMICOS DE PROCESADO EN ALIMENTOS

This Thesis is presented in manuscript format, and consists of eight parts. In the Part | and Part

Il are described the aim, objectives, and summary.

The aim of this work is the study of the chemical contaminants acrylamide and HMF in heat-

processed food.

The Part Ill presents a background about food thermal processing, its benefits and risks from a
technological and nutritional point of view, and introduces the concept of thermally generated
food contaminants. In addition, a section is dedicated to the Maillard reaction since it is the
main reaction responsible for the formation of acrylamide and HMF. Finally this section gets
insight about toxicology, formation pathways, analytical methods, mitigation strategies and

levels of these heat-induced contaminants in foods.

The Part IV deals with the development of experimental section. It was divided into five
chapters, related to the main objectives, which include the scientific articles obtained during

the course of this thesis.

The Article 1.1 describes the LC-MS analytical procedure for the study of the influence of the
composition of commercial biscuits and bread derivates marketed in Spain on the acrylamide
formation. These products, due to their relatively widespread consumption, could be a key
source of acrylamide in the Spanish diet. Therefore, the relationship between acrylamide

intake and population factors is presented.

Besides food composition, heat processing conditions also affects on the formation of
acrylamide and HMF. The Article 1.2 focuses on temperature and time frying parameters in
fried dough (churros) and other attributes important for the final quality of product like colour

and moisture content.

The purpose of Article 1.3 is to investigate the effect of the olive oil phenolic compounds as
well as of thermoxidized oil on the formation of acrylamide and HMF. The experimental work
included in this paper was developed in the Dipartimento di Scienza degli Alimenti of

University of Napoli “Federico II” (Portici, Italy).
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In the Article 2.1 an analytical method using HPLC with UV detection was developed to
measure glyoxal and methylglyoxal in cookies with a posterior in-house validation. Further
studies on these dicarbonyl compounds are necessary because they may provide new
information about the dynamics of acrylamide and HMF in food and, subsequently, potential
mitigation strategies. Moreover, knowledge of these reactive dicarbonyls in cookies, as well as
their connection with acrylamide formation, has been limited, despite evidence indicating the

important role they play in acrylamide genesis.

In the Article 3.1, the first one related to inhibition chapter, pyridoxamine is studied as a
possible inhibitor of acrylamide. Pyridoxamine has been described as a post-Amadori inhibitor
capable of inhibiting the formation of advanced glycation end-products in vivo and in vitro. The
main purpose of this investigation was to evaluate whether this natural intermediate of

vitamin Bg could mitigate acrylamide formation in foods systems.

As a continuation of former research, the purpose of the Article 3.2 is study if the reduction of
acrylamide is closely associated to the inhibition rates of glyoxal and methylglyoxal by
piridoxamine. To determine the dicarbonyl compounds, it was used HPLC-UV according to the

method previously developed in the Article 2.1.

Following the approach of two previous papers and to get further insight into the mechanism
of pyridoxamine on reactions that involves acrylamide formation, the Article 3.3 investigates a

direct reaction between both compounds and characterizes and identifies its major products.

After the identification of several factors influencing or mitigating acrylamide and HMF
formation as well as possible inhibition mechanisms, it is relevant to investigate dietary intake
of these chemical process contaminants in the Spanish population, to obtain a picture of the
current situation and to compare the intake with other European Union Member States before
a further decision on risk management. The investigations focus on commercial potato crisps
and ground and soluble coffee as the reference foods to the acrylamide and HMF daily intake,

respectively.

The Article 4.1 calculates the dietary exposure to acrylamide from potato crisps by using two

different food consumption data base.
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In the Article 4.2 the dietary intake of HMF roasted coffee was studied. HMF is a classical
chemical marker of the extent of the thermal treatment in food. HMF has attracted the
attention of the scientific community in recent years because HMF has been shown to be
converted in vivo to 5-sulfoxymethylfurfural (SMF), which is a genotoxic and mutagenic
compound. Due to the new findings about HMF genotoxicity potential, compiling data in food
and estimating consumer exposure to HMF is relevant for further discussions of food experts
and risks managers. This investigation presents levels of HMF intake from coffee consumption
in the Spanish population taking into account the partial contribution of ground and soluble

coffee.

The analytical method development, optimization, validation and accreditation (ISO 17025) of
acrylamide in food by LC-MS/MS is presented at the end of the experimental section. This
work was development in the Laboratorio de Salud Publica de Madrid in cooperation with the

Unidad de Técnicas Instrumentales y Contaminantes.

Consequently, the Part V describes the general discussion. The knowledge about acrylamide
and HMF formation, inhibition and intake, acquired in previous chapters, finally leads to the
formulation of the final conclusions (Part VI). References are found in Part VII. Finally, the Part
VIl shows the successful participation in different interlaboratory comparison studies.
Additionally, other research papers related to the thesis were published in cooperation with
research centers at international level. It was also published a book chapter and several

manuscripts for basic science dissemination.
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INTRODUCCION GENERAL

A. INTRODUCCION GENERAL

El procesado de alimentos se puede considerar como el conjunto de practicas que utilizan
tecnologias y técnicas para transformar los alimentos crudos o productos intermedios en
alimentos listos para el consumo (Lineback y Stadler, 2009). La salazén y el secado fueron dos
de los primeros métodos utilizados por el hombre para transformar alimentos con el fin de
preservarlos y mejorar su sabor. El procesamiento de los alimentos ha permitido avanzar en el
abastecimiento alimentario al prolongar su vida util y aumentar la variedad de los productos
disponibles. Sin embargo, tanto los habitos alimentarios como las técnicas de procesado de
alimentos han ido evolucionando a lo largo de los afios. Se ha pasado de cubrir meramente las
necesidades basadas en la supervivencia del hombre, a cubrir las demandas que los
ciudadanos plantean en las sociedades desarrolladas: calidad nutricional, sensorial y seguridad

alimentaria.

El tratamiento térmico es uno de los procesos mds ampliamente utilizados como método de
preparacion de los alimentos tanto en la industria alimentaria como en el hogar. La forma en la
que el alimento es procesado, directamente sobre el fuego, hervido, asado, frito, etc., asi
como la temperatura y la duracién del mismo influyen drasticamente sobre los cambios
qguimicos y la naturaleza de los productos originados. Debido a este proceso, los consituyentes
de los alimentos experimentan una serie de reacciones, muchas de las cuales son responsables
del aroma, color, textura y sabor, pero otras estan asociadas con la generacién de compuestos
potencialmente toxicos. Aunque la presencia de estas sustancias toxicas puede ser causa de
alarma, siempre es necesario evaluar en un contexto amplio los beneficios y riesgos que
presentan los alimentos procesados para llegar a una evaluacién de riesgo eficaz y realista
hacia la poblacién. En este sentido, el Comité Cientifico de la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) desarrollé una guia en el aino 2010 cuyo propdsito es la evaluacion de los

riesgos y beneficios de los alimentos con respecto a la salud humana (EFSA, 2010).
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B. REACCION DE MAILLARD EN ALIMENTOS

1. Aspectos generales

La RM ha sido reconocida durante mas de 60 afios como la principal ruta implicada en las
propiedades organolépticas de los alimentos tratados térmicamente, y en general, en la
aceptabilidad de los mismos (Kawamura, 1983). Se inicia por la condensacién entre un grupo
amino libre de un aminodcido, péptido o proteina y el grupo carbonilo de azlcares reductores
o de lipidos oxidados. Posteriormente, y mediante una serie de reacciones complejas da lugar
a los denominados, de manera genérica, productos de la reaccion de Maillard (PRM). Los PRM
estan presentes en la mayoria de los alimentos que se consumen en la dieta de paises
occidentales. La RM es especialmente importante para la industria alimentaria, ya que se
desarrolla durante los procesos de tostado, horneado o cocinado entre otros, confiriendo a los
alimentos nuevos aromas, sabores y colores agradables para el consumidor (Hodge, 1967;

Mottram, 1994).

Se estima que aproximadamente el 80-90% de los alimentos consumidos en los hogares son
procesados en alguna medida, de ahi la importancia de considerar los efectos beneficiosos del
tratamiento sobre la seguridad y la calidad de los productos (Van Boekel y col., 2010). Aparte
de su influencia en las propiedades organolépticas, la RM esta implicada en otros aspectos
entre los que se incluyen el deterioro de los alimentos durante su procesado y
almacenamiento y el efecto protector de determinados PRM con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. Sin embargo, la RM también estd implicada en la formacién de sustancias
perjudiciales, como las aminas heterociclicas o el furano que se describen en el siguiente
capitulo, asi como en la formacion de HMF y acrilamida, objeto de estudio en la presente

Memoria.

2. Quimica de la reaccion de Maillard

La RM fue descrita por primera vez en 1912 por el quimico francés Louis Camille Maillard

(Maillard, 1912). Sin embargo, fue John Hodge quien en 1953 propuso por primera vez un
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REACCION DE MAILLARD

esquema de las etapas de esta compleja reaccion (Hodge, 1953). La RM puede dividirse en tres

etapas:

Etapa inicial: Comienza con una reaccién de condensacién entre el grupo carbonilo,
normalmente de un azlcar reductor, aunque también puede ser un compuesto carbonilico
generado en la etapa intermedia de la RM o procedente de la oxidacién lipidica, y un grupo
amino libre de un aminoacido, péptido o proteina originandose una base de Schiff (Figura 1).
Por ciclacién, la base de Schiff se transforma rapidamente en la glicosilamina N-sustituida
correspondiente. Cuando la base de Schiff es una aldosilamina N-sustituida, se forma la 1-
amino-1-deoxi-2-cetosa mediante la denominada reorganizacién de Amadori, siendo esta
epata irreversible. Sin embargo, cuando la molécula es una cetosilamina-N-sustituida se forma

una 2-amino-2-deoxi-2-cetosa y se le conoce como reorganizacién de Heyns.

+ compuesto amino
AzUcar Aldosa ‘ Glicosilamina N-sustituida +H,O | ETAPA INICIAL

l Reorganizaciéon de Amadori

Producto de Amadori reorganizado
1-amino-1-deoxi-2-cetosa

-2HZOlpH>7 lpH>7 -3HzolpH<7

Reductonas Productos de fision Base de Schiff de
(acetol, diacetilo, piruvaldehido, etc.)| | HMF o furfural ETAPA AVANZADA

-2H* H+ 2H*
[ ] ] + H,O

Dehidroreductonas - compuesto amino

L —
Degradacion de Strecker| + compuesto amino

-CO,
+ a-aminoacido

— | Aldehidos - HMF o furfural
; Aldoles y pollmeros‘

H *;
+ compuesto amino libres de N | |

[ + compuesto amino
I [ Aldiminas o cetiminas J<g ETAPA FINAL

‘ Melanoidinas (polimeros nitrogenados oscurecidos)

Figura 1. Esquema de la RM (Hodge, 1953; Martins y col., 2001; Zhang y Zhang, 2007).

Etapa avanzada: Los productos de Amadori y Heyns se descomponen dependiendo del pH, la

actividad de agua, la presencia de metales divalentes o la temperatura, dando lugar a la
formacidén de diferentes compuestos intermedios responsables del aroma que caracterizan a

los alimentos cocinados. A pH neutro o ligeramente acido, y en condiciones de baja actividad
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de agua, la reaccidon predominante es una enolizacién-1,2 que da lugar a la formacién de
furfural cuando el azucar reductor implicado es una pentosa o hidroxilmetilfurfural en el caso
de una hexosa. Por el contrario, a pH basicos tiene lugar una enolizacién-2,3 formandose
reductonas y una variedad de productos de fisién tales como acetol, piruvaldehido y diacetilo,
todos ellos de gran reactividad, lo que hace que participen en nuevas reacciones con otros

productos intermedios de la reaccion (Figura 2).

HO
O
0
CHN, Ho-N  -RNH, CHO CH:0  -H0 L
Q‘OH _OH é‘OH +H,0 Q:O -H,0 Q:o 5-HMF
HC-OH — " ¢ <~ CH = GH
HC-OH HC-oH *+R-NH, HC-OH CH
12 li 2 | ‘ - HZO ‘ ‘ + R-NH2
- noizacion 1,2-Eneaminol 3-Deoxiosona +R-NH,
pH acido H,0
- 2
/
CHAN_ Melanoidinas
HC-OH
HC-OH -0
I , +R-NH,
Compuesto de Am'ado'r'i CHN_ CH, CH; CH; +R-NH,
2,3-enolizaciéon C-OH -RNH, C-OH C=0 c=0
pH basico C-OH — c0 —— C-0 <— C-OH
H(|3-0H H(ll-OH H(‘:-OH (‘)-OH \
2,3-Enediol 1-Deoxiosona  Reductona
Furanonas,
metil-reductonas y
compuestos

1,2—dicarbonilicos

Figura 2. Esquema de las reacciones de enolizacién 1,2 y 2,3 dependiendo del pH (Hodge, 1967).

El producto de Amadori puede degradarse también via oxidativa hacia compuestos
carbonilicos (ruta de Namiki). Los compuestos dicarbonilicos producidos, mediante la
degradacién de Strecker (Figura 3) pueden reaccionar con aminodcidos y dar lugar a la
formacion de aldehidos con un carbono menos, a-aminocetonas, y eliminacion de CO,. Estos

aldehidos también juegan un papel importante en el aroma y sabor de los alimentos cocinados.
Etapa final: Engloba un gran nimero de reacciones que incluyen ciclaciones, deshidrataciones,
reorganizaciones y condensaciones originando dos clases diferentes de compuestos: los

compuestos aromaticos volatiles, siguiendo la via paralela de Strecker, y las melanoidinas.

Las melanoidinas son polimeros coloreados producidos por reacciones de condensacién de

compuestos con grupos amino procedentes de las etapas intermedias de la RM como pirroles
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N-sustituidos, 2-formilpirroles N-sustituidos, y 2-furaldehido. La estructura de las melanoidinas
varia dependiendo de las condiciones en las que haya tenido lugar la reaccién asi como del

tipo de alimento, ademas, poseen menor solubilidad que los PRM de partida (Morales y col.,

2012).
AN /
//C—C\\
0O O N N C,R
R-CH-COOH  1,2-Dicarbonilico N2 C NAr T
NH, QJQH\COOH — g COCH
Cx N
-H,O Pt /~"OH
a-Aminoacido 2 a
CO,
NH R
AL L) N=C
rR-c?° + G -~ \(,3,/ H
“H
C~0oH +Hy0 _C~oH
Aldehido de Strecker
NH,
_CI::O
—CH-OH

Nuevos compuestos
carbonilicos

Figura 3. Degradacion de Strecker (Ames, 1992).

3. Compuestos 1,2-dicarbonilicos

Los compuestos 1,2-dicarbonilicos se forman durante el calentamiento y/o almacenamiento
prolongado de los alimentos, principalmente a partir de la autoxidacién de la glucosa, la
degradacién del producto de Amadori o por fragmentacién de las deoxiosonas. Este proceso
ocurre principalmente en alimentos ricos en hidratos de carbono, y especialmente en
monosacaridos donde la glucosa es mds efectiva que la fructosa en la formacion de

compuestos dicarbonilicos (Hollnagel, 1998).

Los compuestos 1,2-dicarbonilicos son precursores tanto de los compuestos volatiles como de
las melanoidinas. En la Figura 4 se muestran 11 compuestos dicarbonilicos que pueden
formarse a partir de monosacdridos (Thornalley, 2005). Una de sus principales rutas de

formacién a través de la RM tiene lugar desde la forma 1,2-eneaminol del producto de
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Amadori a intermedios deoxihexosonas (Thornalley, 2005). Una via secundaria implica la
conversion del 2,3-enediol al intermedio metil-a-dicarbonilico el cual sufre transformacion a

cetonas, aldehidos, furanos, pirroles, quinolinas e indoles, responsables del aroma de los

alimentos.

Glucosa

NH,-Proteina

T
w
T @]
o
o (@]
T T

(@]
(o]

HOH,C

O:S:
o
I

/2

Metilglioxal (MG)

Glioxal

Hidroxi-piruvaldehido (HPA)

HOCHZCHOH\[HLH Eritrosona (ES)
(e}
OH o
R X Proteina OHCHchz\H)J\H 3-Desoxi-eritrosona (3DE)
OH o)
Base de Schiff o)
> OHCHchOHCHOH\[HLH Ribosona (RS)
Reorganizacion de \ © o
Amadori OHCHonOHCHOHW)LH 3-Deoxi-ribosona (3-DR)
\ o
O
HOCHZCHOHCHOHCHOH\H)J\H Glucosona (GS)
OH
. (e}
R)\H/\N,Protema o
0o . HOCHZCHOHCOH%CH 1-Deoxi-glucosona (1DG)
Producto de Amadori 3
(e}
(0]
HOCHzCHOHCHOHCHszH 3-Deoxi-glucosona (3DG)
(e}
(e}

HOCHchOHCH=CHm)kH 3,4-Dideoxi-glucosona-3-en (3,4-DGE)

o}
Figura 4. Compuestos 1,2-dicarbonilicos, intermedios de la RM (Thornalley, 2005).

A pesar del papel que desempeiian los compuestos 1,2-dicarbonilicos, existe poca informacién
sobre los niveles de estos compuestos en los alimentos y en definitiva sobre su exposicion a
través de la dieta, probablemente debido a las dificultadades que entrafia la caracterizacién de
estos intermedios. Los compuestos dicarbonilicos mds estudiados son el glioxal y el metilglioxal,
y se encuentran en productos como el pan, la salsa de soja, el té o el café tostado y en

alimentos fermentados (Tabla 1).
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Alimento o bebida Glioxal Metilglioxal Referencia

Whisky 390 pg/L 1500 pg/L Nagao y col., 1986
Brandy (manzana) 330 pg/L 320 ug/L Nagao y col., 1986
Vino tinto 970 pg/L 570 ug/L Nagao y col., 1986
Vino blanco 360-1509 pg/L Barros y col., 1999

Vino de Oporto

2,15-12,72 mg/L
15,30-28-63 mg/L

3,38-11,85 mg/L
15,67-25,40 mg/L

Ferreira y col., 2007
Ferreira y col., 2007

Cerveza 29 pg/L 123 ug/L Saison y col., 2009
Café instantaneo 340 pg/L 1600 pg/L Nagao y col., 1986
Café 870 pg/L 700 pg/L Nagao y col., 1986
Té negro 20 pg/L 50 pg/L Nagao y col., 1986
Té verde ° trazas trazas Nagao y col., 1986
Bebidas carbonatadas ~ 20-1730 pg/L 71-1395 ug/L Loy col., 2008
Miel 1,7 mg/kg 3,1 mg/kg Mavric y col., 2008
Miel de Manuka 651-1541 mg/kg Stephens y col., 2010
Pan 300 pg/kg 790 pg/kg Nagao y col., 1986
Tostadas 500 pg/kg 2500 pg/kg Nagao y col., 1986
Salsa de soja 4900 pg/L 8700 pg/L Nagao y col., 1986

Tabla 1. Niveles de glioxal y metilglioxal en algunos alimentos y bebidas.

4. Consecuencias de la reaccion de Maillard

Hasta la década de los 80 del siglo pasado, la mayoria de las investigaciones realizadas sobre la
RM se centraban en aspectos tradicionales de la ciencia y tecnologia de los alimentos,
incluyendo aroma, color, textura, trazabilidad, vida util y valor nutricional. Sin embargo, en
respuesta a la industria alimentaria y a los intereses de los consumidores, el impacto de la
dieta en la salud ha recibido una mayor atencién en los ultimos afios. Este hecho ha supuesto
un cambio de perspectiva en la investigacién de la RM para alcanzar nuevos conocimientos
sobre la aplicacidn del tratamiento térmico sobre los alimentos con el fin de crear alimentos

procesados mas saludables, y a su vez, preservar las caracteristicas sensoriales originarias.

4.1 Aspectos tecnologicos

Como se ha indicado anteriormente, el aroma es una de las principales consecuencias del
desarrollo de la RM. La RM puede generar mas de 2.500 compuestos aromdticos que se

relacionan con las caracteristicas sensoriales de los alimentos procesados térmicamente y que
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inciden de manera especial en la aceptacion del producto por parte del consumidor (Cerny,
2008). En general, la intensidad del aroma y el tipo de compuestos volatiles dependen de los
precursores de reaccién, de los parametros del procesado térmico o del pH (Martins y col.,
2001; Van Boekel, 2006). Algunos compuestos azufrados volatiles, relacionados con el aroma
de la carne, pueden ser obtenidos por reaccién entre la cisteina y un azlcar reductor. Por
ejemplo, el glutation, un tripéptido que contiene cisteina, contribuye a la generacion del sabor
de la carne (Wang y col., 2012). Se han identificado multitud de compuestos relacionados con

el aroma en diversos alimentos procesados, como se puede observar en la Tabla 2.

Clase de compuesto Aroma Detectado en

Cocinado, asado, tostado,

Pirazinas Alimentos calentados en general
cereales horneados
Alquilpirazinas Nueces, asado Café
S Amargo, astringente ,
Alquilpiridinas 80 & ’ Café, cebada, malta
gquemado
Acilpiridinas Crackers Cereales
Pirroles Cereal Cereales, café
Furanos, furanonas Dulce, quemado, picante .
. ’ ’ + 'P ’ Alimentos calentados en general
piranonas caramelo
Oxazoles Nuez, dulce Cacao, café, carne
Tiofenonas Carne Carne cocinada

Tabla 2. Aromas generados por diferentes compuestos derivados de la reaccién de Maillard en
alimentos tratados térmicamente (Van Boekel, 2006).

4.2. Aspectos nutricionales

Los trabajos publicados en la primera mitad del siglo XX muestran que las reacciones de
pardeamiento pueden tener un efecto adverso sobre la calidad nutricional de las proteinas de
los alimentos (McCollum y col., 1915; Greaves y col., 1938). Este efecto se debe al bloqueo de
aminodcidos esenciales y en consecuencia, a una reduccién en la disponibilidad bioldgica o
incluso a la inhibicién que ejercen determinados PRM sobre la actividad de las enzimas

digestivas.
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La lisina es el aminoacido cominmente mas reactivo hacia la RM y su pérdida de disponibilidad,
pudiendo llegar hasta un 50%, es la consecuencia mas significativa del progreso de la RM
(Rerat y col., 2002). Esta consecuencia es importante en los alimentos en los cuales la lisina es
el aminoacido limitante (Meade y col., 2005). Por ejemplo, Rufian-Henares y col. estimaron
desde un 0,1 hasta un 36,7% el contenido de lisina no disponible en suplementos para
deportistas a base de proteinas lacteas (Rufidn-Henares y col., 2007). Durante el tratamiento
térmico, se produce también la oxidacion y la destruccidon de otros aminoacidos esenciales
como la metionina y el triptéfano y la participacién de los restos arginina e histidina en el

entrecruzamiento de proteinas (Morales y col., 2007).

Las vitaminas también pueden verse afectadas por la RM. En muestras de leche infantiles se ha
comprobado que las condiciones de almacenamiento promovieron la RM provocando pérdidas
de determinadas vitaminas como la tiamina, el acido pantoténico, y las vitaminas Bg y B1,. En lo
qgue a la vitamina C se refiere, es particularmente propensa a la degradacion tanto durante el
almacenamiento, debido a su alta susceptibilidad a la oxidacidon, como durante el tratamiento
térmico generando diferentes compuestos, especialmente el furano. Sin embargo, en
muestras de leche infantiles fortificadas no se observd ningln efecto significativo en Ia

degradacién de la vitamina C durante el almacenamiento (Gliguem y col., 2005).

El efecto de los PRM sobre la biodisponibilidad mineral se atribuye a su comportamiento como
agentes quelantes de metales. En 1976, Hrdlicka observé que cuando sales de Fe*" o Cu** se
calientan junto a una mezcla de glucosa-glicina o fructosa-glicina originan pigmentos
(melanoidinas) capaces de formar complejos estables con estos cationes, pudiendo influir en
su biodisponibilidad (Hrdlicka, 1976). Del mismo modo, se ha comprobado en animales de
experimentacion y en humanos, que los PRM modifican la excrecién urinaria del zinc y también
de otros elementos como el cobre, hierro y calcio. En concreto, ensayos llevados a cabo en
ratas, han mostrado la relacion entre los PRM y algunos minerales como el calcio, magnesio

(Delgado-Andrade y col., 2007a), zinc (Navarro y col., 2000), hierro y cobre (Hurrel, 1990).

El tratamiento térmico produce cambios estructurales en las proteinas, lo cual provoca una
menor solubilidad y una menor susceptibilidad a la accién de las enzimas digestivas. Ademas,
determinados PRM pueden inhibir la actividad de la carboxipeptidasa A y aminopeptidasa N
(Oste y col., 1986). En concreto, se ha descrito que el HMF es un inhibidor de la

carboxipeptidasa A (Oste y col., 1987).
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Los PRM, como las melanoidinas, son capaces de inhibir el crecimiento microbiano influyendo,
de esta manera, en la vida util de los alimentos (Rufidn-Henares y Morales, 2007). Los primeros
estudios fueron realizados utilizando sistemas modelo, constituidos por azlcares, aminodacidos
y café. Daglia y col. demostraron que la actividad antibacteriana de las melanoidinas del café
depende del grado de tueste y no del procedimiento aplicado para prepararlo (Daglia y col.,
1994). Las melanoidinas pueden ejercer acciéon antimicrobiana mediante una actividad tanto
bacteriostatica como bactericida dependiendo de la concentracién de melanoidinas, del pH y
de la temperatura del medio, asi como del peso molecular y la estructura de los PRM (Rufian-

Henares y de la Cueva, 2009).
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C. CONTAMINANTES QUIMICOS DE PROCESADO EN ALIMENTOS

El empleo de altas temperaturas, en combinacién con otros factores externos al alimento,
ademads de reducir su valor bioldgico puede dar lugar a la formacién de compuestos téxicos
que inciden en la seguridad del mismo. Estas sustancias se denominan contaminantes
guimicos de procesado. Son compuestos que no estaban presentes en el alimento fresco y
cuya génesis esta directamente relacionada con el procesado de los alimentos. En base a su
toxicidad en modelos celulares y animales de experimentacion, se estima que pueden ejercer
efectos fisiolégicos adversos en humanos, es decir, son sustancias que crean un riesgo
potencial o real para la salud. Entre ellos destacan los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
los cloropropanoles y sus ésteres, asi como los contaminantes derivados de la RM como las

aminas heterociclicas, el furano, el HMF y la acrilamida (Tabla 3).

Hidrocarburos O
aromaticos ‘ OO‘

policiclicos
Dibenzo[a,h]antraceno Benzo[a]pireno
OH
Cloropropanoles /_<;
Cl OH
3-monoclopropano-1,2-diol
(3-MCPD)
NH
’ CH;,
N— /
CHs N
Aminas aromaticas | _ 7 NH
N R N~ N
R1=H(IQ) PhIP

R1 = CH, (MelQ)

Furano

IS
o
/

Tabla 3. Ejemplos de algunos contaminantes de procesado.
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1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos constituyen un grupo de mas de cien compuestos
que se caracterizan por poseer en su estructura dos o mas anillos de benceno unidos entre si.
La mayoria contienen solamente carbono e hidrégeno y son siempre estructuras polinucleares
de tipo aromdtico. Se forman por condensacidon de compuestos organicos tanto por pirdlisis
como por pirosintesis. A altas temperaturas, los compuestos organicos se fragmentan
facilmente (pirdlisis) y los radicales libres producidos se unen para formar compuestos
aromaticos polinucleares estables (pirosintesis) mediante reacciones tipo Diles-Alder. A
temperaturas inferiores a 400 °C se forman en pequefias cantidades, pero entre 400y 1000 °C,
los niveles producidos aumentan linealmente con la temperatura (Jdgerstad y Skog, 2005).
Entre los alimentos donde se han encontrado mayores niveles destacan la carne asada, el
pescado ahumado, los quesos ahumados, curados y semicurados, el té y el café. Los
hidrocarburos aromaticos policicliclos se han incluido en las listas de contaminantes orgdanicos
prioritarios de la Agencia de Proteccién Medioambiental de Estados Unidos (Environmental
Protection Agency, EPA) (U.S. EPA, 2002) y de la Unién Europea (UE) (Commission
Recommendation, 2005) debido a su actividad carcinogénica. Ademas el benzo[a]pireno,
originalmente definido como probable carcinogénico en humanos (grupo 2A), ha sido

recientemente clasificado como carcinogénico en humanos (grupo 1) (IARC, 2010).

2. Cloropropanoles y cloroésteres

Los cloropropanoles y los ésteres de sus acidos grasos (cloroésteres) son contaminantes que se
forman durante el procesado y elaboracion de determinados alimentos e ingredientes. En
1978 el grupo de trabajo del profesor Velisek fue el primero en demostrar que se formaban
mediante hidrdlisis acida de la proteina vegetal hidrolizada (Velisek y col., 1978). El 3-
monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD) es el cloropropanol de mayor presencia en esta proteina.
Las proteinas vegetales hidrolizadas son un ingrediente muy utilizado en diversos alimentos
como las salsas de soja, las sopas, las comidas preparadas, los aperitivos salados o los fideos
instantaneos (Xu y col., 2006). Los cloropropanoles se han detectado también en otros
alimentos que no son sometidos a hidrdlisis acida durante la fabricacidon. Entre dichos
productos se encuentran la fruta y las hortalizas elaboradas, los productos a base de cereales y
de panaderia, las carnes procesadas, el pescado ahumado y la cerveza. También el 3-MCPD

puede migrar de ciertos tipos de resinas resistentes a la humedad a base de epiclorohidrina,
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utilizadas en cubiertas de papel y celulosa como por ejemplo cubiertas de salchichas, bolsitas
de té y filtros de papel para el café. La presencia de cloropropanoles en los alimentos es
preocupante debido a sus propiedades toxicoldgicas. En la UE se han fijado niveles maximos

permitidos de 20 pg/kg para proteina vegetal hidrolizada y salsa de soja.

Los ésteres del 3-MCPD son acidos grasos del 3-MCPD. Estudios recientes describen la
presencia de estos compuestos en varios productos alimenticios, principalmente en aceites de
oliva refinados y productos elaborados con estos aceites. Actualmente, no se dispone de
suficiente informacion sobre su presencia en los alimentos ni sobre su toxicidad para poder
evaluar su importancia sobre la salud. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
cloroésteres representan una nueva fuente de 3-MCPD en los alimentos, puesto que de ellos
se puede liberar 3-MCPD in vivo por la reaccién de hidrélisis catalizada por la enzima lipasa.
Hamlet y col. encontraron este tipo de ésteres en cereales procesados y mostraron que podian
ser generados como intermedios estables o como productos de formacion a partir de mono y

diacilgleroles (Hamlet y col., 2004).

Contaminantes quimicos derivados de la reaccion de Maillard

3. Aminas heterociclicas

Las aminas aromaticas heterociclicas son una familia de compuestos que han atraido el interés
de muchos cientificos debido a su posible relaciéon con el cancer. El descubrimiento realizado
en 1977 por Sugimura y col. reveld que, en determinadas condiciones, el humo procedente
del procesado y cocinado de alimentos ricos en proteinas contenia cantidades apreciables de
sustancias mutagénicas (Sugimura y col., 1977). Actualmente, se han identificado mas de 20
derivados de estas sustancias. Dependiendo del mecanismo de formacién se pueden dividir en

dos grandes grupos.
El primero, las carbolinas, se forma a elevadas temperaturas y se conocen como aminas

piroliticas. Se generan durante la pirdlisis (> 250 °C) de aminoacidos (triptdfano, acido

glutamico, fenilalanina y ornitina) o bien de proteinas (caseina y globulina de soja).
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El segundo grupo son los aminoimidazoazarenos, llamados también aminas térmicas, los
cuales han recibido una mayor antencién por ser extremadamente mutagénicos en
comparacion con el primer grupo. Se forman en alimentos ricos en proteinas como la carne o
el pescado a temperaturas inferiores a 300 °C. Las concentraciones encontradas en algunos
tipos de alimentos se han recogido en diversos articulos de revisién (Felton y col., 2000; Skog y

Solyakov, 2002).

Aunque existen grandes variaciones debido a las condiciones de cocinado o a los diferentes
tipos de carne, en general, los valores mds elevados corresponden a alimentos tratados a
temperaturas elevadas y con un tiempo de coccién prolongado. Generalmente, los tipos de
coccion (hervido o al vapor) que implican temperaturas alrededor de los 100 °C generan pocos
agentes mutagénicos. Sin embargo, los tratamientos térmicos que suponen un calentamiento
mediante procesos conductivos, como freir o asar, provocan un aumento de la actividad
mutagénica. Algunos estudios también han identificado la presencia de estos compuestos en
extractos de carne, condimentos y aromatizantes; asi como en los residuos que quedan en las
sartenes o las planchas después de la coccién, generalmente en las mismas cantidades que en
el correspondiente alimento e incluso, en algunos casos, en concentraciones

considerablemente mas elevadas (Skog y col., 1998).

4. Furano

El furano es un compuesto que se forma durante el tratamiento de los alimentos con calor y
contribuye a las propiedades sensoriales del producto. Se han propuesto multiples
mecanismos para su formacidn durante el tratamiento térmico, incluyendo la degradacién de
los derivados del acido ascorbico, degradacidon de carbohidratos, degradaciéon térmica de
aminoacidos en presencia o ausencia de azucares reductores, y oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados, carotenoides y acidos orgdnicos (Becalski y Seaman, 2005). Segun el dltimo
Informe Cientifico de la EFSA sobre el furano, los alimentos que mas contribuyen a la

exposicién humana a través de los alimentos son los potitos infantiles y el café (EFSA, 2011).
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5. Hidroximetilfurfural y acrilamida

El estudio de los contaminantes en los alimentos ha crecido considerablemente en los ultimos
afos convirtiéndose en una cuestiéon fundamental para el mantenimiento de la seguridad
alimentaria a nivel mundial. Esto ha hecho que se descubran nuevos riesgos como es el caso
del HMF y la acrilamida, considerados los mas importantes contaminates quimicos de
procesado en productos de panaderia y galleteria ademas del café, debido a su alto potencial
toxicoldgico y a su concentracidn elevada en estos alimentos. Esta Tesis se centrara en estos

dos nuevos contaminantes.
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D. NUEVOS CONTAMINANTES QUIMICOS DE PROCESADO EN
ALIMENTOS

1. Hidroximetilfurfural

El HMF (5-hidroximetil-2-furaldehido; CAS No. 67-47-0) es un aldehido ciclico formado tanto a
través de la RM como de la deshidratacion de los azlcares (caramelizacion). El HMF esta
ampliamente distribuido en la dieta occidental y se ha identificado en una gran variedad de
alimentos procesados. Su estructura asi como algunas de sus caracteristicas se presentan en la

siguiente tabla.

Estructura Peso molecular 126,11 g/mol
HO o Punto de fusién 32-34°C
mo Solubilidad agua, etanol, metanol, acetato de etilo
C.HeO;5 Maximo absorbancia 284 nm

Tabla 4. Identificacion, estructura y propiedades del HMF.

1.1. Toxicologia

El tratamiento térmico asi como el almacenamiento de los alimentos producen una serie de
reacciones que conducen a compuestos que pueden afectar en la salud. A pesar de ser el HMF
una sustancia conocida en la industria alimentaria y quimica desde hace décadas, la relacion
entre HMF y sus metabolitos, y la salud no se ha estudiado en detalle hasta el afio 2006 (Glatt

y Sommer, 2006).

1.1.1. Metabolismo

El HMF se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal de los roedores y se elimina con la
misma rapidez de todos los tejidos, sin evidencia de una acumulacidn significativa. Sin
embargo, su absorcidn puede estar influenciada por otros constituyentes de la dieta como es
el contenido de fibra, el cual parece reducir el transporte y la absorcion de HMF en las lineas
celulares Caco-2 (Delgado-Andrade y col., 2008). El HMF es metabolizado para finalmente ser

eliminado en la orina (~ 90%) y las heces (~ 10%). Ademas, se ha desarrollado un método para
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cuantificar los aductos de HMF a partir de aldehidos unidos como bases de Schiff al nitrégeno
terminal de la hemoglobina. Dichos aductos pueden ser utilizados como biomarcadores de

exposicién (Davies y col., 2009).

La Figura 5 muestra las vias de biotransformacién del HMF siendo la ruta principal la oxidacion
del HMF al acido 5-hidroximetil-2-furanoico (HMFA) y la posterior formacién del conjugado de
glicina, N-(5-hidroximetil-2-furoil)-glicina (HMFG). EI HMFA y el HMFG son los principales
metabolitos del HMF excretados en la orina. Tanto en ratas como en humanos, la relacidon
HMFA/HMFG disminuye a medida que aumenta la ingesta de HMF, lo que sugiere que la
disponibilidad de glicina libre puede limitar la tasa de conjugacién, y como resultado se
produce la excrecidon de acido furoico libre (FA) o de acido 2,5 furandicarboxilico (FDCA) a
través de una segunda ruta. Los acidos HMFA, HMFG, y FDCA se han identificado en la orina de
roedores y en la de los humanos, demostrando que estos acidos se derivan del HMF de los
alimentos. El HMF es biotransformado a SMF por sulfonacion de su grupo funcional hidroxilo
alilico, reaccidn catalizada por sulfotransferasas (SULT) (Glatt y Sommer, 2006; Surh y
Tannenbaum, 1994). Es importante resaltar que en el afio 2009, se detectd por primera vez el

SMF in vivo en sangre de ratones (Monien y col., 2009).

Una ruta menor en la eliminacién del HMF seria la oxidacién completa de HMF a CO, a través
de la apertura del anillo, formandose primero el acido a-cetoglutdrico. Esta via se ha descrito

en la literatura para roedores pero aun no se ha confirmado en humanos (Nomeir y col., 1992).

1.1.2 Toxicidad

Existen evidencias del efecto potencialmente nocivo del HMF basadas en ensayos in vitro y en
experimentos realizados en animales de laboratorio. Sin embargo, cuando los estudios se
extrapolan a los humanos, los resultados no son del todo concluyentes, siendo objeto de
estudio en la actualidad. El SMF induce efectos genotdxicos y mutagénicos en bacterias y
lineas celulares de mamiferos (Surh y col., 1994; Glatt y col.,, 2006). La interaccién de este
intermedio reactivo con nucledfilos celulares (ADN, ARN y proteinas) puede provocar dafios
estructurales en estas macromoléculas. En roedores, el HMF se ha identificado como iniciador
y promotor del cancer de colon, de procesos nefrotdxicos o de aberraciones cromosdémicas

(zhangy col., 1993; Bakhiya y col., 2009).
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Figura 5. Metabolismo del 5-hidroximetilfurfural (EFSA, 2005a).

La toxicidad aguda por via oral del HMF como compuesto puro es relativamente baja, siendo la
dosis letal (DLsp) de 2,5 g/kg de peso corporal en ratas (U.S. EPA, 1992). El Programa Nacional
de Toxicologia de Estados Unidos llevé a cabo un estudio durante 2 afios encontrando que el
HMF aumentaba la incidencia de adenomas hepatocelulares en ratones hembra de la linea
B6C3F1. Sin embargo, no se ha encontrado evidencia cientifica de carcinogenicidad en ratas de
la linea F344/N (NTP, 2008). Mas tarde, el HMF ha demostrado ser un carcinégeno débil en
ratones debido al aumento significativo del nimero de pequefios adenomas intestinales

(Svendsen y col., 2009).
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1.1.3. Evaluacion de riesgos

En el afio 2005, el comité cientifico de la EFSA estimd una ingesta diaria de HMF de 1,6
mg/persona (EFSA, 2005a). Este valor es muy superior al valor de 0,54 mg/persona/dia
calculado a partir de una amplia base de datos sobre estudios crénicos y subcrdnicos
realizados con animales (JECFA, 1996). Sin embargo la preocupacion sobre el riesgo viene
asociada por la conversiéon del HMF a SMF. El SMF es capaz de reaccionar con el ADN vy otras
macromoléculas y dar lugar a efectos téxicos y mutagénicos. Aunque el SMF es muy inestable,
se ha detectado recientemente en la sangre de los ratones tratados con HMF, lo que indica su
metabolizacién in vivo a SMF. Ademas, las SULT se manifiestan méds extensamente en los
tejidos extrahepaticos de los humanos que en el de los roedores siendo su actividad mayor.
Esto sugiere que los riesgos asociados a la exposicién del HMF podrian ser ain mayores para
los humanos que los descritos para los roedores (Monien y col., 2009), aumentando las
incertidumbres sobre si la exposicion a HMF podria suponer un riesgo real para la salud

(Gokmen y Morales, 2012).

1.2. Mecanismos de formacion

El HMF es un compuesto intermedio en la RM que se produce cuando las hexosas reductoras
se calientan en presencia de aminoacidos o proteinas. Una ruta alternativa consiste en la
deshidratacion térmica directa de fructosa, sacarosa, y en menor medida, de glucosa. Esta
reaccion no requiere la presencia de grupos amino y estd catalizada en condiciones acidas. En

la Figura 6 se representan las principales rutas de formacion del HMF en los alimentos.

1.2.1. Reaccion de Maillard

El HMF se forma por degradacion del producto de Amadori a través de una enolizacién-1,2,
siendo la 3-deoxiosona el intermedio clave en la reaccién. El compuesto de Amadori es capaz
de generar, en las mismas condiciones de reaccion, aproximadamente 10 veces mas HMF que
el respectivo azlcar y aminoacido. Si el medio de reaccién y las condiciones térmicas son
apropiados, el compuesto de Amadori se degradara hacia los PRM. A pH neutro o ligeramente
acido, el producto de Amadori forma el 1,2-eneaminol, el cual pierde un grupo hidroxilo en el
C-3 y sufre una desaminaciéon en el C-1 y una hidratacién para formar un compuesto
intermedio denominado 3-deoxisona. La 3-deoxiosona sufre ciclicacion y genera un hemiacetal

el cual se deshidrata para formar finalmente HMF. Esta ruta se la conoce como enolizacion 1,2.
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Figura 6. Principales rutas de formacion del 5-hidroximetilfurfural (Perez-Locas y Yaylayan, 2008a).

1.2.2. Caramelizacion

La caramelizacion requiere mayor energia de activacion y temperaturas mads elevadas que la
RM aunque, de manera similar, también se forma el intermedio 3-desoxiosona. La Figura 6
muestra la formacién de HMF por deshidratacidon de los azucares durante el calentamiento.
Durante la caramelizacién, los azucares reductores a través de la enolizacidn-1,2 sufren
reacciones de deshidratacion y ciclacion para formar finalmente el HMF. En condiciones de
baja humedad, se ha propuesto una via alternativa de formacién de HMF a partir de la
degradaciéon de sacarosa en fructosa, que conlleva la formacion del catidon reactivo
fructofuranosil, el cual puede convertirse directamente a HMF (Perez-Locas y Yaylayan, 2008a).

Los autores concluyeron que a temperaturas elevadas, la cantidad de HMF formado a partir de
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sacarosa es mayor que a partir de fructosa o glucosa. Esto es debido a que este catidn
intermedio se convierte de manera mas eficiente a temperaturas mas bajas en HMF en

comparacién con la 3-deoxiglucosona, via glucosa y fructosa.

1.3. Métodos analiticos

Uno de los aspectos mas estudiados ha sido el tratamiento de la muestra, y en concreto la
extraccion del HMF de la matriz del alimento. En el caso de matrices sencillas, como miel,
bebidas alcohdlicas y zumos de frutas, se realiza una extraccién acuosa seguida de una
filtracion. Sin embargo, para el café se recomienda el uso de técnicas mas selectivas como la
extraccién en fase solida (SPE) para obtener extractos libres de interferentes (Murkovic y

Pichler, 2006).

En los alimentos de base lactea, el extracto, después de la adicién de acido oxdlico, se calienta
durante 25 min para realizar el calculo del denominado HMF total. En otros casos, se ha
conseguido mejorar la extraccidn con el empleo de disolventes como metanol o acetato de
etilo, seguido de evaporacion y reconstitucién del extracto en un medio acuoso antes de su

analisis.

En los productos a base de cereales y vegetales se recomienda la utilizacion de soluciones
clarificantes como Carrez, K;[Fe(CN)g] + ZnS0O,.7H,0, en lugar de acidos como tricloroacético,
metafosférico o sulfosalicilico, debido a que es posible que a pH bajo se genere HMF in situ a
partir de la glucosa presente en la matriz. Sin embargo, Ait-Ameur y col. demostraron que el
uso del acido tricloroacético durante la extraccién de cereales no condujo de nuevo a la

formacién de HMF (Ait-Ameur y col., 2006).

Con respecto a la purificacién de la muestra, la SPE es el método mas utilizado. Lee y col. (Lee y
col., 1986) emplearon cartuchos de extraccién de octadecil silice (Ci5) seguido de un lavado
con hexano en extractos de naranja. Gokmen y col. utilizaron también cartuchos de extraccion

Oasis HLB para clarificar el extracto acuoso antes del analisis por LC-MS (Gékmen y col., 2006a).

En la literatura se ha descrito una amplia variedad de técnicas analiticas para detectar HMF en

los alimentos, que incluyen la colorimetria, espectrofotometria y cromatografia (Tabla 5).
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Método

Referencia

Colorimétrico
Resorcinol/HCI
Difenilamina
Anilina
Acido tiobarbiturico

p-Toluidina/4cido tiobarbiturico

- Directo
- Automatizado
Espectrofotométrico
Medida directa
- Atomatizada
- Derivado
Medida indirecta
- Tiosemicarbacida
Polarografia
Espectroscopia
*HRMN
Cromatografia
En papel
- 2,4-DNPH derivado
Particion liquido-liquido
Capa fina
de gases
de liquidos
- 2,4-DNPH derivado
- Intercambio anidnico
- Intercambio catidnico
- Fase inversa
Cereales
Miel
Mermelada
Fruta seca
Vinagre
Zumo de frutas

Productos a base de tomate

Café
Leche
Electroforesis capilar

Cromatografia electrocinética micelar

Hadorn y col., 1960
Garoglio, 1961
Dinsmore y Nagy, 1972
Keeney y Bassette, 1959

Winkler, 1955
De la Iglesia y col., 1997

Dattatreya y Rankin, 2006
Espinosa-Mansilla y col., 1993

Montilla-Gémez y col., 1988
Reyes-Salas y col., 2006

Consonni y Gatti, 2004

Ricey col., 1951

Van Duin, 1957
Schuck y Pavlina, 1994
Teixidd y col., 2006

Lo Coco y col., 1996
Kim y Richardson, 1992
Risnery col., 2006

Rufian-Henares y col., 2006a
Jeurings y Kuppers, 1980
Rada-Mendoza y col., 2002
Murkovic y Pichler, 2006
Theobald y col., 1998
Blanco-Gomis y col., 1991
Porretta y col., 1991

Wu y col., 2009

Morales y col., 1992

Morales y Jiménez-Pérez, 2001

Tabla 5. Métodos para el analisis del HMF en alimentos (Morales, 2009).
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En la actualidad, la cromatrografia liquida de fase inversa es la técnica mas utilizada para
analizar de forma precisa y fiable la presencia de compuestos furanicos en alimentos como los
zumos de manzana y concentrados, brandys y otras bebidas alcohdlicas, café, leche, formulas
infantiles, cereales de desayuno, productos a base de tomate, y mermeladas. Esta técnica
puede determinar directamente HMF, furfural y furfuril alcohol sin necesidad de la formacion
de un derivado coloreado debido a la fuerte absorcién en el UV (280 nm aproximadamente) de

los furfurales.

La elucién del HMF normalmente se lleva a cabo empleando una separaciéon isocratica con
fases mdviles conteniendo 5-10% de acetonitrilo o metanol en agua, agua acidificada o

tampdn acetato (acido acético-acetato sddico, pH 3,6).

Algunos autores utilizaron un derivado de la 2,4-DNPH para el analisis del HMF con el fin de
mejorar tanto la selectividad como la sensibilidad del método en matrices como zumo de
frutas y cerveza, debido a la alta especificidad que presenta la reaccion entre la DNPH vy los
compuestos carbonilicos. Yuan y col. (Yuan y col., 1998) aplicaron la cromatografia liquida de
intercambio idnico con detector fotodiodo array para la separacién del HMF, 2,5-dimetil-4-
hidroxi-3(2H)-furanona (DMHF), acido furoico, furfural, 2-acetilfurano y furfuril alcohol en
zumos de frutas. Posteriormente, Gokmen y col. han utilizado LC-MS con ionizacién quimica a
presién atmosférica (APCI) en alimentos infantiles (G6kmen y col., 2006a). Finalmente, cabe
comentar que, aunque en menor medida, también se han empleado técnicas de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Teixidé y col.,, 2006) para la

determinacion de HMF en alimentos.

1.4. Niveles en alimentos

Aunque el HMF no se encuentra presente en productos frescos o no procesados térmicamente,
se acumula rapidamente durante el calentamiento y el almacenamiento de alimentos ricos en
hidratos de carbono, y en algunos casos puede exceder el valor de 1 g/kg, como ocurre en
frutos secos y productos a base de caramelo. EIl HMF estd ampliamente reconocido como un
indice valido para estimar el deterioro generado en el alimento como resultado de un
calentamiento excesivo o durante condiciones inadecuadas de almacenamiento. De la misma
manera, se ha utilizado como marcador para controlar el procesado térmico de algunos
productos elaborados a base de cereales como pasta, galletas, pan, cereales de desayuno y

pan tostado.
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En la Tabla 6 se recogen las concentraciones de HMF encontradas en diferentes alimentos.

Matriz HMF (mg/kg)
*mg/L
Café 100-1900
Café instantdneo 400-4100
Descafeinado 430-494
Achicoria 200-22500
Malta 100-6300
Cebada 100-1200
Miel 10,4-58,8
Cerveza 3,0-9,2 *
Mermelada 5,5-37,7
Zumo de frutas 2,0-22,0
Vino tinto 1,0-1,3 *
Vinagre de malta 1,6-7,3 *
Vinagre de jerez 13,8-34,8 *
Vinagre balsamico 316,4-35251,3 *
Galletas 0,5-74,5
Pan (blanco) 3,4-68,8
Pan (tostado) 11,8-87,7
Pan (snacks) 2,2-10,0
Cereales de desayuno 6,9-240,5
Whisky 1,4-13,1 *
Brandy 1,5-4,8 *
Ron 1,7 *
Alimentos infantiles a base 0,18-0,25
de leche
Alimentos infantiles a base 0-57,18
de cereales
Fruta desecada 25-2900
Almendra tostada 9
Avellana tostada 2,2-66,5
Productos a base de caramelo 110-9500

Tabla 6. Contenido de HMF en diversos alimentos y bebidas (Capuano y Fogliano, 2011).
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1.5. Estimacion de ingesta

Como se ha descrito anteriormente, los niveles de HMF encontrados en fruta desecada,
caramelo y vinagre balsamico son extremadamente elevados. Sin embargo, los alimentos que
mas contribuyen a la ingesta de HMF en la poblacion son el café y el pan. Se ha estimado una
ingesta aproximada de entre 30 y 150 mg de HMF por dia (2,5 mg/peso corporal/dia) (Ulbricht
y col., 1984). Mas recientemente, Rufidn Henares y de la Cueva estimaron una ingesta diaria
para la poblacion espafiola de 2,1 mg, 9,7 mg y 23,0 mg, valor minimo, medio y maximo,
respectivamente, de HMF en los alimentos (Rufidn-Henares y de la Cueva, 2008). Estos
resultados estan de acuerdo con los publicados en el afio 2007 por Delgado-Andrade y col.
(Delgado-Andrade y col., 2007b), quienes calcularon una ingesta diaria de 5,1 mg para los
adolescentes espafioles, pero por debajo de aquellos expuestos por otros autores (Ulbricht y
col., 1984). La diferencia podria explicarse a que en la investigacién realizada en 1984 por
Ulbricht se emplearon métodos espectrofotométricos poco precisos habiéndose producido
una sobreestimacién en el contenido de HMF. En cualquier caso, la exposicidon estimada es
varios 6rdenes de magnitud mas alta que para otros contaminantes de procesado tales como
la acrilamida o el furano. Aun asi, los datos que existen en la bibliografia sobre la exposicidon a
HMF son muy limitados, de ahi la necesidad de llevar a cabo estudios adicionales para evaluar
tanto el contenido medio como el maximo en las diferentes poblaciones. Ademas, se ha de
tener en cuenta que el almacenamiento y las condiciones de cocinado de los propios alimentos
podrian afectar a la exposicion real de HMF como ocurre con otras sustancias toxicas (Gokmen

y Morales, 2012).

1.6. Estrategias de mitigacion

El HMF se forma por el tratamiento térmico y se encuentra en alimentos procesados, de ahi la
necesidad de desarrollar estrategias para reducir su formacion durante el cocinado. Hasta la
fecha se dispone de abundante informacidn sobre la cinética de las reacciones implicadas y las
energias de activacién en sistemas modelo que simulan procesos en diferentes matrices
alimentarias. Sin embargo, es importante tener en cuenta el balance riesgo/beneficio y la
calidad global del producto final. Resultaria util establecer una base de datos para conocer qué
familia de alimentos contribuyen mas a la ingesta diaria de HMF, y considerar a partir de ahi
métodos practicos para reducir el contenido en aquellos productos prioritarios. Teniendo en
cuenta los posibles mecanismos de formacion, previamente comentados, los factores que

afectan a la formacion de HMF se indican en la siguiente tabla (Gékmen y Morales, 2012).
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Factores Correlacion

Precursores (azlcares, aminoacidos) Positiva

Temperatura Positiva
Tiempo Positiva
pH Negativa
Humedad Negativa

Tabla 7. Factores que afectan a la formacidn de HMF en los alimentos.

A continuacién se describen algunas estrategias de mitigacién, teniendo en cuenta que en la
actualidad no es posible una eliminacidon completa sin afectar a las propiedades organolépticas

y a la seguridad de los propios alimentos.

1.6.1. Seleccion de materia prima

Los azucares (hexosas) y los aminoacidos son los principales precursores de la formacion de
HMF. Los alimentos ricos en hidratos de carbono son, por tanto, los productos donde se
encontraran los mayores niveles de HMF. Limitando el contenido de azucares reductores se
reducird a su vez su formacién. Sin embargo, cuando se sustituye, por ejemplo, en las galletas
la glucosa o fructosa por sacarosa, se produce paradéjicamente un aumento en los niveles de
HMF a temperaturas superiores a 250 °C. Ademas, utilizando bicarbonato amdnico como
gasificante, la sacarosa se descompone muy rapidamente y por consiguiente produce mayores

niveles de HMF (Gékmen y col., 2007).

El uso de ingredientes con un elevado contenido de HMF como jarabe de azlcar o miel,
incrementarian las concentraciones en el producto final. Sin embargo, estos ingredientes
reforzarian la aceptabilidad del consumidor, de ahi la necesidad de alcanzar un equilibrio
riesgo/beneficio. En ciertos casos es posible variar algunos componentes antes del tratamiento
térmico, como por ejemplo la composicidon de la masa durante el procesado de los cereales y
de las féormulas infantiles. Generalmente, si se aumenta el pH de la masa en productos de

panaderia, los niveles de HMF disminuyen (Gokmen y col., 2007).

1.6.2. Seleccion de variables de procesado
La RM vy la carmelizacion se ven favorecidas en gran medida por la relacion
temperatura/tiempo y las condiciones del medio de reaccién (contenido de agua, acidez,

cationes divalentes). De esta manera, disminuyendo la temperatura durante el procesamiento
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y/o almacenamiento se consigue disminuir la formacion de HMF de una manera sencilla. En
general, el aumento del tiempo de almacenamiento también aumenta la cantidad de HMF
formado. Condiciones de baja y moderada humedad se asocian a un aumento en la formacién

de HMF, debido a que la RM se ve acelerada por la deshidratacion del azucar.

1.6.3. Eliminaciodn tras el procesado

En condiciones extremas de procesado se ha observado un descenso del HMF en galletas
debido a la degradacién de éste a productos secundarios, la mayor parte volatiles (Ameur y
col., 2006). Sin embargo, estas condiciones afectaran de forma drastica a la calidad del

producto pudiendo llegar a generarse otros compuestos indeseados como la acrilamida.
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2. Acrilamida

La acrilamida (2-propenamida; CAS No. 79-06-1) es una molécula que contiene un doble enlace
electréfilo y un grupo amida. Se trata de una sustancia blanca e inodora, que a temperaturas
superiores a 84,5 °C sufre polimerizacion espontdnea (Friedman, 2003). Al ser una amida a,B-
insaturada le permite reaccionar con compuestos nucleofilicos a través de adiciones de
Michael. Debido a la limitada conjugacidon que envuelve al doble enlace, carece de un fuerte
grupo cromoforo para la deteccidon UV-VIS y tampoco presenta fluorescencia. En la Tabla 8 se

presenta la estructura y propiedades de la acrilamida.

Estructura Peso molecular 71,08 g/mol
Punto de fusion 84,5°C
/\[(NHQ Punto de ebullicién 136 °C a 25 mm Hg
o) Solubilidad agua, metanol, etanol
C3HsNO

Tabla 8. Estructura y propiedades de la acrilamida.

2.1. Historia

La acrilamida se ha utilizado en la industria desde 1950. Puede polimerizarse facilmente y
formar poliacrilamidas cuyas principales aplicaciones destacan en la industria del papel, en el
tratamiento de aguas residuales, como acondicionadores del suelo, y como agentes
cementantes en la construccién de cimientos de presas, tuneles y colectores. Este ultimo uso
fue el que llevé a su descubrimiento en los alimentos. Durante la construccion de un tunel
ferroviario bajo un lago en el afio 1997 en Suecia, se utilizd como agente sellante una gran
cantidad de precursores del polimero de acrilamida, filtrdndose por accidente parte al agua,
contaminando arroyos cercanos y aguas subterraneas. Los primeros efectos fueron la
presencia de animales (ganado y peces) con paralisis, ademas de sintomas neurotodxicos en los

trabajadores de dicho tunel (Reynolds, 2002).

En la posterior investigacién del accidente se descubrié un aumento significativo en los niveles

de los aductos de acrilamida-hemoglobina en los trabajadores (Hagmar y col., 2001), asi como

en el ganado y en los peces del entorno. Tras nuevas investigaciones, se descubrieron
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cantidades inesperadas de aductos en personas que vivian fuera de la zona contaminada
(Tareke y col., 2002). El hallazgo en animales y ganados expuestos a la fuga de concentraciones
de aductos inferiores a las de las personas no relacionadas con el accidente, hizo que se
considerara la posibilidad de que la exposicién en los humanos proviniera de otra fuente: los
alimentos cocinados. Para ello, se llevaron a cabo una serie de investigaciones en animales de
experimentacion alimentados durante semanas con alimentos fritos, lo que permitié observar
que aquéllos que consumieron una dieta rica en fritos presentaban mayores niveles de los
aductos hemoglobina-acrilamida (Tareke y col., 2000). No fue hasta abril de 2002, cuando la
Administracion Nacional de Alimentos de Suecia anuncié concentraciones de acrilamida en
una amplia variedad de alimentos fritos y horneados (SNFA, 2002). Este anuncio fue seguido
rapidamente por otras publicaciones, informando de concentraciones hasta del orden de
partes por millén en alimentos ricos en hidratos de carbono tratados a altas temperaturas (U.S.
FDA, 2002). Estos resultados fueron confirmados por otros investigadores, de modo que
comenzaron los esfuerzos internacionales para comprender y, finalmente, reducir, el riesgo de

la presencia de acrilamida en los alimentos.

2.2. Toxicologia
El descubrimiento de la acrilamida en los alimentos provocé un debate publico debido a la
relativa falta de datos toxicoldgicos en humanos y al conocimiento de la genotoxicidad de la

acrilamida en células y animales de experimentacion.

2.2.1. Absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién

- Absorcién y distribucién

A partir de estudios toxicocinéticos llevados a cabo con acrilamida marcada isotépicamente
(BC y **C) se ha demostrado que su absorcidn puede ocurrir a través de diferentes rutas como
la exposicién oral, dérmica o por inhalacidn. Debido a su polaridad, solubilidad en agua y a su
bajo peso molecular, la acrilamida se absorbe muy facilmente (Shipp y col., 2006). Una vez
absorbida, la acrilamida se distribuye rdpidamente a través de la sangre a los diferentes tejidos
y 6rganos, como el muscular, la piel, el higado, los rifiones, el corazén, el cerebro o el pulmény

se ha detectado también en la placenta y en la leche materna (Schettgen y col., 2004).
- Metabolismo

Posteriormente, la acrilamida se convierte rdpidamente en su epdxido genotdxico: glicidamida.

Esta epoxidacién tiene lugar en el higado por la accién del citocromo P450 2E1 monooxigenasa
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(CYP2E1) mediante la oxigenacidon del doble enlace de la acrilamida (Friedman, 2003).
Posteriormente, la glicidamida y la acrilamida pueden formar conjugados con el glutation (GSH)
a través de la enzima glutatién-S-transferasa (GST) (Paulsson y col., 2005). Una vision general

de las principales rutas metabdlicas de acrilamida se describe en la Figura 7.

NH,
OH Y
Y NH; | >
. HN sy
' LA h
: H,N“ N7 N ° HO.
Aductos hemoglobina : 2
! N7-GA-Gua
! HN" S0
Plasma / Hemoglobina \ . / Aductos de ADN in vivo N3-GA-Ade
OH
o~ NH CYP2E1 ?)\H/NHZ EH KKWNHz
o} o +H,0 OH O
Acrilamida Glicidamida 2,3-dihidroxipropionamida
GST/GSH
GST/GSH

OH Glutation

NH, HO\)\H/NHZ

Glutation GIutatic’m\)\”/NHz

.

! o

Tejido / Organo

Excrecion urinaria

N-AcCys-S NH 4 $CysheN
ALy S~ N N-AcCys-S\/Kn/NHz HO \/K’(N,.b
(¢} o) o)
N-Acetil-S-(3-amino-3-oxopropil)cisteina (AAMA)  N-Acetil-S-(3-amino-2-hidroxi- N-Acetil-S-(1-carbamoil-
3-oxopropil)cisteina (GAMA) 2-hidroxietil)cisteina (iso-GAMA)
N-AcCys-SO NH;
\/\ﬂ/ Metabolitos del dcido mercapturico

[¢]
N-Acetil-S-(3-amino-3-oxopropil)cisteina-sulféxido (AAMA-sulféxido)

detectados en humanos

Figura 7. Metabolismo de la acrilamida (basado en Sumner y col., 2003).

La glicidamida también puede ser hidrolizada a través de la hidrolasa epdxido (EH) a 2,3-
dihidroxipropionamida o gliceramida (Sumner y col., 2003). Los conjugados de la acrilamida y
la glicidamida con el glutatidon se convierten en conjugados del 4cido mercapturico (AAMA,
AAMA-sulféxido, GAMA, iso-GAMA) los cuales son excretados posteriormente a través de la
orina. La participacion del CYP2E1 en la conversion de la acrilamida a glicidamida se ha
demostrado en humanos, tanto en estudios in vivo como in vitro (Doroshyenko y col., 2009).
Ambas son sustancias electréfilas con una fuerte afinidad por sitios nucleofilicos. En este
sentido, se ha comprobado la formacion de aductos tanto con el grupo a-amino del residuo N-

terminal de la valina como con el grupo tiol de la cisteina de la hemoglobina (Térnqvist y col.,

Hae6



ACRILAMIDA

2008), siendo la glicidamida mas reactiva hacia las proteinas y el ADN que la propia acrilamida.
Sin embargo, la epoxidacién de la acrilamida a glicidamida parece ser menos importante en los

humanos que en los roedores (Fennell y col, 2006).

- Excrecion

La eliminacién se produce principalmente en la orina como conjugados del 4cido mercapturico
(Figura 7). La mayor parte (40-70%) de la acrilamida marcada, que es absorbida en ratas, se
excreta en la orina como metabolitos (Shipp y col., 2006) La excrecién de acrilamida en forma
de metabolitos urinarios comienza poco después de la exposicidén y cerca del 50% es excretado
en 24 horas (Fennell y col, 2006). A diferencia de los aductos de hemoglobina, los metabolitos
urinarios del acido mercapturico pueden dar idea de una exposicidon a corto plazo (que va
desde horas hasta unos dias). Ademas hay que tener en cuenta que estos metabolitos estan
muy influenciados por factores como el estilo de vida y la edad, ya que se ha demostrado que
los nifios y adolescentes excretan concentraciones significativamente mayores del metabolito

glicidamida (Hartmanny col., 2008).

2.2.2. Toxicidad

- Neurotoxicidad

Los estudios sobre neurotoxicidad en humanos se refieren a la exposicion ocupacional de
trabajadores a través de la absorcién por via cutdanea o por inhalacion. Afecta tanto al sistema
nervioso central y periférico como a las terminaciones nerviosas, produciendo la inhibicion de
la liberaciéon de neurotransmisores y la degeneracion del nervio terminal (LoPachin y col.,
2008). Recientemente, se ha sintetizado un derivado de la melatonina que ha demostrado
tener efecto protector frente a la neurotoxicidad causada por la acrilamida (Ahmed vy col,,
2010). En estudios realizados con ratas y ratones, el nivel sin efecto observable (NOEL) para el
efecto neurotdxico se ha estimado entre 0,2 y 10 mg/kg peso corporal/dia, muy por encima de
la exposicidn dietética. Sin embargo, se ha encontrado que la neurotoxicidad de la acrilamida
podria ser acumulativa, por lo que la exposicion dietética podria no ser insignificante (LoPachin,

2004).

- Carcinogenicidad

Desde 1994, la Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer (IARC) ha clasificado a la
acrilamida como sustancia probablemente carcinogénica en humanos. Varios estudios
realizados en roedores apoyan dicha evidencia, ya que puede causar tumores en diversos

drganos como el pulmén, uUtero, piel, cerebro, etc. Ademds puede afectar a la reparacion del
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ADN vy provocar la sintesis no programada del mismo tanto en las células mamarias humanas

como en los tejidos de las ratas (Lafferty y col., 2004).

La oxidacién de la acrilamida a glicidamida es un requisito previo para estimar su
genotoxicidad debido a que esta ultima presenta mayor reactividad para formar aductos con el
ADN (Rice, 2005; Tareke y col.,, 2006). Aunque la acrilamida y la glicidamida reaccionan
directamente con la hemoglobina, sélo la glicidamida lo hace extensamente con el ADN,
formando el aducto N7-GA-Gua (N7-(2-carbamoil-2-hidroxietil)guanina) y en menor
proporcién el aducto N3-GA-Ade (N3-(2-carbamoil-2-hidroxiethil)adenina) (Figura 7) (Dybing y
col., 2005; Doerge y col., 2005). Por todo ello, la glicidamida ha demostrado ser mutagénica y
genotoxica in vitro e in vivo. Sin embargo, en un estudio realizado en bacterias y lineas
celulares de mamiferos se ha demostrado que la acrilamida no es genotdxica in vitro ya que no
se activdo metabdlicamente a glicidamida (Koyamay col., 2011). Por otra parte, la extrapolacion
de estos resultados a los humanos no es tan evidente, entre otras cosas por los elevados
niveles de exposicion utilizados en los estudios llevados a cabo con animales y células en
comparacién con la exposicion a través de los alimentos, las diferencias en las vias de

exposicién asi como en el metabolismo (Dybing y col., 2005).

Hasta ahora, los estudios epidemiolégicos no han respondido de forma clara y sin ningln tipo
de ambigliedad a la pregunta de si la exposicidn dietética a la acrilamida puede aumentar el
riesgo de cadncer en los humanos. Algunos resultados coinciden en sefialar que no hay
asociacién entre la ingesta total de acrilamida en la dieta y el riesgo de contraer algunos tipos
de céncer (revisién de Mucci y col., 2009), mientras que para tipos de cancer como el renal, de
esofago, de ovario o de mama, los resultados epidemioldgicos son contradictorios (Wilson y
col., 2010; Larsson y col., 2009; Hogervorst y col., 2008; Lin y col., 2011). Sin embargo, de
forma general los estudios epidemioldgicos suelen tener limitaciones, ya sea en la evaluacion
de la exposicion (generalmente con cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos), las
co-exposiciones o la capacidad limitada para detectar pequefios aumentos en la incidencia de
tumores (Mucci y col., 2006). Por tanto, la asociacion real entre la exposicidon a acrilamida a
través de los alimentos y el riesgo de algunos tipos de cancer podria ser mayor que los riesgos

relativos estimados a través de los estudios epidemioldgicos.

- Evaluacidn de riesgos
El Reglamento (CE) N2 1272/2008 sobre sustancias de riesgo ha clasificado el mondmero de

acrilamida como carcinégeno de categoria 1B-H350 y mutdgeno de categoria 1B-340 en
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humanos (Reglamento (CE) N2 1272/2008). La acrilamida, como carcindgeno genotdxico, se
considera que no tiene umbral limite de exposicidén para su reaccion con el ADN y por lo tanto,
efectos adversos (O'Brien y col., 2006). En el area de seguridad alimentaria, tales compuestos
son tratados principalmente por el principio "ALARA", lo que significa que los niveles deben ser
“tan bajos como sean razonablemente posibles”. Sin embargo, este enfoque se basa
Unicamente en la identificacién del peligro y no tiene en cuenta ni el potencial cancerigeno ni

la exposicion humana.

Otra de las técnicas generalmente empleadas para caracterizar el riesgo para los seres
humanos es la extrapolacién de la relacién dosis-respuesta. Los datos obtenidos con animales
deben extrapolarse a dosis muy inferiores a las estudiadas para poder compararlos con los
niveles de exposicion en humanos. En consecuencia, podria estimarse el nUmero de canceres
adicionales causados por exposicion debido a la acrilamida (O'Brien y col., 2006). La estimacion
del potencial carcindégeno varia segun los modelos matematicos utilizados para Ia
extrapolacion. Comunmente, en los métodos de extrapolacién lineal a dosis bajas no se tienen
en cuenta los procesos bioldgicos involucrados en la carcinogénesis y la biodisponibilidad,

dando lugar probablemente a una sobreestimacién del riesgo real (Dybing y col., 2003).

Como se ha comentado, las dosis empleadas de acrilamida en los experimentos con animales
estan muy por encima de la exposiciéon dietética para los humanos. Por tanto, el grado de
conversion de acrilamida a glicidamida, asi como mecanismos de reparacién de ADN y
apoptosis, pueden ser muy diferentes a dosis bajas (FAO/WHO, 2005). En una revisdn reciente
se ha discutido la evidencia sobre la carcinogenicidad de la ingesta dietética de acrilamida a
partir de estudios epidemioldgicos y en ensayos realizados con roedores (Hogervorst y col.,
2010). Los resultados demuestran que algunos tipos de cancer se encontraron tanto en ratas
como en humanos mientras que otros exclusivamente en humanos, indicando que la
genotoxicidad no puede ser el Unico mecanismo por el que la acrilamida causa cancer, sino

que ésta podria influir en el sistema hormonal, en el cual los roedores no son buenos modelos.

Otro enfoque diferente de evaluacién recomendado por la EFSA para la evaluacion del riesgo
es el Margen de Exposicion (MOE) (EFSA, 2005b). El valor del MOE indica el nivel de riesgo y es
de utilidad en el establecimiento de prioridades para la implementacion de medidas que
protejan la salud publica. Se le considera como la aproximacion mas apropiada para
compuestos genotéxicos y cancerigenos como es el caso de la acrilamida. Cuanto menor sea el

valor MOE, mayor potencial de riesgo para la salud tendra la sustancia objeto de estudio.
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Teniendo en cuenta que un MOE > 10.000 indicaria una baja preocupacién, para el caso de la
acrilamida se ha calculado un MOE entre 300 para los consumidores medios (1 pg/kg peso/dia)
y 75 para los consumidores de riesgo (4 pg/kg peso/dia). Es de destacar que el MOE de la
acrilamida esta muy por debajo del calculado para el caso de otros contaminates de procesado
como son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (25.000 para los consumidores medio) y la
amina heterociclica PhIP (260.000 para el consumidor medio). Por tanto, la ingesta diaria de
acrilamida puede ser considerada como un riesgo potencial para la salud del consumidor

(O'Brieny col., 2006).

- Exposicion

A través de fuentes diferentes a la dieta

Desde mediados de 1950, se produce acrilamida a partir de acrilonitrilo en las plantas
industriales. Basicamente, la acrilamida es polimerizada para formar poliacrilamida cuyo
principal uso es el tratamiento de aguas residuales y de consumo, con la finalidad de eliminar
particulas sdlidas y otras impurezas. El propio polimero no es téxico, pero puede existir algun
residuo del mondmero que justifica su estricto control. La acrilamida también se utiliza en
materiales de construccién y en la fabricacién de pegamentos, papel, en agentes
acondicionadores del suelo y en el procesado de minerales. También puede utilizarse en la
produccidon de plasticos, textiles y pintura. Los utensilios domésticos, los materiales de
construccién asi como ciertas partes de los automoviles estdn revestidos con resinas de
acrilamida. Algunos cosméticos contienen también acrilamida monomérica residual debido al
hecho que la poliacrilamida se utiliza por ejemplo en los champus como agente espumante, y
como lubricante en los maquillajes, jabones y lociones. En la Tabla 9 se recoge la legislacion

referente a la exposicidn a acrilamida a través de las diferentes fuentes.

La acrilamida puede ser absorbida a través de la piel, a través de las membranas mucosas asi
como en el tracto gastrointestinal. La exposicion humana a acrilamida es principalmente
ocupacional en el caso del contacto dérmico con el mondmero sdlido, y por inhalacién de
polvo y vapores. Otra fuente importante de exposicion es a través del humo del tabaco,

detectandose entre 1y 2 ug en cada cigarrillo (Friedman, 2003).
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Exposicién Limite Legislacién

Migracién de envases 10 pg/kg Directiva 2002/72/CE

Agua de consumo 0,1 pg/L Directiva 98/83/EC
Cosméticos 100 pg/kg European Commision, 2002
Aire zona trabajo 30 ug/m3 EU-OSHA, 2008
Revestimientos (edificios, 0,1% en peso Reglamento (UE) N2 366/2011
infraestructuras)

Tabla 9. Legislacién sobre la exposicidn a acrilamida.

A través de la dieta
La evaluacidon de la exposicion dietética a contaminantes puede realizarse mediante un
método directo o indirecto, y la eleccién del método depende de los objetivos de la evaluacion

y de los recursos disponibles.

El primero de estos métodos se basa en la monitorizacién de la dieta durante 24 horas y
conlleva la preparacién por duplicado de todos los alimentos que se consumen durante el dia.
En paralelo se realiza el andlisis del compuesto de interés. Este método necesita de un gran
esfuerzo por parte de los participantes y no permite la investigacion de los alimentos que mas
contribuyen a la ingesta. Mds que para estudios de ingesta media, es especialmente util
cuando se trata de estudiar la ingesta de contaminantes muy concretos en grupos especiales
de poblacién. No obstante, puede ser utilizado para correlacionar los valores dietéticos de
acrilamida con los biomarcadores a corto plazo, como son los metabolitos en la orina o los

aductos de ADN (Konings y col., 2007).

El segundo método es indirecto ya que combina las concentraciones de acrilamida en
determinados alimentos con las cantidades de los alimentos que se consumen (ver formula) en
un periodo de tiempo determinado por una poblacion de interés. Esta combinacidon de datos
permite estimar la exposicidn con la ayuda de modelos deterministicos, que permiten conocer
de manera general la exposicion media, o modelos probabilisticos (ejemplo: modelo Monte
Carlo), donde la distribucion de las concentraciones de acrilamida se combina con la

distribucién de los datos de consumo (Lineback y Stadler, 2009).
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¥ (Concentracion de acrilamida en el alimento (mg/kg) x consumo (kg/dia))

Exposicion =
P Peso corporal (kg)

Los datos de concentracion de acrilamida en los alimentos pueden obtenerse a través de bases
de datos. En el caso de los Estados Unidos, la recopilada por el Instituto Mixto de Inocuidad de
los Alimentos y Nutricidn Aplicada (JIFSAN) junto con el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA) (JIFSAN/JECFA). Para Europa los valores de acrilamida fueron
reunidos por el Instituto de Referencia de Materiales y Medidas (IRMM) en colaboracién con la
Direccién General de Salud y Consumidores de la Comisién Europea (DG SANCO) y la CIAA
(JRC-IRMM, 2006). Desde 2003 hasta junio de 2006 se incorporaron alrededor de 8600 datos
procedentes de nueve paises miembros de la UE y de industrias alimentarias. A partir de
entonces, se ha estado realizando un seguimiento anual de los niveles de acrilamida en los
alimentos para los afios 2007, 2008 y 2009, de conformidad con un plan de muestreo
organizado por la EFSA para los Estados miembros. El 20 de abril de 2011 se publicé el informe
cientifico de la EFSA, en el cual estaban recogidos los 10.366 resultados de acrilamida en
diferentes alimentos enviados por 23 Estados miembros y Noruega durante ese periodo (EFSA,
2011). De la misma manera, el proyecto HEATOX (Heat-Generated Food Toxicants,
Identification, Characterisation and Risk Minimisation), del cual se hablard posteriormente,
estudié la evaluacién de la exposicion y la toxicologia para llegar a una caracterizacién de los
riesgos de la ingesta de acrilamida (HEATOX, 2007). Por otra parte, los datos sobre composicién
de la dieta pueden ser recogidos a través de encuestas de consumo de alimentos realizadas a
un consumidor individual o a nivel de hogares. Se pueden estimar también a través de las

estadisticas de compra de los alimentos.

Sin embargo, estos métodos descritos presentan también desventajas; las estadisticas de
compra de alimentos sélo proporcionan datos sobre las cantidades de alimentos que se
compran, y no tienen en cuenta la ingesta real. Las encuestas de consumo consisten en
cuestionarios de frecuencia de alimentos (FFQ), donde a los consumidores se les puede pedir
que lleven un registro del consumo (food record method) o ser entrevistados y recordar dicho
consumo (food recall method). El método de entrevistas puede ser erréneo al no recordar los
consumidores lo que comen con precisién, del mismo modo, no siempre se quiere decir

exactamente qué cantidad se ingirié de un determinado alimento con connotaciones negativas.
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Los métodos mencionados anteriormente se han aplicado en diversos paises de todo el mundo.
Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se basan en el método

indirecto.

El JECFA estimd una ingesta diaria de acrilamida comprendida entre 0,3 y 2,0 ug/kg peso
corporal para la poblacion general y hasta 5,1 ug/kg peso corporal para los grandes
consumidores (percentil 99). Los alimentos que mas contribuyen a la exposicidn total fueron
las patatas fritas (french fries) (16-30%), las patatas fritas de aperitivo (crisps) (6-46%), el café
(13-39%), las galletas (10-20%), el pan y los productos de bolleria (10-30%). El resto de los
alimentos contribuyen menos del 10%. Los valores de ingesta de 1 y 4 pg/kg peso corporal
(asumiendo un peso corporal de 60 kg) fueron seleccionados por el JECFA para representar a la
poblacidn en general y a los grandes consumidores (incluidos los nifios), respectivamente (FAO,

WHO, 2005).

El informe de la EFSA del 2011 incluye una evaluacion de la estimacion de exposicion a la
acrilamida en Europa para diferentes grupos de edad. La ingesta media (limite superior) para
las personas mayores de 18 afios se estima que oscila entre 0,31 y 1,07 pg/kg peso
corporal/dia y para el percentil 95 entre 0,58 y 2,26 ug/kg de peso corporal/dia (Tabla 10). Las
patatas fritas, el pan y el café tostado fueron identificados como las principales fuentes de

exposicién (Tabla 11).

En Espafia, los alimentos que mas contribuyeron (Figura 8) fueron las patatas fritas, el pan, las
galletas y las patatas fritas de aperitivo, cuya ingesta se estudiara en el Capitulo 4 de la Parte

Experimental.

Otros Galletas
<8% 10%

Pan
11%

Patatas fritas
(aperitivo)
6%

Patatas fritas
65%

Figura 8. Contribucién (%) de cada grupo de alimentos fijados por la EFSA a la exposicidn total de
acrilamida en la poblacidn espaiiola (adultos 18-64 afios) (EFSA, 2011).
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Por otro lado, existen también métodos alternativos de estimacién de ingesta, los cuales se
basan generalmente en los niveles internos de biomarcadores de exposicidn, incluidos los
niveles de aductos de hemoglobina o los metabolitos en la orina. Sin embargo, no se ha

encontrado en todos los casos una clara correlacidn entre éstos y la ingesta de acrilamida.

Pais Edad Exposicién media Exposicion Método
pg/kg peso/dia (P95)
pg/kg peso/dia
Bélgica Adultos 0,36-0,39 0,95-0,99 Encuesta recordatorio 24 h
Mayores 0,28-0,31 0,76-0,82 de consumo de alimentos *
Ancianos 0,32-0,35 0,84-0,87
Republica Checa Adultos 0,73-0,77 1,59-1,65 Registro de consumo de
alimentos®
Alemania Adultos 0,31-0,34 0,79-0,83 Encuesta recordatorio 24 h
Mayores 0,29-0,32 0,72-0,76
Ancianos 0,31-0,34 0,81-0,84
Dinamarca Adultos 0,76-0,80 1,50-1,56 Registro de consumo
Mayores 0,91-0,95 1,74-1,84
Ancianos 1,02-1,07 2,19-2,26
Espaiia Adultos 0,42-0,45 1,09-1,13 Registro de consumo
Adultos 0,55-0,57 1,18-1,23 Encuesta recordatorio 24 h
Finlandia Adultos 0,49-0,52 1,04-1,09
Mayores 0,49-0,52 1,06-1,14 Encuesta recordatorio 24 h
Francia Adultos 0,39-0,42 0,87-0,92
Mayores 0,28-0,31 0,57-0,62 Registro de consumo
Ancianos 0,26-0,29 0,55-0,58
Reino Unido Adultos 0,61-0,65 1,19-1,24 Registro de consumo
Hungria Adultos 0,75-0,79 1,52-1,58
Mayores 0,69-0,73 1,26-1,31 Registro de consumo
Ancianos 0,79-0,83 1,53-1,58
Irlanda Adultos 0,54-0,58 1,22-1,26 Registro de consumo
Italia Adultos 0,54-0,57 1,16-1,20
Mayores 0,50-0,53 1,12-1,17 Registro de consumo
Ancianos 0,50-0,54 1,10-1,15
Letonia Adultos 0,42-0,45 1,09-1,15 Encuesta recordatorio 24 h
Holanda Adultos 0,50-0,53 1,25-1,30 Registro de consumo
Suecia Adultos 0,47-0,51 0,93-0,98 Registro de consumo

Tabla 10. Exposicion media a acrilamida y percentil 95 (limite inferior y superior) en diferentes
grupos de edad en cada Estado miembro. Adulto (18-64 afios), mayores (65-74 afos) y ancianos (>
75 afios) (EFSA, 2011).* 24 h dietary recall, 2 dietary record.
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Pais Edad Galletas  Patatas Patatas fritas Patatas Pan Pan de Cereales Sustitutos Café Café Muesli
fritas de aperitivo asadas tostado molde desayuno del café tostado instantaneo
Bélgica Adultos 11,2 31,1 9,4 0,2 1,4 20,7 2,6 0,8 13,6 1,7 1,6
Mayores 11,0 26,6 2,4 0,2 1,7 26,2 0,6 3,4 21,2 1,1 3,0
Ancianos 11,8 26,0 1,3 0,1 1,4 23,4 0,5 7,8 17,8 1,7 5,8
Rep. Checa Adultos 8,0 54,3 51 0,0 3,7 13,1 0,5 0,5 3,0 0,9 0,3
Alemania Adultos 6,1 26,7 5,3 2,0 4,0 21,6 1,2 0,5 19,8 0,2 2,1
Mayores 5,7 27,5 0,8 0,8 5,3 25,0 1,0 1,1 21,4 0,3 1,8
Ancianos 5,2 34,8 0,8 0,7 4,7 22,3 1,4 1,6 17,4 0,2 1,3
Dinamarca  Adultos 0,3 59,2 2,9 0,0 0,8 13,5 1,0 0,0 13,3 0,0 0,4
Mayores 0,2 67,7 0,2 0,0 0,8 11,2 0,5 0,0 13,3 0,0 0,4
Ancianos 0,4 71,5 0,4 0,0 0,8 9,5 0,3 0,0 9,8 0,0 0,2
Espaia Adultos 12,1 58,6 4,6 0,0 0,3 14,5 2,8 0,1 1,3 1,1 0,2
Adultos 9,5 64,6 5,8 0,0 0,0 11,3 1,5 0,1 0,5 2,6 0,2
Finlandia Adultos 0,0 19,3 2,4 0,0 1,2 0,0 3,9 0,0 13,7 0,0 0,1
Mayores 0,0 21,6 0,5 0,0 1,0 0,0 6,5 0,0 11,1 00 0,0
Francia Adultos 7,6 12,9 1,6 3,8 5,3 17,5 1,3 0,4 39,9 0,5 1,0
Mayores 2,9 7,8 0,4 3,4 6,1 29,0 0,7 1,9 41,4 0,8 0,8
Ancianos 2,5 9,8 0,0 2,9 9,4 30,0 0,2 0,5 38,5 1,1 0,3
ReinoUnido Adultos 6,3 41,3 8,5 17,3 2,0 10,2 5,0 0,0 0,7 0,0 3,6
Hungria Adultos 2,7 62,3 1,0 0,0 3,3 12,9 0,3 0,3 3,5 0,2 0,1
Mayores 3,4 63,1 1,1 0,0 2,6 12,9 0,1 0,2 2,8 0,1 0,0
Ancianos 3,9 64,9 0,0 0,0 3,1 12,3 0,2 0,0 1,7 0,1 0,0
Irlanda Adultos 10,1 46,1 6,9 3,8 2,4 15,5 5,3 0,0 0,7 2,7 1,6
Italia Adultos 10,3 40,1 1,0 0,0 53 13,3 0,5 0,1 11,9 0,0 0,1
Mayores 9,5 47,7 0,0 0,0 5,7 15,2 0,2 0,5 10,9 0,0 0,1
Ancianos 10,9 46,6 0,0 0,0 6,8 17,2 0,2 0,6 9,3 0,0 0,0
Letonia Adultos 9,8 41,1 5,6 1,5 0,7 20,7 49 1,4 6,4 1,5 0,6
Holanda Adultos 10,4 38,6 13,4 1,8 3,7 18,3 0,3 0,1 8,9 0,5 2,2
Suecia Adultos 5,0 35,2 5,3 4,1 9,7 11,7 1,5 0,0 14,0 0,0 13,1

Tabla 11. Contribucién (%) de cada grupo especifico de alimentos a la exposicion media total de acrilamida en diferentes grupos de edad en cada Estado miembro.
Adulto (18-64 afios), mayores (65-74 afios) y ancianos (= 75 afios) (EFSA, 2011).

VAIAVII¥OV



2.3. Actividades en materia de regulacion

Actualmente, y después de mas de diez afios de investigacidn para entender los mecanismos
de formacidn de la acrilamida y los efectos toxicoldgicos, no existe reglamentacién alguna que
establezca limites maximos en alimentos de manera concluyente. En cambio, diversas
organizaciones gubernamentales/autoridades, asociaciones empresariales y grupos de
expertos a través de proyectos de investigacidon, han optado por centrarse en estrategias
eficaces de mitigacién y actividades de seguimiento de valores de acrilamida para resolver el

problema. A continuacion se expone lo mas destacado en este dmbito.

2.3.1. Actividades de seguimiento de niveles de acrilamida

En Europa, la Recomendacién 2007/331/CE de la Comisién (Recomendacion 2007/331/CE) y la
Recomendacion 2010/307/UE (Recomendacion 2010/307/UE), establecieron programas de
control en determinados productos alimenticios, cuyos datos fueron recopilados y publicados
en el informe cientifico de la EFSA de 2011 (EFSA, 2011). Aunque aun no se han fijado limites
maximos, la Comision Europea si que ha adoptado una recomendacién en la que se sugieren
valores indicativos (Tabla 12) y, en el caso de que en las actividades de control, con arreglo a la
Recomendacion 2010/307/UE, se superen dichos valores, se realicen estudios de investigacion

mas detallados (European Comimission, 2011).

Alimentos y bebidas Valor indicativo
(ne/kg)

Patatas fritas 600
Patatas fritas de aperitivo 1000
Pan 150
Cereales de desayuno 400
Galletas, crackers, pan tostado 500
Café 450
Café soluble 900
Alimentos infantiles 90
Galletas infantiles 250
Alimentos basados en cereales procesados (nifios) 100

Tabla 12. Valores indicativos de acrilamida (European Comimission, 2011).
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2.3.2. “Caja de herramientas” de la CIAA

La Confederacién de Industrias Alimentarias de la UE (CIAA), en colaboracién con la Comision
Europea y las autoridades nacionales de los Estados miembros de la UE, desarrolléd en
septiembre de 2006 una guia que resume las medidas disponibles para reducir los niveles de
acrilamida en determinados alimentos (productos de panaderia y galleteria, cereales de
desayuno, productos fritos a base de patatas /snacks de patata y patatas fritas tradicionales).
Desde entonces se ha ido actualizando, siendo la ultima edicion de septiembre de 2011, y se

ha llegado a convertir en un manual de referencia para el sector.

A continuacidn se definen los 14 parametros de la guia que pueden ser revisados para

controlar los niveles de acrilamida, agrupados en cuatro grupos principales.

- Agronémicos
0 Azlcares reductores
0 Asparagina

- Formulacién
0 Gasificantes
Ingredientes minoritarios
pH
Dilucién y relacidn superficie/volumen
Reutilizado
Fermentacién

O 0O 0O0O0

- Procesado

0 Condiciones térmicas y humedad
Asparaginasa
Pretratamiento, ejemplo: escaldado, cationes
Color del producto final
Textura/sabor

O 0O O0Oo

- Condiciones finales
0 Consumidor

Figura 9. Pardmetros para controlar los niveles de acrilamida en alimentos (CIAA, 2011).
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Con objeto de ayudar a las industrias alimentarias en la apliaciéon de esta “caja de
herramientas”, se ha desarrollado una serie de folletos informativos que proporcionan
recomendaciones eficaces para evitar la formacién de acrilamida, asi como pautas necesarias
para ponerlas en practica. En junio de 2012, FoodDrinkEurope (anteriormente CIAA) ha
publicado estos folletos revisados en los cuales se ha incluido informacion sobre el principio
"ALARA" con respecto a los niveles de este contaminante en los alimentos, una estructura
mejorada y mas facil de usar y nuevas herramientas de mitigacion. Estos folletos estan
disponibles en mds de 20 idiomas en la siguiente pagina web:

http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/acrylamide_en.htm

2.3.3. Proyecto HEATOX

El proyeto HEATOX desarrollado entre el 2003 y el 2007, fue financiado por la Comisién
Europea, con el objetivo de investigar los riesgos para la salud que suponen la acrilamida y
otros compuestos que se forman con el tratamiento térmico de los alimentos, como son el
HMF y los furanos. El informe final incluyé una serie de recomendaciones para minimizar la
formacién de acrilamida en diferentes alimentos que fueron publicadas en el documento
“Guidelines to authorities and consumer organisations on home cooking and consumption”

(HEATOX, 2007).

2.3.4. Valor seiial

En agosto de 2002, se puso en marcha en Alemania una estrategia de monitorizacion vy
minimizacién de los niveles de acrilamida en los alimentos. Para ello, se definié un pardmentro
denominado valor sefial (signal value) para cada uno de los grupos de alimentos basicos. Este
valor sefial identifica el 10% de los productos de cada grupo que tienen los niveles mas altos de
acrilamida y es revisado y publicado anualmente (BVL, 2002). Las empresas que alcancen ese
valor en sus productos, se les piden que revisen el proceso de elaboracion y tomen las medidas
oportunas. Sin embargo, no se toma ninguna accion legal en el caso de que las empresas no
cumplan con las peticiones, aunque los resultados se hacen publicos. En el Capitulo 4, Articulo

4.1 se vera aplicado este concepto para el caso de las patatas fritas de aperitivo en Espafia.

2.3.5. Organismos internacionales y otros
- Comisidén del Codex Alimentarius
La Comisidon del Codex Alimentarius es una organizacién internacional que fue establecida en

1963 por la FAO y la OMS con el propésito de proteger la salud de los consumidores. En el afio
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2009 presentd un Codigo de Practicas (CAC/RCP 67-2009) con la finalidad de orientar a las
autoridades de los paises y a los fabricantes, asi como a otros organismos pertinentes, para
prevenir y reducir la formacién de acrilamida en productos a base de patata y de cereales. Para
llevar a cabo dicho cometido, es necesario que no se produzca incremento de otros
contaminantes, ni cambios negativos en las propiedades organolépticas y que no se

comprometa la estabilidad microbioldgica del producto final.

- FAO/OMS

En junio de 2002, la OMS organizd una reunién conjunta FAO/OMS, en la cual se recomendd
gue se estableciera una red informatica internacional sobre acrilamida en los alimentos y se
invitara a todas las partes interesadas a compartir los datos pertinentes, asi como las
investigaciones en curso. Como consecuencia de ello, se cred una red informatica sobre
acrilamida en los alimentos (Acrylamide Infonet, 2002). Posteriormente, a solicitud del Codex
Alimentarius, el JECFA llevd a cabo una evaluacion de riesgos en febrero de 2005 en Roma,

donde se alcanzaron las mismas conclusiones que en la anterior reunién de la OMS.

- FDA

En Estados Unidos, la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA) en el afio 2002, publico su
Proyecto de Plan de Accidn para hacer frente al tema de la acrilamida en los alimentos, la
ultima versién salié publicada en el afio 2004. Actualmente, la FDA continlda estudiando los
efectos sobre la salud de la acrilamida en los alimentos y no ha impuesto accién regulatoria
alguna. Tampoco ha recomendado dejar de comer productos que contengan acrilamida, sino
que por el momento el mejor consejo es simplemente seguir una dieta saludable, escogiendo
una variedad de alimentos bajos en grasas trans y saturadas, y ricos en fibra, ademas del

consumo de frutas y verduras.

- Propuesta 65 de California

La Propuesta 65 o el Acta de Aplicacidon de Seguridad en Agua Potable y Téxicos de 1986, es
una ley estatal de los Estados Unidos que solicita que los negocios en California informen a los
ciudadanos de las exposiciones significativas a los compuestos que potencialmente pueden
causar cancer o dafio reproductivo. Los negocios pueden reformular sus productos hacia
exposiciones menores que se encuentren por debajo de los niveles estimados por el Estado, o
pueden advertir a los ciudadanos de la exposicién por medio de un etiquetado en sus

productos o colocando un aviso de advertencia.
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Con respecto a la acrilamida, desde 1990 California ya incluia esta sustancia en la lista de los
carcinégenos enumerados en la Propuesta 65, es decir, 12 afos antes de que se descubriera su
presencia en los alimentos. Tras este descubrimiento, se exigid a los negocios alimentarios,
incluyendo a fabricantes, tiendas y restaurantes, que colocaran advertencias cuando vendieran
productos que contuviese acrilamida. En febrero de 2011, la Oficina de Evaluacién de Riesgos
de la Salud y el Medio Ambiente (OEHHA) de California ha introducido también en la Propuesta
65 la acrilamida como un compuesto que produce efectos téxicos en la reproduccion (OEHHA,

2011).

- Canada

El Gobierno de Canada incluyé la acrilamida en su Plan de Gestién de Productos Quimicos.
Dicho plan toma medidas inmediatas para regular las sustancias que son perjudiciales para la
salud o el medio ambiente. El 21 de febrero de 2009, el Gobierno de Canada dio a conocer su
informe de evaluacion. Para garantizar que la exposicion a la acrilamida a través de las
diferentes fuentes de alimentos sea lo mds baja posible, Canadd se ha comprometido a
trabajar con las autoridades sanitarias de otros paises para comprender mejor cdmo se forma,
los alimentos que contienen las cantidades mas altas, y el impacto que tiene en la salud. Por
otro lado, ha preparado una serie de recomendaciones con el fin de minimizar la formacién de
acrilamida en los alimentos preparados en los hogares. Algunos ejemplos son: no almacenar
las patatas por debajo de 8 °C, lavar o remojar las patatas frescas cortadas en agua durante
varios minutos antes de freir, y utilizar temperaturas maximas de 175 °C, en el caso de la
fritura, 0 230 °C en el caso del horneado, siempre dejando las patatas con un color final dorado
claro. Ademds, aconseja limitar los alimentos altos en grasa (como las patatas fritas), el azlcar

o la sal y seguir una alimentacién saludable (Health Canada).

2.4. Mecanismos de formacion

A continuacidn se discuten las diferentes vias de formacion de la acrilamida en los alimentos,

junto con los principales precursores y productos intermedios, siendo la RM la ruta principal.

2.4.1. Reaccion de Maillard

Como se muestra en la Figura 10, el primer paso de la RM conlleva la condensacién de un
aminodcido (por ejemplo, asparagina) con el grupo carbonilo de un azucar reductor para
formar un conjugado N-glicosil (por ejemplo, N-glicosilasparagina) que esta en equilibrio con

su base de Schiff. La N-glicosilasparagina genera grandes cantidades de acrilamida, lo que
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sugiere que esta etapa inicial es clave (Stadler y col., 2002). A partir de la base de Schiff, la RM
ocurrird preferentemente a través del producto de Amadori (I) dando lugar a la formacion de
compuestos coloreados y de 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
formacidén de acrilamida sigue otros caminos en la RM (Yaylayan y col., 2003; Stadler y col.,

2004).

OH
Productos de la Reaccién de Maillard
HoN NH, + R\‘AO HZNWNHW)\R
O COOH OH O COOHOH T
(0}
Asparagina Carbonilo N-Glicosilasparagina HoN H\)L
R
“ OH ! O COOH
HaN Nx R Compuesto de Amadori
lla O  COOH Iib
Base Schiff
+ OH OH
HoN PN HaN Nj)\R
R Al
o) 2 I -Co; (6] (0]
0”0 0
Forma zwitterionica \ Oxazolidina-5-ona
-CO, OH Az
HaN m/\//'%\\/LR
o}
lluro de azometina b
llla
/ v
HoN N
H2N\H/VN%R HN S N L Y R
0 —~ R o
. O .
Imina 1 Compuesto de Amadori descarboxilado Imina 2
+ Hzo +H,0
OH B—Eliminacion 2
HoN _N

R HoN Wo
(6] Ws H2N7(\ / (0]
3-Aminopropionamida (0] Aldehido Strecker

Acrilamida

Figura 10. Mecanismo de formacidn de acrilamida a partir de asparagina y un grupo carbonilo a
través de la RM (Yaylayan y col., 2003; Zyzak y col., 2003; Stadler y col., 2004; Yaylayan y Stadler,
2005).

La descomposicién térmica de la asparagina en ausencia de una fuente de grupos carbonilo
puede generar acrilamida por descarboxilacién y desaminacién, aunque la presencia de
azUcares reductores aumenta considerablemente las cantidades de acrilamida a partir de

asparagina. Ademas, los estudios mecanisticos utilizando asparagina marcada isotdpicamente
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con Ny 3C, confirmaron que el nitrégeno del grupo amida y los tres &tomos de carbono de la

acrilamida derivan de la molécula de asparagina (Zyzak y col., 2003).

Varios estudios proporcionaron mas evidencias sobre estas posibles rutas de formacién. La
base de Schiff puede decarboxilar al intermedio iluro de azometina (ll) a través de la forma
zwitteridnica (lla) (Zyzak y col., 2003), o a través del intermedio oxazolidina-5-ona por ciclacién
intramolecular (llb) (Yaylayan y col., 2003). El iluro de azometina puede sufrir facilamente
prototropia 1,2 conduciendo a las iminas 1y 2 y como esta prototropia es irreversible, las dos
aminas no son interconvertibles. La imina 1 puede hidrolizarse (llla) y formar el aminoacido
descarboxilado 3-aminopropionamida (Stadler y col., 2004). Granvogl y Schieberle han
demostrado que se forma acrilamida a partir de 3-aminopropionamida mediante eliminacion
del amoniaco (Granvogl y Schieberle, 2006). Por otro lado, la tautomerizacién del iluro de
azometina (IV) conduce al producto de Amadori descarboxilado, seguido de la rotura del
enlace carbono-nitrégeno como consecuencia de una B-eliminacién y formacidn posterior de
acrilamida (Stadler y col., 2004). La imina 2 por hidrélisis (lllb) proporciona el aldehido de
Strecker de la asparagina (3-oxopropanamida). Sin embargo, este aldehido no produce

cantidades elevadas de acrilamida (Stadler y col., 2004).

No sélo los azlcares reductores pueden actuar como fuente de grupo carbonilo para formar
acrilamida, también los a-dicarbonilicos o cualquier otro compuesto carbonilico (Mottram y
col., 2002; Zyzak y col., 2003; Schieberle y col., 2005; Amrein y col., 2006a). La naturaleza del
compuesto carbonilico es importante para determinar el grado en que se producen las
diferentes vias de formaciéon y por tanto, el rendimiento. En sistemas modelo se ha
demostrado que los compuestos a-hidroxicarbonilicos (como la fructosa o la glucosa) son
mucho mas eficientes en convertir asparagina a acrilamida que los a-dicarbonilicos (como la
butanodiona o el glioxal). Esto puede explicarse porque la presencia de un grupo hidroxilo en
posicion B al atomo de nitréogeno de la base de Schiff favorece la reorganizacion de la imina 1
(tautomerizacién) al producto de Amadori descarboxilado (IV). Para los compuestos a-
dicarbonilicos, la via lllb estd mucho mas favorecida que la llla, debido a la tendencia del grupo
carbonilo en la posiciéon B al dtomo de nitrégeno a deslocalizar la carga negativa. Como se
menciond anteriormente, la via lllb, no libera grandes cantidades de acrilamida (Stadler y col.,
2004). Amrein y col., mostraron resultados opuestos, encontrando 300 veces mas cantidad de
acrilamida en el sistema modelo glioxal-asparagina que en otro similar con glucosa o fructosa
(Amrein y col., 2006a). Otro estudio ha confirmado que el glioxal también es muy reactivo

frente a la asparagina para producir acrilamida (Koutsidis y col., 2008). Mas recientemente se
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ha publicado la contribucién del HMF a la formacion de acrilamida en presencia de asparagina.
Los investigadores observaron que el sistema modelo glucosa-HMF genera acrilamida mas
eficientemente que los sistemas glucosa-asparagina (Glu-Asn), sugiriendo que el HMF es un
compuesto carbonilico capaz de acelerar la formacién de acrilamida en sistemas modelo de

baja humedad (Gokmen y col., 2012).

Como se ha comentado, el iluro de azometina y el producto de Amadori descarboxilado son
intermedios clave. Perez-Locas y col. sintetizaron ambos compuestos y estudiaron su
capacidad para generar acrilamida tanto en condiciones de alta como de baja humedad (Perez-
Locas y Yaylayan, 2008b). En ambas condiciones, la base de Schiff posee una elevada capacidad
para dar lugar a acrilamida. En el sistema modelo de baja humedad, el aumento es casi cuatro
veces mayor que el correspondiente producto de Amadori descarboxilado o la 3-
aminopropionamida. Sin embargo, en condiciones de humedad, es de 2 veces en relacion al
producto de Amadori descarboxilado, pero mas de 20 veces con respecto a la 3-

aminopropionamida.

Por ultimo, cabe resaltar que el rendimiento de la reaccién no es muy alto, menos del 1% de
asparagina libre se convierte a acrilamida (Becalski y col., 2003). Sin embargo, el bicarbonato
amonico podria aumentar la tasa de conversidon hasta el 5% (Amrein y col., 2006a). No
obstante, los rendimientos de reaccidn son dificiles de predecir, ya que la acrilamida se puede
degradar tanto a través de reacciones de polimerizacién como de reacciones de adicién tipo
Michael (Mottram y col., 2002; Koutsidis y col., 2009; Zamora y col., 2011). En este sentido, los
sistemas modelo cinéticos, que se explicardn en el apartado 2.8, se han utilizado como una

forma de cuantificar de manera simplificada la formacién y la degradacién de la acrilamida.

2.4.2. Rutas alternativas

Como se ha comentado anteriormente, el principal mecanismo para la formacion de
acrilamida en los alimentos es la reaccion de asparagina y azucares reductores mediante la RM.
Sin embargo, hay otras rutas que juegan un papel menor y, por tanto, solo se describen

brevemente.

- Acroleina

La acroleina es un aldehido a,B-insaturado que puede ser producido a partir de los lipidos

(triglicéridos) mediante tratamiento térmico fuerte. Se han encontrado pequefias cantidades
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de acroleina en algunos alimentos, tales como los fritos, los aceites de cocina y el café tostado.
Yasuhara y col. han demostrado que la acrilamida puede formarse a partir de la acroleina por
dos vias (Yasuhara y col., 2003). En la primera, el acido acrilico producido a partir de acroleina
reacciona con el amoniaco (producido a partir de los a-aminodcidos a través de la degradacién
de Strecker en presencia de compuestos carbonilicos) y forma acrilamida. La segunda via

conlleva la participacién de radicales para generar acrilamida.

- Acido acrilico

El 4cido acrilico se puede formar por la descomposicion 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 piruvico. El acido acrilico,
reacciona con el amoniaco disponible para formar acrilamida y su formacion se ve limitada por

la disponibilidad del amoniaco en los alimentos (Yaylayan y col., 2005).

- 3-Aminopropionamida

La 3-aminopropionamida puede ser un intermediario en la RM entre la asparagina y los
azucares reductores (Figura 10), como se comentara en el Articulo 3.1 del Capitulo 3, o puede
formarse también a partir de la descarboxilacion enzimatica de la asparagina, mediante la
descarboxilacion de la base de Schiff, a través de la base de Schiff formada entre Asn y un
compuesto a-hidroxicarbonilico o bien por reaccion con el acido pirdvico (Granvogl y col., 2006;
Schieberle y col., 2005). Ademas, es un precursor de la acrilamida muy eficaz en ausencia de

catalizadores como los compuestos carbonilicos (Granvogl y Schieberle, 2007).

- Oxidacion lipidica

Diferentes estudios han demostrado que los lipidos oxidados compiten muy eficientemente
con los hidratos de carbono por las reacciones carbonil-amina, y que los mismos productos se
producen generalmente tanto a partir de carbohidratos como a partir de lipidos a través de
reacciones idénticas o muy similares (Zamora e Hidalgo, 2005). 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) y a sus derivados vinilogos (Zamora e
Hidalgo, 2008). Entre ellos, el 2,4-decadienal es el que presenta un grado de reactividad mucho
mayor para convertir asparagina en acrilamida que otros lipidos oxidados. El mecanismo de
esta reaccidn parece tener lugar en dos etapas principales, la descarboxilacion del aminoacido
asparagina (Hidalgo y col., 2010a) y la posterior desaminacién de la 3-aminopropionamida

(zamora'y col., 2009).

Hea



ACRILAMIDA

2.5. Métodos analiticos

Para cuantificar el grado de contaminacién en el alimento y definir las posibles estrategias de
mitigacién de la formacion de acrilamida, es imprescindible disponer de métodos analiticos
fiables y selectivos para detectar su presencia en una gran variedad de alimentos. Todo ello
hace que el desarrollo de un método universal de analisis suponga un reto para la comunidad

cientifica.

Brevemente, el analisis de la acrilamida conlleva varias etapas: extraccion, derivatizacién
(dependiendo del sistema de andlisis), purificacién, concentracién y analisis instrumental, las

cuales se detallan a continuacion.

2.5.1. Extraccion y purificacion

Debido a la alta solubilidad de la acrilamida en agua, se utiliza este medio para realizar su
extraccién de los alimentos. De manera general, la extraccién se lleva a cabo a temperatura
ambiente aunque también se ha realizado a 60-80 °C en el caso de matrices grasas como el
chocolate, con el fin de promover la dispersion y una extraccién efectiva. No obstante,
temperaturas elevadas no suponen una mejora en los rendimientos de extraccion e incluso
puede generarse un extracto que podria obstruir las columnas de SPE. Posteriormente, la
muestra es homogenizada con la fase acuosa mediante agitacién horizontal, rotacional, o bien

mendiante vortex o blender.

Para controlar los porcentajes de recuperacién y realizar un seguimiento de posibles pérdidas
durante las etapas de extraccién y purificacion, es habitual incorporar un patrén interno a la
muestra. La mayoria de los trabajos publicados emplean [**Cs]-acrilamida aunque también se
han utilizado [**C;]-acrilamida, [Ds]-acrilamida, N,N-dimetilacrilamida, [*Hs]-acrilamida y

metacrilamida.

Antes de hablar del proceso de purificacion, es preciso destacar que algunos autores incluyen
una etapa de desengrasado previa a la etapa de extraccién o en combinacién con ella, para
evitar la influencia de las grasas en el analisis, fundamentalmente en matrices como patatas
fritas, chocolate, café, etc. Esta se lleva a cabo con disolventes orgdnicos como hexano, éter de
petréleo o ciclohexano. Ademas, a los alimentos ricos en proteinas se les afiade metanol,
acetonitrilo o una solucién salina, K;[Fe(CN)s] + ZnS0,4.7H,0, para desproteinizarlos. Después

de la extraccidn, la fase acuosa se centrifuga o se ultrafiltra (Keramat y col., 2011).
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En cuanto a los procedimientos de purificacidn, la mayoria de ellos combina varias etapas de
SPE. Una alternativa interesante puede ser el empleo de un Unico cartucho de extraccion,
como por ejemplo el Oasis HLB, basado en un relleno humectable de fase inversa con un
equilibrio hidrofilico-lipofilico (Roach y col., 2003; Arribas-Lorenzo y col., 2009) o el Oasis MCX
con modo mixto intercambio catdnico-fase inversa (Gokmen y col., 2009). El extracto obtenido

se analiza posteriormente, principalmente mediante GC-MS o LC-MS/MS.

A continuacidn se resumen los métodos cromatograficos para el analisis de acrilamida.

2.5.2. Cromatografia de gases-espectrometria de masas

La acrilamida es un compuesto poco adecuado para el analisis por GC-MS por varias razones.
En primer lugar, los disolventes polares, preferentemente agua, que se requieren para
efectuar una buena extraccion de los alimentos no estdn bien adaptados para la
preconcentracion y la inyeccion en una columna capilar. En segundo lugar, porque la
acrilamida es muy polar y tiene una baja volatilidad en comparacién a su peso molecular. Y por
Gltimo, como es una molécula pequefia con un peso molecular de 71,08 g/mol proporciona un

espectro de masas pobre.

El analisis de acrilamida puede llevarse a cabo de forma directa sin derivatizacion de la

molécula o mediante bromacion.

Los métodos mediante derivatizacion se remontan a la década de 1990 (Castle, 1993) y se
componen de una extraccién acuosa a partir de la matriz seguida de la derivatizacién de la

acrilamida al 2,3-dibromopropionamida:

Br; + CH,=CH-CONH; — CH,Br-CHBr-CONH,

La derivatizacion podria hacerse con una solucidn acuosa de bromo elemental o mediante el
uso de KBrOs y KBr que son mas seguros. Posteriormente, el derivado se extrae con acetato de
etilo el cual puede ser inyectado directamente mediante GC-MS o bien ser purificado o
preconcentrado para conseguir limites de deteccion mas bajos. Aunque la derivatizacion es
larga y tediosa, esta metodologia presenta multiples ventajas entre las que destacan: mejora
en la selectividad y sensibilidad, eliminacién de los interferentes co-extractivos y aumento en
la volatilidad. Por lo general los iones monitorizados son m/z 150/152 [CH,CHBrCONH,]"y m/z

106/108 [CH,CHBr]". Algunos investigadores optan por convertir el dibromo derivado a 2-
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bromopropenamida por tratamiento con trietilamina. Este paso adicional evita el riesgo de
una deshidrobromaciéon en el inyector o en la fuente de iones del MS sin disminuir la
selectividad o la sensibilidad del método. En cuanto a la separacion, se realiza en columnas
capilares de polaridad media-alta. EI empleo de GC-MS/MS o acoplamiento a un
espectrometro de masas de alta resolucidon puede reducir el limite de deteccidn para ciertos

alimentos, acercandose al rango de 1-2 pg /kg.

No obstante, se han desarrollado métodos analiticos para su analisis de forma directa
(Biedermann y col., 2002a). En gran parte debido a que ofrecen un mayor rendimiento de
muestra, evitando el tiempo consumido en la etapa de bromacidn, ademas de reducir el uso
de productos corrosivos y peligrosos. El proceso consiste en la extraccion del analito con
disolventes organicos seguido de una limpieza de la muestra mediante extraccion liquido-
liguido con o sin el uso de un absorbente. Las columnas para la separacién cromatograficas y la
deteccién mediante monitorizacién de iones seleccionados (SIM) son polares del tipo
Carbowax. Una revisidon extensa sobre los métodos basados en GC-MS para el andlisis de

acrilamida incluyendo la derivatizacién fue redactada por Castle y col. (Castle y col., 2005).

2.5.3. Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

El primer método de LC-MS para el analisis de acrilamida en alimentos se desarrollé a
principios del 2002 por Rosén y Hellends (Rosén y col., 2002) para verificar los resultados
iniciales obtenidos en Suecia mediante GC-MS. Generalmente, conlleva la extraccion acuosa de
acrilamida a partir de la matriz del alimento seguido de una o varias etapas de SPE utilizando
rellenos tanto de fase inversa como de intercambio idnico. Finalmente, la separacion
cromatografica se realiza mediante HPLC con columnas de grafito, fase inversa o intercambio
ionico. En cuanto al sistema de deteccidn, la mayoria de los trabajos publicados emplean la
espectrometria de masas con un analizador de triple cuadruplo con ionizacién positiva por
electrospray (ESI) y en menor medida APCI. No obstante, y debido al alto coste de este sistema
ha sido necesario desarrollar métodos basados en un unico cuadrupolo en modo SIM, con los
cuales se han obtenido también buenos limites de deteccion para la mayoria de las matrices

alimentarias.
Hay que tener en cuenta que debido al bajo peso molecular de la acrilamida y por tanto de sus

fragmentos idnicos, la confirmacion se logra monitorizando mas de una transicidn

caracteristica. Sin embargo, ya que la acrilamida es una molécula muy polar con escasa
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retencién en los rellenos convencionales de fase inversa, y a pesar del uso de un
espectrometro de masas en tandem operando mediante monitorizacién de reacciones
seleccionadas (SRM), debe realizarse un esfuerzo adicional en las etapas de purificacién para
evitar la interferencia de co-extractivos. Finalmente, la identificacién se basa en el tiempo de
retencién cromatografico y en la presencia y abundancia relativa de los iones caracteristicos

(Figura 11).

-NH
— 3% . [HZCICHC:OI+ m/z 55
+ | -HO
O —| I [HZCZCHC:NH]+ m/z 54
HoN-C-CH=CH,  — _CH,CH, ~
> | HoN-C=0]* m/z44
m/z 72
“CONH2 | oMy | miz27

e

Figura 11. Fragmentaciones del ion acrilamida (m/z 72).

2.5.4 Otros métodos analiticos

Para la deteccidén y cuantificacién de acrilamida mediante LC, es frecuente la utilizaciéon de UV
(Paleologos y Kontominas, 2005) o detector de diodos (DAD) (Gokmen y col., 2005) como
detectores a longitudes de onda de 210 y 225 nm. Ademas, la deteccién electroquimica de
impulsos se ha desarrollado también para este fin (Casella y col., 2006). En el caso de la GC, la
deteccion por captura electrénica (ECD) se aplica extensamente debido a su alta sensibilidad.
Asimismo, se han obtenido resultados satisfactorios cuando se han aplicado otras técnicas
como la microextraccién en fase sdlida (SPME) y la dispersidon en matriz en fase sélida (MSPD)

(Soares y col., 2010).

Con respecto a las técnicas de electroforesis capilar, la cromatografia electrocinética con
microemulsion (Bermudo y col., 2004), asi como la electroforesis capilar en zona después de la
derivatizacion con 2-mercaptobenzoico se han utilizado con buenos resultados. La
cromatografia de liquidos y gases combinada con el analizador de tiempo de vuelo acoplado a
la espectrometria de masas (TOF-MS) se ha utilizado del mismo modo para el andlisis de la
acrilamida en muestras de alimentos (Dunovska y col., 2006; Bermudo y col., 2008). Otro
progreso en este area ha sido la estimacion de la acrilamida utilizando un modelo matematico
y algoritmico a través del uso de la espectroscopia de infrarrojo cercano (Pedreschiy col., 2010)

y el analisis de imagenes por ordenador (Gékmen y col., 2008, Gékmen y Mogol, 2010). En
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comparacion con los métodos experimentales, estos modelos son mas rapidos y cémodos,

especialmente cuando son aplicados para realizar una estimacion preliminar.
A modo de resumen, en las Tablas 13 y 14 se recogen las caracteristicas mdas importantes de

los principales métodos descritos en la bibliografia aplicados al analisis de acrilamida, basados

tanto en la cromatografia liquida de alta eficacia como en la cromatografia de gases.
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Patrén Método
Matriz . Tratamiento de la muestra Columna LoD Referencia
interno
LOQ
Pan tostado [*Hs)- Extraccidn con agua, centrifugacion, centrifugacion extra Hypercarb LC-MS/MS Rosény col.,
Patatas fritas (aperitivo)  acrilamida  para patatas, precipitacién por congelacién, purificacién 50 mm x 2,1 mm, 5 um LOD <10 pg/kg 2002
con SPE, filtracion (0,22 um) LOQ<30 pg/kg
Patatas fritas (aperitivo), [®Cs]- o Extraccidn con agua y CH,Cl,, agitacién 15 min, Hypercarb LC-MS/MS Becalski y col.,
patatas fritas, cereales, [Ds]- centrifugacion, SPE con cartuchos Oasis MAX, Oasis MCX, y 150 mm x 2,1 mm, 5 um  LOD 6 ug/kg 2003
pany café acrilamida  ENVI-carb
Cereales, miga de pan, [°cy)- Extraccién con agua, agitacién 15 min, centrifugacién, Synergi Hydro-RP LC-ESI-MS/MS Roach y col.,
patatas fritas (aperitivo), acrilamida  purificacién con Oasis HLB 250 mm x 2 mm, 4 ym LOD 10 pg/kg 2003
café
Patatas fritas (aperitivo), [*H3]- Desengrasado con iso-hexano, incubacién 30 min, Merck LiChrospher 100 LC-MS/MS Hoenicke y
patatas fritas, cereales, acrilamida  extraccidn con agua en ultrasonidos, (60 °C, 30 min), CN LOD < 10 pg/kg col., 2004
productos de panaderia, purificacidn con acetonitrilo y soluciones Carrez, 250 mm x4 mm, 5 um LOQx< 30 pg/kg
nueces y café centrifugacion, filtracion
Productos horneados y [13C3]- Etapa de extraccion con agua acidificada sin clean-up Columna Cyg LC-MS/MS Calbianiy col.,
matrices de patata acrilamida LOD < 15 ug/kg 2004
LOQ < 25 pg/kg
Café [*C,)- Extraccion con agua, agitacién en vortex 30 s, Synergi Hydro RP 80A LC-MS/MS Andrzejewski
acrilamida  centrifugacion, la alicuota es transferida a un tubo de 250 mm x 2 mm, 4 um LOD 10 pg/kg y col., 2004
filtracion Maxi-Spin PVDFb (0,45 um), centrifugacién, SPE:
Oasis HLB y Bond Elut Accucat
Patatas fritas (aperitivo)  [°Cs]- Extraccion con metanol, centrifugacion, purificacion con Atlantis dC18 LC-DAD Gokmeny
acrilamida  soluciones Carrez, evaporacion y reconstitucién en agua, 250 mmx 4,6 mm,5um  LOD 4 pg/kg col., 2005

SPE: Oasis HLB
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Método

. Patrén . .
Matriz . Tratamiento de la muestra Columna LOD Referencia
interno
LoQ
Café, cacao, galletas y Metacrila Extraccion con agua a 70 °C y hexano Aminex HPX 87H LC-Uv Paleologos y
patatas mida Derivatizacidén: hidrdlisis a acido acrilico/acido metacrilico 300 mm x 7,8 mm LOD 15 pg/kg col., 2005
LOQ 45 pg/kg
Férmulas infantiles [13C3]- Extraccion con solucidn acuosa de NaCl, extraccién liquido-  Atlantis dCyg LC-MS/MS Jiaoy col.,
acrilamida  liquido con acetato de etOasis HLB 250 mm x 4,6 mm, 5 um 2005
Cereales, galletas, pan, [*C,)- Extraccion con agua y purificacidén con soluciones Carrez Inertsil ODS-3 LC-MS (APCI) Senyuvay col.,
cacao, alimentos acrilamida 250 mm x 4,6 mm,5um  LOD 6-10 pg/kg 2005
infantiles, etc. LOQ 15-20 ug/kg
Patatas fritas (aperitivo), [*Hs)- Extraccién con agua, SPE: Strata-X-C 200 mg y ENV' 200 mg ~ ODS-80-TS LC-MS/MS, Bermudoy
patatas fritas, galletas, acrilamida 150 mm x 2,1 mm,5um  Trampa iones col., 2006
frutos secos, chocolate, APCI
café, pan, etc. LOD 45 pg/kg
Patatas fritas (aperitivo) [13C3]- Extraccion con NaCl a 60 °C, tratamiento con Carrez, SPE: Extrasyl ODS1 LC-MS, SIM Rufian-
acrilamida  Oasis HLB + MCX (200 mg + 60 mg) o Isolute MM, 500 mg 200 mm x 3,0 mm, 5um  LOQ 70 pg/kg Henares y
Morales, 2006
Café, patatas fritas Extraccién con agua a 60 °C, tratamiento con Carrez, SPE Synergi Hydro-RP LC-detector Casellay col.,
(aperitivo) con cartuchos Strata X-C 250 mm x4 mm electroquimico 2006
Galletas, café, pan, [13C3]— Extraccion con agua, agitacién, centrifugacion, purificacion Aqua Cyg LC-MS/MS, Kimy col.,
patatas fritas (aperitivo)  acrilamida  con cartuchos Cy 250 mm x2,0mm, 5um  LOQ 2 pg/kg 2007
Alimentos ricos en [13C3]— Desengrasado, extraccidn acuosa con NaCl, extraccion Atlantis dCyg LC-MS/MS Zhang y col.,
hidratos de carbono acrilamida  liquido-liquido con acetato de etilo, evaporacién, SPE con 250 mm x 4,6 mm,5um  LOQ< 2 ug/kg 2007

Oasis HLB
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Patrén Método
Matriz . Tratamiento de la muestra Columna LOD Referencia
interno
LOQ
Té [13C3]— Extraccion con agua, agitacidn, afadir acetonitrilo seguido ODS-Cyg LC-MS/MS Liuy col.,
acrilamida  de sulfato magnésico anhidro y NaCl, SPE con Oasis MCX 250 mm x 4,6 mm,5um  LOD 1 ng/mL 2008
LOQ 5 ng/mL
Alimentos fritos a base Extraccion con agua, centrifugacion (0 °C) y SPE con Alltima Cyg LC-Uv Wang y col.,
de harina cartuchos Oasis HLB y Bond Elut-Accucat 150 mmx 2,1 mm,3um LOD 6 pg/kg 2008
LOQ 23 pg/kg
Churros [13C3]— Extraccion con agua, vortex, soluciones Carrez, Inertsil ODS-3 LC-MS, SIM Morales y
acrilamida  centrifugacién, SPE con Oasis HLB 250 mm x 4,6 mm, 5um  LOQ 18 ug/kg Arribas-
Lorenzo, 2008
Patatas fritas (aperitivo), Desengrasado. Extraccién con soluciones Carrez y acido Zorbax SB-Cyg LC-MS Kaplany col.,
café, galletas, carne a la acético, agitacion, centrifugacion. 250 mm x 4,6 mm,5um LODO,5 pg/L 2009
parrilla y pollo LOQ 5 pg/L
Galletas, patatas fritas [°Cy)- Extraccién con agua o metanol, soluciones Carrez, y SPE con  Atlantis T3 LC-MS Gokmeny
(aperitivo) pan acrilamida  Oasis MCX 150 mm x 4,6 mm, 3 um  LOQ 15 pg/kg col., 2009
Productos a base de [Ds]- Desengrasado con hexano, extraccién con agua, Lichrospher 100 CN LC-MS/MS Boroushakiy
patata y maiz acrilamida  ultrasonidos (15 min, 60 °C), adicion de acetonitrilo, clean- 250 x 4 mm, 5 um LOD <10 pg/kg col., 2010
up con soluciones Carrez y posterior centrifugacion LOQ <30 pg/kg
Material de referencia [*C,)- Extraccion con agua, SPE con Oasis HLB y Oasis MCX Symmetry 300 C4 LC-MS Kimy col.,
certificado de patatas acrilamida 150 mm x 4,6 mm, 5 um  dilucidn isotépica 2010
fritas (aperitivo)
Patatas fritas (aperitivo) Extraccidn con agua, vortex y sonicacion, adicidon EC/2 Nucleodur 100-5 LC-ESI-MS/MS Tateoy col.,
isopropanol, centrifugacion, evaporacion del sobrenadante, Cgs LOD 6 ug/kg 2010

reconstitucién en acetonitrilo, desengrasado con hexano

150 mm x 2 mm, 5 um

LOQ 18 pg/kg

Tabla 13. Métodos de analisis de acrilamida basados en LC. LOD: Limite de deteccion. LOQ: Limite de cuantificacion.
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Método

Matriz !’atron Tratamiento de la muestra Derivatizacion Columna LOD Ref.
interno
LoQ
Patatas, [13C3]— Desengrasado, extraccion con agua a Bromacion con KBry DB-WAX GC-MS, SIM Nemoto
snacks de acrilamida  temperatura ambiente, extraccion con acetato KBrOs, 90 min, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm LOD 9 ug/kg y col.,
maiz, té de etilo y fraccionaccion en cartuchos Florisil refrigeracion LOQ 30 pg/kg 2002
Alimentos [*H,]- Extraccion con agua, homogenizacién y Bromacion CP-Sil 24 CB Lowbleed/MS  GC-MS Onoy
procesados acrilamida  centrifugacién LOD 0,2 ng/mL col.,
LOQ 0,8 ng/mL 2003
Varios [2H3]— Desengrasado con iso-hexano, extraccion con DB-Wax GC-MS/MS Hoenicke
alimentos acrilamida  agua en ultrasonidos (60 °C), purificacién con 30 m x 0,25 mm, 0,25 um LOQ 30 ug/kg y col.,
acetonitrilo y soluciones Carrez 2004
Pan [13C3]- Extraccion con agua, agitacién 1 min, 0,3 mL Bromacion Rtx-50 GC-MS/MS Hamlet y
acrilamida  acido acético glacial, purificacién con soluciones 30 m x 250 um LOD 0,01 ng/mL col.,
Carrez 2004
Patatas fritas [Ds]- Extraccion con agua y n-propanol, evaporacion, Innowax GC-TOF-MS Dunovsa
(aperitivo), acrilamida  adicién de acetonitrilo, desengrasado con 30 m x 0,25 mm LOQ 15y 40 y col.,
cereales hexano, adicién del sorbente amina primaria- ug/kg 2006
desayuno, secundaria
pan
Patatas fritas Extraccion con agua, centrifugacién, adicién a 1,5 DW-WAX silica SPME-GC-MS/MS  Leey
y de aperitivo mL del sobrenadante de agua, mezclar con 15 mL 30mx 0,25 mm LOD 0,1 pg/L col.,
de buffer, inmersion directa en fibra SPME 2007
Alimentos [°Cy)- Homogenizacién, desengrasado con éter de Bromacion HP Innowax GC-detector de Zhangy
ricos en acrilamida  petrdleo, extraccion con solucion acuosa de NaCl 30mx0,32 mm microcaptura col.,
hidratos de electrénica 2007
carbono LOD 10 pg/kg
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Patrén Método
Matriz . Tratamiento de la muestra Derivatizacion Columna LOD Ref.
interno
LoQ
Alimentos Desengrasado con hexano, extraccidn con agua, Bromacion SupelcoWax-10 GC-ECD Zhuy
procesados extraccion liquido-liquido con acetato de etilo 30 m x 0,25 mm, 0,25 um LOD 0,6 pg/kg col.,
después de la derivatizacién LOQ 2 pg/kg 2008
Pan, cereales [13C3]- Dispersién de la muestra con fase sélida Cig, la Bromaciéon con KBr, MDN-12 MSPD/GC-MS/MS  Soaresy
de desayuno, acrilamida mezcla es empaquetada en columna SPE y la HBr y solucion 30 m[Ix[]0,25 mm, 0,25 LOD5 ug/kg col.,
snacks, acrilamida es extraida con agua saturada de bromo pm LOQ 16 pg/kg 2009
galletas,
chocolate,
alimentos
infantiles
Café [13C3]- Dispersion de la muestra con fase sélida Cig, la Bromacion MDN-12 MSPD/GC-MS Soares y
acrilamida  mezcla es empaquetada en columna SPE de 30 m[x[]0,25 mm, 0,25 LOD 5 ug/kg col.,
doble capa (Cig/Multimode; 1 g + 1 g) y la um LOQ 10 pg/kg 2010

acrilamida es extraida con agua

Tabla 14. Métodos de analisis de acrilamida basados en GC.
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2.5.5. Materiales de referencia certificados

La comparacién de los resultados analiticos y el aseguramiento de la precisién no es una tarea
facil en el andlisis de acrilamida en matrices complejas. De ahi que las autoridades
competentes hayan hecho especial hincapié en la necesidad de utilizar materiales de
referencia certificados (MRC) como herramienta util para la precision y la trazabilidad de los
resultados analiticos. Los MRC se pueden emplear para la validacion de los métodos de andlisis

desarrollados en los laboratorios con el fin de asegurar la calidad y la competencia técnica.

La produccién de un material de referencia sigue principalmente la Guia ISO 34:2000 y la Guia
ISO 35:2006, las cuales incluyen el tratamiento de los materiales, la homogeneidad, la
evaluacidn de la estabilidad, la caracterizacidn y la asignacién del valor analitico (ISO Guide 34,
2000; ISO Guide 35, 2006). La organizacidn FAPAS (Food Andlisis Performance Assesment
Scheme) lleva organizando anualmente ejercicios de intercomparacion en diferentes matrices
y analitos. La primera ronda de ensayos de aptitud sobre acrilamida (FAPAS 3001) se llevd a
cabo en julio de 2002 utilizando una muestra de pan tostado. De la misma manera, otras
organizaciones también han desarrollado pruebas de aptitud sobre acrilamida. El IRMM ha
llevado a cabo varios ensayos de intercomparacién a nivel europeo desde julio de 2003.
Ademas, el Instituto Federal Alemdn para la Evaluacion de Riesgos (BfR) organizé su primera
prueba en abril de 2003 y la FDA-JIFSAN organizé un ejercicio de control en la primavera de

2004.

Es preciso resaltar que nuestro grupo de investigacion ha participado activamente en varios
ejercicios obteniendo resultados satisfactorios en las matrices alimentarias objeto de estudio

de la presente Memoria, como se describe en el Anexo I.

2.6. Efecto de la tecnologia del procesado

2.6.1. Influencia de la materia prima

- Productos a base de patata

En las patatas, la asparagina es el aminoacido libre mas abundante (~ 40%) y su concentracion
(~ 3400 mg/kg) es mas del doble del total de azucares reductores (~ 1600 mg/kg) (Amrein y
col., 2004a). Varios investigadores observaron que los niveles de acrilamida estan relacionados
con las concentraciones de glucosa y fructosa en las patatas (Becalski y col, 2004; Sanny y col.,
2010). Se han encontrado diferencias considerables en los niveles de azlcares entre patatas de

una misma variedad. Se ha establecido que el almacenamiento del producto a temperaturas
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inferiores a 10 °C produce un aumento en los azlcares reductores y por tanto, se favorece la
formacidn de acrilamida durante los procesos de fritura y durante el asado (Sanny y col., 2010).
Este efecto puede minimizarse mediante un reacondicionamiento después del

almacenamiento y siempre previo al procesado.

Por otro lado, la bibliografia describe una relacién inversa entre la cantidad de fertilizante
nitrogenado empleado en el cultivo de patata y el contenido de acrilamida, ya que cuando se
utiliza una menor cantidad, los niveles de azlcares reductores se elevan mientras que la
proteina cruda y los niveles de aminodcidos libres disminuyen (De Wilde y col., 2006). Sin
embargo otros autores no observaron ninguna relacidon con el tipo de fertilizante empleado

(Amrein y col., 2004a).

Independientemente de la fertilizacién, las condiciones climaticas es otro factor que puede
influir en la formacién de acrilamida. De forma general, y basandose en los diferentes trabajos
publicados hasta la fecha, se puede concluir que es posible reducir el contenido de acrilamida
de los productos de patata a través de unas buenas prdcticas agricolas asi como seleccionando

cuidadosamente variedades de patata con bajos niveles de azlcares reductores.

- Productos a base de cereales

En los cereales, la asparagina es el factor limitante en la formacién de acrilamida ya que la
concentracién de azucares reductores, dependiendo de la variedad, puede ser de 10 a 50
veces mayor que la de asparagina (Konings y col., 2007; Seal y col., 2008). En consecuencia, no
se ha encontrado correlacién entre azlcares reductores y el contenido de acrilamida (Claus y
col., 2006a). Los niveles de asparagina varian dependiendo de la variedad y del tipo de cereal
utilizado. El centeno es el cereal que posee mayor contenido en asparagina, alrededor de
cuatro veces mas que el trigo (centeno: 634 mg/kg; trigo: 174 mg/kg). Sin embargo el arroz es
el que menor contenido tiene (< 100 mg/kg), mientras que el maiz y la avena tienen un
contenido intermedio (150 mg/kg) (Seal y col., 2008). Ademas, los niveles de asparagina libre
varian dependiendo de la fraccién del grano, con el nivel mds bajo en el endospermo debido a
que el grano queda mas refinado al eliminarse las capas mas externas, siendo mas alto en el

salvado (Springer y col., 2003, Claus y col., 2006b).

Los fertilizantes también tienen influencia. En el caso de los fertilizantes nitrogenados, su uso
durante el crecimiento de los cultivos de cereales provoca un aumento de los niveles de

aminodacidos y del contenido en proteina en el grano, lo que se traduce en un aumento de los
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niveles de acrilamida en productos de panaderia (Claus y col.,, 2006a). Por lo tanto, la
fertilizacion nitrogenada debe ajustarse a los requisitos minimos de los cultivos. En el caso de
los fertilizantes sulfurados, se ha observado que cuando el trigo crece en condiciones de

deficiencia de azufre, las concentraciones de asparagina libre son mayores (Curtis y col., 2009).

- Café

El café esta considerado como un producto de un solo ingrediente, se obtiene Unicamente a
partir del tostado del grano de café verde, es decir, sin la adicidon de otros ingredientes. Las
concentraciones de asparagina se encuentran dentro de un rango muy estrecho, por lo general
de 20 a 100 mg/100 g (CIAA, 2011). En general, la variedad de café robusta contiene
cantidades ligeramente mayores de asparagina que la variedad arabica, y por tanto, la

concentracién esperable de acrilamida es superior (Seal y col., 2008).

En cuanto a los azlcares, éstos estan presentes en los granos de café verde (arabica, robusta)
en mayor abundancia que la asparagina libre. Los contenidos de sacarosa oscilan entre 30 y
100 g/100 g, mientras que los de la glucosa o la fructosa son inferiores a 1 g/100 g. Los
azucares se descomponen rapidamente durante el proceso de tostado contribuyendo a la
formacion de productos avanzados de la RM como las melanodinas. El efecto de las
melanoidinas del café sobre la absorcién de acrilamida son objeto de estudio en la actualidad

(Pastoriza y col., 2012).

2.6.2. Proceso de fritura

Los factores de mayor importancia en la formacién de acrilamida en los alimentos son la
temperatura y el contenido final de humedad. La formaciéon de acrilamida se inicia a
temperaturas superiores a 120 °C, y alcanza un maximo alrededor 170-180 °C (Tareke y col.,
2002). Sin embargo, a altas temperaturas (180 °C-200 °C), el aumento drastico de los niveles de
acrilamida es seguido por una rapida disminucién de éstos debido a las reacciones de
degradacion de la acrilamida (Sanny y col., 2010). Obviamente, el descenso en la temperatura
de fritura se traduce en una menor cantidad de acrilamida, pero se producen efectos negativos
en la calidad del producto, como una mayor absorcion de grasa y una peor textura (Romani y

col., 2008).

Como se ha comentado, controlar el contenido final de humedad en el producto es importante.

Diferentes autores han observado un aumento en la velocidad de formacién de acrilamida a
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bajos contenidos de humedad, mientras que a medida que estos aumentan disminuye la
velocidad de reaccion (De Vleeschouwer y col., 2007). Tanto una temperatura elevada como
un tiempo de procesado mayor conlleva a un menor contenido de humedad en el producto.
Como resultado, la formacion de acrilamida se concentra en la regién exterior del alimento en
lugar de la regidn central (Gokmen y col., 2006b). Por ejemplo, en las patatas fritas, la tasa de
formaciéon no es la misma en la superficie que en el interior, como consecuencia de la
diferente transferencia de calor y evaporacién de agua. En realidad, la temperatura del interior
no llega a superar los 100 °C, incluso durante un calentamiento prolongado a 190 °C. Sin
embargo, en las patatas fritas de aperitivo la humedad en todo el producto es inferior al 2,5%,
con temperaturas centrales superiores a 120 °C y por tanto, niveles mas elevados de

acrilamida.

Existen otros aspectos que han de tenerse en cuenta. Por ejemplo, una elevada relacion
superficie-volumen conduce a niveles significativamente mds altos de acrilamida, ya que no
s6lo mds precursores han estado expuestos a mayores temperaturas de superficie sino que
también, todo el volumen se calienta mas rdpido. Por otro lado, la cantidad de muestra
determina el descenso de temperatura que se produce al sumergirse el producto en el aceite y
el tiempo de fritura requerido para recuperar la temperatura inicial, y por tanto, la formacién
de acrilamida. En general, los niveles de acrilamida disminuyen a medida que aumenta la
relacion de masa entre la muestra y el aceite. Esta relacidn debe ajustarse con el objeto de que
la temperatura no baje de 140 °C y obtener asi una calidad dptima en el producto (texturay

sabor) a la vez que una baja concentracién de acrilamida.

2.6.3. Proceso de horneado
Durante el proceso de horneado, ocurre simultdneamente una transferencia de calor y de
masa que produce cambios fisicos y quimicos en el alimento, como por ejemplo cambios de

volumen, evaporacion del agua y formacién de la corteza.

Al igual que en los procesos de fritura, la temperatura y la humedad son dos parametros
cruciales en el proceso de horneado. Diversos estudios han demostrado que el 99% de la
acrilamida se forma en la corteza, y que los niveles aumentan con el tiempo y la temperatura
(Claus y col., 2005; Keramat y col.,, 2011). Por el contrario, solo pequefias trazas se han
encontrado en el interior debido a que se alcanzan temperaturas de tan sélo 100 °C (Sadd y

Hamlet, 2005).
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Ademads de la temperatura, otro factor importante es la transferencia de calor a través de los
hornos a la superficie del alimento. Generalmente, se emplean dos tipos de hornos, los
convencionales cuya transferencia de calor se realiza mediante conduccién y radiacién, y los
de conveccidn que se basan en la circulacidon forzada de aire. Claus y col. estudiaron la
influencia de estos dos hornos en la coccién de panes y observaron que los niveles de
acrilamida se incrementaron notablemente cuando se utilizé un horno de conveccién con
respecto a uno convencional (Claus y col., 2008). Esto es debido a que la circulacién de aire
produce un secado mas rapido e intenso de la corteza. Este efecto puede, al menos en parte,
evitarse mediante la aplicacion de una alta humedad relativa durante el proceso de horneado
(CIAA, 2011). No hay que olvidar, sin embargo, que en la mayoria de los casos, la humedad
estd estrechamente relacionada con el color de la superficie de la galleta, y por tanto, también

con las propiedades organolépticas.

Del mismo modo, la tecnologia del proceso de extrusién utilizada en la elaboracion de cereales
de desayuno también tiene influencia en la generacidon de acrilamida. Rufidn-Henares y col.
estudiaron el impacto de dos tecnologias diferentes de extrusion: extrusién con expansién
retardada (PFEC), utilizada en la elaboracién de cereales de copos, y extrusion de expansion
directa (OCCS) (Rufian-Henares y col., 2006b). Este ultimo proceso, utilizado para producir
cereales de desayuno inflados, dio lugar a niveles mds elevados de acrilamida comparados con
el proceso de PFEC. Esto puede deberse al intenso proceso de secado e hinchado y posterior
templado que tiene que ser aplicado en este tipo de cereales para equilibrar su alto contenido
de humedad en un 10%. Por el contrario, otros autores (CIAA, 2006; Stadler, 2006) informaron
gue los niveles de acrilamida en cereales inflados se encontraban generalmente por debajo de
100 pg/kg. La extrusion gelatiniza el almidén pero apenas desarrolla color y sabor ya que el

agua del cereal se evapora en la etapa final, produciendo poco o ningun tostado.

Como se demostré en estudios previos (Fredriksson y col., 2004, Lindsay y Jang, 2005), la
fermentacién de la masa es otro factor a tener en cuenta ya que consume elevadas cantidades
del precursor asparagina libre. Por ejemplo, Claus y col. y Fredriksson y col. obtuvieron una
disminucién de la asparagina de un 60% y un 90%, respectivamente, en productos a base de
cereales (Claus y col., 2008; Fredriksson y col., 2004). En consecuencia, la acrilamida disminuyd
al mismo ritmo que la asparagina durante la primera hora de fermentacién aunque
posteriormente se mantuvo constante. Por lo tanto, un tiempo de fermentacién de, al menos,
una hora resulté ser suficiente para reducir la acrilamida en la produccién de pan industrial,

mientras que un tiempo superior a tres horas, resulté inadecuado debido a la degradacion del
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gluten y posterior aplastamiento del pan (Fredriksson y col., 2004). Ademas hay que tener en
cuenta, que la capacidad de la levadura en la metabolizacién de la asparagina es limitada, por

lo que mas tiempo de fermentacidn no se traduce en una mayor reduccion de acrilamida.

2.6.4. Proceso de tostado

El tostado del café es un proceso complejo, que implica la transferencia de calor a través de la
estructura del grano, el transporte de vapor de agua, de CO, y de compuestos volatiles, asi
como cambios de volumen, estructura y composicion. La acrilamida se forma rapidamente al
comienzo del tueste. Después de alcanzar un maximo en la primera mitad del ciclo, desciende
bruscamente a medida que avanza el proceso. Los niveles de acrilamida del producto final son
de tan solo 20-30% del nivel maximo, por tanto, cabe esperar que un aumento en el grado de
tostacién produzca un café mas oscuro y con un contenido de acrilamida inferior. Sin embargo,
esta prolongacién en los tiempos de tostado podria generar otros compuestos indeseables

ademas de un impacto negativo en las propiedades sensoriales del producto (CIAA, 2011).

A diferencia de los otros alimentos, la concentracion de acrilamida en el café disminuye con el
aumento térmico y con un tostado mds intenso. Esto podria deberse a las altas temperaturas
aplicadas (entre 220 y 250 °C), donde las reacciones que conducen a la
degradacién/eliminacion de la acrilamida son predominantes al final del ciclo de tostado. Sin
embargo, las reacciones y el mecanismo por el cual se produce la eliminacién son aln
desconocidos aunque pueden ser explicados tanto por evaporacién como por reacciones de
degradaciéon/polimerizacion (Stadler, 2006) y condensacion con productos finales de la RM

(Pastoriza y col., 2012).

Varios grupos de investigacion han demostrado que la acrilamida no es estable en el café
almacenado a temperatura ambiente en su envase original (Delatour y col.,, 2004;
Andrzejewski y col., 2004), registrandose pérdidas que van del 40% al 60%. La pérdida es
mayor durante los primeros 2-3 meses, y depende de la temperatura de almacenamiento. Un
aumento de temperatura (37 °C) conduce a una disminucién mas rapida que bajas
temperaturas (- 18 a 4 °C). Baum y col. a través de sus experimentos con '*C-acrilamida
indicaron que la causa de la eliminacion durante el almacenamiento podria ser debido a la
interaccion covalente de la acrilamida con la matriz insoluble del café (Baum vy col., 2008).
Estos autores no encontraron formacidon de aductos con los furantioles (componentes

abundantes del aroma del café tostado). Mas recientemente, se ha sugerido que los grupos
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amino nucleofilicos de los aminoacidos participantes del esqueleto proteico de las
melanoidinas podrian reaccionar via adicion de Michael con la acrilamida y provocar su

eliminacion durante el tostado del café (Pastoriza y col., 2012).

2.7. Cinética de formacion-eliminacion

Los sistemas modelo basados en la cinética de formacién-eliminacién, describen la evolucién
de la reaccion, con el fin de identificar las condiciones que nos permitan controlar el
mecanismo. La formacién de acrilamida en los alimentos puede ser representada de forma
simplificada por el siguiente esquema, siendo k;y ke las constantes cinéticas de formacion y

eliminacion respectivamente, a la temperatura estudiada.

A, B, Cy D corresponden, respectivamente a un compuesto carbonilico (por ejemplo, un azlcar

reductor), asparagina, acrilamida y sus productos de degradacion.

Cuando la asparagina y el azlcar se encuentran en cantidades equimolares en el medio de
reaccion o en el alimento, la formacién de acrilamida puede ser representada por una cinética
de segundo orden. Biedermann y col. (Biedermann y col., 2002b), controlaron la eliminacién
de la acrilamida a través de las pérdidas de acrilamida deuterada, y propuesieron una cinética
de pseudo- primer orden para describir la eliminacién. En consecuencia, el contenido de

acrilamida (Caa) puede ser descrito por la siguiente ecuacion:

-, - kF (Casn-cazﬂcar) - kE CAA

En otros casos se ha visto que la pérdida del azlicar es mas rapida que la del aminoacido, lo
gue podria explicarse por el consumo del aztcar en las reacciones de caramelizacién ademas
de en la RM, y por el hecho de la regeneracion de la asparagina a partir de los productos
iniciales de condensacién y la posible formacion de diglucosilamina (Martins y Van Boekel,
2005). Sobre la base de estos argumentos, la asparagina puede ser considerada en exceso, en
comparacion con el azucar, y como resultado, la formacién de acrilamida puede ser descrita

por una cinética de formacién/eliminacién de primer orden:

dC,,

dt = kF C- kE CAA
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La acrilamida empieza a formarse a temperaturas superiores a 120 °C (Mottram y col., 2002).
En un principio, hay una fase de induccidn en la cual no se observa acrilamida, lo que implica la
formacion de un producto intermedio previo a la generacion de ésta. Esta fase se reduce a
medida que aumenta la temperatura de reaccién. A continuacién, la concentracién de
acrilamida aumenta exponencialmente con el tiempo hasta llegar a un maximo, después del
cual disminuye de nuevo, predominando por tanto en esta parte la eliminacion sobre la
formacién. Dependiendo de la composicidon del sistema y los tiempos de reaccion, este
descenso se produce a diferentes temperaturas. Se puede observar alrededor de 140 °C en
sistemas modelo de Glu-Asn (De Vleeschouwer y col., 2009a), pero en la mayoria de los casos
solo se produce a temperaturas superiores a 160 °C (Mottram y col., 2002). Esta disminucidn
puede explicarse debido a que la acrilamida a través de su doble enlace, puede reaccionar
facilmente mediante adiciones 1,4 con nucledfilos como los grupos SH o NH,, o los grupos de
las biomoléculas presentes en el alimento o sistema modelo. Asimismo, la eliminacién de la
acrilamida puede deberse a la degradacion de la molécula o a su polimerizacién (Stadler y col.,

2003).

En el Articulo 3.1 del Capitulo 3 de esta Tesis, se expone el comportamiento de la cinética de

formacion-eliminacién de la acrilamida en un sistema modelo Glu-Asn.

En general, la reactividad de los azlcares en la reaccién de formacion de acrilamida disminuye
con el aumento de temperatura. Desde el punto de vista quimico, las aldosas (glucosa) son
mas reactivas que los azlcares cetosas (fructosa) debido a su grupo aldehido. Los rendimientos
mas bajos de acrilamida a partir de sacarosa, en comparacién con la glucosa y la fructosa se
pueden atribuir al hecho de que la sacarosa no es un azucar reductor y, como tal, no puede
reaccionar directamente con la asparagina para formar acrilamida, sino que primero ha de

descomponenerse (p.f. 190 °C) a compuestos carbonilicos reactivos.

En condiciones de baja humedad, antes de que tenga lugar la RM, se producen primero los
cambios fisicos. A medida que la humedad se reduce debido a la evaporacién producida por el
proceso de calentamiento, los azucares disueltos inicialmente en el agua empiezan a formar
una solucién saturada y cristalizan. Después de la cristalizacién, la fusién es necesaria para
cambiar su estado a liquido, y que sean reactivos. Por tanto, los azlcares reductores con un
menor punto de fusidén generan mas acrilamida, de ahi que la fructosa (p.f. 126 °C) sea mas
reactiva que la glucosa (p.f. 157 °C). Sin embargo, en los sistemas liquidos, la movilidad

molecular ya no es el factor limitante y la reactividad relativa del azucar se ve determinada por
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su reactividad quimica. Pero en general, los sistemas de reaccidon de baja humedad suelen ser
mas realistas, ya que representan las Ultimas etapas de horneado y fritura de los alimentos (De

Vleeschouwer y col., 2009b).

Ademas de la temperatura y la humedad, el pH puede influir en la reactividad de los
precursores. A medida que transcurre la RM, se van formando H' que hacen que disminuyan el
pH del sistema. En consecuencia, en la cinética de la acrilamida es necesario el uso de un
tampon para eliminar, en la medida de lo posible, las variaciones de pH ya que se ha
demostrado que si el pH disminuye se produce menos acrilamida. Esto se explica por el hecho
de que la reducciéon del pH provoca la conversién de los grupos a-amino libres de la asparagina
en grupos amino protonados, impidiendo participar posteriormente en reacciones de adicién
nucleofilica con compuestos carbonilicos (Zhang y Zhang, 2007) y bloqueando, por tanto, la

reaccién de formacion de acrilamida (De Vleeschouwer y col., 2006).

2.8. Estrategias de mitigacion

Una vez que se constata la formacidon de acrilamida durante el cocinado de los alimentos,
surge la cuestion de cdmo conseguir la disminucidon de su concentracion o incluso su
eliminacion. Hasta la fecha se han desarrollado una gran variedad de estrategias de mitigacidn,
la mayor parte de las cuales se han centrado principalmente en productos a base de patata
(Morales y col., 2008) y de cereales (Konings y col., 2007). Sin embargo, para el caso del café y
sus sucedaneos, como la achicoria, la malta o el centeno tostado, existen pocas alternativas

para reducir los niveles de acrilamida sin que afecte a la calidad del producto (CIAA, 2011).

2.8.1. Precursores

Ya que los azucares reductores y la asparagina libre son los principales precursores de la
formacidn de acrilamida en los alimentos, una reduccién de cualquiera de ellos supone una
inmediata disminucion de los niveles de acrilamida. Es por ello que, tratamientos de lavado,
remojo y escaldado han resultado efectivos en los productos de patata (Pedreschiy col., 2007).
El escaldado, por ejemplo, se aplica para minimizar la formacion de zonas mas tostadas de las
patatas durante el calentamiento ya que extrae los azlcares reductores de la superficie

ademads de la asparagina.

El uso de asparaginasa, una enzima que hidroliza la asparagina en acido aspdrtico y amoniaco,
es una de las estrategias mas eficientes para reducir (hasta en un 90%) los niveles de

acrilamida en patatas (Zyzak y col., 2003; Pedreschi y col., 2011) y productos de panaderia
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(Anese y col., 2011), ademas de no observarse ninguna modificacion en el sabor y apariencia
de los productos. Esto ha hecho que esté siendo utilizada en algunos productos a escala
industrial (CIAA, 2011) aunque el alto coste supone una gran limitacién. Recientemente,
Pedreschi y col. han demostrado que el escaldado de patatas junto con el tratamiento con
asparaginasa es una combinacién efectiva para la mitigacidon de acrilamida (hasta un 90%)
durante los procesos de fritura, ya que parece ser que provoca cambios en la microestructura
de la patata conduciendo a una difusion mas facil y eficaz de la enzima (Pedreschi y col., 2011).
Actualmente, estan diponible dos preparaciones comerciales de asparaginasa: Acrylaway®
derivada del Aspergillus oryzae (Novozymes, Dinamarca) y Preventase™ producida por el
Aspergillus niger (DSM Food Specialties, Dinamarca). Ambas fueron evaluadas positivamente
por el Comité de Expertos de la FAO/OMS, y por la FDA respecto al reconocimiento GRAS
(Generally Recognized As Safe) de la enzima (JECFA, 2009).

Por otro lado, tiempos de fermentacidon de masa prolongados de hasta 2 h puede reducir la
concentracién de acrilamida en el pan por eliminacidon de asparagina libre (Konings y col.,
2007). Sin embargo, también estan asociados a un aumento en los niveles de 3-MCPD (Hamlet

y Sadd, 2005).

Respecto a los azucares reductores, se han identificado dos posibles estrategias para reducir
los niveles de azlcares en las patatas. Durante el almacenamiento, aumenta la cantidad de
azucar, por tanto, la utilizacién de patatas frescas supone una reduccion en los niveles de
acrilamida. Ademas, temperaturas de almacenamiento por debajo de 10 °C incrementa la
formacidn de los azucares por la degradacion del almidén. Sin embargo, se ha demostrado que
por irradacion (60 Gy) del brote de la patata y posterior almacenamiento a 4 y 14 °C, se reduce
el contenido en azlcares reductores (11%), y por tanto de acrilamida (8%) (Mulla y col., 2011).
Variedades de patata con cantidades relativamente mas bajas de azUcares reductores vy
asparagina también afectaran a los niveles de acrilamida. Asimismo, se recomienda seleccionar
una variedad de patata con un contenido inferior a 3 g/kg de azucares reductores para la

elaboracion de patatas fritas de aperitivo (CIAA, 2006)

2.8.2. Condiciones/métodos de procesado
El control de los parametros de procesado, como la temperatura, el tiempo de calentamiento,
el tipo de aceite, etc., podria ser considerado como el camino mas directo para reducir la

acrilamida.
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Los resultados encontrados en la bibliografia indican que no existe un simple aumento lineal
entre la concentracién de acrilamida y la temperatura, pero si con el tiempo de calentamiento
(Mottram y col., 2002). La seleccion de una adecuada temperatura y tiempos de calentamiento
no demasiado largos controlarian la formacién de elevadas cantidades de acrilamida. Ademas,
el grado de pardeamiento de la superficie del alimento puede ser utilizado como un indicador
visual en la formacion de acrilamida (Gokmen y col., 2008). No obstante, la RM también
garantiza el aroma y el sabor apetecible, la textura y el color en los alimentos procesados, por
lo que una reduccidon de tiempo y temperatura podrian comprometer esos aspectos tan

importantes para el consumidor.

No se ha encontrado unanimidad en los trabajos publicados respecto a si el tipo de aceite
empleado afecta a la formacién de acrilamida. Por ejemplo, el origen de los aceites vegetales
empleados en fritura no parece afectar a los niveles de acrilamida en patatas (Mestdagh y col.,
2005). Sin embargo, se han encontrado concentraciones mas elevadas de acrilamida cuando se

utilizan aceites que contengan silicona o de palma (Gertz, 2002).

En referencia a los métodos de procesado, son pocos los articulos que estan dirigidos a la
reduccién de la temperatura sin causar efectos negativos. Uno de los ejemplos mas
representativos es la aplicacién de técnicas de vacio en el proceso de fritura (Granda y col.,
2004). Asimismo, el empleo de microondas como pretratamiento resulté ser muy efectivo en
la reduccién de acrilamida (hasta un 60%) en papatas fritas (Erdogdu y col., 2007). El cambio
en la estructura de la patata, como consecuencia del tratamiento previo de microondas,
produce temperaturas mas bajas en la superficie y menores tiempos de fritura para lograr el

mismo producto final.

2.8.3. Composicion

Otra de las estrategias de mitigacidn de la acrilamida es a través de la composicion del
alimento: por sustitucion de precursores que son altamente reactivos, por otros menos
propensos a reaccionar para formar acrilamida, o por adicidn de ingredientes que inhiban la

reaccion de formacion de acrilamida o favorezcan su eliminacion.
- Sustitucion de ingredientes

El empleo de sacarosa en lugar de miel o jarabe de azucar invertido reduce la formacion de

acrilamida en galletas, panes y pasteles (Amrein y col., 2004b). Este hecho se puede explicar
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por la falta de compuestos carbonilicos reactivos, concretamente fructosa y glucosa, lo que
lleva a una fuerte disminucién en el progreso de la RM. Se ha demostrado que el bicarbonato
amonico, utilizado como gasificante en la masa, aumenta en gran medida la formacién de
acrilamida. La sustitucidon de este hidrogenocarbonato por su sal correspondiente causa una
disminucién de hasta un 70% (Graf y col., 2006). También se puede sustituir por una mezcla de
diferentes agentes (bicarbonato de sodio y acidulantes, disddico difosfato, bicarbonato
potasico y bitartrato de potasio) aunque por lo general conduce a que los productos puedan
resultar inaceptables para el consumo, debido a que dejan residuos que pueden crear mal
sabor, textura, color y aroma. Por ultimo, la sustitucidon de bicarbonato amodnico por las sales
de sodio entra en conflicto directo con la los esfuerzos de la OMS para reducir la hipertension
y enfermedades del corazdn a través de la reduccién de sodio en la dieta. Estos aspectos serdn

desarrollados posteriormente en el Articulo 1.1 del Capitulo 1.

- Adicion de ingredientes

Modificador del pH

El pH neutro es el dptimo para la formacion de acrilamida en los alimentos. Se ha demostrado
que el acido citrico es el modificador mas eficiente en la reduccidon de acrilamida en sistemas
modelo de patata (78%, pH 3,7), seguido por el lactico (62%, pH 4,2) y el acético (46%, pH 4,5)
comparado con el control (pH 5,4) (Mestdagh y col., 2008a). Vinci y col. estudiaron el efecto
del acido citrico y acético en la produccién de patatas fritas a escala industrial observando
también mayor reduccion en el caso del citrico (Vinci y col., 2011). Sin embargo, la utilizacién
del acido acético no es muy recomendable debido a los efectos negativos causados por su

volatilidad y por la alteracién en el sabor de los alimentos.

Proteinas o aminodcidos

La adicién de aminodacidos o ingredientes a base de proteinas en la alimentacién, pueden
influir en la ruta de reaccidn de la acrilamida. Por ejemplo, la glicina y la lisina ejercen sus
efectos beneficiosos o bien al competir con la asparagina por el grupo carbonilo del azucar o

bien al formar aductos con la propia acrilamida.

Entre los aminodcidos estudiados, la glicina ha resultado ser el mas eficaz (Rydberg y col.,
2003). En derivados de patata, la reduccion oscila desde el 30 al 90%, segun la concentracion
de glicina (0,3 a 1,0% p/p) y las condiciones de procesado utilizadas. Por el contrario, en
productos de panaderia se ha logrado reducciones alrededor del 15-20% mediante la adicidon

de los aminoacidos a la masa antes de hornear (en este caso, sin embargo, la concentracion de
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aminodcidos fue de tres a cuatro veces menor que en los estudios anteriores) (Sadd y col.,

2008).

De la misma manera la cisteina parece favorecer la eliminacién de la acrilamida debido a la
reaccion de ésta con los grupos SH de la cisteina, formando el cisteinil-S-B-propionamida
(Friedman, 2003). Desafortunadamente, su uso esta restringido debido a los olores

desagradables que puede generar en los alimentos.

En otro estudio llevado a cabo recientemente se mostré que la taurina, un aminoacido
semiesencial derivado de la cisteina y la metionina, ejerce su efecto inhibidor mediante la
reaccién directa con la acrilamida formando aductos acrilamida-taurina (Hao y col., 2011). De
la misma manera, las proteinas pueden actuar inhibiendo la reaccién de formacion o
eliminando la acrilamida formada mediante reaccién con los grupos NH, o SH de las cadenas

de los aminoacidos.

Cationes
La influencia de cationes mono o divalentes también se ha estudiado ya que no solo parecen
prevenir la formacidon de la base de Schiff de la asparagina, sino también exhibir efectos

cataliticos sobre la reaccién de polimerizacion de la acrilamida (Kolek y col., 2007).

Los estudios sobre el efecto del NaCl en sistemas modelo y alimentos (galletas y pan) han
demostrado que, con concentraciones relativamente bajas de Na* (1-2%, p/p) se disminuyen
las cantidades de acrilamida, mientras que con niveles mas altos, aumentan (Claus y col., 2008;
Levine y Smith, 2005). Gokmen y Senyuva (Gokmen y Senyuva, 2007) encontraron que la
adicion de cationes divalentes (Ca®*) provoca la completa inhibicion de la formacién de
acrilamida tanto en sistemas modelo como en alimentos, mientras que los cationes
monovalentes (Na‘) reducen las cantidades de acrilamida en un 70%. Asimismo, ha dado
buenos resultados la inmersidn de patatas en soluciones salinas (G6kmen y Senyuva, 2007), e
incluso mejores si se acompana previamente de un lavado en agua caliente, ya que este
tratamiento favorece la difusion del NaCl (Pedreschi y col., 2010). Estos tratamientos fueron
capaces de reducir los niveles de acrilamida sin que se vieran afectadas las propiedades
sensoriales del alimento. Sin embargo, pueden producirse efectos negativos, por ejemplo,
cuando se afiade CaCl, (1,2%, p/p) a la masa de galletas y pastas, se reduce la acrilamida
aproximadamente en un 60% pero no deja que la masa se eleve adecuadamente (Sadd y col.,

2008).
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Por otro lado, hay que tener en cuenta que aunque los cationes son capaces de reducir
acrilamida, pueden aumentar también las concentraciones de HMF debido a que previenen la
formacion de la base de Schiff, y por tanto, cambian la ruta de reaccién hacia la deshidratacién

de la glucosa, la cual conduce a la formacién de HMF y furfural (Quarta y Anese, 2010).

Antioxidantes
Los resultados publicados sobre los efectos de los antioxidantes en la formacién de acrilamida

son contradictorios y no concluyentes.

Se observd un aumento en los valores de acrilamida cuando las patatas fueron empapadas en
un 1% p/v de extracto de arandano y de orégano antes de freirlas (Vattem y Shetty, 2003), asi
como en carne adicionada con BHT, sésamo y vitamina E antes de su cocinado (Tareke, 2003).
En otros estudios, se observaron ligeras reducciones cuando se adiciond acido ascérbico a
sistemas modelo de patatas (Biedermann y col., 2002c) o romero al aceite de fritura de patatas
(Becalski y col., 2003), mientras que la presencia de especias logré reducciones entre un 50 y
un 75% (Ciesarova y col., 2008). Resultados similares se obtuvieron mediante la adicién de un

3% de acido ferulico a un sistema modelo de galletas (Levine y Smith, 2005).

Se ha demostrado que los antioxidantes pueden ejercer sus efectos beneficiosos debido a que
capturan los electrones libres de los radicales intermedios formados en la RM (Friedman y
Levin, 2008). En realidad, la eficacia de los antioxidantes parece ser dependiente de la
concentracién. Rydberg y col. afiadieron ascorbato sddico en muestras de patata y observaron
que a bajas concentraciones este compuesto produce un ligero aumento en las cantidades de
acrilamida, mientras que a concentraciones mas altas el contenido disminuye (Rydberg y col.,
2003). De forma similar, otros autores mostraron que la adicidon de antioxidantes (compuestos
fendlicos) a partir de hojas de bambu y té verde, en un sistema modelo equimolar de Glu-Asn,

reduce la formacion de acrilamida dependiendo de la concentracion (Zhang y Zhang, 2008).

Pero no solo la concentracidn juega un papel importante sino también el tipo de compuestos
fendlicos. En el Capitulo 1 de esta Tesis (Articulo 1.3) se estudia este efecto. Los compuestos
gue contenian un grupo aldehido en su estructura, o no redujeron o aumentaron el contenido
de acrilamida (Kotsiou y col., 2010; Zeng y col.,, 2009). De la misma manera, la adicién a
aceitunas maduras de extracto de orégano y compuestos antioxidantes naturalmente
presentes, como el hidroxitirosol y el 3,4-dihidroxifenil glicol (contienen grupos aldehidos), no

redujo el contenido de acrilamida (Casado y col., 2010). Por tanto, este hecho esta relacionado

mss



ACRILAMIDA

con la estructura de cada uno de los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva
virgen. En este sentido, los grupos funcionales (hidroxilo o aldehido) terminales de la cadena,
desempenan un papel significativo en la capacidad de los compuestos fendlicos para
interrumpir o favorecer ciertas rutas del mecanismo de formacion de la acrilamida (Kotsiou y
col., 2010; Kotsiou y col., 2011). El mecanismo por el cual se produce la reduccion en los
valores de acrilamida, puede ser debido a la capacidad de los compuestos fendlicos de atrapar
compuestos intermedios de reacciéon (Kotsiu y col., 2011). A partir de la elucidacién estructural
se ha comprobado que, efectivamente, la (-)-epigalocatequina-3-galato, el principal polifenol
bioactivo del té verde, y la naringenina, un flavonoide de los citricos, atraparon compuestos

dicarbonilicos reactivos (Sang y col, 2007; Cheng y col., 2009).

Vitaminas
Dada la importancia de la vitamina Bg respecto a la inhibicién de la acrilamida en el desarrollo

de esta Tesis, se ha considerado oportuno hacer referencia.

Diversos estudios demuestran el papel que tienen las vitaminas en la reduccién de acrilamida.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que especialmente Ia
piridoxamina, luego la piridoxina, y en menor medida, el piridoxal (vitdmeros de la Bg), son
eficaces a la hora de reducir la acrilamida en sistemas modelo (Capitulo 3. Articulo 3.1). Al
mismo tiempo, otros autores realizaron una investigaciéon en sistemas modelo y patatas
confirmando nuestros resultados. Ademas, también estudiaron el efecto de otras vitaminas
como la vitamina A, otras del grupo B, vitaminas C, D, E y K. Los resultados demostraron que
las que son solubles en agua fueron mejores inhibidoras de la formacién de acrilamida que las

que no lo son (Zeng y col., 2009).

En general, la actividad antioxidante se ha propuesto como uno de los mecanismos posibles
para explicar la inhibicién de la acrilamida por efecto de las vitaminas, sin embargo, hay que
tener en cuenta las caracteristicas estructurales de cada una de ellas. Por ejemplo, algunas
vitaminas contienen grupos nucledfilos, como es el caso de la piridoxamina que contiene un
grupo amino capaz de reaccionar con la acrilamida (compuesto a,B-insaturado) y formar
aductos (Arribas-Lorenzo y col., 2011) (Capitulo 3, Articulo 3.3) o bien atrapar compuestos
carbonilicos intermedios, interviniendo, por tanto, en el mecanismo de formacion (Capitulo 3,
Articulo 3.2). Otras vitaminas como la niacina (Zeng y col., 2010) y el acido ascérbico (Adams y

col., 2010) también formaron aductos con la acrilamida.

Introduccion // 89



Eliminacidn de la molécula de acrilamida

Con respecto a las estrategias de mitigacion, la eliminacion de acrilamida es conceptualmente
diferente a las comentadas hasta ahora. De hecho, el objetivo no es reducir la formacién de
acrilamida durante el procesado de los alimentos, sino eliminar fisicamente la molécula
después de que el tratamiento térmico se haya completado. Esto puede llevarse a cabo gracias
a su bajo peso molecular, y al estudio de sus propiedades fisicas y quimicas. En principio, la
acrilamida puede ser retirada de los alimentos mediante aplicacién de vacio con unas
condiciones adecuadas de temperatura y presién. Ya en el afio 2003, Zhaoyang investigd esta
posibilidad fisica de eliminacién mediante la introduccidn de patatas fritas en un dispositivo al
cual se le habia aplicado un vacio de 1,33 Pa, durante 1 h a 85 °C (Zhaoyang, 2003). Mas tarde
experimentos llevados a cabo en sistemas modelo confirmaron dichos resultados (Nicoli y
Anese, 2006). Sin embargo, se ha comprobado que no sdlo las condiciones de presién,
temperatura y tiempo influyen en la cantidad de acrilamida eliminada, sino también la

actividad de agua y la composicién del alimento (Anese y col., 2010).

2.9. Niveles en alimentos

Desde el descubrimiento de la acrilamida en alimentos cocinados, la comunidad cientifica ha

realizado grandes esfuerzos para recopilar el mayor nimero de datos a este respecto.

Como ya se ha comentado, existen diferentes bases de datos, de las cuales la del Centro
Comun de Investigacidn-Instituto de Materiales y Medidas de Referencia (JRC-IRMM) de la
Comision Europea es la mds importante, inicidndose en el afio 2003. Mas tarde, en 2007, la
Comisidn Europea emitié una recomendacion a los Estados miembros (Recomendacion de la
Comisién 2007/331/CE) con la finalidad de emprender un seguimiento anual de los niveles de
acrilamida para los afios 2007, 2008 y 2009 de acuerdo con un procedimiento de muestreo. En
el 2009, la EFSA comparé los resultados de la vigilancia de los niveles de acrilamida del afio
2007 con los anteriores resultados recogidos en el periodo 2003-2006 por el JRC-IRMM.
Posteriormente, se emitié un informe actualizado respecto del seguimiento de los resultados
del 2008 en comparacion con los del 2007. Y en abril del 2011 se publicé el informe final del
periodo de muestreo de los tres afos (EFSA, 2011) donde aproximadamente el 52%, 42% y
40% de los resultados fueron aportados por Alemania en 2007, 2008 y 2009, respectivamente.

Un resumen de estos resultados se presenta en la Tabla 15.
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2007 2008 2009
Grupo (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Media 3 Media i Media 3
. Max. . Max. . Max
(Mediana) (Mediana) (Mediana)
Galletas
Crackers 291-292 (195) 1526 203-206 (185) 1042 195-208 (98) 1320
Infantiles 197-204 (100) 2300 98-110 (64) 1200 88-108 (80) 430
Sin especificar 299-303 (173) 4200  213-223(126) 1940 128-140 (76) 2640
Barquillos 206-210 (118) 1378  251-254 (109) 2353 244-246 (213) 725
Pan
Tostado 221-226 (116) 2430 229-231(107) 1538 219-223(186) 860
De molde 54-68 (30) 910 31-46 (30) 528  27-37(27) 364
Sin especificar ~ 172-190 (58) 2565  11-23(19) 86 54-76 (49) 1460
Cereales de 130-150 (100) 1600  140-156(75) 2072 132-142(87) 1435
desayuno
Cereales infantiles  48-69 (38) 353 35-51 (25) 660 55-70 (25) 710
Café
Instantaneo 357 (188) 1047 499-502 (482) 1373 591-595 (584) 1470
Sin especificar 259-261 (183) 1158 278-286 (210) 734 551 (237) 2929
Tostado 245-251 (197) 958 200-204 (164) 1524  225-231(193) 2223
Patatas fritas 354-357 (246) 2668 281-285 (220) 2466 326-328 (247) 3380
Potitos 22-44 (30) 162 16-35 (25) 297 32-47 (25) 677
Otros productos
Pan de jengibre 423-425 (226) 3615 432-436 (227) 3307 376-384(132) 4095
Muesliy avena 205-210 (156) 805 20-41 (30) 112 53-82 (50) 484
Sin especificar 232-244 (134) 2529 160-173 (60) 2592  182-204 (100) 1650
Sucedaneo del 772-775 (334) 4700 988 (702) 7095 1502-1504 4300
café (1148)
Patatas de 574-576 (413) 4180 626-630 (436) 4382 689-693 (394) 4804
aperitivo
Patatas caseras
Fritas 344-354 (182) 1661 220-228 (152) 1220 234-241(201) 1238
Sin especificar 266-277 (150) 2175 175-191 (75) 3025 257-265 (104) 2762
Al horno 380-385 (260) 941 275-276 (172) 1439 317 (189) 1665

Tabla 15. Valor medio, mediana y maximo de acrilamida en los diferentes alimentos entre los afios
2007-2009 (EFSA, 2011).

Los mayores niveles de acrilamida en los afios 2007 y 2008 se encontraron en los sucedaneos

del café como la malta o la achicoria en los cuales se llegaron a alcanzar valores de 7100 pg/kg,
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mientras que en el afio 2009 el valor mas alto fue en las patatas fritas de aperitivo (4804
ug/kg). Por el contrario, el pan de molde, los cereales infantiles y los potitos son los que
presentaron los niveles de concentracién mas bajos, no superando los 70 pg/kg en los tres

anos.

En general, el grupo de las patatas fritas de aperitivo ha sido uno de los mas estudiados debido
a la importante contribucidn a la exposicion a acrilamida en la poblacién, basada tanto en el
alto consumo como en el elevado contenido de acrilamida. Los valores de acrilamida (mediana)
no mostraron ningln cambio estadisticamente significativo a lo largo de los tres afios a pesar
de las medidas adoptadas por las industrias en solicitud de la CIAA con el fin de reducir los
niveles (CIAA, 2011). Por otra parte, las patatas fritas de aperitivo presentaron
concentraciones de acrilamida mas altas que las patatas fritas problamente debido a su mayor
relacién superficie/volumen. En el Articulo 4.1 del Capitulo 4 se discutira sobre los valores de
acrilamida en las patatas fritas de aperitivo asi como su estimacién de ingesta en la poblacidn

espafiola.

Un segundo gran grupo de alimentos que contribuyen a la exposicidn a acrilamida en adultos y
nifios son los productos a base de cereales y, en particular el pan de molde y las galletas, a
pesar de que presentan niveles que estdn por debajo de los de las patatas fritas como se

observa en |la Tabla 15.

Los valores correspondientes al pan de molde fueron muy diferentes en los diversos Estados
miembros en los afios 2007 a 2009 por lo que la tendencia europea no se pudo determinar. Sin
embargo, se observé una tendencia creciente en los valores durante los tres afios para el caso
del pan tostado, aunque este grupo de alimentos en general contribuye en menor medida a la
exposicién media de acrilamida. Las Unicas tendencias decrecientes en los tres afos fueron
observados para el caso de los crackers (35%), las galletas infantiles (49%), y el pan de jengibre
(27%). En la bibliografia, los resultados de las actividades de vigilancia en los Paises Bajos han
mostrado un descenso similar en los productos tipo pan de jengibre analizados en 2006,

probablemente debido a un cambio en el agente gasificante (Konings y col., 2007).

Otro grupo especialmente importante, debido a la elevada exposicidn a acrilamida por parte
de los adultos, es el café. Cabe recordar que las opciones disponibles para reducir los niveles
de acrilamida sin afectar a la calidad del producto son muy limitadas (CIAA, 2011). Cuando se

compararon los valores medios del afio 2009 de los tres tipos de café analizados: tostado,

mo2



ACRILAMIDA

instantaneo y sucedaneos, con los de los dos afios anteriores, se observé que aumentaron los
niveles en el caso del café instantdneo, mientras que para los dos grupos restantes la
tendencia no se pudo evaluar. Durante el periodo de muestreo, el café tostado presentd
concentraciones alrededor de dos veces inferiores con respecto al café instantaneo (Tabla 15).
Sin embargo, las concentraciones mds elevadas de acrilamida se encontraron para el café de
malta o la achicoria (hasta tres veces superior). Afortunadamente, ni los sustitutos del café ni
el café instantaneo son los principales contribuyentes a la exposicidn a acrilamida media global

(menos del 2,7%) (EFSA, 2011).

A pesar de que estos grupos de alimentos son los mas estudiados debido a su elevado
consumo y por tanto a su exposicidn, también se ha detectado acrilamida en otros productos
como por ejemplo en avellanas y almendras tostadas, en aceitunas de mesa y en alimentos
gue no han sido sometidos a un calentamiento intenso como es el caso de las frutas desecadas
(ciruelas, peras, y albaricoques). Por ejemplo, en el caso de las almendras tostadas, éstas
contienen precursores de acrilamida en niveles apreciables. Asi el contenido de asparagina
libre se encuentra comprendido en el rango 2000-3000 mg/kg mientras que los niveles de
glucosa y fructosa entre 500-1300 mg/kg y de sacarosa entre 2500-5300 mg/kg (Zhang y col.,
2009). Como resultado de ello, las concentraciones de las almendras tostadas oscilan entre
260 a 1530 pg/kg (Becalski y col., 2003). Aunque la concentracion en tales productos puede ser
muy alta, su contribucién en general a la ingesta de acrilamida es marginal. Por ultimo, los
alimentos de origen animal tratados térmicamente como la carne y el pescado, por lo general,

presentan niveles bajos o no cuantificables de acrilamida (EFSA, 2009).

Por otra parte, la FDA dispone de su propia base de datos (U.S. FDA, 2006) asi como la OMS
(FAO/WHO, 2005). Los datos analizados desde 2002 hasta 2004 fueron proporcionados por 24
paises siendo el numero total de los resultados de 6752 (Tabla 16). Si se comparan los
resultados obtenidos a través de la OMS con los procedentes de la EFSA, puede observarse
que son similares, exceptuando los resultados del pan y las galletas cuyos valores son algo mas
elevados en el caso de la OMS, y en los cereales de desayuno que ocurre justo al contrario.
Esta similitud es totalmente explicable ya que el 67,6% de los resultados de la OMS proviene

de Europa, y solo el resto de América del Norte (21,9%), Asia (8,9%) y del Pacifico (1,6%).
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Grupo Media (ug/kg) Maximo (ug/kg)

Cereales y productos a base de cereales 343 7834
Cereales y pasta, crudos y cocidos 15 47
Cereales y pasta procesada (tostados, fritos,
horneados) 123 820
Productos procesados a base de cereales 366 7834
Pan 446 3436
Pasteles y galletas 350 7834
Cereales de desayuno 96 1346
Pizza 33 763

Pescado (incluyendo empanados, fritos, al horno) 25 233

Carne (incluyendo cocida y frita) 19 313

Leche y productos lacteos 6 36

Nueces y semillas oleaginosas 84 1925

Raices y tubérculos 477 5312
Puré de patata / cocida 16 69
Patata cocinada 169 1270
Patatas fritas de aperitivo 752 4080
Patatas fritas 334 5312
Croquetas (congeladas) 110 750

Excitantes y analogos 509 7300
Café (de maquina) 13 116
Café (molido, instantaneo, o tostado) 288 1291
Extractos de café 1100 4948
Café descafeinado 668 5399
Sustitutos de café 845 7300
Productos de cacao 220 909
Té verde (tostado) 306 660

Azlcar y miel (principalmente chocolate) 24 112

Verduras 17 202
Crudas, cocidas y de lata 4 25
Procesadas (fritas, al horno) 59 202

Fruta, fresca <1 10

Frutos secos 131 770

Bebidas alcohdlicas (cerveza, ginebra, vino) 6 46

Condimentos y salsas 71 1168

Férmulas infantiles <5 15
En conserva, potitos 22 121
Galletas para bebés 181 1217

Alimentos desecados 121 1184

Tabla 16. Valores medios y maximos de acrilamida en diferentes alimentos (FAO/WHO, 2005).
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Capitulo 1

Estudios sobre la influencia de los constituyentes del
alimento y las condiciones de procesado






INFLUENCIA DE DIFERENTES PARAMETROS

1.1. Contenido de acrilamida en alimentos espafioles: estudio en
productos de galleteria y panaderia. Efecto de la composicidon del alimento

Los productos de galleteria y panaderia forman parte de una gran familia de alimentos
horneados a base de cereales que pueden tener un origen y una composicién muy diversa. Su
elaboracion requiere diferentes etapas, como la mezcla de los ingredientes, amasado,
fermentacién de la masa, coccion y, en algunos casos, una etapa final de tostado. Estas ultimas
etapas favorecen las principales reacciones responsables del color y sabor caracteristicos de

estos productos, como son la RM y la caramelizacion.

Cuando se desarrolld este trabajo experimental, la EFSA y el IRMM estaban recopilando
informacién de base cientifica entre laboratorios expertos con el fin de realizar una estimacion
de ingesta de acrilamida a nivel europeo. El objetivo de este trabajo es por tanto, ofrecer una
vision de los niveles de acrilamida en galletas y derivados de pan comercializados en Espafia,
asi como estudiar la influencia de la composicidn. Debido a que el consumo, tanto de galletas
como de derivados de pan, se encuentra bastante extendido, podrian ser una fuente
importante de exposicidon a acrilamida en la dieta espanola. Este trabajo también estudia la
relacion entre la estimacién de ingesta de este contaminante y los diferentes grupos de
poblacién. Los resultados obtenidos han proporcionado un mayor conocimiento de la situacién

en Espafia, hasta el momento desconocida.

Se analizaron un total de 45 tipos de derivados de pan y 65 muestras diferentes de galletas. La
técnica analitica empleada para la determinacion de acrilamida en las muestras fue LC-MS,
obteniéndose como LOQ un valor de 30 pg/kg para ambos productos. Los contenidos de
acrilamida fueron: <LOQ-2085, <LOQ-151, <LOQ-296 y <LOQ-323 pg/kg para las galletas, el pan
tostado, los crackers y los colines, respectivamente. Se recopildé la informacién nutricional y
composicional de cada una de las muestras analizadas con el objeto de trazar relaciones entre

la composicién del alimento y los niveles de acrilamida.

Se encontraron niveles significativamente mas elevados de acrilamida en las muestras de
galletas elaboradas con bicarbonato aménico y con un alto contenido en fibra dietética (> 5%).
Mientras que las menores concentraciones se observaron en aquellas muestras enriquecidas

con ingredientes funcionales.
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Se estimo la ingesta diaria de acrilamida a partir de las galletas y los derivados de pan en la
poblacién general, siendo el valor calculado de 0,082 pg/kg/dia. Sin embargo, la ingesta varid
en funcion de otros aspectos como los habitos alimenticios de cada Comunidad Auténoma, el

entorno familiar o el nivel socio-econdmico.

Este trabajo ha sido publicado en la revista Food Additives and Contaminants bajo el titulo

“Acrylamide content of selected Spanish foods: Survey of biscuits and bread derivatives”.
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Abstract

An overview of the acrylamide content in commercial biscuits and bread derivatives (bread sticks, bread crust, crackers)
marketed in Spain is presented. Acrylamide was determined by stable isotope dilution LC-MS with an LOQ of 30 ugkg .
Acrylamide content ranged from <LOQ-2085, <LOQ-151, <LOQ-296 and <LLOQ-323 ugkg™ ' for biscuits, crisp bread,
crackers and bread sticks, respectively. Acrylamide was significantly higher in samples when ammonium hydrogen
carbonate had been used as a rising agent and high fibre content (>5%) used in the formulation, but lower when functional
ingredients, such as polyols, were used. An estimation of the acrylamide dietary exposure related to biscuits and bread

derivatives was calculated as 0.082 ugkg ' day '. Estimated dietary intake were 0.002 and 0.058 pgkg ™' day ! for crackers

and biscuits, respectively.

Keywords: Acrylamide, biscuits, crisp bread, crackers, bread sticks, food contaminants

Introduction

The detection of acrylamide, which has been
classified as a probable carcinogen by the
International Agency for Research on Cancer
(IARC 1994), in a large variety of heated foods
(Tareke et al. 2002) has created concern among
regulating authorities, the food industry and general
public. Consequently, worldwide monitoring of
acrylamide in different food types has begun
(Lineback et al. 2005). Extensive data on levels of
acrylamide have been collected by the European
Commission (2005) and by the US Food and Drug
Administration (2004). Among the most important
matrices included in the European monitoring
database are potato chips, crispbread, breakfast
cereals and biscuits.

Acrylamide is formed in the Maillard reaction—
reducing sugars, such as glucose and fructose, and the
amino acid, asparagine, being the major reactants
(Stadler et al. 2002, 2004; Zyzak et al. 2003).
Two mechanisms, varying in details, have been
proposed (Becalski et al. 2003; Zyzak et al. 2003).
However, evidence clearly points to the reaction
between asparagine and reducing sugars as the main
source.

It is now well-established that processing condi-
tions, such as time, temperature and matrix, influence
acrylamide formation and degradation (Friedman
2003). Acrylamide formation was found to occur
during the browning process at temperatures above
120°C (Mottram et al. 2002; Yaylayan et al. 2003).
In the case of starchy products (mainly bakery),
acrylamide contents up to 2000ugkg™' were
observed (Croft et al. 2004). The highest contents
were often found in products, such as gingerbread,
prepared with the baking agent, ammonium
hydrogen carbonate (Konings et al. 2003; Amrein
et al. 2004), which has been shown to strongly
promote acrylamide formation in sweets bakery
(Biedermann et al. 2003; Graf et al. 2006).

As stated above, investigations on acrylamide
formation has focused on food commodities with
high acrylamide levels, such as potato-derived
foodstuffs, or those having a significant impact on
population dietary habits, such as cereal-based
foodstuffs. Biscuits and bread derivatives comprise
a huge family of products obtained by baking a
variety of cereal crops. Generally, manufacture of
both types of products involves different steps,
such as mixing of ingredients and kneading, dough
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fermentation (mainly in bread crust and bread
sticks), baking to 250°C for 15-30min and, in
some cases, a final toasting step (Ramirez-Jimenez
et al. 2000). This last step favours the main
chemical reactions involved during biscuits or
bread derivatives manufacture, the Maillard reaction
and caramelisation, which are responsible for
the colour and flavour of these products
(Ramirez-Jimenez et al. 2000).

This study gives an overview of acrylamide levels
in commercial biscuits and bread derivatives
marketed in Spain. These products, due to their
relatively widespread consumption, could be a key
source of acrylamide in the Spanish diet. Therefore,
the relationship between acrylamide intake and
population factors is also presented. In addition,
the correlation among levels of acrylamide
and compositional parameters of the samples
(i.e. presence of ammonium hydrogen carbonate,
dietary fibre content and biscuit speciality) was
investigated.

Materials and methods
Samples

Experiments were conducted with a series of
commercial biscuits (62 samples), bread crust
(24 samples), bread sticks (10 samples) and crackers
(11 samples) randomly purchased in different
supermarkets from the Autonomous Community of
Madrid (Spain). The distribution of samples was
representative of the proportions of these food
commodities in the Spanish market. Samples
(300-500g) were mixed and finely ground to
ensure homogeneous distribution. Sub-samples
(20 g) were divided into four containers and stored
under vacuum and light-protected at 4°C until
analysis.

Chemicals and materials

['*Cs]acrylamide (isotopic purity 99%) was from
Cambridge Isotope Labs (Andover, MA, USA).
Acrylamide (99%), potassium  ferrocianide
(Carrez I), zinc acetate (Carrez II) were from
Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetic acid
(ultrapure grade) and Pronase E were from Merck
(Darmstadt, Germany). Methanol and acetonitrile
(HPLC grade) were from Scharlau (Barcelona,
Spain). The solid-phase extraction (SPE) cartridges
Isolute® Multimode (500 mg, 3ml) were from IST
(Hewgoed, Mid-Glamorgan, UK)

Acrylamide standard and reagents

Stock solutions of acrylamide (0.01 mgml™') and
['°Cslacrylamide (5pgml™!) were prepared by

dissolving the compounds in Milli-Q water and
methanol, respectively. These solutions were then
appropriately diluted with Milli-Q water (Millipore
Corp., Madrid, Spain) to prepare working standards
at 1.0ugml™'. All stock solutions and working
standards were stored light-protected in a refrigera-
tor at 4°C for up to 3 months. Carrez I solution was
prepared by dissolving 15 g of potassium ferrocianide
in 100ml of water and Carrez II solution by
dissolving 30 g of zinc acetate in 100 ml of water.

Acrylamide analysis

Acrylamide was analysed as described by
Rufian-Henares et al. (2006) with some minor
modifications.

Sample extraction. Sample powder (0.75g) was
weighed with a precision of 0.1 mg and suspended
with 8 ml of Milli-Q water in polypropylene centri-
fuge tubes. Mixture was spiked with 200 ul of a
5ugml™" [**Cslacrylamide methanolic solution as
internal standard and later homogenized. Acrylamide
extraction was performed at room temperature for
20 min, and a 10-s shaking every 10 min. To clarify
the solution, 0.5 ml of each Carrez I and Carrez II
solutions were added and finally the mixture was
centrifuged (9000 g; 10 min; 4°C).

Sample clean up. Isolute® Multimode SPE
cartridges were preconditioned with 2 ml methanol,
2ml water and 2ml air to remove excessive water.
An aliquot of the clear supernatant (1 ml) was loaded
onto the cartridge at a flow rate of 2ml min .
Then, 2ml of air were passed and, finally, acryla-
mide was eluted with 1 ml of water at the same flow
rate. The solution was filtered through a 0.45 um
filter into an amberlite LC-MS vial.

LC-MS analysis. Sample extracts and calibration
standards were analysed on an Agilent 1100 liquid
chromatograph coupled to an Agilent Quadrupole
MS detector (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA). Analytical separation was achieved with a
Luna ODS2 (25 x0.46cm, 5um; Phenomenex,
Torrance, CA, USA) at 32°C. Isocratic elution was
achieved with a mobile phase of acetic acid/
methanol/Milli-Q water (0.1:2.5:97.4, v/v) at a
flow rate of 0.8ml min~'. The injection volume
was 80 ul. Electrospray ionization in the positive
ionization mode was used. The MS detector
operated in selected ion monitoring (SIM) mode
at m/z ratios of 72.1 and 75.1 for acrylamide
and ['’Cslacrylamide, respectively. Under these
chromatographic conditions, acrylamide eluted at
6.8 min. A delay time of 3 min was selected to avoid
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Table I. Statistical treatment for acrylamide levels in commercial
biscuits grouped according to speciality, presence of ammonium
hydrogencarbonate as sole raising agent and dietary fibre content.

Factor Acrylamide (ugkg™") No. of samples
Total

Mean 423 +65.6 62
Median 268

Minimum 15

Maximum 2085

Biscuit speciality

Breakfast 247 +41.8% 21
Enriched 83437.4° 15

Fibre added 284 +39.9% 18

Ammonium hydrogencarbonate

Yes 1549 +117% 8
No 230+ 36.2° 54
Dietary fibre content

>5% 283 +38.1% 18
<5% 166+31.0° 44

Different superscript letters within the same factor indicate
statistical differences (one-way ANOVA and Duncan’s test,
P<0.05).

the introduction of coextracted matrix components
into the MS instrument prior to acrylamide elution.
The needle and cone voltages were set at 3.0 kV and
100V, respectively. Nitrogen was used as nebulizer
gas (12.01h™") and the source temperature was set
at 300°C.

Quantitation. Acrylamide was quantified using
a linear calibration function that was established
with standard solutions of acrylamide and
['°Cslacrylamide  dissolved in Milli-Q water
(25-1000 pgl™1). Acrylamide contents in sample
extracts were calculated from the calibration slope
and intercept value, taking into account the recovery
calculated by means of ['>Cjlacrylamide slope.
Limit of quantification (LOQ) was 30 pugkg ' on

the basis of signal-to-noise ratio of 3:1.

Staristical.  Statistical significance of data was tested
by one-way analysis of the variance (ANOVA)
(Table I), followed by Duncan’s test to compare
means that showed significant variation (P<0.05).
Analyses were performed using Statgraphics Plus,
version 5.1 (2001). At least two independent
analyses were carried out per sample.

Results and discussion
Sample analysis

The analysis of acrylamide was carried out by means
of an analytical methodology previously established
for potato chips (Rufian-Henares and Morales 2006)

and subsequently adjusted for breakfast cereals
(Rufian-Henares et al. 2006). The procedure was
accurate, precise and had adequate sensitivity to
detect the acrylamide content of the targeted food
commodities

Bread derivatives. A total of 45 bread types were
studied: 24 crispbreads, 10 bread sticks and 11
crackers. A detailed study of acrylamide distribution
was carried out and a box-and-whisker plot was
used since this graphical presentation uses a non-
parametric test (Figure 1a). Acrylamide ranged from
<LOQ-151pgkg ' for crispbread, with a mean
value of 87 nugkg ! and a median of 100pugkg .
In the case of crackers, acrylamide ranged from
<LOQ-296 ngkg ', being mean value 140 pgkg*
and median 155 pgkg . Finally, in the case of bread
sticks acrylamide ranged from <LOQ-323ugkg !
with a mean value of 157 ugkg ' and a median of
139 ugkg .

Similar values where reported by other authors
(Murkovic 2004; Senyuva and Gokmen 2006;
Yusa et al. 2006), who found acrylamide levels
from 11-210 ugkg ™" for crisp bread and, in the case
of crackers values ranging from <30-582ugkg !
(Riediker and Stadler 2003; Senyuva and Goékmen
2005). The statistical treatment showed that the
acrylamide levels of crisp bread are significantly
lower (P<0.05) than that of bread sticks and
crackers. The composition of both crispbread and
bread sticks is similar (mainly wheat flour, baking
powder, salt and water), whereas in the case of
crackers sodium hydrogencarbonate is used instead
of baking powder. Taking into account these
similarities, the differences in the acrylamide
content could come from the different baking
conditions (time and temperature) applied to the
products.

Many studies have attempted to find strategies to
minimize the levels of acrylamide. This objective can
be achieved either by modifying processing param-
eters, such as pH, temperature/time of heating or
acting on precursors or key intermediates. WHO and
the Scientific Committee for Food of the European
Union called for strategies to reduce acrylamide
formation to a minimum by implementing the
ALARA principle (as low as reasonably achievable).
In this sense the German Federal Office of
Consumer Protection and Food Safety (BVL 2004)
stated a signal value of 560pugkg™' for bread
derivatives, as a concept of minimisation. Signal
value is defined as lowest level of the 10% containing
the highest level of acrylamide. Then, if acrylamide
contents are above this signal value, the food
producers are aware to take adequate actions to
lower the contents. As stated in Figure 2a,
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Figure 1. Box-and-whisker plot of acrylamide content in commercial bread derivatives (a) and biscuits (b).
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Figure 2. Bar graph of acrylamide content in commercial bread derivatives (a) and biscuits (b).

acrylamide values ranged from <LOQ-323 ugkg !
for bread derivatives. Then, if the same concept is
applied in our survey, none of the samples levels
were higher than 560 ugkg™'. In this sense, due to
the lower values of the bread derivatives marketed in
Spain, a signal value of 222 pugkg™' was established
for the whole group. However, if the samples are
divided into the three original groups, the obtained
signal values for crisp bread, bread sticks and
crackers are 129, 293 and 232 pgkg™!, respectively.
This is an important issue taking into account that
the California Environmental Protection Agency
(Office of Environmental Health  Hazard
Assessment) has recently proposed an alternative
cancer risk level, calculated to result in one excess
case of cancer in an exposed population of 10000
and assuming lifetime exposure, when consuming
bread and cereals with an acrylamide concentration
lower than 200 ugkg™' (OEHHA 2005).

Biscuits. A total of 62 samples from 15
different producers where studied. In the case of
biscuits, the acrylamide content ranged from
<LOQ-2085pugkg ', with an average value of
423 ugkg71 and a median of 268 ugkgfl. In addi-
tion, as shown in the box-and-whisker plot
(Figure 1b), eight outliners where found, all of
them with acrylamide contents higher than
1000 ugkg~'. Similar values have been reported by
other authors (Murkovic 2004; Senyuva and
Gokmen 2006; Yusa et al. 2006), who found
acrylamide levels up to 1060pgkg™'. When the
statistical treatment was applied to the biscuits and
bread derivatives groups, it was found that biscuits
present a statistically significant (P<0.05) higher
acrylamide content. Contrary to the group of bread
derivatives, the composition of biscuits is quite
different and complex because different ingredients,
such as reducing sugars, are usually added (glucose



Acrylamide in biscuits and bread derivatives in Spain 347

and fructose mainly added as corn syrups),
fats (including w;-PUFAs), technological agents
(ammonium and sodium hydrogencarbonate), etc.
It is well-established that one of the components that
promote the generation of acrylamide are reducing
sugars (Friedman 2003; Zyzak et al. 2003;
Stadler et al. 2004). In addition, it has been shown
that the baking agent ammonium hydrogen carbo-
nate strongly promotes acrylamide formation
(Biedermann et al. 2003; Konings et al. 2003;
Amrein et al. 2004; Graf et al. 2006). Then, owing
to the presence of a higher content of acrylamide
precursors in biscuits, their higher acrylamide
content is a logical consequence.

As described previously, biscuits comprise a
heterogeneous food commodities group because
they are composed of a great variety of ingredients.
Then, to ascertain the possible differences in the
acrylamide content, biscuits were grouped according
to biscuit speciality, presence of ammonium hydro-
gen carbonate and dietary fibre content. The results
of the statistical treatment are depicted in Table I.
At the beginning, the first analysis showed no
statistical differences (data not shown), but a wide
distribution was found among groups of outliers
in Figure 2b. Then, due to their high acrylamide
content, the mean values of the different
groups was slanted. According to the table of
composition — supplied by the manufacturers — it
was found that the outliers were just addressed to
samples with ammonium hydrogencarbonate as
the sole raising agent, in contrast with the other 54
samples where different proportions of sodium and
ammonium hydrogencarbonate were used. In this
sense, it is believed that a higher amount of
ammonium hydrogencarbonate was used by the
manufacture of the outliers and, because this raising
agent enhances the acrylamide generation
(Biedermann et al. 2003; Konings et al. 2003;
Amrein et al. 2004; Graf et al. 2006), a larger
amount of acrylamide was formed. This hypothesis
explains the statistically significant differences
(P<0.05) between the group where ammonium
hydrogen carbonate is the unique raising agent and
those with other agents added (mean acrylamide
content of 1549 and 230.4 pgkg ', respectively).

Taking into account the explanation given above,
the outliers were removed for the rest of the
statistical treatment. Biscuits were classified into
three groups based on health orientation, which is
closely related to their composition: those mainly
used for breakfast (#=29), those enriched with
functional ingredients (z=15), such as conjugated
linoleic acid, ws;-PUFA, polyols, soy extracts or
L-carnitine, and those fibre-enriched (n=18).
Enriched biscuits showed significantly (P<0.05)
lower values of acrylamide (83 vs. 247 and

284 ngkg™! for breakfast and fibre enriched biscuits,
respectively). It was found that most of the enriched
biscuits had polyols (such as maltitol or lactitol) and
potato starch replacing the addition of glucose and/
or fructose. This replacement gives rise to a decrease
in reducing sugar content and, thus, it is unfavour-
able to the generation of acrylamide. Moreover, the
enriched biscuits are elaborated by adding other
kinds of flours, such as rice or malt. In the case of
breakfast cereals, it has been shown that there is a
higher potential for acrylamide formation in wheat-
based cereals followed by corn, oat and rice (CIAA
2005; Rufian-Henares et al. 2006), therefore, it is
plausible that the decrease in wheat flour content
reduced acrylamide generation in biscuits.

Biscuits usually have dietary fibre contents of
3-4%, but when enriched with wheat-bran and/or
whole wheat flour, dietary fibre increases to 10-30%.
As illustrated in Table I, there were statistically
significant differences in acrylamide content between
the dietary fibre-added biscuits (283 +38.1 ugkg™;
n=18; fibre content >5%) and those without dietary
fibre (166+31.0ugkg™'; n=44; fibre content
<5%), results which are in accordance to
those previously reported for breakfast cereals
(Rufian-Henares et al. 2006). Similar behaviour
was reported by Senyuva and Gokmen (2006),
who found that the acrylamide content of biscuits
with dietary fibre was higher than that of the usual
biscuits (486 and 261pgkg !, respectively).
This could be explained by the fact that asparagine,
the main precursor of acrylamide in cereal products
(RHM Technologies 2005) is concentrated in the
bran, particularly in wheat-bran (CIAA 2005).

Finally, the relationship was studied between the
acrylamide content of biscuits and the signal value
stated by the German Federal Office of Consumer
Protection and Food Safety (BVL 2004).
This organization stated a signal value of
575ugkg™" for an adult population and
360 ugkg ™! for children. As depicted in Figure 2b,
when applying the same concept, most of the
samples (80%) are under the 575pugkg ' level.
Taking into account the results in this survey,
a signal level of 1283 ugkg ! is found, although if
the eight outliers are omitted (due to the explanation
given above concerning to the addition of ammo-
nium hydrogen carbonate), a corrected level of
519ugkg™" is obtained, quite similar to the
German Office figure.

Acrylamide intake mediated by biscuits and
bread derivatives

Estimating consumer dietetic exposure to acryla-
mide is a high priority for governments and industry
alike. Extensive research is underway to determine
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Table II. Contribution of commercial bread derivatives and biscuits to acrylamide intake® of the Spanish population.

Food
Crisp Bread
Factor Interval Example bread Crackers sticks Biscuits
Total population 0.0190 0.0020 0.0030 0.0580
Autonomic community Maximum Extremadura for bread derivatives 0.0200 0.0030 0.0040 0.0670
and Balear Islands for biscuits
Minimum Canary Islands for bread derivatives 0.0110 0.0017 0.0020 0.0410
and Andalusia for biscuits
Family components Maximum Independent adults for biscuits and couples 0.0230 0.0034 0.0042 0.0801
without children for bread
Minimum Young couples with children 0.0100 0.0018 0.0018 0.0418
Socio-economic status Maximum Upper-class for biscuits and 0.0235 0.0027 0.0042 0.0621
middle/lower-class for bread derivatives
Minimum Upper-class for bread derivatives 0.0116 0.0016 0.0024 0.0481
and lower-class for biscuits
Population size Maximum >2000 Inhabitants for bread derivatives 0.0217 0.0027 0.0039 0.0630
and 10 000-100 000 for biscuits
Minimum <500 000 inhabitants 0.0131 0.0020 0.0024 0.0480

2 Results expressed as pgkg ' day ! taking into account a mean body weight of 70 kg.

the extent to which acrylamide found in food is
bioavailable and to identify methods to reduce levels
and, thereby, decrease consumer exposure.
Consumer-exposure assessments will need to be
conducted to gauge the utility of various control
options. It is particularly important to be able to
assess the impact of proposed changes to the food
supply, including the impact of modifications in
processing and cooking procedures, on consumer
exposures.

To estimate the dietary exposure of Spanish
consumers to acrylamide from biscuits and bread
derivatives, the intake of these food supplies was used
(MAPA 2005). The results, collected in Table II,
have been expressed as pgkg ' day ' taking into
account a mean body weight of 70kg. For total
population, the intake of acrylamide ranged
from 0.002 to 0.058 pgkg ' day ' for crackers and
biscuits, respectively. In the case of biscuits, their
contribution to the total daily intake of acrylamide is
intermediate to that of breakfast cereals (0.038 pug
kg ' day ") and potato chips (0.093 ugkg ' day ~1)
previously reported (Rufian-Henares and Morales
2006; Rufian-Henares et al. 2006).

There are considerable differences, even between
many European countries, due to differences in
food consumption patterns and cooking traditions.
Irrespective of cultural differences in nutritional
habits, the overall daily intake is about
0.4pgkg 'day !, according to the most recent
FDA estimates, basically confirming earlier esti-
mates from the US and several European authorities
(Dybing et al. 2005). Assuming a mean Spanish
intake of acrylamide similar to that of other

European countries, a mean daily intake of acryla-
mide of 0.2 pgkg ' day ' can be calculated assum-
ing only the intake of the above reported foods
(bread derivatives, biscuits, breakfast cereals, potato
chips). Estimations by WHO of the average intake
of acrylamide for the general population ranged
between 0.3 and 0.8 pgkg ™' day'. It was supposed
that children and adolescents would generally have
exposures up to two to three times more than those
of adult consumers when expressed on a body weight
basis (WHO 2002).

The foods that contribute most to acrylamide
exposure vary depending upon the population’s
eating habits and the way the foods are processed
and prepared. Generally, the most important cate-
gories of food appear to be: fried potato products,
such as French fries and chips, ready-to-eat breakfast
cereals, baked goods, such as cookies, pies and
cakes, brewed coffee and breads, according to the
most recent results of the FDA/CFSAN (Dybing
et al. 2005). In this survey, representative of the
Spanish market contribution of biscuits, crisp bread,
crackers and bread sticks will be of 14.5, 4.75, 0.5
and 0.75%, respectively, of the estimated dietary
intake of acrylamide. In addition, the contribution of
potato chips and breakfast cereals will be 23 and
9.5%, respectively (Rufian-Henares and Morales
2006; Rufian-Henares et al. 2006).

In consumer-exposure assessments, it is also
important to know whether there are significant
differences in exposures in different sub-groups of
the population. Thus, the exposure to acrylamide
related to those foodstuffs studied was analysed in
more detail taking into account socio-economic
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aspects (MAPA 2005). It was observed that there are
great differences in the intake of bread
derivatives depending on the socio-economic
community studied, almost doubling their intake.
When the number of family members was analysed,
it could be stated that the higher intakes was in
families composed of one or two independent adults,
whereas the lower intakes where found in young
couples with children. In the higher cases, the
contribution of biscuits changed from 14.5 to 20%
of the overall acrylamide intake. In the case of the
socio-economic status, the exposure to acrylamide is
higher in the upper-class due to their higher biscuit
intake. On the other hand, the lower-class showed
higher bread derivatives intake, whereas biscuit
consumption decreased. Finally, taking into account
population size, it was found that the lower
acrylamide intake was recorded in cities with more
than 500000 inhabitants, whereas the maximum
intake was in localities with low to intermediate
number of inhabitants.

Conclusions

This work describes the determination of acrylamide
levels in biscuits and bread derivatives cereals
marketed in Spain, as a previous survey of foodstuffs
had indicated these to contain acrylamide.
The data were used to determine the dietary intake
of acrylamide for the Spanish population for
risk-assessment purposes. A mean daily dietary
intake of acrylamide of 0.082ugkg 'day ' is
estimated, for which the contribution of biscuits
was higher than that of bread derivatives. It was also
shown that, in the case of biscuits, higher acrylamide
content was found in those manufactured with
ammonium hydrogen carbonate as the only raising
agent and in those biscuits with higher proportions
of dietary fibre. Conversely, lower acrylamide
content was found in biscuits enriched with
functional ingredients, such as polyols.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES PARAMETROS

1.2. Influencia del proceso de fritura en la formacién de acrilamida e
hidroximetilfurfural en masas fritas

Los churros son un alimento de consumo en el desayuno y en la merienda, extendido tanto en
Espafia como en muchas regiones de Latinoamérica, aunque recientemente han
experimentado un auge en China. Consisten en una masa compuesta principalmente por
harina, agua y sal aunque en determinadas regiones de Latinoamérica se puede adicionar
azlcar. La masa se frie a temperaturas comprendidas entre 185 y 200 °C durante 3-4 minutos,

siendo por tanto susceptible al desarrollo de la RM.

Este hecho, junto a la recomendacién del Comité FAO/OMS de investigar la contribucién a la
ingesta de contaminantes quimicos de procesado en alimentos especificos de determinados
habitos alimenticios de grupos poblacionales, ha conducido a nuestro grupo de investigacion a
realizar este trabajo con objeto de evaluar el efecto de las condiciones de fritura sobre el

contenido de acrilamida e HMF en churros.

Se diseid un estudio cinético a diferentes temperaturas y tiempos de fritura, empleando
churros congelados para asegurar la uniformidad de la masa y un proceso de fritura similar al
domeéstico. La separacion cromatografica del HMF se llevd a cabo por HPLC-UV empleando una
columna Cy5 de fase inversa en condiciones isocraticas utilizando agua:acetonitrilo (95:5, v/v).
El LOQ fue de 0,1 mg/kg. Para el caso de la acrilamida, los procesos de extraccion y deteccion

fueron similares a los del articulo anterior. EI LOQ fue calculado en 18 pg/kg.

Los valores de HMF encontrados en los churros preparados a escala de laboratorio variaron
entre 1,20 + 0,02 y 221,4 + 2,0 mg/kg y los de acrilamida entre < LOQ y 90 + 0,60 pg/kg en el
rango temperatura-tiempo estudiado. En el estudio cinético, los niveles de HMF y acrilamida
fueron aumentando con el tiempo y la temperatura. Se observd un periodo de induccién
previo a la formacién de estos compuestos que variaba en funcién de la temperatura de fritura.
La humedad del producto se redujo a medida que fue aumentando el tiempo de
calentamiento, independientemente de la temperatura. Al contrario de lo que ocurre con el
contenido de humedad, la temperatura tiene un efecto mas determinante que la duracién del
proceso de fritura en el desarrollo del color en el producto. Se observa un descenso en la

luminosidad a medida que la temperatura aumenta. El pardeamiento del producto es
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atribuible a la formacién de pigmentos coloreados en la superficie del alimento durante las

etapas avanzadas y finales de la RM.

Paralelamente, se analizaron los niveles de acrilamida e HMF, en 10 muestras comerciales
adquiridas en diferentes churrerias de la Comunidad de Madrid, y se obtuvieron promedios de
46 + 24 pg/kg y 74,3 £ 47 mg/kg, respectivamente, con una amplia variabilidad entre las

muestras.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la determinacién del punto final del proceso
de fritura en los churros es critica para reducir al minimo la formacion de estos contaminantes.
Ademads, el estudio nos ayuda a disponer de un conocimiento previo respecto a la cinética de
formacion de acrilamida e HMF en masas fritas, y con ello de las posibles alternativas de

mitigacion.

Este trabajo ha sido publicado en la revista Food Chemistry bajo el titulo “The formation of
potentially harmful compounds in churros, a Spanish fried-dough pastry, as influenced by
deep frying conditions”. Asimismo, se ha presentado en el congreso COST-927 Thermally
processed foods: possible health implication (Ebersberg, Germany, 2007) como comunicacién

oral.

Es oportuno resaltar la posibilidad de transferencia de este conocimiento a una empresa lider
mundial en maquinaria automatizada de procesos de fritura ya que desde enero de 2012 dicha

empresa estd evaluando su implantacion.
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Abstract

Colour, moisture, hydroxymethylfurfural (HMF) and acrylamide (AA) were investigated in traditional Spanish churros. Samples were
deep-fried in sunflower oil at lab-scale temperatures of 180, 190 and 200 °C and for frying times of 2, 3, 5 and 7 min. Fresh made churros
were also obtained from local producers. HMF ranged from 1.2 4 0.02 to 221.4 + 2.02 mg/kg for lab-scale experiments and an average
of 74.3 4+ 47.5 mg/kg was recorded in commercial samples. AA ranged from below the limit of quantitation to 90 4 0.6 pg/kg for lab-
scale experiments and an average of 46 & 24.5 pg/kg was measured in commercial samples. Temperatures between 185 and 200 °C are
commonly used to obtain churros with an acceptable palatability and a crispy surface. However, HMF and AA levels increased nearly
two-fold from 190 to 200 °C at the same frying times, indicating that a more precise control of frying temperatures is required to min-

imize their formation.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Churro is described as a deep-fried dough pastry which is
very popular in Spain for breakfasts and snacks. The dough
is prepared with wheat flour, water and salt, extruded and
deep-fried as strips using sunflower oil as frying oil. Frying
temperatures between 185 and 200 °C and frying times of
3—4 min are usually applied to obtain a crispy product. But
the end point of this process, when fried-dough portions
are removed manually from the fryers is not automatised.
Generally, colour and crust formation are used as end point
markers of the process but there is no specific information in
any literature which discusses this fact.

The Maillard reaction (MR) is a complex chain of chem-
ical reactions responsible for the brown colouring and many
of the organoleptic properties of foods. Despite the beneficial
impact of MR in the sensory appreciation of foodstuffs by
consumers, nutritional consequences such as the impairment

* Corresponding author. Tel.: +34 91 549 23 00; fax: +34 91 549 36 27.
E-mail address: fjmorales@if.csic.es (F.J. Morales).

0308-8146/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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of lysine residues and the formation of potentially harmful
compounds are to be expected (i.e. Friedman, 1996). The
Maillard reaction has been shown to generate AA in ther-
mally treated foods (Mottram, Wedicha, & Dodson, 2002;
Stadler et al., 2002) and it is agreed that the main precursors
are sugars and asparagine (Zyzak et al., 2003). AA has been
classified as potentially carcinogenic to humans by IARC
(1994). Hydroxymethylfurfural (HMF) is formed after 1-2
enolisation, dehydration and cyclization reactions from
sugar caramelisation and Amadori product degradation at
the advanced stage of the MR (i.e. Friedman, 1996; Kroh,
1994). Recently, some concern has arisen regarding the tox-
icological relevance of HMF, since in vitro studies of geno-
toxicity and mutagenicity have given controversial results
(Janzowski, Glaab, Samimi, Schlatter, & Eisenbrand,
2000; Surh & Tannenbaum, 1994).

International organisations aim to evaluate exposure
and risk assessment from dietary intake of AA, and two
databases, one from the IRMM and another from the
FDA, have been designed to compile results from laborato-
ries. However, levels of AA in local foods which are largely
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consumed in specific regions are lacking in most databases.
Recently, Bermudo, Moyano, Puignou, and Galceran
(2006) and Yusa, Quintas, Pardo, Marti, and Pastor
(2006) reported average levels of 400 ug/kg for one fried
dough but the number of samples included in those studies
was limited and not characterised.

In contrast, levels of HMF in different foods have been
extensively studied and published for decades. HMF has
been used traditionally to mark the extent of the MR,
product deterioration during storage, and as a marker of
potential adulteration. HMF is largely present in processed
foods ranging from 0.9 mg/kg to several g/kg for meat
products and caramel products, respectively (Bachmann,
Meier, & Kinzig, 1977). However, HMF levels in churros
have never been published, and only Ramirez-Jimenez,
Garcia-Villanova, and Guerra-Hernandez (2000) reported
levels of about 10.7 mg/kg HMF in a type of fried dough-
nut (160 °C for 3040 s).

This investigation is aimed at studying the formation of
AA and HMF in churros, on a laboratory scale under con-
trolled deep frying conditions.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

All chemical used were of an analytical grade and were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
unless mentioned otherwise. '*Cs-Acrylamide (isotopic
purity 99%) was from Cambridge Isotope Labs (Andover,
MA, USA). Methanol and acetonitrile (HPLC grade) were
from Scharlau (Barcelona, Spain). Oasis-HLB cartridges
(30 mg, 1 mL) were from Waters (Milford, MA, USA).

2.2. Samples and frying conditions

Fresh made commercial churros were randomly pur-
chased at local producers (n = 10). For kinetic studies under
controlled frying conditions, frozen commercial ready-to use
dough for churros was obtained from a local producer (Anto-
nio y Ricardo, S.A., Madrid, Spain) and stored at —20 °C.
The dough was allowed to defrost overnight at 8-12 °C
before use. Dough strips 1.2 cm thick were rolled out to form
a ribbon 10-11 cm length and 5.5-6.0 cm wide, and deep-
fried at 180, 190 and 200 °C for 2, 3, 5and 7 min in 3 1 capac-
ity domestic fryers (Solac, Model 513, 1850 watts, France).
Experiments were done in triplicate. Four units of churros
(containing 20-23 g of dough per unit) were placed in the
basket to allow free movement but never below the oil sur-
face during frying. The sample was turned every minute dur-
ing the frying time. The sample:oil ratio was kept constant
within a range of 0.025-0.030 g/g. High oleic content sun-
flower oil was used as frying oil as this oil is commonly used
on an industrial scale. The temperature of the fryers had been
calibrated previously, with external thermocouples (type K,
0.1 mm) being placed in the fryers and the temperature being
continuously recorded by a datalogger. The oil was pre-

heated at the selected temperature for 15 min and after eigh-
teen frying sessions the oil was discharged. After frying, sam-
ples were dried on paper, cooled to room temperature,
processed, distributed in containers and stored at —20 °C
for analysis.

2.3. Moisture content

The moisture content was determined by a gravimetric
method as described in AOAC-925.10 (AOAC, 1995).
Samples were homogenized in a household cutter (Mouli-
nette, Moulinex, Paris, France) and 2 g weighed into Cho-
pin dishes. They were dried in a convection oven (Digiheat,
JP-Selecta, Barcelona, Spain) till they reached a constant
weight after three consecutive readings at 105+ 1°C.
Analyses were carried out in duplicate.

2.4. Analysis of HMF and furfural

HMF and furfural determinations were performed
according to Rufian-Henares, Delgado-Andrade, and Mor-
ales (20006).

2.5. LC-ESI-MS determination of acrylamide

A sample preparation as described by Senyuva and
Gokmen (2006) was used with minor modifications. A
finely ground sample (0.450 g) was then weighed into a
10 mL centrifuge tube. The sample was spiked with
100 pL '*Cs-labelled acrylamide (10 ug/mL) for recovery,
and 5mL of Milli-Q water was added. Then the mixture
was vortexed, kept for five minutes at room temperature
and subsequently homogenized for 1 min (Ultraturrax).
Then, 500 pL Carrez I and 500 pL Carrez II solution were
added, vortexed and left to stand for 10 min. Tubes were
centrifuged at 5000 rpm for 15min at 4 °C. The clear
supernatant (1 mL) was clarified onto a pre-conditioned
HLB cartridge. The first drops were discharged and the rest
of the eluate was collected in amberlite vials for analysis.

LC-ESI-MS analyses were performed as described by
Morales, Rufian-Henares, and Arribas-Lorenzo (2007)
using an Agilent 1100 HPLC system (Waldbronn, Ger-
many) consisting of a quaternary pump, an autosampler
and a temperature-controlled column oven, coupled to an
Agilent 1100 MS detector equipped with an electrospray
ionization interface. The analytical separation was per-
formed on an Inertsil ODS-3 column (250 x 4.6 mm,
5 um) using an isocratic mixture of 0.2% aqueous solution
of formic acid at a flow rate of 0.6 mL/min at 25 °C. Data
acquisition was performed, with a delay time of 8 min, in a
selected ion monitoring (SIM) mode using the following
interface parameters: a drying gas (N2, 100 psig) flow of
12 L/min, nebulizer pressure of 45 psig, drying gas temper-
atures 350 °C, a capillary voltage of 3 kV and a fragmenter
voltage of 70 eV. Monitored ions were 72.1 m/z for acryl-
amide and 75.1 m/z for '*Cs-labeled acrylamide. Full scan
analyses were performed in the mass range 50-200 for the
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spectral identification of acrylamide in samples apart from
the retention time. An acrylamide calibration curve was
built in the range of 2-100 pg/L and a quantitation limit
was determined at 18 pg/kg.

2.6. Colour determination

Colour was measured as reflectance in a Konica Minolta
CM-3500d reflectance spectrophotometer (Konika Minolta
Sensing INC, Japan) using the CIE Lab colour system,
where L™ is lightness, the a* parameter is redness and the
b* parameter yellowness (CIE Colorimetric Committee,
1974). Samples (3 g) were defatted three times with hexane
(6 mL). Colour was measured in defatted samples to avoid
any interference with oil absorbed components on the
churro surface. The colour difference (4E) between pro-
cessed and unprocessed samples was determined according
to the following equation:

AE: (AL*Z +Aa*2 +Ab*2)l/2

AL” being the brightness difference, Aa™ the redness differ-
ence and 4b" the yellowness difference (Francis & Clydes-
dale, 1975). Results give the average from six readings.

2.7. Statistical Analysis

Analyses were performed using Statgraphics Plus, ver-
sion 5.1, 2001 (Statistical Graphics Corp, Rockville, MD,
USA). At least, two independent analyses were carried
out per sample.

3. Results and discussion

Deep frying at 190 °C for 3—4 min is usually applied by
local producers based on their practical experience since
the process has not been automatised and still remains arti-
sanal. Fig. 1 shows the changes in the moisture content of

35
30 -
25 -
£ 20
)
2
% 15
(o]
s
10 |
—0—180°C
5 |—@—190°C
—m—200°C
O T T T
0 2 4 6 8

Time (min)

Fig. 1. Changes in the moisture content of churros during deep frying at
different times and temperatures.

churros deep-fried at different combinations of tempera-
tures (180, 190, and 200 °C) and time of frying (2, 3, 5
and 7 min). The loss of moisture is progressive relative to
the frying time. When fried for the same length of time,
the frying temperature was seen to have no significant
impact on moisture content. However, lengthening the fry-
ing time proved critical regardless of the temperature.
Moisture content ranged from 32% to 10-5% for 2 min
and 7 min, respectively. During deep frying, the quantity
of steaming water released from within the sample was
determined by the frying conditions. Commercial churros
are fried at high temperatures for a short period of time
to avoid excessive oil penetration in the product and served
a few minutes after frying to avoid subsequent hydration.
Moisture content in freshly prepared industrial samples
was 25.3 +4.8 (n=10).

One of the most important physical changes during fry-
ing of churros is the darkening of the crust which is mainly a
consequence of the MR. CIE-Lab”™ colour parameters were
measured in defatted and ground portions of a sample to
prevent a false reading produced by oil incorporated into
the sample. In a cross-section, a brown surface ring of
crust can be observed but the core still remains pale
yellow and moist. The surface of the sample was neither
uniform nor large enough to perform precise and represen-
tative readings. Furthermore, as it was not possible to
remove the surface efficiently, the whole sample was ground
and colour readings are related to the whole sample.

Fig. 2 depicts the evolution of the colour index for chur-
ros deep-fried at lab-scale. Contrary to what happened with
moisture content, temperature has a more critical effect on
the final colour than the processing time. Decrease in light-
ness is attributed to the formation of coloured pigments
during the advanced and final stages of the MR in the crust
and this process is enhanced at 200 °C. An average AE-
value of 67.0 + 2.8 (n =10) was obtained in commercial
samples. It is noteworthy that the coefficient of variation

80
g 70 E\n_/”’_—':‘
©
7
L
d
5
o
o) ]
3 60
—1—180°C
—0—190°C
——200°C
50 T T T
0 2 4 6 8
Time (min)

Fig. 2. Total colour changes (4E) in churros during deep frying at
different times and temperature.
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obtained was 4.1%, thus indicating that the final colour of
the product is one of the most important parameters for
defining the end of the frying process by local producers.

Accumulation of HMF was quantitatively more impor-
tant when compared with furfural whose traces (<1 mg/kg)
were barely detectable under severe frying conditions.
Fig. 3 shows the evolution of HMF formation in churros
during deep frying under controlled conditions. Before
HMF formation, a lag-phase of up to 3 min can be clearly
observed and is more relevant at lower temperatures. HMF
marks the advanced stage of the MR and precursors should
have formed previously. The average HMF content in
commercial samples was 74.3 4+ 47.5 mg/kg (n = 10) indi-
cating an important variability among samples. Furfural
was not detected in commercial samples. Results agree with
the range of HMF obtained at laboratory scale. HMF for-
mation was closely related to moisture content increasing
exponentially at moisture levels lower than 10% (data not
shown).

To our knowledge, there are no published results deal-
ing with the AA content of churros and the influence of fry-
ing conditions. Fig. 4 plots the formation of AA in churros
for different frying times and temperatures. AA only
formed under the most severe frying conditions where an
induction period of from 3 to 5 min, depending on the fry-
ing temperature, was observed. Frying temperature has a
critical effect on the formation of AA. In the range of fry-
ing times commonly used by local producers, an increase
of just 10 °C implies a two-fold increase in the levels of
AA. For potato chips, a reference temperature of 175 °C
has been calculated, but a higher temperature is necessary
for churros in order to meet the product quality demanded
by consumers. The average AA content in commercial
samples was 46 4 24.5 pg/kg (n = 10). In this investigation,
potential AA formed from frying oil and incorporated into
the sample was not considered since it has recently been
confirmed that frying oil used in deep frying would not
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Fig. 3. HMF formation in churros during deep frying at different times
and temperatures.
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Fig. 4. Acrylamide formation in churros during deep frying at different
times and temperatures.

contaminate foodstuffs with AA (Totani, Yawata, Takada,
& Moriya, 2007).

HMF and AA content of deep-fried samples at lab-scale
were correlated (Fig. 5). For both chemicals, an induction
period was observed after which the formation of HMF
and AA followed the same upward trend reaching values
of about 90 mg/kg, and 60 ug/kg for HMF and AA, respec-
tively. Optimal quality features for churros lie in this inter-
mediate region of the graph. However, under more severe
frying conditions, the two trends are modified and the
reduced gradient of HMF formation is enhanced in com-
parison with that of acrylamide (Fig. 5, dotted line). This
region consisted of over-processed churros where loss of col-
our quality by excessive darkening was noticeable. It is also
plausible that evaporation loss or destruction of acrylamide
at 200 °C becomes more relevant and subsequently the net
formation of AA is reduced. Frying times of over 3 min at
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Fig. 5. The relationship between acrylamide and HMF in lab-scale
samples deep-fried under controlled conditions.
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200 °C cause excessive moisture loss and browning resulting
in a loss of product quality.

Dehydration of the surface while maintaining a moist
interior imparts a desirable taste and texture to churros
but also involves MR and subsequently HMF and AA
formation. Frying temperatures between 185 and 200 °C
are commonly used to produce highly palatable churros
with a crispy surface by local producers, but, HMF
and AA levels nearly duplicate from 190 °C to 200 °C
for the same frying times. It is critical to determine the
end point of the frying process to minimise the forma-
tion of potentially harmful compounds in churros. Based
on this experimental data, it should be possible to man-
ufacture churros with reduced levels of AA and HMF by
controlling the frying temperature and subsequently
reducing their contribution to the dietary intake of the
Spanish population.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES PARAMETROS

1.3. Efecto de los compuestos fendlicos y del grado de oxidacion del aceite
en sistemas modelo de galleta

El objetivo de este trabajo es investigar el efecto de los compuestos fendlicos del aceite de

oliva asi como el aceite termoxidado en la formacion de acrilamida.

Para llevar a cabo dicho propdsito se prepararon sistemas modelo de galletas a escala de
laboratorio los cuales contenian aceite de oliva virgen de baja, media y alta concentracién de
compuestos fendlicos. Paralelamente, también se elaboraron galletas con aceite de girasol
previamente termoxidado en condiciones controladas. Los sistemas fueron horneados a 190 °C
durante diferentes tiempos. La técnica analitica empleada para la determinacion de acrilamida
fue LC-MS. Adicionalmente, se midieron otros parametros como el color, la humedad, la

capacidad antioxidante, asi como el contenido en HMF, entre otros.

Los resultados mostraron que la concentracién y la composicidn de los compuestos fendlicos
afecta significativamente a la formacidn de acrilamida. Esta influencia es relevante a tiempos

prolongados de horneado.

En las galletas elaboradas con aceite termoxidado, y en el mismo tiempo de horneado que en
el estudio anterior, se observd un aumento considerable en los valores de acrilamida, un
aumento en el desarrollo del color, asi como en los niveles de HMF. Estos resultados pueden
deberse a que el proceso de oxidacion térmica del aceite favorece la formacidn de productos
de oxidacion lipidica tales como aldehidos, cetonas, etc. capaces de reaccionar de nuevo con
los grupos amino. Se puede concluir que este efecto Unicamente tiene lugar en determinadas

condiciones de humedad, tiempo y temperatura.

Parte de este estudio se ha realizado en el Departamento de Ciencia de los Alimentos de la
Universidad de Napoles “Federico I, (Portici, Italia) durante el periodo comprendido entre

febrero y marzo de 2008, bajo la supervisidn del profesor Vincenzo Fogliano.
Los resultados de dicho trabajo se presentaron en el congreso COST-927 Thermally processed

foods: possible health implication (Smolenice, Eslovaquia, 2008) como comunicacion oral.

Asimismo, ha sido publicado en la revista European Food Research and Technology bajo el

Parte experimental // 10320
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Abstract The purpose of this study was to investigate the
effect of the olive oil phenolic compounds as well as of
thermoxidised oil on the formation of acrylamide in a
cookies system. Three virgin olive oils having different
phenolic profile and a thermoxidised sunflower oil were
selected. Cookies were baked at 190 °C for different times
(8-16 min) following a basic recipe where type of oil was
the variable. Additionally to acrylamide (AA), other
parameters such as colour, moisture, antioxidant activity
(AOA), and hydroxymethylfurfural (HMF) were measured.
Results showed that concentration and composition of
phenolic moiety of virgin olive oil significantly affect the
acrylamide formation, particularly at prolonged baking
time. Virgin olive oil with a higher dihydroxy/monohy-
droxy ratio was more efficient in the AA mitigation and
AA was reduced up to 20%. Colour and AOA were not
significantly different among the three types of oils.
However, AA is dramatically increased when thermoxi-
dised oil is used with a parallel increase of browning and
HMF. It was concluded that lipid oxidation products should
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be considered as an important factor in acrylamide for-
mation during baking of fat-rich products.

Keywords Acrylamide cookie - Olive oil -
Sunflower oil - Phenolic compounds - Thermoxidation -
Carbonyl compounds

Introduction

Acrylamide (AA) monomer which is responsible of ner-
vous system damage [1], may act as a carcinogenic [2] and
mutagenic compound [3]. AA has been classified by the
International Agency for Research on Cancer (IARC) as
probably carcinogenic to humans [4]. AA is naturally
formed mainly in carbohydrate rich foods during thermal
treatment [5]. According to the most recent data, average
human intake is estimated to be 0.4 pg/kg bw/day from
2 years of age onwards [6]. However, the intake may vary
widely from 0.3 to 2 pg/kg bw/day or may reach even
5 pg/kg bw/day at the 99th percentile [6]. The main food
commodities contributing to the AA exposure were French
fries, potato crisps, coffee, biscuits and bread, while others
food items contributed less than 10% of the total exposure
[7]. All in all, the discovery of AA as new heat-induced
toxicant in foodstuffs led to a public health concern and
different National and International bodies aimed activities
for risk evaluation.

Reducing sugars and asparagine are the most important
precursors in the formation of acrylamide in foods linked to
the Maillard reaction (MR) through the decarboxylation of
the Schiff base in a Strecker-type reaction [8, 9]. Another
possible, although secondary pathway reported for acryl-
amide formation is from lipid oxidation, triacylglycerols
can hydrolyse to glycerol, forming acrolein from the
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thermal degradation which is a precursor of acrylamide [8,
10]. Acrylic acid may also rise from the oxidation of
acrolein which can be found in the thermal degradation of
lipids [11].

Due to the current interest of AA formation in cooked
foods, several studies have been carried out in order to
minimise its concentration in different food categories.
Most effective approaches to be implemented at industrial
scale have been compiled by the CIAA who developed a
guide called Acrylamide Toolbox [12]. Recent investiga-
tions indicated that antioxidant compounds could be an
effective tool to inhibit acrylamide production [13-15], but
opposite evidence about the effect of antioxidant on
acrylamide formation have also been reported. For
instance, Tareke [16] found that the addition of antioxi-
dants (butylated hydroxytoluene, sesamol, vitamin E) to
meat before heating enhances the formation of acrylamide.
This author hypothesised that antioxidants might protect
acrylamide from further radical-initiated reactions. Vattem
and Shetty [17] reported that formation of acrylamide in
fried potato slices previously treated with phenolic anti-
oxidants from cranberry and oregano increased when
exogenous phenolic is present. Rydberg et al. [18] mixing
in homogenised potato ascorbyl palmitate and sodium
ascorbate, as well as oxidants such as benzoyl peroxide and
hydrogen peroxide, found that the effect on acrylamide
content is small or nonexistent.

It is well known that MR and lipid oxidation are inter-
related and the products of each reaction influence the
development of the other. Recent findings from model
system suggested that some lipid oxidation products can
affect acrylamide formation [19]. But, studies on the
influence of oxidised oil on acrylamide formation in food
are scarce and mainly refer to French fries or potato crisps
during the frying process [20]. Also, emulsions with
acrylamide have been used to study the effect of the oxi-
dised oil [21], but no studies have been carried out about
the influence of thermoxidised oil as food constituent,
particularly during baking of cookies. Indeed, recent papers
dealing with acrylamide formation in baked products
did not consider the variable of fat oxidation or fat
oxidizability [22, 23].

In a previous study, we showed the relationship between
the concentration of ortho-diphenolic compounds of the
frying olive oil and acrylamide formation in potato crisps
[24]. These phenolic compounds with antioxidant proper-
ties in virgin olive oil [25], demonstrated to be also
effective in reducing the heterocyclic amines formation in
meat [26]. Based on this knowledge, the main objective of
this work was to investigate the effect of the oil compo-
sition on the acrylamide formation in a cookie system
where oil is a part of the formulation. For this purpose,
three virgin olive oils containing different profile of
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phenolic compounds and a thermoxidised sunflower oil
were used.

Materials and methods
Materials

All chemicals used were of analytical grade and were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
unless mentioned otherwise. '*Cs-Acrylamide (isotopic
purity 99%) was from Cambridge Isotope Labs (Andover,
MA, USA). Methanol and acetonitrile (HPLC grade) were
from Scharlau (Barcelona, Spain). Potassium hexacyano-
ferrate, zinc sulphate, formic acid (98%) were of analytical
grade and obtained from Panreac (Barcelona, Spain). Ultra
pure water was used throughout the experiments (Milli-Q
system, Milliporem Bedford, MA, USA). Oasis-HLB car-
tridges (30 mg, 1 mL) were supplied by Waters (Milford,
MA, USA). Glass vials with septum screw caps were
supplied by Agilent Technologies (Wilmington, DE, USA).
Wheat flour, salt and sugar were sourced from local pro-
ducers in Italy.

Methods
Dough preparation and baking conditions

The recipe of the model cookies was prepared according to
Gokmen et al. [22] with some modifications. Recipes were
formulated with 80 g wheat flour, 1 g salt, 17 g deionised
water, 24 g oil, 1.2 g sodium bicarbonate and 35 g sugar.
Recipes were identified according to the composition of the
oils. The ingredients were thoroughly mixed, and dough
was rolled out to discs with 5 cm of diameter and 2 mm of
thickness using a manual laminator (Imperia, Lusso, sp 150
model, Bologna, Italy). In each trial, four cookies were
prepared and baked at 190 °C for 8, 10, 12, 14 and 16 min
in an oven without air convection (Rex, Electrolux,
Pordenone, Italy). After baking, the samples were photo-
graphed, grinded and stored (Laboratory Blender, Waring
Commercial, Torrington, USA). Two complete indepen-
dent trials of baking were carried out to investigate the
effect of phenolic compounds content and three indepen-
dent trials were carried out for the experiment with
thermoxidised oil.

Oil samples

Three different olive oils (VO) were used in the baking
experiments: a refined olive oil purchased at local market
with low phenolic compounds (LO, control), a virgin olive
oil (from Olea europaea cv. Coratina) with intermediate
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content in phenolic compounds (IO) and virgin olive oil
(from Olea europaea cv. Ravece) rich in phenolic com-
pounds (HO). The two virgin olive samples showed values
of free acidity (0.1 and 0.2 g/100 g, respectively) peroxide
number (10 and 13 mEqO,/kg, respectively), and spectro-
photometric indices (K232, K270 and AK) within the limits
for extra VOs as defined by EC Regulation (CE) 1989/2003
relative to the characteristics of olive oils, olive pomace
oils, and related analytical methods.

Thermoxidised oil (TXSO) was prepared from sun-
flower oil (CSO, control). Sunflower oil (100 g) was
weighed out in two open beakers and heated at 180 °C for
17 h in an oven (Memmert, Hannover, Germany). Both,
control oil no-heating and oxidised oil, were used to pre-
pare the dough. The degree of oxidation was measured as
the peroxide value, determined by the standard iodometric
method, according to the AOCS Official method Cd 8-53
[27]. The sunflower oil lipid peroxidation was determined
by thiobarbituric acid reaction (TBA test). TBARS value
was measured according to Fee and Teitelbaum [28].
Briefly, 1 g oil was mixed with 5 mL of distilled H,O and
5 mL of hexane, vortexed, and the precipitate was removed
by centrifugation at 1,800g for 10 min. After the addition
of 1.5 mL of 0.6% (w/v) TBA, the supernatant was mea-
sured at 532 nm using a malondialdehyde (MDA) standard
curve.

Extraction of phenolic compounds from virgin olive oil

Extraction of phenolic compounds was performed accord-
ing to the method of Cortesi et al. [29]. Briefly, olive oil
(50 g) was dissolved in hexane (50 mL), and polar com-
pounds were extracted with methanol/water (3:2, v/v,
3 x 30 mL). The final extract was washed with hexane
(50 mL), and then the solvent was evaporated under
reduced pressure at 40 °C. The residue obtained was
weighed, dissolved in methanol, filtered through 0.2 pm
filters (Amicon, Boca Raton, Florida), and used for deter-
mination of total phenolic compounds, HPLC separation,
for LC-MS analysis.

Determination of tocopherol and total phenolic compounds
content

The amount of phenolic compounds was given as gallic
acid equivalents and determined according to the Folin-
Ciocalteu method [30]. Briefly, 2.5 mL of Folin-Ciocalteu
reagent, diluted tenfold in water, was added to the different
virgin olive oils. The mixture was incubated for 2 min at
room temperature, and 2 mL of sodium carbonate was
added. The mixture was incubated for 15 min at 50 °C and
finally cooled in a water-ice bath. The specific absorbance

at 760 nm was immediately measured. Tocopherol content
was determined according to Psomiadou et al. [31].

LC-MS analysis of virgin olive oils phenolic extracts

Virgin olive oils phenolic compounds were tentatively
identified by LC-MS, as previously described [32]. HPLC
runs were performed on a Shimadzu instrument configured
with two LC-10AD pumps and a SLC10 A control system.
Phenolic compound separation was performed on a Biosil
Cig HL 90-5S column (5 pm, 4.6 x 150 mm) (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). MS analysis was carried out on an
API-100 single quadrupole mass spectrometer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) equipped with an
atmospheric pressure chemical ionisation (APCI) ion
source.

The instrument used nitrogen as curtain gas and air to
dry the ion spray. Preliminary experiments were also per-
formed using an electrospray ion source (ESI). The HPLC
equipment was connected to the described above using
a flow rate of 0.8 mL/min. Ionisation was achieved at a
temperature of 70 °C using a probe voltage of 4.8 kV and a
declustering potential of 70 V. The mass-to-charge ratio
scale was calibrated with the ions of ammonium adduct of
polypropylene glycol. Full-scan spectra were acquired
from 100 to 800 atomic mass units (amu) using a step size
of 0.5 amu and a dwell time of 2 ms. Single ion monitoring
(SIM) was performed simultaneously for four ions: 305,
321, 363 and 379 amu corresponding to the molecular ions
(MH™") of the main phenolic compounds and to 357 for
pinoresinol. In these experiments, a 500 ms dwell time was
selected. Quantitative determination of secoiridoid com-
pounds was obtained using a calibration curve constructed
with oleuropein as standard; pinoresinol was quantified
using a calibration curve obtained with pure standard.

LC-ESI-MS determination of acrylamide

Powdered sample (0.450 g) was weighed and mixed with
5 mL water in polypropylene centrifugal tubes. Mixture
was spiked with 100 pL of a 10 pg/mL ['*Cs]-acrylamide
methanolic solution as internal standard and later homog-
enised (Ultra Turrax, IKA, Mod-T10 basic, Germany) for
1 min. Afterwards, sample was treated with 750 pL of each
Carrez I and Carrez II solutions and centrifuged (9,000g for
10 min) at 4 °C. For sample clean up, Oasis-HLB car-
tridges were used. Cartridges were preconditioned with
1 mL methanol and 1 mL water. An aliquot of the clear
supernatant (1 mL) was loaded onto the cartridge at a flow
rate of 2 mL/min and first drops were discharged and the
rest collected. Solution was filtered through a 0.45-um
filter into an amberlite LC-MS vial.
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LC-ESI-MS analysis were performed as described by
Rufian-Henares et al. [33] with minor modifications [34]
using an Agilent 1100 liquid chromatograph coupled to an
Agilent Quadrupole MS detector (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA). Analytical separation was achieved
with an Inertsil ODS-3 column (25 x 0.46 cm, 5 pum)
(GLC-Sciences, Tokyo, Japan) at 32 °C. Isocratic elution
was achieved with a mobile phase of 0.2% formic acid in
water at a flow rate of 0.6 mL/min. Electrospray ionisa-
tion in the positive ionisation mode was used. The MS
detector operated in selected ion monitoring (SIM) mode
at m/z ratios of 72.1 and 75.1 for acrylamide and []3C3]-
acrylamide, respectively. A delay time of 8 min was
selected to avoid the introduction of co-extracted matrix
components into the MS instrument prior acrylamide
elution. The needle and cone voltages were set at 3.0 kV
and 100 V, respectively. Nitrogen was used as nebulizer
gas (12.0 L/h) and the source temperature was set at
300 °C. Acrylamide was quantified using a linear cali-
bration function that was established with standard
solutions of acrylamide and ['*Cs]-acrylamide in Milli-Q
water (5-100 pg/L). Acrylamide contents in sample
extracts were calculated from the calibration slope and
intercept value, taking into account the recovery calcu-
lated by means of ['*Cs]-acrylamide slope. The limit of
the quantitation was set at 20 pg/kg. Precision (repro-
ducibility) was lower than 12% and recovery between 84
and 109%. Recently, CSIC laboratory has participated in
an EU validation study of IRMM (2008) for the deter-
mination of acrylamide in potato crisps with satisfactory
results (z-score, —0.5). Additionally, a reference material
(crispbread) from Proficiency test 3018 from FAPAS®
(Central Science Laboratory, UK) was used, assigned
value was 101 pg/kg and reported value was 103 pg/kg
being satisfactory. The analysis is integrated within
the scope of a certified laboratory controlled by
AENOR (Spanish Association for Standardisation and
Certification).

HPLC determination of HMF

HMF determination was based on the method of Garcia-
Villanova et al. [35] with slight modifications. Ground
sample (500 mg) was suspended in 5 mL of deionised
water clarified with 0.25 mL each of potassium ferrocya-
nide (15% wi/v) and zinc acetate (30% w/v) solutions. The
resulting mixture was centrifuged at 4,000 rpm for 10 min
at 4 °C. The supernatant was collected and two further
extractions were performed using 2 mL of deionised water.
The extracts were filtered (0.45 pm) and analysed by
HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan). The mobile phase was a
mixture of acetonitrile in water (5% v/v) at a flow rate of
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1 mL/min under isocratic conditions and a Synergy 4 pum
Hydro-RP 80A, 25 x 4.6 cm (Phenomenex) column. The
UV detector was set at 280 nm and HMF was quantified
using the external standard method within the range 0.025—
75 mg/L. The limit of detection of the method was
0.010 mg/L while the reproducibility in cookies was 1.50%
(CV). All the analyses were performed in triplicate and the
results expressed as mg/kg sample.

Antioxidant activity assay

ABTS, 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid), assay for insoluble samples was carried out accord-
ing to Serpen et al. [36]. The antioxidant capacity was
expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) which is defined as the amount of Trolox (mmol)
necessary to obtain the same antioxidant capacity.

Moisture content

The moisture content was determined by a gravimetric
method as described in AOAC-925.10 [37]. Samples
(~1 g) were weighed accurately into a test tube and they
were dried until constant weight in oven at 105 °C. The
experiment was carried out in duplicate.

Colour determination

Colour of baking cookies has been measured in units
L*a*b* using a Konica Minolta CM-3500d reflectance
spectrophotometer (Konika Minolta Sensing INC, Japan).
L*a*b* is an international standard for colour measure-
ments, adopted by the Commission Internationale
d’Eclairage (CIE) [38] in 1974. L* is the luminance or
lightness component, which ranges from 0 to 100, and
parameters a* (from green to red) and b* (from blue to
yellow) are the two chromatic components. The colour (E)
was determined according to the following equation:

*2 *2 >‘<2 1/2
E:(L ta +b)

L* being the brightness, a* the redness and b* the
yellowness [39]. The instrument was calibrated each time
with a white and a black ceramic plate. Each sample was
scanned twice in three different places.

Statistical analysis

Data were analysed using Microcal Origin, version 7.5
(Origin Lab Corp, Massachusetts, USA). Values were
presented as means + SD. Differences with P < 0.05 were
considered statistically significant using Tukey test.
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Table 1 Main phenolic compounds (mg/kg) in the three virgin olive oils used in the different cookie recipes determined by LC-MS

Sample  3,4-DHPEA-EDA 3.4 DHPEA-EA p-HPEA-EDA  p-HPEA-EA  Pinoresinol  Total phenolic ~ Dihydroxy/monohydroxy
HO 226 81 148 32 227 714 1.7
10 80 46 111 26 104 367 0.9
LO 5 n.d. 10 n.d. 10 25 0.5

Total phenolic content is given as sum of the single compounds. In the last column the ratio between dihydroxy and monohydroxy secoiridoids is
reported. Total phenolic content was expressed as gallic acid equiv (mg/kg)

LO low phenolic compounds content oil; /O intermediate phenolic compounds content oil; HO high phenolic compounds content oil; 3,4-
DHPEA-EDA dialdehydic form of elenolic acid linked to hydroxytyrosol; 3,4 DHPEA-EA oleuropein aglycon; p-HPEA-EDA dialdehydic form

of elenolic acid linked to tyrosol; p-HPEA-EA ligstroside aglycon

Results

Characterisation of virgin olive oil phenolic compounds
and influence on formation of acrylamide

Three types of virgin olive oils (VO) were selected
according to their content in phenolic compounds and
classified according to their total phenolic profile by
LC-MS in high (HO), intermediate (IO) and low (LO)
content as reported in Table 1. Recorded values agreed
with previous findings reported for Italian VO [24]
being oleuropein (3,4 DHPEA-EA), ligstroside aglycon
(p-HPEA-EA), the dialdehydic form of enolic acid
linked to hydroxityrosol (3,4-DHPEA-EDA) and tyrosol
(p-HPEA-EDA) the main detectable compounds. HO had
twofold more phenolic compounds than the IO, and also a
higher ratio dihydroxy/monohydroxy derivates. LO, which
is a refined olive oil, had a concentration of phenolic
compounds of less than one-tenth with respect to the ori-
ginal virgin oil. On the other hand, tocopherol content was
not significantly different among samples being 201, 215
and 197 mg/kg in the HO, IO and LO, respectively.

LO, IO, and HO were used in the formulation of three
cookie dough to investigate the effect of the olive oil
phenolic profile on the formation of acrylamide during
baking. Changes in acrylamide in the three recipes for-
mulated with different oils were shown in Fig. 1. As
expected, acrylamide increased with the time of baking for
all the recipes in agreement with literature [40, 41], and no
significant differences among recipes were found for short
baking times. However, acrylamide levels were signifi-
cantly higher in LO system when prolonging the baking
time up to 16 min reaching a moisture content about 3.5%.
As expected, moisture content decreased (from 7.0 to
3.5%) as baking time increased (from 8 to 16 min), but no
significant differences were noticed among recipes. At
16 min of baking, formation of acrylamide was higher
(805 pg/kg) in recipe LO than in the recipe formulated
with HO (637 ng/kg), thus a reduction of 20% was noticed.

The effectiveness of VO on the reduction of AA was
quantitatively correlated with the content of phenolic
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Fig. 1 Acrylamide formation in model cookies baked at 190 °C for
different times and formulated with three VO samples (LO low
phenolic compounds content; /O intermediate phenolic compounds
content; HO high phenolic compounds content). Letters indicate
significant differences (P < 0.05)

compounds as showed in Fig. 2. There was an inverse
linear relationship between the total phenolic compounds
content and ortho-diphenolic content with AA in cookies
baked for 16 min. The response (slope) for ortho-diphen-
olic compounds (—0.5504, r = 0.9956) was double than
total phenolic compounds (—0.2438, r = 0.9998) showing
that ortho-diphenolic could be one of the key contributing
substances in the acrylamide reduction.

Effect of thermoxidised oil on the formation
of acrylamide

Sunflower oil was used for the thermoxidation experiment
since virgin olive oil has a higher resistance towards lipid
oxidation [42]. Thus, two types of oils were used; TXSO
(thermoxidised sunflower oil) and CSO (control sunflower
oil). Peroxide values were 33.5 and 1.8 meq O,/kg for
TXSO and CSO, respectively. TBARS was 1.98 nmol
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Fig. 2 Relationship between virgin olive oil phenolic compounds
(total and ortho-diphenolics) and acrylamide formation in cookies
baked at 190 °C for 16 min

MDA/g for TXSO while CSO had a TBARS value below
the detection limit.

Acrylamide content in cookies systems, when the recipe
was formulated with TXSO oil as compared with the control
CSO, is showed in Fig. 3. Baking experiments using both
oils showed similar content of acrylamide up to 14 min, but
a different behaviour was found for the final cooking time.
At 16 min, AA rapidly increased in cookies formulated with
TXSO oil, and reaching levels about 59% higher as com-
pared with CSO. This finding indicated that thermoxidised
oil plays a role on the formation of acrylamide at prolonged
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Fig. 3 Acrylamide formation in model cookies baked at 190 °C for
different times and formulated with different types of olive oils and
thermoxidised oil (CSO control sunflower oil; T7XSO thermoxidised
sunflower oil)
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baking times, increasing abruptly acrylamide content on
cookies baked with this oil. This experiment was com-
pletely repeated once again in four independent baking
experiments and also using different starting CSO and
TXSO (17 h of thermoxidation), but similar behaviour was
obtained. The concentration of acrylamide was up to 136%
higher in TXSO system. It can be concluded that the use of
oxidised oil in the cookies formulation led to a huge
increase in the formation of acrylamide during baking.

Effect of baking time on antioxidant activity (AOA)

In Fig. 4, the AOA of cookies baked with different type of
oils at various baking times is reported. Baking increased
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Fig. 4 Effect of baking time and oil composition on the antioxidant
activity of cookies. a Effect of phenolic composition, b effect of
thermoxidation. Labels as Fig. 1
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the antioxidant capacity in all the recipes in agreement with
other authors [23], but there were no differences among the
formulations containing VO with different phenolic con-
centrations, suggesting that the increase of the antioxidant
activity was mainly due to the development of the MR. On
the other hand, cookies formulated with TXSO oil showed
a significant increase of antioxidant activity at 16 min of
baking. Again, this result pointed out that final products of
lipid peroxidation feedback the MR in different stages
promoting the formation of substances with antioxidant
activity, as previously observed for acrylamide.

Colour development

The effect of baking time and oil composition on the colour
index is shown in Fig. 5a. These results indicated a linear
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Fig. 5 Effect of baking time and oil composition on the colour of
cookies. a Effect of VO phenolic composition, b effect of oil
thermoxidation. Labels as Fig. 1

decrease in the E-value with the baking time since the
intensity of browning increased with baking time due to
MR and caramelisation. Lightness parameter (L*) has a
strong influence in the calculation of E-value. A rapid loss
of luminosity is translated in a reduction of the L* value
and consequently in the FE-value. Data did not show
statistically different E-values for the three VO used,
concluding that the colour did not change significantly
when different concentrations of phenolic compounds in
the oils were used. This result confirms our previous
findings in a potato crisp frying system [24].

The influence of thermally oxidised oil on colour was
also investigated (Fig. 5b). The colour values (E-value) for
TXSO were similar to values obtained for cookies formu-
lated with control CSO until 14 min whereas a more rapid
decrease was observed from 14 to 16 min in thermally
oxidised oil. Thus, after 14 min, these biscuits became very
dark.

Correlation between colour development
and acrylamide formation

The correlation between acrylamide content and browning
(E-value) for the recipes containing olive oil with different
content of phenolic compounds and system with therm-
oxidised oil are reported in Fig. 6a and Fig. 6b,
respectively. Results showed a linear correlation between
colour and acrylamide formation regardless the type of oil
used in the formulation; following an average regression
equation of AA = —26.082 x E-value 4+ 2003.86 (* =
0.997). Lower levels for E-value reflect higher browning
and higher formation of AA. However, in the Fig. 6b, it
can be observed that E-value was significantly lower when
TSXO was used. Colour changed significantly (E-value
varied between 74 and 34) and AA content increased
dramatically from 123 to 848 pg/kg compared to the con-
trol oil showing less increase both in colour (E-value varied
between 76 and 51) and acrylamide content (43-535 ng/
kg). Regression equations were; AA = —20.486 x
E-value + 1622.3 (©* = 0.989) and AA = —17.980 x
E-value + 1469.8 (r2 = 0.977) for control and TSXO
systems, respectively.

Influence of phenolic compounds and oil
thermoxidation on the formation of HMF

Briefly, addition of olive oil with different profile in phe-
nolic compounds did not show an effect on HMF
formation. HMF was not detected at 8, 10 and 12 min of
baking, but levels increased from 1 to about 9 mg/kg for 14
and 16 min, respectively. However, presence of TSXO
largely enhanced HMF formation at the end of baking
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Fig. 6 Relationship between colour (E-value) and acrylamide con-
tent in cookies formulated with different types of oils. a Effect of
virgin olive oil phenolic content, b effect of thermoxidised sunflower
oil. Labels as Fig. 1

compared to fresh oil, being 248 and 5 mg/kg for TSXO
and control, respectively.

Discussion

The large number of textural, physicochemical and orga-
noleptic changes which take place during baking are very
important to consumers’ acceptance. MR, caramelisation
and lipid oxidation are the most relevant chemical reactions
during baking process.

The interplay between lipid oxidation and MR has been
widely described [43], and it is known that oxidised lipids
compete very efficiently with carbohydrates for MR.
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Ehling et al. [44] showed, in model systems, that acryl-
amide is formed during fats heating in presence of
asparagine, and that polyunsaturated oils gave significantly
higher amounts of acrylamide than fats less easy to oxidise.
Recently, the ability of specific lipid oxidation products to
enhance the formation of acrylamide was demonstrated
both in lipids [19] and sugar/amino acids model systems
[45].

In this framework, data obtained showed that there
was an inverse relationship between the amount of phe-
nolic compounds and acrylamide formed during baking.
This finding supported the hypothesis that VO phenolic
compounds could be able to block the radical-mediated
degradation of sugars from caramelisation and/or to delay
the formation of lipid oxidation products that will
increase acrylamide formation [19]. Polar antioxidants
such as VO phenolic compounds act very efficiently at
the interface between fat and wheat (i.e. the conditions of
the dough) [46]; therefore, they could be also particularly
efficient in scavenging dicarbonyls formed through MR.
A similar effect was already reported in our previous
study showing a reduction of acrylamide in potato crisps
fried in VO having high content in phenolic compounds
[24].

VO is mainly constituted by monounsaturated fatty acid
and it is protected from oxidation by phenolic compounds
and by tocopherol, so a thermoxidised sunflower oil was
used to investigate the effect of oil oxidation on the for-
mation of the acrylamide. Data clearly showed that the use
of thermoxidised oil markedly enhanced acrylamide for-
mation. Probably, there are different possible explanations
for this finding. During thermoxidation of the oil, unstable
hydroperoxides are formed; they are converted into sec-
ondary oxidation products such as short-chain acids,
epoxides, aldehydes and ketones [47-49]. These highly
reactive carbonyl compounds enhanced MR and therefore,
probably influenced the formation of acrylamide [45]. It is
worth noticing that acrylamide concentration significantly
increased only at the final cooking time. This suggested
that lipid oxidation products promoted acrylamide forma-
tion only at specific conditions of moisture, time and
temperature.

It is known that mechanism for acrylamide formation
involves the formation of a Schiff base from the reaction of
a carbonyl compound with asparagine, followed by
decarboxylation in a Strecker-type reaction to give an
unstable intermediate. Hydrolysis of the decarboxylated
Schiff base gives 3-APA which on elimination of ammonia
yields acrylamide. It was established that the activity of
carbonyl compounds determines the reaction rate: in model
systems, the highest yields of acrylamide are obtained for
hydroxycarbonyls as compared with sugars. Recently, Ait-
Ameur et al. [50] confirmed the formation of aldehydes
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(mostly, E,E,2,4-decadienal and nonanal) in a cookie
model system heated at 300 °C up to 10 min and they
found that their concentrations decreased after 68 min of
baking due to reaction with dough proteins. In addition to
reducing sugars, other carbonyl compounds, including lipid
peroxidation products are also able to react with amino
groups. Lipid oxidation produces a number of carbonyl
derivatives which feedback the Maillard reaction. Hidalgo
and Zamora [51] showed that 4,5-epoxy-alkenals, a lipid
oxidation product, also produce the Strecker degradation of
amino acids. Furthermore, final lipid oxidation products are
able to react with amino acids to form their corresponding
Strecker aldehydes [43]. It was recently described that
some lipid oxidation products, particularly 2,4-decadienal,
promoted acrylamide formation [19]. Hence, it is plausible
that the higher yields of carbonyls in the thermoxidised oil
could be responsible for significant increase of the acryl-
amide formation in cookies.

These results are also in agreement with other authors
that stated the possible effect of deep-frying on the acryl-
amide formation [48, 52], but these results were not
consistent with earlier findings in model systems [20, 21,
53] where oil oxidation did not significantly influence
acrylamide formation.

Data showed a linear increase of the antioxidant activity
during cooking which confirm our previous finding [54]
and are probably due to the formation of enediol structures
reductones which break the radical chain by donation of
hydrogen. The direct procedure adopted by Serpen et al.
[36], which avoided sample extraction, proved to be par-
ticularly suitable for dry system rich with poorly soluble
MRPs such as cookies. In fact, the increase of the antiox-
idant activity is mainly due to the formation of insoluble
component which cannot be detected using the conven-
tional extraction-dependent protocols. On the other hand, it
was surprising that the three oils with different content in
phenolic compounds did not confer different value of
antioxidant activity in the final product.

The correlation between colour development and
acrylamide formation has been largely reported [22, 55,
56]. The correlation between colour and acrylamide for-
mation in our system, particularly in the case of
thermoxidised oil, suggested that the action of phenolic
compounds in this system is not specifically on acrylamide
pathway, but on the overall formation of carbonyl com-
pounds both from MR or lipid oxidation. In fact, the strong
browning development and the huge formation of HMF
using thermoxidised oil may be attributed to the formation
of coloured products during the advanced stages of the
lipid oxidation such as low molecular weight monomers
like 4,5-epoxy-2-alkenals or 4-hydroxyalkenals [57]. These
carbonyl compounds promote acrylamide formation and
consequently, change the surface browning.

Conclusion

The presence of virgin oil phenolic compounds in the
formulation of the dough significantly affects the acryl-
amide formation in a cookie model system. Reduction up
to 20% could be achieved at moderate baking conditions
(190 °C). Mechanism of action is not fully understood,
however, antioxidants might minimise the extent of the
reactions mediated by carbonyl compounds derived by
lipids, as recently observed also in a fats-rich cocoa model
system [58]. Our investigation also supports the hypothesis
that secondary lipid oxidation products actively partici-
pated in the formation of acrylamide in fat-rich foods. Our
working hypothesis and a future research requirements in
this field is that phenolic compounds, thanks to their
intermediate polarity, are positioned at the interface
between lipid and hydrophilic environment. They could act
on one by side blocking the radical-mediated degradation
of sugars and on the other by delaying the formation of
lipid oxidation products. In both cases, the outcome is the
reduction of the reactants available for acrylamide forma-
tion. Lipids have been traditionally omitted from the
schemes of acrylamide formation in foods, but this research
suggested that in a cookie model, the oil characteristics can
significantly affect the final concentration of acrylamide.
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Capitulo 2

Desarrollo de un método analitico para la determinacién
de glioxal y metilglioxal en galletas. Estudios sobre la
influencia de compuestos dicarbonilicos en la formacion
de acrilamida e hidroximetilfurfural






GLIOXALY METILGLIOXAL

2.1. Analisis, distribucion y exposicion dietética de glioxal y metilglioxal en
galletas

El objetivo de este segundo capitulo es desarrollar un método que permita llevar a cabo la
determinacién de glioxal y metilglioxal en galletas, y asi estudiar su relacién con la formacién

de acrilamida e HMF.

Para la separacion y deteccion de los compuestos 1,2-dicarbonilicos se empled HPLC-UV,
previa derivatizacion con orto-fenilendiamina (OPD) para formar los correspondientes

derivados de quinoxalina. A continuacién se presenta la reaccion que tiene lugar.

Il? HoN R N\
O 5
CHO HoN N
R = H; Glioxal OPD Derivado de quinoxalina
R = CH3. Metilglioxal

Figura 12. Reaccion de glioxal y metilglioxal con OPD para la formacién de sus correspondientes
derivados de quinoxalinas.

Como en toda separacién y con el fin de obtener una mejor resolucién, se evaluaron y
optimizaron los parametros mas influyentes: la columna analitica, la fase mdvil, la relaciéon
peso de muestra/volumen de extraccion y el porcentaje de mezcla de los disolventes
empleados. El tipo de extraccion empleado no fue selectivo, por lo que ademdas de los
compuestos de interés también se extrajeron muchos otros (por ejemplo la 3-deoxiglucosona).
Estos compuestos pueden actuar como interferentes a la hora de la separacion y cuantificacion
final con las técnicas existentes en los laboratorios de andlisis de rutina, como es el caso de
HPLC-DAD utilizada en este trabajo. Con el fin de eliminar dichas interferencias se realizdé un

proceso de SPE que fue optimizado para obtener mejores recuperaciones.

Las condiciones dptimas de extraccion y elucion de los compuestos objeto de estudio fueron
las siguientes: una relacién 1:10 (g muestra/mL), empleando como disolvente de extraccion
una mezcla de metanol:buffer fosfato (50:50, v/v), y como cartucho de SPE los Oasis HLB.
Finalmente, la elucidn se llevd a cabo con una fase mdvil formada por metanol y agua

acidificada con 0,5% de acido acético (60:40, v/v) y una columna analitica ACE Cys.

Parte experimental // 107 2



Las curvas de calibrado obtenidas mostraron buena linealidad en el rango de concentraciones
estudiado (0,01-0,8 pug/mL). Los limites de cuantificacion calculados fueron de 1,5 y 2,0 mg/kg
para el glioxal y metilglioxal, respectivamente. El método analitico presentd buena precision,
con RSDs menores a 7% en todos los casos y con recuperaciones dentro del intervalo de 97 a

114% utilizando un patrén interno (**Cs-acrilamida).

Tras la validacion interna, el método se aplic6é a 26 muestras de galletas comerciales
obteniéndose valores medios de 15,0 mg/kg y 29,9 mg/kg para el contenido en glioxal y

metilglioxal, respectivamente.

Con objeto de evaluar el efecto del horneado en la formacién de glioxal y metilglioxal, se
prepararon en el laboratorio una serie de modelos de galletas y se hornearon a 190 °C durante
diferentes tiempos. Los resultados confirmaron la dependencia de la concentracién de los
compuestos 1,2-dicarbonilicos con la extensién del procesado. Ademas, se demostré una
relacion directa entre la acrilamida y el HMF con los compuestos dicarbonilicos en las
condiciones de horneado estudiadas. Con respecto a las galletas comerciales, se observd
también una relacidn significativa con la acrilamida aunque no con el HMF. Las galletas con los
niveles mas elevados en metilglioxal y acrilamida correspondieron a aquéllas elaboradas con

bicarbonato amdnico y/o fructosa.

Finalmente, la exposicién dietética de la poblacién espanola al glioxal y metilglioxal a través de

las galletas fue estimada en 213 y 216 pg/persona/dia.

Este articulo ha sido publicado en la revista Journal of Agricultural and Food Chemistry con el
titulo de “Analysis, distribution, and dietary exposure of glyoxal and methylglyoxal in cookies

and their relationship with other heat-induced contaminants” .
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Analysis, Distribution, and Dietary Exposure of Glyoxal and
Methylglyoxal in Cookies and Their Relationship with Other
Heat-Induced Contaminants

GEMA ARRIBAS-LORENZO AND FrANCISCO J. MORALES*

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Instituto del Frio-ICTAN, Jose Antonio Novais 10,
28040 Madrid, Spain

Thermal processing of food leads to the formation of dicarbonyls such as glyoxal (GO) and
methylglyoxal (MGO), which are potentially harmful because they are precursors of advanced
glycation end products (AGEs). GO and MGO formation was examined during the baking process of
cookies as cookies are a widely distributed food commodity in Western diets. GO and MGO were
chromatographically analyzed after employment of an improved method of derivatization with
orthophenylenediamine to produce stable quinoxaline derivatives. Sample extraction, cleanup,
and chromatographic conditions were evaluated to provide an in-house validated procedure for
GO and MGO analysis in cookies. Quantification limits were set at 1.5 and 2 mg/kg for GO and
MGO, respectively, with an average recovery of 103% and a calculated precision lower than 7%.
Studies were carried out both on laboratory-scale cookies under controlled conditions and on
commercial samples as well. GO and MGO values in commercial cookies ranged from 4.8 to
26.0 mg/kg and from 3.7 to 81.4 mg/kg, respectively. Commercial cookies made from ammonium
bicarbonate and fructose showed the highest levels of MGO. Dicarbonyls were rapidly formed on the
upper side of the cookie regardless of the shape or thickness of the samples, confirming there was a
surface effect. Under controlled baking conditions, the formations of GO and MGO were linearly
correlated with baking time. MGO formation was related with acrylamide, a heat-processing
contaminant, in commercial cookies, but this relationship was not observed for 5-hydroxymethyl-
furfural. Dietary exposure of the Spanish population to GO and MGO from cookies was estimated to

be 213 and 216 ug/person/day, respectively.

KEYWORDS: Glyoxal; methylglyoxal; cookies; acrylamide; hydroxymethylfurfural

INTRODUCTION

Since the last century, a-dicarbonyl research has become an
interesting field in both food chemistry and medical science,
mainly due to the implications of o-dicarbonyls in public
health (/—3). Glyoxal (GO) and methylglyoxal (MGO) have
been given special attention because they are reactive intermedi-
ates formed by heat processing such as roasting, frying, and
baking, as well as by food storage. a-Dicarbonyls are not only
known to be important precursors of color and aroma substances
but also lead to protein modifications with nutritional conse-
quences. In vivo, dicarbonyls react irreversibly with proteins,
forming advanced products analogous to those found in none-
nzymatically glycosylated proteins, which are characteristic in
aging, atherosclerosis, and diabetic and uremic subjects (4). Their
presence suggests potential health risk issues related to mutageni-
city and carcinogenity (5, 6), with GO causing DNA lesions (7)
both in vitro and in vivo studies. MGO inhibits protein, DNA,
and RNA synthesis in villus and crypt cells as well as in colono-
cytes, which are associated with genotoxicity in experimental

*Corresponding author (telephone 434 91 549 2300; fax +34 91 549
36 27; e-mail fjmorales@if.csic.es).
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animals (6). However, information about the effects on humans is
limited and basically related to allergic reactions (8, 9). The
potential pathophysiological role of GO and MGO is therefore
under investigation in the biomedical area due to the toxicity of
these compounds (10).

In food, a-dicarbonyls are formed by the reaction of amino
groups in proteins with reducing sugars (Maillard reaction), by
the degradation of sugars during caramelization, and by lipid
peroxidation, apart from there being an enzymatic origin in
fermented foods (/7—13). These toxic carbonyl species have been
found in several foods such as honey, with levels in the ranges of
0.2—2.7 and 0.4—5.4 mg/kg for GO and MGO, respectively (/4),
and in fermented products such as wine (up to 1556 ug/L) (15) and
beer (230—1000 ug/L) (16), where they are enzymatically formed.
In addition, they have been detected in a variety of fermented
products, edible oils (up to 6.5 mg/kg for sardine oil) (/7), and
bakery products such as bread or toast containing amounts of 0.3
and 0.79 mg/kg for GO and MGO, respectively (18).

Various chromatographic methods have been extensively des-
cribed in the scientific literature for measuring GO and MGO, espe-
cially high-performance liquid chromatography (HPLC)-based
procedures, capillary electrophoresis, and gas chromatography.

©2010 American Chemical Society
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Derivatization of a-oxoaldehydes with diamino derivates of
benzene such as o-phenylenediamine (OPD) and conversion into
corresponding quinoxaline derivates with UV detection has been
reported as allowing a more specific estimation of these com-
pounds, especially if used in conjunction with HPLC (19, 20).

A number of studies have reported the formation of a-
dicarbonyls resulting from carbohydrate and amino acid reaction
during thermal treatment of foods, conditions that also favor
acrylamide (AA) and S5-hydroxymethylfurfural (HMF) forma-
tion. AA and HMF have been defined as heat-induced processing
contaminants potentially harmful to humans (27, 22). Further
studies on GO and MGO formation pathways are necessary
because they may provide new information about the dynamics of
these toxicants in food and, subsequently, potential mitigation
strategies. Until now, knowledge of these reactive dicarbonyls in
cookies, as well as their connection with acrylamide formation,
has been limited, despite evidence indicating the important role
they play in acrylamide genesis (23). Furthermore, GO and MGO
levels in cookies have been poorly described so far.

These observations have stimulated our interest in investigat-
ing reactive dicarbonyl formation with respect to the formation of
new processing contaminants. With this in mind, an in-house
validated HPLC-UV method for the determination of GO and
MGO in cookies has been developed. Additionally, their relation-
ship with AA and HMF was also studied to get further insight
into their formation dynamics and finally an estimation of
exposure from cookies to these dicarbonyls.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. HPLC grade methanol was purchased from LabScan
(Dublin, Ireland). Acrylamide (99%), S-hydroxymethylfurfural, GO and
MGO solutions (40% in water w/v), OPD, quinoxaline (Q), 2-methylqui-
noxaline (2-MQ), and 5-methylquinoxaline (5-MQ) were supplied by
Sigma (St. Louis, MO). Sodium dihydrogen phosphate monohydrate
and glacial acetic acid as well as formic acid were acquired from Merck
(Darmstadt, Germany). The following materials were also used: ultrapure
water (Milli-Q system, Millipore Bedford, MA), Oasis-HLB cartridges (30
mg, 1 mL) and Oasis-MCX (30 mg, | mL) supplied by Waters (Milford,
MA), Strata-X-C (30 mg, 1 mL) obtained from Phenomenex (Torrance,
CA), and ("*C;)-acrylamide (isotopic purity = 99%) from Cambridge
Isotope Laboratories (Andover, MA). All other chemicals and reagents
were of analytical grade.

Cookie Samples. Twenty-six commercial cookies were purchased
from Spanish markets. To study the effect of the baking process on the
dicarbonyls, laboratory-scale experiments were carried out with model
cookies. The recipe was prepared according to that of Arribas-Lorenzo et
al. (24) with some minor modifications: 85 g of wheat flour, 1 g of salt, 25 g
of deionized water, 24 g of sunflower oil, 1.2 g of sodium bicarbonate, and
35 g of sugar. The dough was rolled to form disks with a diameter of 5 cm
and a thickness of 2 mm and baked at 190 °C from 9 to 17 min. Samples
were prepared in two parallel series and baked in an oven without forced
air circulation (UNE 400, Memmert GmbH, Schwabach, Germany).
Temperature was digitally controlled and monitored by software
(Celsius 2007 v8.0, Memmert GmbH). All samples were finely ground
and kept at 4 °C until analyses.

Determination of GO and MGO in Cookies. Samples of 0.5+ 0.01
g were weighed into centrifuge tubes, and 5 mL of a mixture containing
20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) and methanol (50:50, v/v) was
added. The cookies were spiked with certain amounts of 5-MQ (internal
standard). Samples were vigorously shaken for 1 min and centrifuged
(5000g for 10 min) at4 °C. A 200 uL aliquot of supernatant was mixed with
375 uL of sodium phosphate buffer and 200 uL of OPD (10 mM) and
incubated for 3 h at 65—70 °C in an oven (model 235, J. P. Selecta,
Barcelona, Spain). After cooling, 200 uL of acetic acid was added to the
derivatized mixture. The sample was then loaded onto the solid phase
extraction (SPE) column (Oasis-HLB) (the SPE step had previously been
optimized, see Results and Discussion), and eluent was discharged. Next,
1 mL of a mixture of methanol/0.5% acetic acid (40:60, v/v) and eluent was
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discharged. Finally, I mL of methanol was passed through the cartridge
and the eluent collected in an Amberlite vial. The analysis was carried out
at least in duplicate.

Analytical HPLC-UV Procedure for Quantification of GO and
MGO. GO and MGO were measured as the corresponding quinoxalines
Q and 2-MQ, respectively, after derivatization with OPD using a reverse-
phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) procedure
coupled to UV detection at 315 nm. A Shimadzu LC system (Kyoto,
Japan) equipped with an LC-20AD pump, an LC-20AD/AT low-pressure
gradient former, an SIL-10ADvp autosampler, a CTO-10AS VP oven,
and a DAD detector (SPD-M20A) was used. Separations were carried out
onan ACE CI8 column (5 um, 250 x 4.6 mm, Advanced Chromatography
Technologies, Aberdeen, U.K.). Elution was performed isocratically with
amixture of 0.5% (v/v) acetic acid in water and methanol (40:60, v/v) with
a detection of 315 nm, although UV spectra were recorded in the 190—340
nm range. Quantification was based on the peak area of each compound
divided by the peak area of the internal standard in samples versus those
found in the calibration standard. Standard stock solutions of Q and 2-
MQ were prepared in deionized water to a concentration of 4 mg/mL. The
solution was stored in the dark at 4 °C and used within 2 weeks. The
standard working solution was obtained by subsequent dilution of the
above-mentioned standard stock solutions with 0.5% (v/v) acetic acid in
water and methanol (40:60, v/v) to yield concentrations of 0.01, 0.04, 0.08,
0.12,0.16, 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8 ug/mL.

Acrylamide Analysis. AA analysis was carried out by HPLC-MS
according to the method of Arribas-Lorenzo et al. (24).

HMF Analysis. HMF determination was performed by reversed-
phase HPLC according to the method of Rufian-Henares et al. (25).

Food Consumption Data. An exposure study was carried out by the
Spanish Ministry of Agriculture, Fishing and Food based on a yearly food
consumption database (26). The statistical universe of the study compiles a
balanced, representative, and stratified probability sample of the Spanish
population taking into account, gender, age, region, and socioeconomic
status, among other factors. An average body weight of 70 kg was used to
estimate the total daily intake of GO and MGO to total population
expressed as micrograms per kilogram of body weight per day.

Statistical Analysis. Data are expressed as the mean of two or more
independent determinations. Differences with P < 0.05 were considered to
be statistically significant using the Tukey test. A Microcal Origin program
version 7.5 (Origin Lab Corp., Northampton, MA) was used.

RESULTS AND DISCUSSION

Derivatization. The derivatization procedure was based on a
previous work (20) but with some modifications to accommodate
the cookie samples. In a first step, standard solutions of target
dicarbonyl compounds (GO and MGO) were used to verify the
derivatization process. These standards were prepared at the
same concentrations as the standard solutions of their respective
quinoxalines (Q and 2-MQ), spiked with 5-MQ, and derivatized
and quantified by HPLC-UV. OPD was used to derivatize GO
and MGO into stable quinoxaline and 2-methylquinoxaline,
respectively, and its concentration was similar to that reported
on previous occasions (27). The reaction yield was determined by
comparing the calibration curve data of GO versus Q and MGO
versus 2-MQ with no significant differences being found (P <
0.05). Results showed that both curves were similar in the
concentration range studied from 0.01 to 0.8 ug/mL.

Liquid Chromatography Separation. The separation of Q, 2-
MQ, and 5-MQ (internal standard) was optimized by testing two
analytical columns (Kromasil ODS-2, 5 um, 250 mm x 4.0 mm,
and ACE C18, 5 um, 250 x 4.6 mm). The ACE column produced
better resolution and appearance of peak shapes despite having a
longer retention time for GO and MGO (data not shown). The
influence of the solvent was also investigated by comparing
methanol and acetonitrile in combination with a water solution
of acetic acid (0.5%) under isocratic conditions at different
percentages. The best separation was obtained with 60% metha-
nol and 40% water acidified with 0.5% acetic acid and a flow of
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Figure 1. Chromatograms of quinoxaline derivatives of glyoxal (GO) and methylglyoxal (MGO) and internal standard of 5-methylquinoxaline (5-MQ) detected
at 315 nm: standard solutions (a); cookie sample before cleanup step (b); cookie sample after cleanup step (c).

0.8 mL/min. Figure 1a shows a chromatogram of Q and 2-MQ
standard solutions at a concentration of 0.8 ug/mL each, along
with 2.78 ug/mL of the internal standard 5-MQ under the
described optimum conditions. Retention times were 5.1, 6.1,
and 8.4 min for Q, 2-MQ, and 5-MQ, respectively.

Optimization of the Extraction Conditions. The effect of the
sample amount in the extraction step was evaluated at two
sample/extraction solvent ratios of 1:5 and 1:10 (g/mL). Metha-
nol was chosen as an efficient solvent to extract these carbonyl
compounds as indicated in previous studies (/3). The study was
assayed in spiked cookie samples with a known amount of GO
and MGO to evaluate the yield. At the same time, the effect of
different percentages of mixture solvents (30 and 50%, v/v;
methanol in sodium phosphate buffer (pH 7.4)) was also studied.
Extraction efficiency improved with a sample/extraction ratio of
1:10 (g/mL) and 50% (v/v) methanol (data not shown). There-
fore, dicarbonyl extraction from cookie samples was carried out
under these conditions.

Analytes were poorly resolved when the former procedure was
directly applied to cookies as shown in Figure 1b. To eliminate
interferences and to obtain a cleaner chromatogram and conse-
quently increased sensitivity, the SPE procedure was carried out
as a cleanup step. This purification step had previously been
employed for both biological and food samples (28, 29). Three
different SPE cartridges were tested (Oasis-HLB, Oasis-MCX,
Strata-X-C). These cartridges were evaluated under conditions
recommended by each respective supplier using as an internal
reference both an unspiked cookie sample and one spiked with Q
and 2-MQ. In addition, standard solutions of Q, 2-MQ, and 5-
MQ with increasing percentages of methanol (0, 20, 40, 60, 80,
and 100%) in acetic acid (0.5%) were also evaluated. Recovery,
retention time, separation at baseline, and cleanness of the
chromatogram profile were likewise assessed. Q, 2-MQ, and 5-
MQ standards were effectively retained by the three cartridges,
each reporting similar recoveries. However, differences in the
chromatographic profile were observed when a cookie sample
was used. The Oasis-HLB cartridge provided the best chromato-
graphic separation and resolution for cookies with no interfer-
ences when the extract was finally eluted with 100% methanol.
Panelsb and ¢ of Figure 1 show the chromatograms obtained for a
cookie sample before and after the cleanup step. Recovery in the
cleanup step was also studied using GO and MGO standard

Table 1. Calibration Data (Correlation Coefficient, r, and Regression Equa-
tion), Limits of Detection (LOD), and Limits of Quantification (LOQ) for
Analysis of Dicarbonyl Compounds in Cookies?

calibration data

compound r equation LOD (ug/mL)  LOQ (ug/mL)
glyoxal 0.999  330.67x + 3.76 0.01 0.03
methylglyoxal ~ 0.997  367.72x + 0.76 0.02 0.04

@ Concentration range applied from 0.01 to 0.8 ug/mL.

solutions to which the internal standard had been added before
derivatization with OPD, followed by RP-HPLC analysis before
being finally passed through the cartridges. Recovery by the SPE
was checked by comparing the ratio area peaks of Q or 2-MQ/ 5-
MQ obtained by analyzing directly the derivatized compounds
prior to SPE with the same standard solutions derivatized after
SPE. The recovery average obtained ranged from 90 to 106%.

Although the dicarbonyls studied can be separated with good
resolution within 9 min, it was necessary to increase the elution time
to allow for the elution of other peaks that could interfere in the next
injection. Chromatographic separation of dicarbonyls in cookies is
complex due to the likely presence of other compounds, apart from
GO and MGO, such as deoxyosones (i.e., 3-deoxyglucosone), but
they are not the subject of the present investigation.

Method Validation. Linearity. The linearity of the chromato-
graphic method was calculated using Q and 2-MQ standard
solutions ranging from 0.01 to 0.8 ug/mL and with the internal
standard at 2.78 ug/mL. The response of both compounds was
satisfactory with correlation coefficients >0.997. Appropriate
dilution was applied to sample extracts >0.8 ug/mL. Table 1
summarizes the calibration data for GO and MGO.

Repeatability and Reproducibility. The repeatability and
reproducibility were determined by replicate analyses of a cookie
sample. The precision values are presented in Table 2 as well as the
concentrations of GO and MGO in the sample. The assay was
performed using relative standard deviation (RSD, %) and
calculated by analyzing five replicates over a period of 3 days.
The results obtained for both dicarbonyls showed RSD of <7%,
indicating that the precision of the method was satisfactory.

Recovery. Table 3 gives the recovery results obtained for GO
and MGO. Accuracy was determined by measuring the percen-
tage of recovery after spiking a cookie sample with three different
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Table 2. Repeatability and Reproducibility Values of the HPLC-UV Procedure
for Analysis of Glyoxal and Methylglyoxal in Cookies®

mean (mg/kg) & SD

RSD (%) RSD (%)
compound day 1 day 2 day 3  repeatability reproducibility
glyoxal 154+£09 165+08 16.7+1.1 5.8 43
methylglyoxal 51.8 +£3.1 55.7+2.8 58.3+4.8 6.4 5.9

@The assay was carried out on three different days with five replicates each. SD,
standard deviation; RSD, relative standard deviation.

Table 3. Recovery (Mean + RSD) of the Dicarbonyls from a Cookie Sample
at Different Spiking Levels (n = 5)

recovery (%) at spiking level of

compound 0.08 ug/mL 0.4 ug/mL 0.8 ug/mL
glyoxal 1027 107 +3 114+ 2
methylglyoxal 9942 97+4 103+4

levels of GO and MGO standard solutions and 25 uL of the
internal standard prior to the derivatization process. The recovery
obtained for both compounds ranged from 97 to 114% with
RSDs of <8% at different spiking levels.

Limits of Detection (LOD) and Quantification (LOQ). The
LOD and LOQ were determined by calculating the standard
deviation of the area divided by the slope and multiplying by 3.33
and 10, respectively. Table 1 summarizes the LOD and LOQ
obtained, although lower detection limits could easily be achieved
if needed by applying a preconcentration step after cleanup.

Application to Commercial Cookies. The in-house validated
method was applied in the analysis of 26 commercial cookies
taken randomly from different local markets in Madrid (Spain) to
obtain information on the distribution of these dicarbonyls and
then to estimate population exposure to them. As cookies
comprise a heterogeneous food commodity group because they
are composed of a great variety of ingredients (Table 4), tradi-
tional sweets, breakfast, and dietetic cookies were also included in
this study. Table 5 summarizes the results obtained from the
samples. GO content ranged from 4.8 to 26.0 mg/kg with a mean
value of 15.0 mg/kg and a median of 16.4 mg/kg. MGO content
ranged from 3.7 to 81.4 mg/kg with a mean value of 29.9 mg/kg
and a median of 16.6 mg/kg.

So far, numerous studies have found these dicarbonyls in
foodstuffs such as beer, honey, butter, wine, and fermented foods,
products in which these compounds were most frequently de-
tected. However, published data on bakery products is scarce, so
a systematic study is necessary before any risk assessment can be
carried out. GO and MGO were detected at concentrations of 0.3
and 0.79 mg/kg, respectively, in bread, and in the case of toast the
amounts reported were 0.5 and 2.5 mg/kg for GO and MGO (/8).
Roiter and Borovikova (30) also showed that bread crust and
bread crumbs contained GO at concentrations of up to 1.6 mg/kg.
However, no studies have been found on the detection of these
dicarbonyls in cookies. The GO and MGO levels in cookies found
in our work were about 10-fold higher than those obtained for
bakery products and could result from differences in the for-
mulation and processing of the cookies and bread. In general,
cookie formulation is more complex and contains ingredients
such as reducing sugars and probably unsaturated oils, which are
precursors of these dicarbonyls through the Maillard reaction,
caramelization, or lipid oxidation. It is known that MGO is
formed by retroaldolization of the intermediate 3-deoxyglucosu-
lose (37) and that GO is mainly a product of autoxidation of
glucose (32). In comparison, bread derivates are mainly made up
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Table 4. Ingredients of Commercial Cookies?

cookie sugars cereal NH4HCO3
1 sucrose, syrup W
2 sucrose, glucose syrup 0 yes
3 sucrose, glucose syrup W
4 sucrose, glucose syrup W
5 fructose W,R,Z, Y yes
6 sugar, honey W
7 sucrose W
8 sucrose, glucose W, R
9 sucrose, glucose syrup, caramel W
10 sucrose, glucose, fructose syrup W
11 sucrose, glucose syrup W
12 sucrose, glucose, fructose syrup W
13 fructose W yes
14 sucrose, glucose syrup W
15 fructose W yes
16 maltitol, lactitol, caramel w
17 sucrose, glucose syrup W,R,M
18 sucrose, glucose, fructose syrup W, 0
19 sucrose, glucose, fructose syrup, honey W, 0, Y
20 sucrose, glucose, fructose syrup, honey ~ W, O
21 fructose W yes
22 fructose w, 0 yes
23 fructose W
24 fructose W,R,Z Y yes
25 sucrose, glucose syrup W
26 sucrose, glucose syrup, honey W

@Wheat (W), oat (O), maize (2), rice (R), malt (M), and rye (Y).

Table 5. Occurrence of Glyoxal and Methylglyoxal in Commercial Cookies
glyoxal (mg/kg)

methylglyoxal (mg/kg)

mean 15.0 29.9
standard deviation 5.2 25.9
minimum 4.8 3.7
25th percentile 1.4 12.1
median 16.4 16.6
75th percentile 18.7 46.6
95th percentile 26.0 81.4
maximum 20.5 78.0

of wheat flour, baking powder, salt, and water, so dicarbonyl
levels would be expected to be lower.

By a closer scrutinization of the data it can be seen that seven
cookie samples showed higher values in comparison with the rest,
all of them with MGO values above 52.2 mg/kg and up to 81.4
mg/kg. It was observed that cookies containing ammonium
bicarbonate and fructose as ingredients (Table 4) formed more
MGO, thus confirming that ammonium bicarbonate and fructose
facilitate the generation of these dicarbonyl compounds (23).

To estimate the dietary exposure of Spanish consumers to
dicarbonyls from cookies, the national tables of food consump-
tion for 2008 were used (26). Although the point estimate (deter-
ministic approach) does not assess the probability or uncertainty
or even identify high-risk consumers, because it is based on
population and not on subjects, it is nevertheless a first approxi-
mation and a useful screening tool for designing a more specific
study should there be a potential risk. Overall population ex-
posures to dicarbonyls from cookies were estimated to be 213 and
216 ug/person/day for GO and MGO, respectively.

Mapping of Dicarbonyl Distribution in Commercial Cookies.
Six independent samples with different shapes, thicknesses, and
apparently different baking technologies according to their
brownness (visual appreciation) were chosen to get a broad view
of the distribution of GO and MGO in different zones of the
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Figure 2. Influence of baking time (min) on formation of glyoxal (GO) and
methylglyoxal (MGO) in cookies prepared at laboratory scale at 190 °C.

cookie. Representative portions of the upper side (US), lower side
(LS), center side (CS), and border side (BS) of the sample
cookie were obtained to map the contribution of each frac-
tion to that of the whole cookie. On average, GO and MGO
formations were significantly higher in US and BS portions as
expected, regardless of the shape or thickness of the cookie,
because water evaporation and temperature are higher in these
parts of the cookie, subsequently enhancing both caramelization
and the Maillard reaction. Furthermore, considerable variability
was observed due to sample heterogeneity because there could be
up to a 3-fold difference in GO content between the upper and
lower sides in some samples. These results clearly showed that GO
and MGO contents in cookies were not uniformly distributed.

Effect of Processing Conditions. The influence of baking con-
ditions on GO and MGO in cookies baked at 190 °C for 9, 11, 13,
15, and 17 min was investigated. As shown in Figure 2, amounts of
both GO and MGO increased linearly with time, reaching up to
16.1 and 15.3 mg/kg for GO and MGO, respectively. Values were
higher for GO than for MGO, probably due to its formation by
sugar oxidation during the heating process, unlike MGO which is
enhanced by the Maillard reaction (32). In general, levels were
found to be lower than those detected in commercial samples,
possibly due not only to the different baking processes but also
again to the type of sugar used in the formulation be it syrup,
inverted sugar, or honey. Cookies were prepared in the laboratory
with sucrose as the only sugar ingredient because earlier experi-
ments had demonstrated that the use of a nonreducing sugar such
as sucrose formed less dicarbonyls than it would if used in
conjunction with glucose or fructose (23). Apart from the fore-
going, these reactive compounds can undergo multiple reactions
and form other compounds such as melanoidins at more ad-
vanced stages of the reaction (see, e.g., ref 33). Nevertheless,
despite the small amounts detected, it was clear that the baking
process markedly accelerated the formation of these compounds,
confirming previous data such as that of Daglia et al. (29), who
demonstrated that the content of a-dicarbonyl compounds was
influenced by the roasting process of coffee. Moreover, it was
observed that dicarbonyls had already been detected in dough
before fermentation, indicating that the dough fermentation
process may have started when the baking agent was added
because it has been reported that both dicarbonyls are formed in
fermented food (73).
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Figure 3. Relationship between dicarbonyls and acrylamide (a) and HMF
(b) levels in cookies baked at 190 °C for different times. AA, acrylamide;
GO, glyoxal; MGO, methylglyoxal.

Relationship with Acrylamide and HMF. Acrylamide has been
identified by many as a heat-induced toxicant in foodstuffs,
formed by the reaction between a reducing sugar and asparagine
in the Maillard reaction (34, 35). Its formation is greatly facilitated
by high temperatures (above 120 °C) in processes such as frying,
baking, or roasting (36). To date, several studies have demon-
strated the role of a-dicarbonyl compounds in the formation of
acrylamide following the Strecker degradation pathway (23, 34).
Recently, Yuan et al. (37) showed clearly that MGO is the reaction
precursor of acrylamide and accounts for nearly 80% of its
formation in aqueous Maillard reaction models (Glc/Asn).

In our study, former correlation with model systems was also
demonstrated in cookies prepared at laboratory scale and in
commercial samples as well. Figure 3a shows acrylamide content
and dicarbonyl levels of cookies at laboratory scale at different
baking times. The yield of acrylamide and dicarbonyls was
positively correlated during baking under controlled conditions.
These results for cookies are also in line with the literature, in
which it has been reported that these reactive intermediates of the
Maillard reaction interact with asparagine, forming acrylamide in
model systems (34). As described in model systems (37), forma-
tion of dicarbonyls, as precursors of AA, accumulates during the
first stages of baking until AA formation is observed.



Article

2500
13
15 n
2000 - [ ]
5
. |24
21 m
< 1500 1
< m2
=3 [
2 . 22
é 1000 - ]
"
500 - L] ]
-
[ ]
l‘ .
o+ . . . .
0 20 40 60 80 100
MGO (mg/kg)

Figure 4. Relationship between methylglyoxal (MGO) and acrylamide
(AA) in commercial cookies. Numbers correspond to cookie samples
identified in Table 4.

Figure 4 registers the levels of MGO and acrylamide in
commercial cookies. Seven cookie samples show substantially
higher amounts of MGO (from 52.2 to 81.4 mg/kg) and acryl-
amide (from 1200 to 2100 ug/kg) in comparison with the rest of the
samples that contain up to 29.7 mg/kg for MGO and 1200 ug/kg
for AA. This difference might be the result of sample variability
produced not only by the choice of baking processes but also by
recipe variations. However, if cookie composition (Table 4) is
observed, results show that the lowest levels of MGO and
acrylamide are found in those cookies which contain ingredients
such as sucrose, glucose, or sodium bicarbonate. Cookies with the
highest levels were those elaborated especially with ammonium
bicarbonate or fructose instead of glucose or sodium bicarbonate.
This replacement gave rise to an increase in acrylamide and MGO
levels. Similar behavior has been described in model systems in
other published work. Amrein et al. (23) demonstrated that the
baking agent ammonium bicarbonate promoted the formation of
more dicarbonyl compounds compared with sodium bicarbonate
and even more in the presence of fructose. Thus, it is important to
stress that this finding confirmed that acrylamide formation is
related to these reactive intermediates in real samples. However,
no correlation was observed between GO and AA levels in
commercial cookies because GO, unlike AA, is not the predomi-
nant a-dicarbonyl fragment formed by the Maillard reaction.
Carbohydrate fragmentation is enhanced by alkaline conditions
and subsequently, by the formation of sugar fragments with an o-
dicarbonyl moiety. Therefore, it is reasonable to find higher levels
of MGO and GO in commercial samples with ammonium
bicarbonate as the leavening agent.

With regard to HMF, it is formed either in the Maillard
reaction or by caramelization, but significantly HMF did not
correlate with either GO or MGO in commercial cookies (data
not shown), in contrast to acrylamide. However, in cookies
prepared at laboratory scale at different times, a correlation
was observed (Figure 3b). At the beginning, HMF and dicarbonyl
amounts were basically low, indicating that an induction period
was necessary to form these compounds. However, after 15 min
of baking time, a large increase in HMF formation was observed,
whereas dicarbonyl compounds only increased slightly. This
revealed that HMF formation was highly dependent on tempera-
ture in contrast to dicarbonyls that were formed in previous stages
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of the reaction. Furthermore, similar behavior was observed in
both dicarbonyls. GO and MGO formation can result from
isomerization and subsequent retro-aldolization of sugar or by
cleavage or 3-deoxyhexulose (17), but MGO is formed to a larger
extent under MR conditions, especially through degradation of
the Amadori product more than during caramelization.

In conclusion, analysis of GO and MGO in foods is difficult
because they are very reactive, easily polymerized, and volatile
substances. The in-house validated RP-HPLC-UV method de-
scribed in this paper permitted the determination of GO and
MGO levels in cookies after derivatization to stable quinoxaline
derivatives and a cleanup step. GO and MGO were widely
distributed in commercial cookies in a broad range of concentra-
tions but mostly present at the surface of the cookie. Because GO
and MGO may be involved in the early stages of many age-related
human diseases (4, 5), it is of relevance to evaluate their dietary
exposure. Under controlled baking conditions, formation of
dicarbonyl compounds was related to the baking time and,
subsequently, to the formation of both acrylamide and HMF.
Finally, this study revealed for the first time that there is a
significant correlation between MGO and acrylamide in com-
mercial cookie samples, thus confirming the important role of
dicarbonyls in the formation of these heat-induced contaminants
in foods.
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ESTUDIOS DE INHIBICION

3.1. Efecto de la piridoxamina en la formacién de acrilamida en un sistema
modelo glucosa-asparagina de baja humedad

La piridoxamina es un derivado natural de la vitamina Bg que ha demostrado poseer una
excelente capacidad para inhibir la formacion de AGEs in vivo e in vitro (Voziyan y col., 2002),
siendo uno de sus principales mecanismos de accién el secuestro de intermedios dicarbonilicos
como son, entre otros, el glioxal y el metilglioxal. Considerando entonces la relacién existente
entre los compuestos 1,2-dicarbonilicos y la acrilamida, confirmada en el capitulo anterior, el
principal propésito de este trabajo es evaluar si este vitdmero podria mitigar la formacién de

acrilamida.

Para ello se realizaron estudios cinéticos en condiciones de baja humedad a diferentes
temperaturas y tiempos empleando glucosa y asparagina como reactantes. El andlisis de
acrilamida se llevd a cabo mediante HPLC-DAD y posteriormente mediante LC-MS. La
determinacidn de glucosa se realizé por LC con detector de indice de refraccidn. La asparagina
fue analizada, previa derivatizacion con orto-ftaldehido (OPA), en un lector de placas. Por
ultimo, la cuantificacién de piridoxamina se realizdé empleando LC con detector de

fluorescencia.

La piridoxamina fue capaz de reducir los valores de acrilamida tanto en la etapa de formacién
como en las etapas finales de eliminacion, llegando a ser mds relevante a temperaturas
superiores a 120 °C. También se observé que la piridoxamina no influyé de manera significativa
en las tasas de consumo de la glucosa y la asparagina. A esta misma conclusion se llegd cuando
se evalud el grado de pardeamiento en los sistemas modelo, siendo el color desarrollado en el
sistema casi dos veces menor en presencia de piridoxamina. La actividad de la piridoxamina
frente a la inhibicidn selectiva de la formacién de acrilamida fue superior en comparacion con

el piridoxal, la piridoxamina y la vitamina C.

El mecanismo de inhibicién de la piridoxamina podria estar relacionado con los intermedios
reactivos dicarbonilicos de la RM (glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglucosona, etc.), ya que segun se
ha descrito en la bibliografia, debido a las caracteristicas estructurales, la piridoxamina es
capaz de participar en reacciones nucledfilas con estos reactivos y formar aductos, pudiendo
inhibir de este modo los siguientes pasos de la ruta de formacién de acrilamida. Ademas, este

bloqueo también se observé a través del aumento del precursor 3-aminopropionamida.
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The effect of pyridoxamine (PM) on the reduction of acrylamide (AA) formation in a low-moisture
equimolar glucose/asparagine model system was investigated. Formation/elimination kinetics of
acrylamide was carried out at temperatures between 120 and 180 °C. Time courses of glucose,
asparagine, pyridoxamine, 3-aminopropionamide (3-APA), acrylamide, and browning were measured
to get more insight on the mechanism of action of PM. PM exhibited an inhibitory effect on AA formation
at all temperatures studied, but became more relevant at 160 and 180 °C (up to 51% reduction).
Degradation rates of glucose and asparagine were not significantly affected by PM, but PM was
rapidly consumed in the glucose/asparagine system. Browning was significantly suppressed by addition
of PM in the system, and formation of 3-APA was increased as compared to control. In comparison
with pyridoxal, pyridoxine, and ascorbic acid, PM exerted the highest inhibition activity against AA
formation, and a clear dose—response was observed. The nucleophilic aminomethyl group of PM
was crucial for the exertion of an inhibition effect more than double those other B6 vitamers. The
action mechanism of PM was attributable to its structural features that have the capacity to scavenge
intermediary dicarbonyls formed during sugar degradation and advanced stages of the Maillard
reaction. These findings open new possibilities for strategies in acrylamide mitigation where formation
of reactive dicarbonyls should be carefully considered.

KEYWORDS: Acrylamide; pyridoxamine; Maillard reaction; glucose; asparagine; color; 3-aminopropi-

onamide

INTRODUCTION

Acrylamide (AA) is naturally formed mainly in carbohydrate-
rich foods during thermal treatment such as frying, baking, or
roasting, and it is largely present in the diet of western countries.
Levels of AA in foods suggest potential safety issues relative
to its potent mutagenicity and carcinogenity as well as its
damages to the central nervous system functions. Thus, the
presence of this heat-induced toxicant in foodstuffs has led to
public health concern, and intense research is being focused on
ways of preventing or minimizing its formation (/, 2).

Since 2002, significant efforts have been conducted to
elucidate the chemistry pathways of AA for which the main
actors have been identified. Thermal degradation of free
asparagine in the presence of reducing sugars or carbonyls
following Maillard-type reactions has been proposed as the
major route in acrylamide formation (3, 4). It is known that
Schiff bases, decarboxylated Amadori compounds, Strecker
aldehydes, and glycoconjugates such as N-glycosides contribute
to the formation of AA (3—5), via Maillard reaction (MR).
Therefore, yields of AA can be reduced by competitive reactions
with these key intermediates, suppressing the early steps of the
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MR. In this way, for instance, it was shown that metal ions
inhibited acrylamide formation by impeding the intermediate
Schiff base of asparagine, or ferulic acid, from reacting with
AA precursors or intermediates; alternative approaches involve
adding amino acids that compete with asparagine in the MR
such as glycine, reduction by olive oil phenolic compounds,
and the addition of bamboo leaves or green tea extracts.
Recently, Friedman and Levin (2) published a comprehensive
review of the different strategies of mitigation applied.

Vitamin Bg is a water-soluble vitamin that exists in three
major chemical forms: pyridoxine (PN), pyridoxal (PL), and
pyridoxamine (PM). The phosphate ester derivative pyridoxal
5’-phosphate (PLP) is the principal coenzyme form and has the
most importance in human amino acid and protein metabolism
and red blood cell metabolism; it is mainly present in fruits,
vegetables, cereal grains, meat, poultry, and fish (6).

In recent years, PM has attracted increasing attention because
it is a pharmacological agent used for the treatment of
multifactorial chronic diseases, such as diabetes or atheroscle-
rosis complications, by inhibiting the MR and reducing the
pathogenicity of carbonyl compounds (7). PM also prevents
renal and vascular pathology and hyperlipidemia in the Zucker
obese nondiabetic rat model (8). In addition, as recently
reviewed by Friedman and Levin (2), it has been pointed out
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that PM might be a possible inhibitor of AA in food, so
investigations should be conducted to clarify this point.

Furthermore, PM has been described as a post-Amadori
inhibitor capable of inhibiting the formation of advanced
glycation end-products (AGEs) in vivo and in vitro (9, 10) as
well as advanced lipoxidation end-product (ALEs) (10, 11), but
its reaction mechanisms are yet subject to debate. Its inhibition
properties involved in the MR are a consequence of its reactivity
due to the phenol and aminomethyl group at pyridinium ring,
respectively. In addition, there has been a previous study
demonstrating that vitamin Be supplementation can delay and
reduce the severity of the neurotoxicity caused by acrylamide
(12).

Previous knowledge supports the idea that PM could act as
an inhibitor of AA formation in foods. Its demonstrated
inhibitory effects in vivo have not been studied in foods so far.
The main purpose of this investigation was, therefore, to evaluate
whether this natural intermediate of vitamin Bg capable of
inhibiting AGE formation could mitigate AA formation in foods
systems as well. Another objective was to gain information about
the action mechanism of PM on reactions that involve acryla-
mide formation. The inhibition rates of PM were compared with
those of PN and PL as well as vitamin C as reference. In the
present paper the main changes in glucose, asparagine, and
3-aminopropionamide (3-APA) and the extent of browning as
well as the changes in the PM, subjected to rate of disappearance
or destruction due to a heating process, were considered.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Acrylamide (99%), D-(+)-glucose, dansyl chloride (5-
[dimethylamino]naphthalene-1-sulfonyl chloride), pyridoxine hydro-
chloride, pyridoxal hydrochloride, and o-phthaldehyde (OPA) were
purchased from Sigma (St. Louis, MO). Heptafluorobutyric acid and
pyridoxamine dihydrochloride were from Fluka Chemicals (Madrid,
Spain). L-Asparagine monohydrate, glycine, -mercaptoethanol, metha-
nol, and acetonitrile (HPLC grade) were bought from Merck (Darmstadt,
Germany). Boric acid, sulfuric acid (96%), formic acid (98%), sodium
phosphate monobasic, and sodium bicarbonate were from Panreac
(Madrid, Spain). S-Alaninamide hydrochloride (97%) was from ABCR
GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Germany). Ultrapure water was used
(Milli-Q system, Millipore Bedford, MA). Oasis-HLB cartridges (30
mg, 1 mL) were supplied by Waters (Milford, MA). ['*C;]Acrylamide
(isotopic purity 99%) was from Cambidge Isotope Laboratories
(Andover, MA). Glass vials with septum screw caps were supplied by
Agilent Technologies (Wilmington, DE).

Preparation of Model Systems. Kinetic Model. (a) Glucose and
Asparagine (Glc/Asn). Reaction mixtures were prepared with equimolar
quantities (1:1) of Glc and Asn (0.3 mmol each). To obtain a
homogeneous mixture, both reactants were carefully dry-mixed in a
mortar until a powder was obtained. Aliquots of the mixtures (99.1
mg) were transferred to Pyrex hydrolysis tubes (10 cm x 0.9 mm i.d.)
with 100 uL of 0.1 M NaH,PO, buffer (pH 6.8), tightly capped, and
heated in an oil bath at temperatures of 120, 140, 160, and 180 °C for
various times. Temperature (reference temperature £+ 1 °C) was
previously calibrated, with external thermocouples (type K, 0.1 mm)
coupled to a datalogger. The heated samples were cooled immediately
in iced water to stop any further reaction. Samples were kept at 4 °C
for analysis within the same working day or frozen for further analysis.
Experiments were prepared at least in duplicate.

(b) Glucose, Asparagine, and Pyridoxamine (Glc/Asn/PM). The Glc/
Asn reaction mixture was modified by adding pyridoxamine (0.03
mmol) dissolved in 100 uL of 0.1 M NaH,PO, buffer (pH 6.8). The
heating experiment was worked up as previously described. Experiments
were prepared at least in duplicate.

(c) Dose Effect. Glc (0.3 mmol) and Asn (0.3 mmol) were mixed
and transferred to Pyrex tubes, and variable concentrations of pyri-
doxamine, pyridoxine, pyridoxal, and vitamin C were added (0, 5, 10,
20, and 30 umol) dissolved in 100 4L of 0.1 M NaH,PO, buffer (pH
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6.8). The experiment was heated at 140 °C for 30 min and cooled in
ice—water. Samples were kept at 4 °C for analysis within the same
working day or frozen for further analysis. The experiments were run
at least in triplicate.

Acrylamide Analysis. One milliliter of distilled water was added
to the heated mixtures, and the reaction solution was gently vortexed
and centrifuged for 5 min at 4000 rpm for removing insoluble particles,
if any. Appropriate dilution (100-fold) was made using distilled water
and then purified on an Oasis-HLB solid phase extraction cartridge.
The cartridges were washed with 1.0 mL of methanol and 1.0 mL of
water prior to use. The sample dilution (1.0 mL) was loaded on the
cartridge, and the first drops were discharged. The eluate was filtered
through a 0.45 um filter and subjected to a liquid chromatography—diode
array detector (LC-DAD). The results were confirmed by using liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS).

The quantification of acrylamide was conducted with a Shimadzu HPLC
system (Kyoto, Japan) equipped with a LC-20AD pump, a SIL-10ADvp
autosampler, a CTO-10ASVP oven, and a DAD (SPD-M20A). The
chromatographic separations were performed on an Inertsil ODS-3 column
(250 x 4.6 mm, 5 um). The mobile phase condition was isocratic at 100%
ultrapure water at a flow rate of 0.6 mL/min at 32 °C. Acrylamide was
detected at 210 nm. The quantification of AA was performed using a
calibration curve in the range of 5—1000 ug/L. The limit of quantitation
(5 ug/L) was similar to that found by other authors (13).

Confirmatory LC-ESI-MS analysis were performed as described by
Rufidn-Henares et al. (/4) using an Agilent 1100 HPLC system
(Waldbronn, Germany) consisting of a quaternary pump, an autosam-
pler, and a temperature-controlled column oven, coupled to an Agilent
1100 MS detector equipped with an electrospray ionization interface.
The analytical separation was performed on an Inertsil ODS-3 column
(250 x 4.6 mm, 5 um; GLC-Sciences Inc., Kyoto, Japan) using an
isocratic mixture of 0.2% aqueous solution of formic acid at a flow
rate of 0.6 mL/min at 25 °C. Data acquisition was performed, with a
delay time of 8 min, in a selected ion monitoring (SIM) mode using
the following interface parameters: drying gas (N,, 100 psig) flow of
12 L/min, nebulizer pressure of 45 psig, drying gas temperature of 350
°C, capillary voltage of 3 kV, and fragmenter voltage of 70 eV.
Monitored ions were m/z 72.1 for acrylamide and m/z 75.1 for '*C;-
labeled acrylamide. An acrylamide calibration curve was built in the
range of 2—100 ug/L. The accuracy of the procedure was recently
demonstrated for potato crisps in an interlaboratory comparison study
organized by the Institute of Reference Materials and Measurements,
yielding a z score of —0.5. The analyses are integrated within the scope
of a certified laboratory controlled by AENOR (Spanish Association
for Standardization and Certification).

Analysis of 3-Aminopropionamide (3-APA). 3-APA was analyzed
according to the procedure reported by Bagdonaite et al. (/5) with some
minor modifications. Samples (200 uL) were dissolved in 200 uL of
0.5 M NaHCO; (pH ~8) and then derivatized with dansyl chloride.
To 100 uL of the mixture was added 100 uL of dansyl chloride solution
(5 mg/mL in acetone) in a test tube. The mixture was vigorously mixed
for 3 min and left in the dark overnight. Twenty microliters of a glycine
solution (100 mg/mL) was added, vortexed for 1 min, and left for 15
min. The extraction of the sample was done with 1 mL of diethyl ether,
twice. The combined extracts were dried with nitrogen, and the residue
was dissolved in 1 mL of acetonitrile and filtered at 0.45 um. A
Shimadzu HPLC system (Kyoto, Japan) equipped with an LC-20AD
pump, an LC-20AD/AT low-pressure gradient former, a SIL-10ADvp
autosampler, a CTO-10ASVP oven, and an RF-10AxL fluorescence
detector controlled by a CBM-10A communication bus module was
used. The chromatographic separations were performed on a Mediter-
ranea-Sea-C18 analytical column (25 x 0.40 cm, 5 um, Tecknokroma,
Barcelona, Spain) using a gradient elution of ultrapure water (phase
A) and acetonitrile (phase B) at a flow rate of 0.8 mL/min at 32 °C.
Data acquisition was performed by acquiring chromatograms at an
excitation wavelength of 320 nm and an emission of 500 nm. The
column was equilibrated in 90% phase A and 10% phase B; the gradient
was as follows: time 0—2 min, 30% B; time 12 min, 70% B; time 20
min, 70% B; time 21 min, 10%, held until the end of the run (30 min).
The quantification of 3-APA was performed using a calibration curve.
Stock solution of 3-APA was prepared at a concentration of 10000
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Figure 1. Kinetics curve of acrylamide formation and elimination in glucose/asparagine model system (solid box, control) and in glucose/asparagine/
pyridoxamine model system at 120 °C (a), 140 °C (b), 160 °C (c), and 180 °C (d).

ug/L dissolved in 0.25 M NaHCO; (pH 8). Working standards were
freshly prepared by diluting the stock solution to concentrations of 100,
200, 300, 400, 500, 750, and 1000 ug/L.

Determination of Glucose (Glc). Samples were diluted (1:10) with
distilled water and then analyzed for Glc by HPLC-RI, consisting of
an MD-420 pump, an MD-465 autosampler, a refractive index detector
(Erma Inc., Tokyo, Japan), and a temperature-controlled column oven,
all from Kontron Instruments (Milan, Italy). The chromatographic
separations were performed on an ION-300 polymeric resin column
(300 mm x 7.8 mm, Interaction-Laboratory, San Jose, CA) at 50 °C.
A sulfuric acid solution (1 uM) was used as eluent at 0.4 mL/min.
Glucose was recorded with a refractive index detector (RID-10A,
Shimadzu, Tokyo, Japan) and quantified by the external standard
method within the range of 0.01—0.8 g/100 mL.

Determination of Asparagine (Asn). Asn was analyzed in a plate
reader by an automated procedure. A 20 uL aliquot of sample and 180
uL of 0.1 M borate buffer (pH 10) were placed per well in a 96-well
microplate (Biogen Cientifica, Madrid, Spain). Sample was previously
diluted in borate buffer (1/1000). The plate-reader automatically
dispensed 50 uL of OPA solution. The microplate was shaken for 15 s,
and the fluorescence was recorded at 360 and 460 nm excitation and
emission wavelengths, respectively. A Synergy HT-multimode micro-
plate reader with automatic reagent dispenser and temperature control
from Biotek Instrumens (Winooski, VT) was used. Biotek Gen5 data
analysis software was used. The OPA solution was daily prepared and
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Figure 2. Time necessary (min) to reach the maximum level of
acrylamide formation at each temperature investigated in the glucose/
asparagine (Glc/Asn) and glucose/asparagine/pyridoxamine (Glc/Asn/
PM) model systems.
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Figure 3. Reactivity of glucose (expressed as percentage of remaining
glucose) in the glucose, glucose/asparagine, and glucose/asparagine/

pyridoxamine systems at 120 and 140 °C. Residual standard deviation
was below 5%.

100-fold diluted with borate buffer. The OPA stock solution (stable
for 1 week) was prepared 6 h before use and stored in the dark at 4 °C
and contained 100 mg of o-phthaldehyde dissolved in 1.0 mL of
methanol, 500 4L of S-mercaptoethanol, and 8.5 mL of 0.1 M borate
buffer (pH 10). A blank using borate buffer instead of the sample and
calibration solutions (10, 25, 50, 100, 200, and 300 mM asparagine)
was used in each assay. Asparagine solutions were also diluted 1000-
fold with borate buffer.

Analysis of Pyridoxamine. PM was quantified by a HPLC—fluorescence
according to the method of Nagaraj et al. (/6). Sample (10 uL) was
injected into a Kromasil column (250 mm x 4 mm, 5 um, Sugerlabor,
Madrid, Spain). The samples were appropriately diluted with distilled
water. The vitamin was eluted in a gradient with 5% heptafluorobutyric
acid (phase A) and 100% acetonitrile (phase B) at 1 mL/min. The
column was equilibrated in 95% phase A and 5% phase B. The elution
program was as follows: time 0—1 min, 5% B; time 10 min, 20% B;
time 11 min, 40% B; time 12 min, 40% B; time 20 min, 5% B; time
45 min, 0% B. Data acquisition was performed by acquiring chro-
matograms at an excitation wavelength of 290 nm and an emission
wavelength of 395 nm. The quantification of pyridoxamine was
performed using a calibration curve. Stock solution of PM was prepared
at a concentration of 130 ug/mL.

Measurement of Browning. Two hundred microliters of reaction
mixture was placed per well in a 96-well microplate (Biogen Cientifica).
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Figure 4. Reactivity of pyridoxamine (expressed as percentage of
remaining pyridoxamine) in a pyridoxamine system (a) and in a glucose/
asparagine/pyridoxamine system (b). Residual standard deviation was
below 