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1. RESUMEN/ABSTRACT

La acrilamida es una sustancia que se forma espontaneamente en los productos
alimentarios que contienen almidon durante los procesos de cocinado a altas
temperaturas. Es utilizada también en la industria para producir polimeros de
poliacrilamida. Ha sido clasificada por la Agencia Internacional de Investigacioén sobre
el Cancer (IARC) en el grupo 22, es decir, como sustancia potencialmente cancerigena
y esta clasificada en el grupo 2A debido a su toxicidad para el sistema nervioso. En el
presente trabajo se han estudiado sus caracteristicas, toxicidad y legislacion
existente.

Se han revisado también los métodos de extraccidn usualmente utilizados en el
analisis de alimentos entre las que se encuentran la extraccion en fase sdlida y la
extraccién en fase liquida. En cuanto a los métodos de determinacién cuantitativa
utilizadas para el analisis de este compuesto destacan la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas y la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas.

Acrylamide is a substance that is spontaneously formed in food products that contain
starch during cooking processed at high temperatures. It is also used in the industry to
produce polyacrylamide polymers. It has been classified by the International Agency
for Research on Cancer (IARC) in group 22, that is, as a potentially carcinogenic
substance and is classifies in a group 2A duo to its toxicity to the nervous system.

In the present work, | have reviewed acrylamide characteristics, toxicity, and current
legislation.

| have also reviewed the extraction methods usually used in the analysis of foods,
including solid phase extraction and liquid phase extraction. The quantitative
determination methods used for the analysis of this compound include gas
chromatography coupled to mass spectrometry, and liquid chromatography coupled to

mass spectrometry.



2. INTRODUCCION

2.1. Acrilamida

La acrilamida (2-propenamida, C3HsNO) es un sélido cristalino incoloro, no volatil y
con un peso molecular de 71,09 g mol', cuya estructura quimica se muestra en la
Figura 1. Se produce por la hidratacion de acrilonitrilo. Se disuelve en agua, alcohol y
otros solventes polares pero tiende ser a hidrolizada en acido acrilico y soluciones
alcalinas. Existe en forma de mondmero y polimero.

Se utiliza en la industria de polimeros para producir polimeros de poliacrilamida, en la
industria de tratamientos de agua para clarificarla, en la industria del papel y como
reactivo en el laboratorio para geles de electroforesis.

Fue en 1994 cuando la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)
clasifico la acrilamida como una sustancia potencialmente cancerigena para
humanos, asociada al grupo 2A en funcion de la carcinogenicidad en roedores. La
clasificacion en 2002 fue aceptada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
Se descubrio que la forma mondmera de la acrilamida es la que esta presente en los
alimentos y que es toxica para el sistema nervioso. Esta presente en alimentos
cocinados y en el humo del tabaco. En 2002, la Administracion Nacional de Alimentos
de Suecia (SNFA) fue la que proporciono las primeras informaciones sobre la
presencia de acrilamida en alimentos. La contaminacion se produce por el tratamiento
térmico al que se someten los alimentos, sobre todo en productos de patata, café

tostado, cereales y productos a base de pan. (Krishnakumar et al., 2014).
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Figura 1. Estructura quimica de la acrilamida.

2.2 Presencia de acrilamida en alimentos.
La acrilamida se forma en alimentos ricos en carbohidratos (azucares reductores)

cocinados a temperaturas elevadas, superiores a 120°C, al freir, hornear o asar.



Investigadores de la Universidad de Estocolmo y La Agencia Nacional Sueca de
Alimentos, informaron en abril de 2002 el hallazgo de una gran cantidad de acrilamida
en algunos alimentos procesados térmicamente. A partir de este momento la
acrilamida ha supuesto una preocupacion creciente para la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO), OMS, el Comité
Conjunto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) y la Administracion
de Medicamentos y Alimentos de EEUU (FDA), asi como otras agencias nacionales
de alimentos y otras instituciones de investigacion.

Se encuentra la presencia de acrilamida en diferentes productos y con diversos
niveles (JECFA 2011). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
redactd un informe sobre el control de niveles de acrilamida entre 2007 y 2010,
concluyendo que los niveles medios de acrilamida van desde los 31 ng/kg (alimentos
procesados para lactantes y nifios a base de cereales) hasta 1.350 ug/kg (sucedaneos
del café) (EFSA, 2011). Los principales productos de alimentacion donde se
encuentran mayores concentraciones de acrilamida son las patatas fritas con rangos
de concentracidn entre 272 y 570 ug/kg, los productos de panaderia 75-1.044 ug/kg
y el café con sus sucedaneos 229-890 ng/kg; siendo ademas estas categorias las
principales exposiciones de acrilamida en los adultos. Las exposiciones de clase
media y alta de acrilamida son de 1y 4 ug/kg por dia respectivamente (JEFCA, 2011).
Un primer paso para marcar los limites normativos fue la inclusién de 10 categorias

de alimentos que se propusieron en 2011 y mas tarde en 2013 se actualizaron.

2.2.1 Mecanismo de formacién

El mecanismo mas aceptado para la formacion de acrilamida es la via de azucares
reductores de la asparagina, junto con la reaccién de Maillard. La acrilamida por esta
ruta se forma como esta reflejado en la Figura 2. Esta reaccidén es un pardeamiento
no enzimatico (es el resultado de muchas reacciones quimicas que generan polimeros
coloreados y productos volatiles) que pueden dar sabor y olor que es desarrollada en
los alimentos durante la coccidn o la fritura. La asparagina es considerada la fuente
de nitrégeno para la formacion de acrilamida. Este aminoacido por si solo no produce
acrilamida facilmente, pero junto a los azucares reductores como la fructosa o la

glucosa, acelera la formacion.



El contenido de fructosa y glucosa de los alimentos esta relacionado con la formacién
de acrilamida. La asparagina libre es un factor importante en la formacién de esta
amina en productos de centeno y trigo. En base a distintos estudios realizados se ha
demostrado que los azucares reductores son los factores limitantes en las patatas y
la asparagina, que es principal componente en el salvado de cereales, es el factor
limitante en los productos a base de cereales. (Q. Hu et al.,2015).

El principal procedimiento que da lugar a la aparicion de la acrilamida en los alimentos
se debe a una parte de la reaccion de Maillard, con aminoacidos libres (asparagina) y
azucares reductores (glucosa y fructosa). La reaccion de Maillard es una reaccion de
pardeamiento no-enzimatico que tiene lugar en los alimentos durante la fritura o
coccion. Esta reaccion tiene lugar cuando se da una combinacién adecuada de
carbohidratos, lipidos y proteinas para lograr un color, sabor y aroma buscados.

En las patatas de calidad la asparagina esta presente como un aminoacido libre (93,6
mg/100g). Requiere de hidratos de carbono para dar lugar a la acrilamida. El contenido
de fructosa y glucosa tiene un fuerte vinculo con la formacion de acrilamida. El
principal determinante de la formacion de acrilamida en las tipologias de centeno,
harinas y masa cocidas es la concentracion de asparagina (Krishnakumar et al., 2014).

9
o
o HO H
HO HO H H

H,N HO H NH
OH + H oH carbonyl source 9 ,_>_ _}_+_< < o
(o] NH
2 o (glucose) calor HO 4 w OH OH OH o

OH

ssparegine N-(D-glucos-1-yl)-L-asparagine

N Z

-H,0

HO

HO HO H H

H,C%YO é - > ; ( (// o

NH, H H OH OH HO

acrylamide Varios Schiff base
pasos

Figura 2. Formacion de acrilamida por via de azucares reductores.
(Fuente: Krajewska A et al., 2009).



2.2.2 Influencia de la temperatura y el tiempo de procesado.

Segun Matthaus et al.,2004 y Pedreschi et al., 2005, dos factores indicadores de la
cantidad de acrilamida que se forma en las patatas son la temperatura y el tiempo de
fritura. La cantidad de acrilamida que se forma depende de la cantidad de precursores
directos como asparagina y azucares reductores que contenga la materia prima
(Olsson et al .,2004; Williams, 2005).

Estudios de distintos autores (Mottran et al.,2002; Stadler et al.,2002) demostraron
que el limite inferior de temperatura para la formacién de acrilamida es de 120°C. Esto
es debido a que la distribucion de la temperatura en la patata se produce desde el
exterior al interior ya que la matriz tiene mas resistencia a la transferencia de calor,
ademas se demuestra también la importancia de la humedad. En el proceso de fritura
el aceite adquiere temperaturas muy elevadas lo cual la deshidratacion es mas rapida
y es por tanto, que los altos niveles de temperatura y la baja humedad favorecen la
formacién de acrilamida (Gokmen et al.,2006).

Una cantidad suficiente de agua en el aceite que se usa al freir, actua como inhibidor
de la formacion de acrilamida. Si se quiere reducir el nivel de acrilamida formada
durante el proceso de fritura, se debe asegurar que las rodajas de patata tengan una
cantidad mayor al 10% de agua, ya que por debajo de este porcentaje se produce la
formacion de acrilamida. Por encima de los 150°C la produccién de acrilamida
aumenta considerablemente. Es posible que a esta temperatura los valores de
humedad estén mas bajos de los valores criticos y la reaccién de Maillard se acelere
(Gertz et al., 2002).

En el café la acrilamida se forma durante el proceso de tostado y los niveles varian
dependiendo de la variedad del café. Para este alimento no hay estudios ni se dispone
de tecnologia adecuada para disminuir los niveles de acrilamida formados pero se
sugiere un tostado por conveccion. (Valenzuela R B et al .,2007).

En resumen a lo anteriormente citado, como podemos ver en la Figura 3, el aumento
de acrilamida esta relacionado con el aumento de la temperatura entre 195y 225°C y
la duracion del procesamiento entre 16-24 min. Los resultados muestran que la

temperatura tiene un efecto mas pronunciado que el tiempo de procesamiento.
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Figura 3. Influencia de la temperatura y el tiempo de procesado en la cantidad de
acrilamida (Fuente: Pedreschi et al.,2005)

2.3. Toxicidad: efectos en la salud humana

En 1994 la IARC clasifico a la acrilamida como grupo “2A” (probable sustancia
cancerigena para el ser humano) debido a su neurotoxicidad, carcinogenicidad y
genoxicidad ( Erkekoglu et al., 2010). A posteriori la Comision Europea clasifico a la
acrilamida como carcindgeno de categoria 2 y mutageno de categoria 2. Asimismo, la
Agencia Europea de Sustancias Quimicas tildé a la acrilamida como sustancia de
“gran preocupacion” en el afo 2010.

La FAO y la OMS en la 722 reunion de la JECFA (JECFA, 2011) resumid y actualiz6
los estudios de la acrilamida en todo el mundo desde su 642 reunion (JECFA, 2005).
El informe derivado de tal reunion arrojaba descubrimientos de tumores
multiorganicos en animales de laboratorio después de la exposicion a la acrilamida,
aunque no se ha evidenciado de forma fehaciente la relacién entre la ingesta de
acrilamida y el aumento de canceres multiples a partir de investigaciones
epidemiologicas (Friedman et al.,1995).

Existen dos formas de genotoxicidad en las que puede darse la acrilamida. En la
primera de ellas, la acrilamida puede convertirse en el metabolito glicidamida, siendo
3 veces mas alta en mutabilidad que la misma e incluso pudiendo inducir a mutaciones
puntuales en varios sistemas (Fazendeiro, 2013). En la otra forma, la acrilamida actua

como un aceptor de Michael para formar aductos con grupos tiol, hidroxilo y amino en



el ADN, lo que conduce al dafio del mismo (Doroshyenko 2009; Erkekoglu y Baydar
2010; Hogervorst 2010; Watzek 2012; Zeiger 2009).

Trabajadores expuestos a la acrilamida sufren dafios del sistemas nervioso periférico
y central, puesto que los efectos de la acrilamida son neurotoxicos y cronicos (Huang
2011; Pennisi 2013). El nivel de efectos adversos no observados para los cambios
morfoldgicos en los sistemas nerviosos de ratas fue de 200 pg/kg por dia. Estudios
han informado que 40 ng/kg dia es la ingesta diaria tolerable (IDT) para la

neurotoxicidad y 2,6 ug/kg dia para el cancer (Tardiff et al.,2010).

2.4. Legislacion sobre el contenido de acrilamida en los alimentos

La acrilamida tiene un efecto negativo sobre la salud del ser humano. Por esta razén
la Union Europea (UE) ha establecido unos limites maximos de concentracion para
productos alimentarios como la patata, café, galletas, alimentos infantiles.

Se han establecido unos limites que vienen impuestos por el Reglamento (CE) N°
852/2004 del Parlamento Europeo, que ha sufrido una serie de modificaciones, por lo
que finalmente y la usada en la actualidad es la que se recoge en el en texto del
Reglamento (UE) 2017/2158 de la Comisién del 20 de noviembre de 2017.

La Tabla 1 recoge los niveles de referencia permitidos del reglamento actual de los
alimentos comunmente mas utilizados en la sociedad, siendo para las patatas fritas
caseras 500 ug/kg, patatas chips 750 ug/kg, café tostado 400 ug/kg y café soluble 850
ug/’kg ademas otros productos como el pan de molde a base de trigo 50 ug/kg y
alimentos infantiles como las galletas y otros alimentos a base de cereales como la
papilla que estan en el rango de 150ug/kg para galletas y 40 ug/kg para alimentos

infantiles.



Tabla 1. Niveles de concentracion recomendables en alimentos establecidos por la

Unién Europea

Pan de molde

A base de trigo

Otro pan de molde

Galletas y barquillos 350

Galletas saladas 400

Café tostado 400
Café instantaneo (soluble) 850
Sucedaneo de café compuesto de cereales 500

2.5 Preocupacion internacional

Organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Agencia
Espafola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Salud (AECOSAN), la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Organizacion
de Consumidores y Usuarios (OCU) y periédicos como el ABC o el PAIS hacen
participes su preocupacion por la existencia de la acrilamida, tal es asi que cada vez
estan anunciando mas noticias e investigaciones sobre ello y tratan de concienciar a
la sociedad.

La Comision Europea en 2017 aprobd el reglamento 2017/2158 que ha entrado en
vigor el 11 de Abril de 2018 donde se proponen medidas de mitigacion y niveles de
referencia para la reduccion de acrilamida en alimentos.

AECOSAN junto con la Comision Europea estan preparando un borrador guia para
que la aplicacion del borrador sea mas sencilla. Ademas, se pretende que para finales
de 2018 se realicen jornadas informativas destinadas a los profesionales del sector

que afecta.



En la figura 4 podemos ver el encabezado de la pagina web de AINIA un centro

tecnoldgico de Valencia, donde se anuncia el reglamento anteriormente citado.

| a Comisin uroped aprieba
medi a mitigar los niveles
deacrilamida en lossalimentos

ﬂ Poﬂ:)sé \Maria Ferrer I\ 1 angpublicade

Figura 4. Encabezado pagina AINIA
(Fuente:https://www.ainia.es/tecnoalimentalia/legislacion/comision-europea-limites-
acrilamida-alimentos/)

AECOSAN en su pagina web da recomendaciones de como reducir la formacion de
acrilamida en los alimentos a través de su forma de cocinado. Como podemos ver
en las figuras 5 y 6 las patatas fritas y el pan son mucho mas sanos cuando estan

dorados pero muy perjudiciales cuando el dorado pasa a ser quemado.

DORADO
PERO NO PASADO

Figura 5. Recomendaciones de AECOSAN
(Fuente:http://www.aecosan.msssi.gob.es/AECOSAN/web/para_el_consumidor/ampl

iacion/reducir_exposicion_acrilamida.htm)



Figura 6. Recomendaciones AECOSAN

(Fuente:http://www.aecosan.msssi.gob.es/AECOSAN/web/para_el_consumidor/ampl

iacion/reducir_exposicion_acrilamida.htm)

3. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo principal la evaluacion de los niveles de
concentracion de acrilamida en alimentos tales como las patatas y café.

Este compuesto ha tomado una gran importancia en los ultimos afios ya que se esta
llegando a considerar probable carcinogénico para humanos. Como puede verse en
la figura 7, la mayor parte de las investigaciones realizadas en los ultimos afios sobre
la formacion de acrilamida en alimentos se centran en patatas (53% de publicaciones)
y café (17% de publicaciones). Nos centramos en estos alimentos ya que son los mas
investigados por encontrarse mayores niveles de acrilamida en estos: Es por ello que
se va proceder a realizar una revision de los distintos tratamientos de muestra y de

las distintas técnicas de analisis utilizadas para estos alimentos.
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Porcentaje de articulos buscados de alimentos

1.Patatas
2. Café

3. Pan

4. Galletas
5.Alimentos
infantiles

Figura 7. Porcentaje de informacion encontrada de alimentos con acrilamida

4. METODOS PARA LA MITIGACION Y ANALISIS DE
ACRILAMIDA.

4.1. Métodos para la mitigacion.

4.1.1. Efectos de los materiales crudos

Para ver como influye la formacion de acrilamida en los productos de patata y cereales
se ha estudiado la influencia de la variedad, el afio de cosecha, las condiciones en la
que se ha llevado a cabo el almacenamiento de producto y la fertilizacion usada. La
composiciéon en las patatas varia dependiendo de la variedad. Las patatas contienen
gran cantidad de azucares reductores, que es el principal factor para la formacién de
acrilamida. Por tanto, para reducir la formacién de acrilamida es conveniente controlar

los azucares reductores y la asparagina. (David et al., 2012)
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Una variedad de patatas con bajas concentraciones de azucares reductores puede
ser una forma efectiva de reducir la formacion de acrilamida.

Las condiciones climaticas y el afio de cosecha también tienen un efecto significativo
en la asparagina y los azucares reductores en la patata. Un estudio (Park et al., 2005)
compard muestras del afo de cosecha 2004 con 2003, observando que el contenido
en asparagina fue menor en el afio 2004. Los resultados de este estudio fueron que
un verano excesivamente caluroso dio como resultado que se generé una menor
cantidad de asparagina. La fertilizacion es también un factor clave; se ha estudiado
que si se fertiliza menos con compuestos nitrogenados se da una mayor concentracion
de azucares reductores, lo que conlleva una mayor formacién de acrilamida en los
productos de patata. Para productos de trigo no se vio afectada la formacién de
azucares reductores con la fertilizacion.

Las patatas se almacenan durante varios meses, por lo que las frias temperaturas y
el tratamiento de las patatas a alta temperatura como el endulzamiento senescente,
son las causas principales para la acumulacion de azucares durante su
almacenamiento.

Para reducir la formacién de acrilamida, lo ideal es almacenar las patatas a 8 °C.

4.1.2. Efecto de los aditivos

La asparaginasa es una enzima que convierte el precursor (asparagina) en amoniaco
y acido aspartico, por lo que puede reducir la formacion de acrilamida en alimentos.
Se produce comercialmente a partir de Aspergillus niger (DSM’s Preventase) y se
encuentra una aplicacion mayor para los productos de patatas y cereales. Aunque es
una estrategia bastante prometedora para la reduccion de acrilamida, es costosa con
respecto a otras estrategias.

También se reduce el contenido de acrilamida en alimentos afiadiendo aminoacidos
o sustancias ricas en proteinas. En varios estudios, (Rydberg et al., 2003;Vattem et
al., 2005) se evaluaron ciertos aminoacidos tales como la glicina, cisteina, metionina,
glutation y lisina para la formacion de acrilamida y su cinética de eliminacion.

Al anadir cisteina y metionina a galletas y masa de patata, la formacion de acrilamida
disminuyd en un 50%. Se estudio también el efecto de la cisteina en pan crujiente

pero en este no existian tales efectos.
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La adicién de antioxidantes influye en la reaccién de Maillard, dando como resultado
formacion de acrilamida. Los antioxidantes procedentes de los extractos de romero,
hojas de bambu y extracto de té verde pueden reducir efectivamente la presencia de
acrilamida en alimentos calentados. (Fernandez et al.,2003)

El mecanismo exacto de la formacion de acrilamida aun no se conoce realmente pero
se propone que podria interactuar con aldehidos activos y bloquear la oxidacién de la
acroleina. Estos estudios se basan en condiciones in vitro o0 a escala pequefia y quizas
no puedan dar los mismos resultados a niveles comerciales o industriales.

Se afadi6é a la masa de patata cationes mono y divalentes tales como Na*, Ca®* o
Mg?*, observando un notable efecto en la reduccion de acrilamida. Ademas, los
cationes polivalentes también pueden reducir la formacion de acrilamida durante el
calentamiento. Estos iones podrian interactuar con la asparagina de manera que se

evite la formacién intermedia de la base de Schiif y con ello la formacion de acrilamida.

4.1.3. Efectos debido a los métodos de procesamiento

La mayor parte de las soluciones para paliar la acrilamida se centran en la etapa de
procesamiento. Las principales condiciones que influyen en la formacion de la
acrilamida son: temperatura y tiempo de coccion, escaldado y fritura. Diversas lineas
de estudio (Elmore JS et al.,2005) se centran sobre la correlacion existente entre la
temperatura de coccién y el tiempo de coccion y la formacion de acrilamida. No
obstante, la dupla prolongada de temperatura y tiempo de coccion (260°C, 20 min.)
disminuyé el contenido de acrilamida en los alimentos. Biedermann y Grob
descubrieron la aparicion de acrilamida a una temperatura inferior a 100°C (Annese
M et al.,2010). En contraste con los métodos tradicionales de coccion, las condiciones
optimizadas como la temperatura y el perfill de humedad relativa, arrojaron una
reduccion del 50% de la formacion de la acrilamida. La radiacién para la coccion de
los alimentos es mas efectiva en la reduccion de acrilamida que los hornos con
conveccion. Ademas, la combinacién de calentamiento por conveccion y dieléctrico
(microondas) resultd ser efectiva para la reduccion de acrilamida en alimentos de
panaderia. El horneado con una alta humedad relativa demostré ser efectivo para
mitigar la acrilamida. Esto puede conseguirse no solo reduciendo la temperatura, sino
ademas utilizando vapor para calentar en la parte final de la coccion, 200°C y 20 min

son los valores de referencia en cuanto a temperatura y tiempo respectivamente, en
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el proceso de coccidn. Es en la corteza externa del pan donde se concentra la mayor
parte de acrilamida y solo hay una pequefia presencia en la miga del pan.

El escaldado reduce la formacion de la acrilamida principalmente por lixiviacion de los
precursores (azucares reductores) antes de la fritura. Se pueden variar la temperatura
y el tiempo de escaldado para mantener constantes las especificaciones del producto.
El escaldado a 70°C y durante un periodo de tiempo de 10-15 minutos, supone una
reduccion del 65-96% de acrilamida en patatas fritas.

Freir los alimentos es un proceso que abarca desde el ambito industrial hasta el
ambito doméstico. La formacion de la acrilamida esta relacionada con el desarrollo del
color de los alimentos, que se produce en la reaccion de Maillard durante el proceso
de calentamiento, en especial en el tramo final de la fritura. Unas condiciones de fritura
mas exhaustivas (tiempo y temperatura), dan lugar a unas patatas fritas mas oscuras
y con una mayor concentracion de acrilamida. Es decir, se debe tener un control sobre
factores como la temperatura (no pasando de 170-175°C) y el tiempo para prevenir la
aparicion de la acrilamida. La fritura en condiciones de baja presion supone una mayor

reduccion de acrilamida (VIeeschovwersk et al.,2007).

4.1.4. Efecto del pH, el agua y la fermentacion

El pH tiene una gran influencia en la reaccion de Maillard. Es sabido que un alto pH
influye en los nutrientes de los alimentos. Investigadores (Grob K, 2007;Jung MY et
al.,2003) demostraron que un nivel reducido de pH implica una reduccion sustancial
de acrilamida durante la fritura y la coccion. Para reducir el pH de los alimentos se
puede tratar con un acido, dando aparicibn a sustancias asociadas a Maillard.
Realizando distintos tratamientos con acidos, se rebajo la cantidad de acrilamida en
alimentos de panaderia, aperitivos de maiz y galletas.

En los alimentos la actividad del agua juega un papel importante en la mitigacion de
la acrilamida. Solo cuando la actividad del agua en alimentos es inferior a 0,8% tiene
aparicion la acrilamida, mientras que la formacion de la misma es alta cuando la activa
del agua es igual o inferior a 0,4% (Hoenicke K et al., 2004).

Con la fermentacion es posible controlar la formacién de acrilamida en los alimentos,
manteniendo la composicion del precursor y el pH. Un mayor tiempo de fermentacion
(una hora al menos) afecta directamente en la cantidad de acrilamida del pan y de las

patatas fritas. (Fredriksson H et al.,2004). La fermentacion combinada de acido lactico

14



y escaldado presenta una mayor reduccidén de acrilamida en productos de patata
(Baardseth P et al.,2006).

4.2 Métodos de analisis de acrilamida

4.2.1 Métodos de extraccion y purificacion de acrilamida
La determinacion de acrilamida en matrices de alimentos como patatas y café,
requiere una preparacion de la muestra antes del analisis instrumental. Los pasos
tipicos dentro de la preparacion de muestras incluyen extraccion, purificacion y
limpieza y, en algunos casos la derivatizacion en funcion del método de analisis.
La extraccion en fase solida (SPE) y la extraccion liquido-liquido (LLE) son las técnicas
mas ampliamente usadas para el aislamiento de acrilamida en muestras de patatas y
café.
La extraccidén es un proceso critico para el pretratamiento en alimentos para detectar
acrilamida. Por regla general, se emplean disolventes polares para la extraccion de
acrilamida, entre los que se encuentran el agua o soluciones salinas tales como acido
férmico o disolventes organicos como acetona o acetonitrilo (Chen F et al.,2008). Para
muestras ricas en proteinas tales como las patatas se usan reactivos de Carrez
(ferrocianuro de potasio y sulfato de zinc), acetona, etanol o metanol para precipitar y
eliminar las proteinas (Bagdonaite, Derler y Murkovic.,2008).
En las tablas 2 y 3 se resumen los distintos tratamientos de muestra para cada

alimento.

4.2.1.1 Extraccion en fase solida (SPE)

Se utiliza en la purificacion de extractos de alimentos debido a su simplicidad,
precision y estabilidad (JECFA,2011). Se basa en la diferente afinidad que presenta
el analito (o la matriz) por una fase soélida o por la propia muestra liquida (o el extracto
obtenido). Esta técnica es ideal para la extraccion de analitos presentes en muestras
liquidas y para la purificacion de los extractos obtenidos mediante las distintas
técnicas de extraccion.

La forma mas habitual de trabajo se muestra esquematicamente en la Figura 8, donde
la fase solida esta colocada en un cartucho. El primer paso consiste en acondicionar
el cartucho con un disolvente de propiedades similares a la muestra. En segundo

lugar, se pasa un determinado volumen de muestra quedando los analitos retenidos.
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En tercer lugar, se hace una etapa de lavado para eliminar los interferentes y como
ultimo paso, los analitos son eluidos con un disolvente adecuado.

Los cartuchos mas utilizados son Oasis HLB junto con Bond Elut-Accuat y una
columna de SPE con mezcla de C1s, SCX y SAX (Bortolomeazzi et al., 2012).

Procedimiento de la Extraccion en Fase Sélida (SPE)
1 2/3 a 5 &
Muestra Acondicio- Adicion de Lavado Elucion del
namiento muestra analito

Figura 8. Esquema de las etapas de extraccion SPE
(Fuente: Bortolomeazzi et al., 2012)

4.2.1.2 Extraccion liquido-liquido (LLE).

La extraccidén liquido-liquido es un proceso de separacion que consiste en la
transferencia de un soluto de un disolvente a otro, siendo los disolventes inmiscibles
entre si. Una fase generalmente es acuosa y la otra fase es un disolvente organico.
Como todos los procesos de extraccion, la extraccion liquido-liquido conlleva una
etapa de contacto seguida de una separacion de fases. Debido a que las dos fases
son inmiscibles, forman dos capas, en donde la fase mas densa queda en la parte
inferior del embudo de decantacion. El equilibrio se alcanza cuando el potencial
quimico del soluto extraible esta igualado en las dos fases, esto conlleva a la definicion
de “coeficiente de distribucion” que es una expresion de la preferencia que tiene el

soluto por los solventes (Camara C.,2012)
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La eficacia del proceso de extraccion liquido-liquido se puede mejorar modificando el
coeficiente de distribucion.

La LLE es una técnica muy util para la extraccion de compuestos organicos de
diferente naturaleza ya que se puede modificar el coeficiente de distribucion ademas
de ser un método barato y facil de realizar, pero tiene el inconveniente de que es lento,
dificil de automatizar y se usan solventes téxicos. La eleccion de los solventes
depende de la polaridad de los analitos; en general, los disolventes polares extraen
analitos polares de forma mas eficiente que si estos son analitos apolares (Cortada-
Cortés C.,2012)

4.2.1.3. Extraccién solido-liquido y clean-up con fase sodlida magnética

Este procedimiento (Hammid R.N et al.,2018) se lleva a cabo en unas ciertas
condiciones Optimas (1g de muestra, 5ml de acetonitrilo (ACN) que actua como
disolvente de extraccion y 70mg de adsorbente). Para ello la muestra se afiade a un
tubo de centrifuga y se afiade 100 ml de acrilamida, se deja un tiempo suficiente para
que la acrilamida difunda por la muestra, una vez realizado este proceso se procede
a anadir 5 ml de hexano para su desengrase y se mezcla. Para la extraccion, se
afiaden 5 ml de ACN se agita y se lleva a centrifugacién. Después de su centrifugacion
se pueden observar dos fases, una de ellas es la fase de hexano que incluye la grasa,
esta es la capa superior y la fase inferior es la de ACN, una fase de color rosado, que
contiene acrilamida extraida y otros componentes solubles. La fase de hexano se
elimina y se trabaja con la fase de ACN que se pipetea y se filtra a través de un filtro
de jeringa de nylon a un vial.

A continuacion, una vez filtrada dicha fase se afiade 70mg de adsorbente, uno de los
mas utilizados es Fe304-G-TEOS-MTMOS, esto se realiza con fines de limpieza, la

mezcla es agitada y se lleva a GS-MS.

4.2 1.4 Pretratamiento de muestra utilizado en métodos de deteccion rapida

Para los métodos de deteccion rapida, el pretratamiento de muestra en algunas
ocasiones se modifica o directamente se anula. La purificacion a través de extraccion
SPE se reemplaza o incluso es eliminada.

Para inmunoensayos (Quan et al.,2011) se utiliza una solucion salina tamponada con

fosfato (PBS) para extraer acrilamida y ademas elimina de manera muy exacta la
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interferencia matricial tanto en extraccion como en deteccién y directamente se agrega
el extracto en micropocillos para la deteccién.

El pretratamiento en biodeteccion electroquimica puede resultar algo mas complicado
en comparacién con los inmunoensayos pero bastante mas simple que con los
meétodos estandar. Las sefales electroquimicas estan basadas en reacciones redox
en la superficie del electrodo de trabajo. Sin embargo, las proteinas y la grasa
dificultan la transferencia de electrones entre el electrodo y la solucion. En
consecuencia, se eliminan la grasa y las proteinas mediante hexano y reactivos de
Carrez (ferrocianuro de potasio y sulfato de zinc), respectivamente, seguido de la
extraccion de acrilamida con la utilizacion de disolventes polares. Ademas, el
tratamiento con ultrasonidos y la filtracién ayuda a la facilitacion de la extraccion y la
purificacion (Zargar et al.,2009).

4.2.1.5 QUEChERS ( Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe)

El método QUEChERS es un método de extraccion y limpieza, muy popular ya que
disminuye la cantidad de solventes a utilizar, los costes, el tiempo de respuesta y la
eficacia en la extraccidén. Este método combina una etapa de extraccion simple y una
segunda etapa de extraccion dispersiva en fase solida (dSPE) y un protocolo de
limpieza que obtiene recuperaciones excelentes y una eliminacion adecuada de
interferencias (Anastassiades M et al.,2003).

En una primera etapa, se realiza la extraccion con un disolvente organico,
habitualmente acetonitrilo, en presencia de sales, cuyo procedimiento lo podemos ver
en la figura 9. Las sales que se emplean en este punto son sulfato de magnesio
(retiene agua y facilita la extraccion) y cloruro sodico (favorece la separacion de las
fases y hace que la solubilidad del analito disminuya en la fase acuosa).

La segunda etapa de este método consiste en un clean-up del extracto mediante una
dSPE. Las sales y sorbentes empleados en esta fase son sulfato de magnesio anhidro
(elimina el agua), amina primaria/segundaria PSA (elimina acidos grasos, acidos
organicos, azucares y pigmentos), sorbente C1g (limpian los excesos de grasas que
existan, esteroles y sustancias no polares) y el carbon grafitado (para eliminar

pigmentos).
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Figura 9. Procedimiento de la extraccion QUECHERS (Fuente: QUEChERS,
phenomenex 2012)

4.2.2 Métodos de analisis de acrilamida en patata y café

Los métodos de determinacion y cuantificacion, al igual que los métodos de extraccion
y purificacion han cambiado respecto a afios atras. Entre los métodos mas utilizados
para la determinacion de acrilamida se encuentran la cromatografia de gases,
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, ademas de métodos de
cromatografia liquida.

Existen ademas técnicas de analisis cuyo objetivo es obtener resultados rapidos que
dependiendo de la técnica se obtendran mejores o peores resultados dependiendo de
la sensibilidad y la selectividad de esas técnicas. Las técnicas actualmente utilizadas
como meétodos con resultados rapidos son: cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas (LC-MS/MS), cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), técnica cualitativa del Test (ELISA; del ingles “ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas”) ademas de técnicas de fluorescencia y de biosensores

electroquimicos.
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4.2.2.1 Cromatografia de gases (CG)

La cromatografia de gases es un meétodo fisico de separacion compuesto de fase
movil, puerto de inyeccidn, horno de la columna, columnas, fase estacionaria, detector
y sistema de registro de datos (Olguin et al.,2004). El esquema de un cromatografo
de gases esta descrito en la figura 10. Describe como se distribuye el analito entre la
fase movil de tipo gaseoso y una fase estacionaria que puede ser liquida o sélida
donde la separacién del analito se realiza en funcion de como las sustancias quimicas

se distribuyen entre la fase movil y la fase estacionaria (Duque et al.,2015).

Electrodo
coleckor Registro
Jeringa eg
l'— Amplificador
Trampa de )‘
oxigeno {

C' | j | . Gases de
\ 1 Inyector lama

Valvulas de
regulacion Columna

/ Tratamiento de datos

_& Gas de apoyo

Homo

Figura 10. Esquema de un cromatografo de gases
(Fuente:http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/
cromatografia_de_gases.pdf)

La muestra es inyectada en la fase movil, la cual es un gas inerte. Los componentes
de la muestra pasan a través de la fase estacionaria que se encuentra colocada en la
columna dentro del horno con temperatura programada, las columnas actualmente

utilizadas son las columnas capilares.
El tiempo de retencion en la columna, es decir, la velocidad de migracion de cada
componente ocurre en funcion de cémo se distribuyen la fase movil y la fase
estacionaria (Sogorb y Vilanova E,. 2004). Los diferentes solutos que contienen la
muestra presentan distinta afinidad por la fase estacionaria, esto permite que se
puedan separar: los componentes que se retienen fuertemente en esta fase se
mueven lentamente en la fase movil al contrario que ocurre con los componentes que
se retienen débilmente que se moveran rapidamente en la fase movil. La presién de
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vapor de los componentes es un factor clave en este equilibrio (a mayor presion de
vapor, menor tiempo de retencion en la columna). Debido a la diferencia de movilidad,
los distintos componentes de la muestra se separan en bandas que se pueden
analizar tanto cuantitativamente como cualitativamente empleando detectores
seleccionados (Olguin et al.,2004). El analisis de acrilamida se puede llevar a cabo

directamente sin derivatizar la molécula o mediante bromacién (Zhang el al.,2005).

4.2.2.1.1 Cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-MS)

La unién de la cromatografia de gases (CG) junto con la espectrometria de masas

(MS) es una técnica para la separacion, identificacion y cuantificacién de componentes

volatiles y semivolatiles, a la vez que permite ademas la separacién e identificacion

de mezclas complejas (Garrido et al.,2008).

Cuando se inyecta en el cromatografo de gases una mezcla de compuestos se

separan en una columna cromatografica, obteniendo asi una elucidn sucesiva de

componentes individuales que estan aislados que pasan rapidamente al

espectrometro de masas. Cada componente es registrado como un pico

cromatografico y es identificado a través de su respectivo espectro de masas.

Mediante la técnica de cromatografia gases-masas la acrilamida puede analizarse o

bien mediante derivatizacion con bromacion.

% Analisis directo de acrilamida

Algunos autores (Amrein et al.,2005; Ellenberg et al.,2004, Hoenicke et
al.,2004) proponen el analisis de acrilamida directo, debido a la alta polaridad
de las columnas de acrilamida donde se utiliza fases polares como el
polietilenglicol. El mayor problema en el analisis de CG sin derivatizar es la falta
de picos caracteristicos en el espectro de masas de la acrilamida. Los
principales fragmentos son iones con relacidon masa-carga 55 y 72, utilizados
ademas para la cuantificacion. Existen sustancias con tiempos de retencidn
aproximados a la acrilamida como el maltol o acido heptanoico, que producen
los mismos iones, lo cual puede inducir a error en la cuantificacion (Biedermann
et al.,2002; Shalini et al., 2010).
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% Analisis de acrilamida por derivatizacién con bromacion

El analisis mediante bromacion se da desde 1990 (Castle,1993) y esta
compuesta por una extraccion acuosa a raiz de la matriz seguida de una
derivatizacion de acrilamida en 2,3-dibromopropionamida.

La derivatizacion se consigue mediante una solucidn acuosa de bromo
elemental o con la utilizacion de KBrOsz y KBr que son compuestos mas
seguros. Seguidamente, el derivado formado se extrae con acetato de etilo que
puede ser inyectado mediante CG-MS directamente o para conseguir limites
de deteccidon mas bajos puede ser preconcentrado o purificado. Aunque este
meétodo implica tiempos de trabajo mayores y es mas complicado muestra
mayores ventajas a en lo que se refiere a sensibilidad y selectividad,
eliminacién de interferentes y aumento de la volatilidad (Zhang et al.,2010;
Shalini et al.,2009)

En lo relativo a la separacion, se utilizan columnas de polaridad media-alta
(Cheng et al.,2006). El empleo de CG-M/MS o con acoplamiento a un
espectrometro de masas de alta resolucion puede disminuir la interferencia y

obtener un buen limite de deteccion en ciertos alimentos (Hoenicke et al.,2004).

4.2.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica de separacion
analitica, que se lleva a cabo gracias a la afinidad del analito por una de las fases,
fase estacionaria o fase movil. Un liquido (fase movil) circula en contacto con otro
liquido inmiscible o un sélido que es la fase estacionaria. Al introducir los analitos
(mezcla de sustancias) en la corriente de la fase movil, cada analito avanza a lo largo
de la corriente del sistema a una velocidad distinta, esto sucede dependiendo de la
afinidad que tenga este por las fases anteriormente nombradas. Una vez terminado el
recorrido de la muestra hace que cada analito eluya a un tiempo diferente por lo que
al salir de este, se encuentran separados (Hernandez,2007).
Este tipo de cromatografia de alta resolucion requiere la existencia de una serie de
dispositivos formando un sistema; como podemos observar en la figura 11 los
componentes son:

-Dispositivo que suministra eluyentes (Bomba y mezclador de eluyentes)

-Dispositivo de inyeccion, el cual permite introducir la muestra en el sistema
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-Columna que es el sistema de analisis
-Conducciones y conexiones

-Detector y registrador

|
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Figura 11. Componentes de un HPLC
(Fuente:http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/
cromatografia_liquida_de_alta_eficacia.pdf)

Este método puede tener diferentes tipos de detectores para el analisis de acrilamida.
Estos detectores son detectores de fluorescencia, de ultra-violeta (UV), detectores de
indice de refraccion, detectores electroquimicos entre otros. Para la determinacién de
acrilamida los mas utilizados son los de UV y los de fluorescencia. En ocasiones al

cromatégrafo se le agrega un espectrometro de masas (MS).
e Detectores UV: Estos son clasificados como detectores de absorbancia.
Proporcionan una buena sensibilidad y estabilidad ademas de su facilidad
para operar. Durante el analisis la muestra pasa a través de una celda
transparente de vidrio sin color que es la llamada celda de flujo. La luz UV
es irradiada en la celda de flujo donde se encuentra la muestra que absorbe
una parte de la luz UV. La intensidad de la luz que se observa para la fase
movil (sin muestra) y la muestra que contiene el eluyente sera diferente. Al
medir esta diferencia, se puede determinar la cantidad de muestra. Es
importante elegir una buena longitud de onda dependiendo del analito. Para

la acrilamida la longitud de onda mas adecuada es de 254 nm.
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e Detectores de fluorescencia: La fluorescencia se producen en
compuestos con determinados grupos funcionales que se excitan a unas
determinadas longitudes de onda y emiten una radiacion de longitud de
onda mayor que la radiacion absorbida. La intensidad de esta luz emitida es
la que se sirve para analizar la concentracion de analito. Tienen una gran
ventaja y es que son muy sensibles, llegando a ser mas sensibles que los
detectores de absorbancia (Gomis Yagues,2008).

4.2.2.2.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS)

El método de cromatografia liquida acoplada a masas-masas o masas tandem (LC-
MS/MS) es un método de analisis para acrilamida ya que esta requiere de un método
gue sea de confianza para cuantificar cantidades pequefias de este compuesto, fue
creado en 2002 por Rosen & Hellenas, para verificar los resultados iniciales de el
analisis de acrilamida por bromacion en GC-MS.

LC-MS/MS tiene una alta selectividad en lo que se refiere al sistema de deteccion; la
mayor parte de los trabajos publicados emplean la espectrometria de masas con un
analizador de triple cuadruplo con ionizacién positiva por elecrospray (Electrospray
ionization, ESI) en el modo monitorizacion de reaccion multiple o MRM (Wenzl T et
al.,2003 y 2007).

Los iones motorizados para el analisis de acrilamida por LC-MS/MS son
(CH2=CHC=0)*=55 y (CH2=CHC=NH)*=54, (CH2CHCONH2)=72 m/z (Ahn et
al.,2002).

La transicidon que tiene alta abundancia relativa es la 72>55 que es la que siempre se
selecciona para la cuantificacion (Hoenicke et al.,2004; Rosen & Hellenas, 2002).
Para confirmar la presencia de acrilamida se han seleccionado en ocasiones las
transiciones 72>54, 72>44 y 72>27 (Becalski et al.,2003; Delatour et al., 2004). Se
usa como patron interno para la deteccidn de is6topos de acrilamida la transicion
75>58 para el caso de (°Hs) acrilamida y (i3C?) acrilamida (Petersson et al.,2006) y
una relacion de iones de transicion de 55/58 de iones para cuantificar la acrilamida
(Cheng et al., 2009).

A pesar de que el modo MS-MS tiene una alta selectividad y que permite una buena
separacion de los analitos, inevitablemente se pueden producir interferencias,
especialmente cuando la matriz es compleja (Becalski et al.,2003); se pueden
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observar picos con tiempo de retencion idénticos a la acrilamida y la acrilamida
deuterada. Para que esto no ocurra, se recomienda volver a extraer el extracto acuoso
obtenido en la muestra por medio de disolventes organicos de caracter polar como
por ejemplo el acetato de etilo. Asi de este modo, se pueden extraer interferentes
como sales, azucares, almidones o aminoacidos que permanecen en la fase acuosa
y el extracto obtenido se puede analizar por LC-MS/MS (Becalski et al.,2003; Hoenicke
et al.,2004; Zhang et al.,2005). En la transicion 72>55 también existen compuestos
que pueden interferir; para separarlos se debe utilizar una columna de intercambio
iénico (Cavalli et al.,2004).

Debido al bajo peso molecular de la acrilamida y de sus fragmentos ionicos, la
confirmacion se logra monitorizando diferentes transiciones caracteristicas. Sin
embargo, ya que la acrilamida es una molécula muy polar con escasa retencion en los
rellenos convencionales de fase inversa, y a pesar del empleo de espectrometros de
masas en tandem operando en motorizacion de reacciones seleccionadas, la
identificacion de este compuesto se basa en los tiempos de retencién cromatografica
y en la presencia y abundancia relativa de los iones caracteristicos (Arribas G, 2013).

4.2.2.3 ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas)

Esta técnica es llamada comunmente ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbed Assay)
es un método rapido basado en la realizacion de inmunoensayos enzimaticos, es
decir, en la formacion de la unién del anticuerpo-antigeno con alta especificidad y
afinidad, la union se mide mediante deteccion Optica de productos coloreados
catalizados por marcadores enzimaticos. Debido a la alta afinidad que tiene el
antigeno por el anticuerpo y la alta eficacia que tiene la catalisis enzimatica, ELISA
tiene muchas ventajas como buena sensibilidad, selectividad y un alto rendimiento. El
proceso esta reflejado en la figura 12. La acrilamida al tener bajo peso molecular
carece de grupos epitdpicos fuertes y carece de inmunogenicidad. Por lo tanto, el
antigeno completo debe sintetizarse a partir de unas proteinas transportadoras y la
conjugacion con acrilamida. Entonces, el anticuerpo de acrilamida se produce por
inmunoreacciones que son producidas por el antigeno completo (Hu Q et al., 2015).
Una forma de hacer este método es usar glutaraldehido para conjugar. Los dos grupos
terminales sirven de puente para conectar los grupos amino de la proteina y la

acrilamida generando una base de Shiff (Chan, Husseinsyah y Sam., 2013).
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Zhang, Gao et al.,2009 utilizaron este método para sintetizar un antigeno artificial a
partir de acoplar acrilamida con albumina de suero bobino (BSA). Este es un método
simple pero puede causar resultados bajos ademas de la pérdida de epitopes
antigénicos (Zhou, Zhang, Wang y Zhao.,2008).

Synthesis of complete
antigen
i —_— 10
=)L""‘ + . =/k: Preparation of
AA or its derivative antibody
Hapten Carrier protein  Complete antigen l
V. N
S
* o4
Antibody
Indirect complete
ELISA
< =1
’/ “d <\ (
A A <4 V7 Wash ou
—> AA —> 1 | —L o0
AAA AALL ARS8 -2

A Coating antigen A AA ' 4 antibody | HRP conjugated
’ secondary antibody

Substance of colorimetric reaction

Figura 12. Esquema del método ELISA (Fuente: Hu Q et al.,2015)

5.DETERMINACION DE ACRILAMIDA EN ALIMENTOS
TERMICAMENTE PROCESADOS

Segun diferentes estudios se ha demostrado que las patatas que no han sido
sometidas a tratamiento térmico no contienen acrilamida pero si los precursores para
la reaccién de Maillard, demostrandose que el contenido de azucares reductores que
presentan las patatas, corresponden con la cantidad de acrilamida que se forma
(Olsson et al.,2004).
Estudios demuestran que la cantidad de asparagina y azucares reductores varia en
funcién de la variedad de patata (Knutsen et al.,2009).
Mesias et al.,2017 han realizado estudios sobre la formacion de acrilamida bajo
condiciones controladas de manipulacién y fritura donde se ha demostrado que las
variedades de patata con menor contenido en azucares reductores se asocian a una
menor produccion de acrilamida; es recomendable que si las patatas se van a destinar
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a fritura se utilicen variedades con menores cantidades de azucares reductores
(Palermo et al.,2016). Algunos autores (Torres y Parrefio,2009) recomiendan usar
distintas variedades de patatas con diferentes caracteristicas para fritura en tiras o
patatas “chips”. La forma de cocinado es un factor importante; cuando se somete a un
proceso de fritura donde se alcanzan temperaturas mayores a 120°C y humedad
inferior a 2,5%, se forman mayores cantidades de acrilamida (Mottram et al.,2012), es
por ello que como se puede observar mas adelante, la mayoria de los estudios
realizados son en patatas fritas o en patatas “chips”. En las revisiones realizadas para
la determinacion de acrilamida en patatas encontramos que se emplean
principalmente la cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de masas
(LC-MS/MS), la cromatografia de liquidos con deteccion de electroquimica pulsada
(LC-PED) y deteccién con diodo array (LC-DAD), la cromatografia de liquidos de alta
resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) y con deteccion de
fluorescencia, cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a triple cuadruplo en
tandem con espectrometria de masas (HPLC-QqQ-MS/MS) y con deteccidn con
ultravioleta (HPLC-UV). También es bastante empleada la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la cromatografia de gases con
ionizacion quimica positiva acoplado a espectrometria de masas (GC-PCI-MS/MS) y
la cromatografia de gases con deteccion con electron de captura (GC-ECD). En menor
medida aunque también se utiliza es la cromatografia capilar como por ejemplo la
inyeccion de muestra en campo ampliado con electroforesis capilar en tandem con
espectrometria de masas (FASI-CE-MS/MS), la electroforesis capilar de zona (CZE)
y la cromatografia capilar con electrocinética miscelar (MEKC).

También se usan técnicas de deteccion rapida como puede ser el método ELISA,
meétodos de biosensores electroquimicos y métodos de fluorescencia.

En las tablas 2 y 3 se muestra un resumen de los métodos utilizados para la
determinacién de acrilamida en patatas. Podemos observar que la técnica mas
empleada es GC-MS utilizando una dispersion de matriz con cartuchos C1s después
una derivatizacion (bromacion) y seguido de clean-up con n-hexano.

En otros casos se utiliza extracciones en fase sdlida que pueden ser magnética de
fase invertida (RP-MSEP) o dispersiva (dSPE) estas dos utilizan como sorbente
hibrido sol-gel de tetraetoxisilano-metiltrimetosilano.
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Hay estudios también que utilizan una extraccion asistida con ultrasonidos vy
microextraccion dispersiva liquido-liquido, derivatizando con xanthidrol y clean-up con
agua.

Otro estudio que fue realizado por Fernandes J.O. (Fernandes J.O et al., 2007) se
analizaron 17 muestras de patatas fritas de distintos supermercados locales y de estas
se tomo una muestra representativa de 20g, se trituré en un molino eléctrico y se
almacend a 4°C. Se aplicé una técnica de preparacidon de muestras basada en
dispersion de fase solida de matriz (MSPD). Se tomaron alicuotas de 0,5g de patatas
se trituraron y dispersaron con 2 g de sorbente Cig se mezclaron y la mezcla se
empaquetd en una columna vacia y después de limpiarlo con n-hexano para
desgrasarlo, la acrilamida se eluyd con agua (se realizé por duplicado, utilizando 4ml
en cada ocasion). Después de un proceso de bromacioén del extracto, las muestras se
analizaron con GS-MS en el modo de monitorizacién de iones seleccionado. Este
meétodo presenta buenas recuperaciones y los limites de deteccion y cuantificacion
fueron 12,8 y 38,8 ug kg™.

En otro estudio realizado por Lim H.H (Lim H.H et al., 2014) se tomaron 10 marcas
distintas de patatas fritas y café en un supermercado local y se compraron patatas
fritas en cinco restaurantes locales de comida rapida de Corea del Sur. Antes del
muestreo cada muestra fue homogeneizada. Se analizaron 2 g de muestra, la
acrilamida se extrajo con estos 2 g mas 6 ml de cloruro de metileno. El extracto
organico se diluyd con 3 ml de hexano y después, el analito se extrajo de nuevo con
0,5 ml de agua pura. La derivatizacion de la acrilamida se realizé en el extracto de
agua. El derivado formado se inyecto en la LC-MS/MS sin ningun procedimiento extra
de extraccion o purificacion. Con estas condiciones, los limites de deteccion y los
limites de cuantificacion fueron 0,04 y 0,14 ug kg™, respectivamente. La desviacion
estandar relativa fue menor al 8% en concentraciones de 20 y 100 ug/kg.

En otro estudio realizado por Banchero M. (Banchero M et al.,2013) se analizaron
muestras de café Robusta en grano suministrado por Lavazza S.A de Italia. En este
estudio primero se realizé un tratamiento previo a la torrefaccion, es decir, un pre-
tostado y posteriormente un proceso de extraccion supercritico con CO.. La eficacia
de eliminacion de acrilamida se constaté midiendo el contenido en los granos antes y
después del tratamiento supercritico. La primera parte consistidé en realizar un

tratamiento previo al tostado de los granos verdes de café para producir acrilamida en
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las muestras que iban a ser tratadas con el solvente supercritico. El tratamiento previo
a la torrefaccion se realizo en un tambor con una camara de calefaccion que se
mantuvo a una temperatura constante hasta la formacion de acrilamida. Se
seleccionaron dos lotes diferentes y se sometieron a una extraccion supercritica. La
extraccion supercritica se realizé en un aparato continuo que contenia 30 g de café
pre-tostados donde se realizé a través de despresurizacion un precipitado del soluto
que se recogio en una trampa de disolvente adecuado, CO- supercritico contenido en
un cilindro de gas. Se afiadié también como disolvente etanol que cambio la polaridad
del solvente y aumento el rendimiento de extraccion. El disolvente en la trampa se
analizé con un espectrometro de ultravioleta, donde se pudieron observar tres picos
pero ninguno podia estar relacionado con el compuesto porque se superponian los
picos de absorbancia UV de los componentes extraidos. El disolvente trampa se
analizo por HPLC y mostré una cantidad muy pequeina de acrilamida para garantizar
una medicion cuantitativa precisa de la eficacia de la extraccién. De todos modos al
saber la masa del disolvente trampa y la absorbancia a 272nm, que era el pico mas
agudo, se utilizaron para estimar la cantidad acumulada del material total que fue
extraido. El limite de deteccién fue 150 ug kg™ vy la incertidumbre varié en el rango de
8-35% dependiendo de la concentracidon de acrilamida, con un nivel de confianza del
95%.

Otro estudio realizado por Stefanovic S (Stefanovi S et al.,2017) se analizaron
muestras de patatas fritas y de café molido comprados en supermercados locales. Se
tomo 1 g de patatas fritas y 2 g de café y la acrilamida se extrajo con agua y una
mezcla acetonitrilo con NaCl y MgSOa. La limpieza se realizé con MgSO4 y PSA. Una
vez realizado esto se analizé por LC-MS/MS dando unos resultados satisfactorios, la
separacion de la acrilamida fue bastante clara con un solo pico en el espectro de
masas. El limite de cuantificacion determinado experimentalmente fue de 35ug kg™
para el café y 20ug kg para las patatas fritas. Este método para la determinacion de
acrilamida en café y patatas fritas es apto para un autocontrol en la industria
alimentaria. Las cualidades del rendimiento del método cumplen con los requisitos
para la validacion de métodos analiticos.

En otro estudio realizado por Wu J (Wu et al.,2014) se compraron muestras de patatas
fritas, galletas y café en un supermercado local. Las altas cantidades de acrilamida

que se forman en los alimentos térmicamente procesados y el riesgo que tiene para
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la salud humana ha llevado a una demanda de métodos analiticos rapidos y simples
como es el que se propone en este estudio. Se produjo un anticuerpo policlonal contra
la acrilamida derivatizada con acido 4-mercaptopilacético (4-MPA), que mostré una
alta union a la acrilamida derivatizada. Con este hecho, se desarrollé un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas indirecto competitivo (CIELISA) a través de una
derivaciéon de preandlisis. Este método dio un limite de deteccion de 0,036 nug kg™'.
Los resultados de las pruebas de recuperaciéon de preanalisis de muestras de
alimentos que contenian acrilamida y el cribado de muestras de alimentos por CiELISA
y HPLC-MS/MS indicaron una buena fiabilidad de ciELISA. Este método se ha
considerado adecuado para muestras de identificacion de deteccion de acrilamida de
rutina a bajo costo.
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Tabla 2. Técnicas de extraccion y técnicas de analisis estandar de acrilamida. Nota; se presentan datos de LOD (limite de deteccion), LOQ (limite de
cuantificacién y %RSD (desviacién estandar) (Elaboracion propia)

Concentraciones . Métodos
Matriz encontradas Me:odos'. ’de de L?(D_1 L?(Q_1 RSD(%) Referencias
(ng kg™ extraccion analisis (ng kg™) [ (ng kg™)
MSPD con
cartuchos de Cis.
Patata§ fritas 186.42-1828.75 Clean- up con n- GC-MS 12.8 388 <55 Fernandes J.O et
(chips) hexano después al., 2007
derivatizacion
(bromacion)
SPME en soluciones
. de agua usando GC-PCI- Lee M.R et al.,
Patatas fritas 1200-2200 fibra recubierta de MS/MS 0,1 -- 10,64 2007
CW/DVB
Derivatizacion
(bromacion), LLE Zhang Y et al
Patatas fritas 164-2650 con etilacetato. GC-ECD 0,1 3 <4 2006 v
Clean-up con n-
hexano
, Banchero M et
Cafe 370-900 SFE con CO2 LC-MS -- 150 8-35
al.,2013
LLE con acetato de
etilo. Zhang Y et
Patatas fritas Clean-up con éter | HPLC- | 2007
(chips) 1381 de petréleo. SPE | MS/MS 1 3 (1842 al..200

con cartuchos
OASIS HBL
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Tabla 2 continuacion

Concentraciones

Matriz encontradas Metodos'. d € Meto’d oS LOD_1 LOQ_1 RSD(%) Referencias
P extraccion de analisis | (ug kg™) | (ng kg™)
(ng kg™)
SPE cartuchos
Patatas fritas, intercambiadores de
café soluble y 1368 cationes fuertes. LC-PED 1,4 -- 9,6 Casella I.G et al.,2006
café tostado Clean-up con reactivo
de Carrez
SPE Oasis HLB con
Patatas fritas | 1305 5341 metanol. LC-DAD 4 2 <0,5 Gokmen V et al., 2005
(chips) Purificacion con
soluciones de Carrez
SPE con cartuchos
Patatas fritas 5-4215 Strata-X-C elucion FASI-CE-
con metanol:agua. MS/MS 8 20 <0,15 Bermudo E et al.,2007
) Derivatizacion (acido
Café 79-715 2 mercaptobenzioco)
SPE con cartuchos
Strata-X-C con
Patatas fritas |  200-1200 | ®iolon aguaimetanol. | 7y 007 | 58 <112 | BermudoE etal., 2006
erivatizacion con
acido 2-
mercatobenzoico)
Patatas fritas |  693-2510 | Dilucion con metanol. |y ey 0,1 0,33 <6,5 Zhou X et al.,2007

Clean-up con hexano
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Tabla 2 continuacion

Concentraciones

Matriz encontradas Metodos'. d € Meto,d oS de LOD_1 LOQ_1 RSD(%) Referencias
P extraccion analisis (ng kg™) | (ng kg™)
(ng kg™)
. QuECHERS

Cafe .

tostado 50 extraccion con 35
mezcla de
agua:acetonitrilo LC-MS/MS -- -- Stefanovi S et al.,2017
usando NaCl y
Fatatas 100 MgSOs.. Clean-up 20
con MgSO4 y PSA
UAE-DLLME con
hexano.
Pi?r:f;:s’ 68,04-94,17 Clean-up conagua | GC-MS 0.6 2 6.8 Zokaei M et al., 2017
Derivatizacion
xanthidrol

Patatas dSPE como sorbente 27,8-

fritas 750-752 MTMOS-TEOS GC-MS 9,1-12,8 38.9 <6,6 Omar M.M.A et al.,2014
Patatas SPE como sorbente

fritas -- NCSi HPLC-UV 5 -- -- Zhang W et al ., 2014
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Tabla 2 continuacion

Concentraciones

fluorescencia

Matriz encontradas Metodos'. d € Metogc?s' s LOD_1 LOQ_1 RSD(%) Referencias
(ug kg) extraccion analisis (ng kg™) | (ug kg™)
Patatas Deteccion
fritas y 1356 fluorescente basado | LC-MS/MS 3,5 -- -- Hu Qetal,, 2014
café en polimerizacion
Patatas MISPE elucion con
. acido acético,
fritas -- HPLC-UV 72 -- 4,7 Xu L et al.,2013
(chips) metanol y agua
P deuterada
Patatas
fritas 0.4-14,3 Derivatizacion (D- Lim H.H et al., 2014
cisteina) con LC-MS/MS 0,04 0,14 <8
Café 6,5-19,1 extractos de agua
Patatas SLE con agua. e uinc%g;con
fritas - Derivatizacién con 2- getgctor G | 1202 | 3884 - Martinez E et al.,2017
(chips) naftalenotiol
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Tabla 2 continuacion

SPE con agua con

HPLC-QqQ-

Ferrer-Aguirre A et al.,

105-860 cartuchos OASIS MS/MS 4 12 <20 2016
HLB
-- MIP sensor HPLC 148 -- 5,51 Liu X et al.,2016
RP-MSEP.
Clean-up usando
120-1500 Fes04G-TEOS- GC-MS 0,243 0,813 1,5-3,9 Nodeh H.R et al.,2018
MTMOS
SLE con acido
24,3-453 2 acetico. Medidasde [ g5y [ 4850 0.6 Dermirhan B et al.,2017
Clean-up con fosforescencia
hexano.
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Tabla 3. Métodos de extraccion y métodos de analisis rapidos de acrilamida. Nota: Se presentan datos de LOD, LOQ y RSD%. (Elaboraciéon propia)

Extracciéon solido-

Biosensores

-- liquido con agua | Electroquimicos | 8,5x103 -- -- Stobiecka A
et al., 2007
Conjugacion con FuY etal.,2011
-- glutaraldehido ELISA 50 350 --
Conjugacion con ELISA 18,6 60,6 -- Quan Y et al.,2011
-- KLC
Derivatizacion con | ELISA indirecta
-- acido 4- (CiIELISA) 0,036 -- 3,6- Wu J et al.,2014
mercaptopilacético | HPLC-MS/MS 19,2
50-2000 SPE con cartuchos | Fluorescencia 15 -- -- Liu C et al.,2014

OASIS HLB
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Tabla 3. continuacion

Matriz Concentraciones Métodos Métodos de LOD LOQ RSD Referencias
encontradas extraccion analisis (Mg kg) | (Mg kg™) | (%)
(ug kg™)
Patatas y Derivatizacion con
pan 0,1 acido 3- ELISA 0,1-5 -- -- Singh G et al.,2014
tostado mercaptobenzoico.

Abreviaturas MSPD: dispersion de matriz en fase solida; PCI: lonizacion quimica positiva; ECD: Deteccidn con electron de captura;
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion; PED: Deteccion con electroquimica pulsada; DAD: Deteccion con diodo array
FASI-CE-MS/MS: Inyeccion de muestra en campo ampliado con electroforesis capilar en tandem con espectrometria de masas.
CZE: electroforesis capilar de zona; MEKC: cromatografia capilar con electrocinética miscelar; SPME: Micro extraccion en fase solida
de inmersion directa; HS-SPME: micro extraccion en fase solida con espacio de cabeza; QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged y Safe ( Rapido, facil, econémico, eficaz, robusto y Seguro); CW/DBV: Carnowax/divinilbenceno; UAE-DLLME: Extraccion
asistida con ultrasonidos y Microextraccion dispersiva liquido-liquido; UPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alto rendimiento
acoplada a la espectrometria de masas en tandem por ionizacion por electroespray; HPLC-QqQ-MS/MS: Cromatografia liquida de
alta resolucion acoplada a triple cuadruplo en tandem con espectrometria de masas; Fez04-G-TEOS-MTMOS RP-MSPE: Grafeno
modificado con magnetita y sol-gel hibridado con tetraetoxisilano-metiltrimetosilano; RP-MSPE: Extraccion en fase solida magnética
de fase invertida; SFE: Extraccion con fluidos supercriticos; KLC: hemocianina de lapa californiana; MIP: Polimero impreso
molecularmente; dSPE: Extraccion en fase solida dispersiva; MTMOS-TEOS: Sorbente hibrido sol-gel metiltrimetoxisilano-
tetraetoxisilano; NCSi: gel de silice modificado con tetraazacalixarenetriazina; ELISA: ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas;
MIPSE: Extraccion en fase solida con impresion; SLE: Extraccidon solido-liquido
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6. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Grado se ha realizado una revision de los métodos de

tratamiento de muestra y analisis que se utilizan en la actualidad para la determinacion

de acrilamida en alimentos térmicamente procesados, como son las patatas y el cafe,

que son los alimentos donde se encuentran mayores concentraciones de acrilamida.

De la evaluacion de los niveles de concentracidn de acrilamida en alimentos

térmicamente procesados se han obtenido una serie de conclusiones como las que

se mencionan a continuacion:

La formacion de acrilamida en alimentos se debe a las altas
temperaturas que se utilizan a la hora de ser cocinadas .

Los métodos de extraccion empleadas con mayor frecuencia son SPE y
LLE debido a que son métodos simples, baratos y con presién pero la
LLE tiene un inconveniente que es un método lento.

Los métodos mas empleados para la deteccion y cuantificacion de
acrilamida en alimentos son la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, ademas de otros métodos de determinacion
de acrilamida rapidos como son el método ELISA.

De los trabajos revisados, las concentraciones de acrilamida entran
dentro de los limites permitidos que establece la Union Europea. Se llega
a la conclusién que las patatas “chips” tienen concentraciones mayores
de acrilamida que las patatas fritas que hacemos en casa.

Los granos verdes de café no contienen acrilamida sino que esta se
forma en el proceso de tostado, dependiendo la cantidad de acrilamida

formada de la variedad de café que se utilice.
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