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Introduccion

Durante el procesado de los alimentos a altas
temperaturas se pueden formar compuestos
organicos como cloropropanoles y sus ésteres
de 4acidos grados y productos de la
autooxidacion o rancidez oxidativa (Figura 1).
Son sustancias altamente reactivas y
potencialmente téxicas, que pueden afectar al
valor nutricional del alimento y a la salud
publica.
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Figura 1. Contaminantes del procesado de alimentos.

Cloropropanoles y ésteres de acidos grasos

Los cloropropanoles son wuna familia de
compuestos organicos clorados que fueron
inicialmente identificados en proteinas
vegetales hidrolizadas (HVP), presentes en
preparados de sopas, pastillas de caldo y salsa
de soja. Estos contaminantes se forman por la
reaccion entre lipidos residuales y glicerol, a
altas temperaturas y en medio acido, lo cual
coincide con las condiciones de fabricacion de
las HVP [1].

De esta familia de contaminantes, el 3-
monocloro-1,2-propanodiol  (3-MCPD)  se
encuentra con mayor abundancia en los
alimentos.

Los ésteres de cloropropanoles se generan a
partir de grasas (acilgliceroles) y aceites
refinados o productos con base de aceites en
presencia de iones cloruro, a altas
temperaturas durante el proceso de fabricaciéon
[2].

Los ésteres de cloropropanoles pueden
hidrolizarse en el tracto digestivo humano por
hidroélisis enzimatica catalizada por la enzima
lipasa, liberando 1la forma libre de
cloropropanol, por lo que el contenido total
ingerido se veria aumentado [2].

Varios estudios toxicoldgicos sugieren la
actividad cancerigena y genotoxica de los
cloropropanoles por lo que la Office of
Environmental Health Hazard Assessment
(OEHHA) ha incluido en 2019 el 3-MCPD en la
lista de sustancias cancerigenas y que pueden
afectar al sistema reproductor; mientras que la
International Agency for Research on Cancer
(IARC) lo ha clasificado en el grupo 2B, como
“posible carcin6geno para humanos”.

Con base en las evidencias cientificas, en 2018
la European Food Safety Authority (EFSA) ha
establecido una ingesta diaria tolerable (TDI)
de 2 ug/kg pc/dia para 3-MCPD y sus ésteres y
dado el gran numero de ésteres de
cloropropanoles, recomienda el control de las
formas libres y de sus ésteres en ciertos grupos
de alimentos.

Por todo esto, disponer de metodologia
analitica actual, sensible y robusta para la
determinacion de estos contaminantes en
alimentos es muy importante para poder
acceder a informacién sobre la presencia de
estos contaminantes en alimentos, ya que
pueden suponer un riesgo para la salud y
afectar a las propiedades organolépticas de los
alimentos.
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Los métodos de determinaciéon de

cloropropanoles y sus ésteres incluyen
métodos  directos, realizados mediante
cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS), y métodos
indirectos cuando se emplea cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) que requieren de etapas de hidrélisis y
posterior derivatizacién para la determinacion
de las formas libres [3].

Los métodos directos tienen la capacidad de
determinar ésteres de cloropropanoles (o
aductos de estos en fase mévil) sin necesidad de
modificaciones quimicas en su estructura. Sin
embargo, la extraccion de estos compuestos
desde matrices complejas, como los alimentos
grasos es dificil debido a la similitud en las
propiedades fisicas y quimicas como
solubilidad o polaridad de los analitos con la
matriz. De modo que esta metodologia de
preparacion de muestra requiere diferentes
volumenes de disolventes organicos para aislar
los analitos en un extracto apropiado para la
determinacién con el consiguiente incremento
del tiempo de andlisis y de costes [4].

Por otra parte, los métodos indirectos
requieren de reacciones de derivatizacion con
agentes como acido fenilborénico (PBA),
agentes sililantes como N,O-
bistrifluoroacetamida (BSTFA) o acilantes
como N-heptafluorobutirilimidazol (HFBI),
entre otros. Los ésteres de cloropropanoles
requieren de una etapa adicional de hidrélisis
acida [5], alcalina [6] o enzimatica previa a la
derivatizacion. Los métodos indirectos con
hidrélisis acida y alcalina se utilizan en los
métodos oficiales de la American Oil Chemists
'Society (AOCS) y la Asociacién de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC), aunque son largos
y laboriosos.

En este contexto, el grupo de investigacion
posee una amplia experiencia en el desarrollo
de  metodologias  analiticas para Ia
determinacion de cloropropanoles en aguas [7,
8] productos de panaderia, leche y bebidas de
soja [9, 10]. Se han propuesto técnicas
novedosas de preparaciéon de muestra para la
extraccion de estos compuestos, como la
extraccion por liquidos presurizados (PLE), la
microextraccion liquida-liquida dispersiva

(DLLME) y la microextraccién en fase sélida
(SPME). En estos estudios se propone la
incorporaciéon de la reaccién derivatizacion
durante la extracciéon en un solo paso, previa a
la determinacion simultanea de
cloropropanoles mediante GC-MS.
Recientemente, en 2019 se ha publicado un
estudio, pionero en Espafia, sobre la presencia
de diésteres de cloropropanoles en mas de cien
muestras de aceites vegetales comestibles,
muestras de margarinas y patatas fritas (Figura
2)[11].
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Figura 2. Distribucién porcentual de muestras positivas.

de determinacion simultanea de siete diésteres
de cloropropanoles con acidos linoleico, oleico,
palmitico y estearico, utilizando HPLC-HESI-
MS/MS, los analitos fueron extraidos de las
matrices oleosas usando un procedimiento
modificado de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) que incluye
separacion por extraccion liquido-liquido y un
paso de purificacion del extracto en fase sélida
dispersiva (dSPE) [12].

En las muestras analizadas se encontraron
diésteres de 3-MCPD con acido linoleico, oleico
y palmitico en diferentes aceites refinados. Sin
embargo, coincidiendo con otros estudios,
estos contaminantes no fueron detectados en
los aceites virgenes y de oliva virgen extra.

Productos secundarios de autoxidacion
lipidica

En los ultimos afios la industria alimentaria ha
desarrollado productos con un perfil lipidico
mas saludable: mayor contenido de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA). Pero estos
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lipidos insaturados tienen mayor capacidad de
oxidacion que altera la calidad de los alimentos.
La autoxidacion lipidica se produce a través de
mecanismos radicalarios y en presencia de
oxigeno, conduciendo a la formaciéon de una
variedad de compuestos organicos incluyendo
hidroperdxidos y endopero6xidos inestables
que, a su vez, se degradan en aldehidos y
cetonas, denominados productos secundarios
de la autoxidacion lipidica.

El desarrollo de la degradacion oxidativa de los
lipidos en alimentos estd relacionado con
diversos factores como el calor, la radiacion UV,
el tipo de embalaje, el tiempo y la temperatura
de almacenaje de los productos alimentarios.
La presencia de estos compuestos en los
alimentos puede alterar las propiedades
organolépticas de los mismos al reaccionar con
el contenido proteico. Los productos
secundarios de la autoxidacion lipidica son
altamente reactivos llegando a formar aductos
con los dacidos nucleicos por lo que son
considerados potencialmente toxicos.

La IARC clasifica el malondialdehido (MDA) y la
acroleina (ACRL) en el grupo 3 como "no puede
ser clasificado respecto a su carcinogenicidad
para el ser humano"”, mientras que otros
compuestos como acetaldehido, formaldehido,
pentanal y propanal son clasificados en el grupo
2B.

A falta de datos toxicolégicos, la EFSA ha
establecido un umbral de preocupacion
toxicoldégica (TTC) de 30 pg/kg pc/dia para
MDA y la World Health Organization (WHO)
estableci6 una TDI de 7.5 pg/kg pc/dia para
ACRL, de 0.1 mg/Kg pc/dia para acetaldehido y
de 150 pg/kg pc/dia para formaldehido en agua
de bebida.

El MDA, es considerado uno de los principales
marcadores de la oxidacién lipidica en
alimentos y de estrés oxidativo celular en
muestras biolégicas [11]. Su determinacion se
realiza mediante el test de acido tiobarbiturico
(TBA) y medidas espectrofotométricas.

Este método es poco selectivo ya que muchos
compuestos organicos reaccionan con el TBA
para formar las denominadas sustancias
reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARS).
Ademas, se necesitan condiciones extremas de

acidez (pH < 2), temperaturas superiores a 90
°Cy tiempos de reaccion entre 1-16 h [12].
Ante la complejidad de las muestras
alimentarias y la falta de selectividad de esta
técnica se ha propuesto el acoplamiento de
técnicas de separacion como HPLC con detector
de fluorescencia o espectrofotométrico para su
determinacion.

En colaboracion con el grupo del Prof.
Rodrigues, de Quimica Analitica e Qualidade
Alimentar de la Universidad de Porto
(Portugal) se ha publicado un método pionero
para el andlisis de MDA en aceites vegetales
comestibles utilizando una microextraccién
por difusion en fase gas (GDME), patentada por
este grupo de la Univ. Porto.

Esta técnica sigue las tendencias actuales de la
Quimica Analitica Verde en la reduccion de los
residuos organicos, ya que emplea volimenes
reducidos de muestra, disoluciones aceptoras
acuosas y ademas permite la extracciéon y
derivatizacién simultaneas de compuestos
volatiles y semivolatiles sin necesidad de
pretratamiento.

El analito es extraido desde la muestra al
espacio de cabeza difunde a la fase aceptora a
través de una membrana porosa de PTFE,
obteniendo un factor de enriquecimiento
considerable debido a la simultanea extraccion
y derivatizacidn del analito. El extracto acuoso
obtenido se inyecta directamente en el sistema
de HPLC-FLD-UV [13].

Los resultados obtenidos de esta investigacion
demuestran que se pueden relacionar las
concentraciones de MDA encontradas con el
grado de oxidacion de los aceites vegetales
analizados.
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Posteriormente se ha publicado una nueva
aplicacion de esta técnica a la determinacién de
productos de la peroxidacion lipidica en
cuarenta y ocho muestras grasas utilizando una
combinacién de GDME y DLLME (Figura 3) [14].
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Con ello no solo se logr6é la determinacién
simultanea de seis productos secundarios de la
peroxidacion lipidica incluyendo MDA y ACRL,
sino que también se incremento la sensibilidad
del método al concentrar el extracto acuoso de
la GDME en un disolvente apropiado para GC-
MS, disminuyendo asi los limites de deteccion.
En la figura 4 se muestra la presencia de
malondialdehido, formaldehido, acetaldehido,
acroleina, propanal y pentanal en muestras de
aceite de oliva virgen extra (EVO), aceite
refinado de oliva 12 (RO0 12) y 0,4 ¢ (ROO 0,49),
aceite de orujo de oliva (POO), aceite refinado
de girasol (RSO), aceite de girasol enriquecido
con antioxidantes (RSOa), y aceite de mezcla de
semillas.
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Figura 4. Distribucion porcentual de muestras positivas.

Conclusiones

Las concentraciones de todos estos
contaminantes del procesado, encontradas en
los alimentos grasos analizados, hasta el
momento, estan relacionadas con la
composicion del alimento, el contenido de
acidos grasos, el grado de oxidacion, las
condiciones del procesado o el tipo de envase.
Por ello, estos compuestos podrian ser
utilizados como marcadores de calidad
alimentaria.
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