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I. INTRODUCCION GENERAL

La seguridad alimentaria es un tema que preocupa cada vez mas a los consumidores, a los
gobiernos, productores y evidentemente a la industria de los alimentos debido a su impacto
comercial en el mundo. Ademas los consumidores en la actualidad son mas conscientes y
exigentes con la adquisicion de alimentos, que aparte de cubrir sus necesidades

nutricionales sean también saludables y de buena calidad (Krska et al. 2012)

Uno de los temas que mas interés despierta es la presencia de productos quimicos en los
alimentos. Estas sustancias pueden ser agregadas intencionalmente de manera legal (como
los aditivos) o ilegal (con el fin de adulterarlos), pero también pueden ser residuos cuya
presencia se consideran como contaminantes. La presencia de estos compuestos en bajas
concentraciones puede ser debido a causas naturales, por ejemplo: las micotoxinas (Reddy
et al. 2010), y ficotoxinas (Araoz, Molgé & Tandeu de Marsac, 2010). También pueden
presentarse por causas medioambientales, entre los que destacan los bifenilos policlorados
(Rawn et al, 2009) compuestos parecidos a las dioxinas (Parzefall, 2002), residuos de
pesticidas (Baker, Benbrook, Groth, & Benbrook, 2002) y percloratos (Wang et al. 2009).
Igualmente, la presencia de residuos quimicos se puede deber a la migracién de compuestos
quimicos del empaque hacia el alimento, como es el caso de ftalato y el bisfenilo-A
(Muncke, 2009); residuos de farmacos de uso veterinario (Stolker & Brinkman, 2005); o
compuestos que son afiadidos deliberadamente, como la melamina en férmulas lacteas
infantiles (Tittlemier, y otros, 2009). Por Gltimo y no menos importante estan aquellos
productos resultantes del procesado de alimentos, como el hidroximetilfurfural y

acrilamida, entre otros (Becalski, Lau, Lewis, & Seaman, 2003).

La acrilamida es uno de los productos del procesado térmico de alimentos que Gltimamente
ha llamado la atencion (Granda, Moreira, & Tichy, 2004). En el afio 2002 se investigd y
confirmd la presencia de acrilamida en diversos alimentos, y la industria de los alimentos,
los departamentos de regulacion sanitaria alimentaria y sobre todo la comunidad cientifica
se enfocaron en explicar la presencia de este compuesto y después de varios estudios
llegaron a la conclusion de que la reaccion de Maillard era la principal via de formacion

(Romani, Bacchiocca, Rocculi, & Dalla Rosa, 2009).



La reaccion de Maillard es la responsable de propiedades organolépticas de los alimentos
tratados térmicamente. De manera general, la primer etapa de esta reaccion empieza con la
condensacion entre un grupo amino libre de un aminoacido, 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. Por lo tanto, esta reaccion es especialmente importante para la
industria alimentaria, ya que se desarrolla durante los procesos de tostado, horneado o
cocinado, otorgando a los alimentos nuevos aromas, sabores y colores agradables para el

consumidor.

Pero dentro de los productos de la reaccion de Maillard también esta la acrilamida, que se
ha demostrado que es un compuesto neurotdxico y con potencial carcinogénico, que junto
con la glicidamida, compuesto resultante del metabolismo de la acrilamida, presenta un
caracter genotoxico (Blank, 2005). Se requieren temperaturas mayores a 120 °C para
generar acrilamida, esto generalmente ocurre en alimentos ricos en carbohidratos sujetos a
procesos de fritura, rostizado y horneado (Sansano, Heredia, Peinado, & Andrés , 2017). La
mayor preocupacion acerca de la ingesta de acrilamida viene de los productos a base de
granos de cereal (bizcochos, galletas o pan), cereales para el desayuno, café y

especialmente en productos de la papa (papas a la francesa y papas crujientes “crisps”).

A partir del descubrimiento de este compuesto en diversos alimentos fritos, instituciones
relacionadas al &mbito de la salud e industrias alimentarias han sumado esfuerzos para
disminuir la exposicién de acrilamida a los consumidores. Para tal préposito la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria, publicdé un manual con estrategias tecnolédgicas que
pueden ser aplicadas a nivel industrial y que es constantemente actualizada (Romani,
Bacchiocca, Rocculi, & Dalla , 2009). Dentro de las recomendaciones que se pueden
aplicar durante el proceso de produccién se encuentra: la seleccion la materia prima (papa,
aceite, aditivos) disefio del recipiente (empaques) y disefio del proceso (temperaturas y
tiempos de freido, escaldado y lavados) (Sansano, Heredia, Peinado, & Andrés , 2017; EC,
2017)



Un aspecto que se tiene que resaltar para comprobar la efectividad de una estrategia de
disminucion de la acrilamida es contar con un método de andlisis cuantitativo. Dentro de
los protocolos de analisis se pueden clasificar en cromatograficos y no cromatogréaficos.
Dentro de los primeros mencionados se puede citar a la electroforesis capilar (Bermudo,
Moyano, Puignou, & Galceran, 2004), métodos basados en sensores infrarrojos (Ayvaz &
Rodriguez-Saona, 2015) y por fluorescencia usando puntos cuénticos (Hu et al. 2014),
dentro de los métodos cromatograficos se destacan las metodologias basadas en la
cromatografia de gases (Jessuzek & Schieberle, 2003) y la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (Kepekci Tekkli, Onal, & Onal, 2012), siendo ésta ultima la mas empleada para

el andlisis de acrilamida en alimentos.

Aunque si bien, la mayoria de los métodos oficiales de anlisis se basan en el uso de
equipos cromatograficos acoplados a detectores de masas, no todos los laboratorios
convencionales tienen facil disposicion a equipos de este tipo, por lo que la comunidad
cientifica se ha visto en la necesidad de desarrollar metodologias que permitan la
cuantificacion de acrilamida por medio de equipos cromatogréaficos con detectores
convencionales y accesibles. Asi pues, se han desarrollado técnicas de derivatizacién
qguimica que permiten el andlisis de acrilamida utilizando detectores sencillos. Dentro de las
técnicas de derivatizacion se encuentran la bromacion (Soares, Cunha, & Fernandes, 2006),
el uso de &cido trifluoroacético (Notardonato, Avino, Centola, Cinelli, & Ruso, 2013) y de
tioles (Jessuzek & Schieberle, 2003).

Por otra parte un aspecto importante a considerar es la cantidad total de acrilamida que se
puede encontrar en el organismo después de su ingesta. Los alimentos entran directo al
tracto digestivo, en el que suceden una serie de cambios drasticos en su estructura y
composicion quimica por variacion del pH y la accion de las enzimas que se encuentran en
la boca, estomago e intestino. Por ello, se ha desarrollado el término de bioaccesibilidad,
que se refiere para describir la proporcion del contaminante ingerido que se desprende de la
matriz alimentaria que lo contiene para pasar al jugo digestivo en el tracto intestinal
(Hamzalioglu & Goékmen, 2014).



El efecto de las diferentes etapas del proceso digestivo en los compuestos presentes en
alimentos varia considerablemente entre individuos, los estudios in vivo podrian ser los mas
adecuados para su aplicacion. Sin embargo, los estudios in vivo son intrusivos, e implican
restricciones éticas y monetarias (Hamzalioglu & Go6kmen, 2014; Sansano, Heredia,
Peinado, & Andrés, 2017).

Basadas en estas limitaciones, los modelos in vitro representan una alternativa
cientificamente validada para evaluar la influencia de la ingestion de compuestos toxicos
presentes en alimentos. Algunas de las ventajas que se tiene con la aplicacion de los
modelos in vitro es que dan resultados rapidos, bajos costos, escasas restricciones éticas,
seleccion de las condiciones a controlar y la facilidad de muestreo durante todo el proceso
de digestion (Minekus et al., 2014).



1. JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento de la presencia de acrilamida en distintos alimentos sometidos a
tratamientos térmicos, tales como las papas fritas, diversas instituciones como la FAO,
OMS en conjunto con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en su reporte del afio
2017, establecieron un limite de concentracion de 750 pg kg™ de este compuesto en papas
fritas. Esto debido a las propiedades neurotdxicas y posible poder carcinogénico que
presenta la acrilamida sobre la salud del consumidor.

Debido a la relevancia que tiene el consumo de papas fritas en nuestro pais y a nivel
mundial, se han desarrollado estrategias para la mitigacion de acrilamida en este producto.
Por tal motivo la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, publicé un manual “tool-
box” que plasma estrategias tecnologicas que pueden ser aplicadas a nivel industrial, dentro
de las que destacan y que han sido favorablemente calificadas por diversos estudios, se
encuentran: modificaciones al proceso de produccion (temperaturas y tiempo de freido y
aplicacion de escaldado) y la seleccion de materia prima (variedad de la papa y
conservacion de la misma). Dado el interés de una industria local por reducir los contenidos
de acrilamida en sus productos, en el presente trabajo se decidié evaluar los factores que
afectan durante el proceso de freido en la formacion de acrilamida sin comprometer la

calidad organoléptica y sensorial caracteristica de las papas fritas.

Para evaluar el control de la presencia de acrilamida y la evaluacion de las estrategias de
mitigacion se necesita de un método analitico que permita la medicioén de acrilamida en
papas. Para este trabajo se utiliz6 el 2-naftalentiol como una interesante alternativa en la
cuantificacion de acrilamida, considerando que éste es un tiol con propiedades nucleofilicas
que genera un derivado estable y facilmente detectado por fluorescencia. Evitando asi el
uso de un sistema cromatografico de alto costo como lo es uno acoplado a un detector de

espectroscopia de masas.

Por altimo, existe poca informacion relacionado al comportamiento que tiene la acrilamida

durante el proceso gastrointestinal y la evaluacion del posible efecto que tienen los



pardmetros de fritura sobre la bioaccesibilidad de este compuesto. Por ello, a través de

simulacion gastrointestinal in vitro se evalué la bioaccesibilidad de la acrilamida.



111 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar estrategias tecnoldgicas disponibles que permitan la disminucion de la acrilamida
en papas fritas, compuesto toxico para la salud humana y su riesgo potencial al ser ingerido

mediante ensayos de bioaccesibilidad in vitro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar una técnica analitica basada en HPLC acoplado a un detector de
fluorescencia que permita la determinacion de acrilamida en concentraciones
usuales en papas fritas, mediante el uso del 2-naftalentiol como derivatizante
quimico.

2. Evaluar el efecto de los parametros de proceso de fritura en el contenido de
acrilamida para proponer los mejores procesos que aseguren ademas propiedades
sensoriales adecuadas.

3. Evaluar la bioaccesibilidad de acrilamida en papas fritas mediante ensayos de un
proceso digestivo simulado in vitro en funcion de los pardmetros de proceso

evaluados.



Capitulo 1

Cuantificacidon de acrilamida
en papas fritas



1. MARCO TEORICO
1.1 Acrilamida

La acrilamida (también conocida como: amida acrilica, amida del &cido acrilico,
etilencarboxiamida, propenamida, amida del acido propenoico y vinil amida) es una
pequefia molécula orgénica con moderada reactividad con otras moléculas organicas a
través de los enlaces que puede formar con el atomo de oxigeno o nitrogeno que posee
(Bethke & Bussan, 2013). Fisicamente, es un solido cristalino, blanco y sin olor, de alta
solubilidad en compuestos organicos polares y de polaridad media como: agua, alcoholes y
acetona. La estructura quimica se muestra en la Figura 1. Una de las principales
caracteristicas de este compuesto es que puede polimerizarse rapidamente a temperaturas
mayores de 85 °C. La acrilamida se produce industrialmente mediante la hidroélisis
catalitica del acrilonitrilo; y ha sido usada desde hace 60 afios en la sintesis de
poliacrilamidas en diversas aplicaciones industriales como en la elaboracion de plasticos,
pigmentos, pegamentos y cosméticos, entre otros (Wenzl, de la Calle, & Anklam, 2003).
Algunas de sus aplicaciones tecnoldgicas en la que se ha empleado la acrilamida ha sido
para el tratamiento y clarificacién de aguas residuales y también para aguas potables, y
como gel en la separacion de proteinas u otros compuestos de naturaleza semejante

mediante el uso de electroforesis (Bethke & Bussan, 2013).

O

\)LNHZ

Figura 1: Estructura quimica de la acrilamida

Las caracteristicas fisico-quimicas mas relevantes que presenta la acrilamida se muestran
en la Tabla 1.

Los riesgos asociados a la salud humana con la manipulacién e inhalacion con los
mondmeros de la acrilamida fueron identificados en los afos de 1960’s. Se descubrid que la

exposicion crénica en altas concentraciones del monémero de acrilamida provocaba



problemas neurotdxicos como: debilidad muscular, pérdida sensorial y ausencia de reflejos
(Garland & Patterson, 1967).

Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de la acrilamida (Owen, Castle , Kelly, Wilson, &
Lloyd, 2005)

Propiedad fisico-quimica Descripcion
Punto de fusion 84.5°C
Punto de ebullicion 192.6°C
Solubilidad en agua 2.155 g mL™ a 30°C
pH 5.0-6.5 (solucion acuosa al 50 %)

Los primeros estudios de la posibilidad de que la acrilamida pudiera ser cancerigena se
Ilevaron a cabo entre los afios de 1970-1980 cuando algunos resultados mostraron indicios
de una aberracién cromosomica en la médula 6sea y ceélulas germinales en ratones
(Shiraishi, 1978), también se descubrié la formacion de tumores en ratas cuando estas
fueron expuestas a la acrilamida por contacto directo o ingiriéndola (Bethke & Bussan,
2013).

Fue en los afios de 1990 que se manejé la posibilidad de que los humanos estaban
expuestos a la acrilamida. Fue en esta temporada que se estudiaba al N-(2-carbamoiletil)
valina, un aducto que se forma entre la hemoglobina y la acrilamida, que un principio se
solia ocupar como un biomarcador, que precisamente monitoreaba la exposicion que se
tenia a este compuesto. Sorpresivamente, el aducto anteriormente mencionado, fue hallado
en individuos que no trabajaban directamente con la acrilamida (Bergmark, Calleman, &
Costa, 1993). Con los resultados obtenidos se llegd a la conclusion que existian fuentes

medioambientales adicionales de acrilamida.

A inicios de la década pasada Tareke et al (2000) sugirio que la acrilamida podria
encontrarse en alimentos. Efectivamente dos afios después descubrieron que diversos

alimentos contenian altas concentraciones de este compuesto, especialmente en aquellos
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que contenian altas cantidades de carbohidratos y que ademas fueran cocinados a altas
temperaturas (Tareke, Rydeberg, Karlsson, Eriksson, & Tornqvist, 2002).

1.1.1 Acrilamida en alimentos

El procesado de los alimentos es una técnica comun para mejorar la seguridad
microbiologica, incrementar la calidad nutricional y reducir de manera eficaz los niveles de
compuestos potencialmente tdxicos que se encuentren presentes de manera intrinseca en el
alimento. El procesado térmico de alimentos es una de las técnicas que mayor aplicacion ha
tenido a lo largo de la historia de la humanidad, se aplica desde un nivel doméstico hasta

una escala industrial.

El calentamiento de los alimentos induce cambios quimicos y una gran cantidad de nuevas
moléculas, varios de estos cambios son benéficos para mejorar las propiedades sensoriales,
en particular el color, la textura y el sabor. Ademas, varios de los nuevos compuestos que
se generan tienen un efecto positivo sobre la salud del consumidor, por ejemplo, actian
como antioxidantes y antimutagenos (Studer, Blank, & Stadler, 2004). Por otra parte,
algunos de los compuestos formados son los denominados compuestos toxicos inducidos
por el calor, también llamados: contaminantes del procesado térmico, que exhiben en la
mayoria de los casos, propiedades carcinogénicas y mutagénicas, tales como las aminas
heterociclicas, furanos, furfurales, cloropropanoles y la acrilamida (Skog, Johansson, &
Jagerstad, 1998; Crews, Brereton, & Davies , 2001).

Los alimentos procesados térmicamente como los productos de panaderia, café tostado,
botanas, papillas para bebé pueden contener una alta cantidad de los contaminantes del
procesado térmico. Por tanto la concentracion final de estos compuestos depende de la
concentracion inicial de los precursores quimicos correspondientes, asi como también, de

las condiciones del proceso térmico.

Como se mencion0 anteriormente, la acrilamida es un compuesto resultante del procesado
térmico de los alimentos, y debido a su potencial toxico, se estudiaron diversos alimentos

para evaluar su presencia. Las papas fritas (rebanadas) fue el alimento que presentd un
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mayor contenido de acrilamida dentro de todos los estudiados por Friedman (2003) (Tabla
2), seqguido de papas a la francesa, galletas, hojuelas, algunos productos de panaderia y
café. Un aspecto muy importante que hay que resaltar es que Unicamente se descubrio una
alta concentracion de acrilamida en productos fritos, mientras que los productos cocidos se
hallaron concentraciones muy bajas de este compuesto (Keramat, LeBail, Prost, &
Soltanizadeh, 2011).

Un aspecto preocupante en cuanto a los alimentos con mayor contenido de acrilamida, es
que muchos de ellos tienen una alta disponibilidad en el mercado, siendo las botanas las
que facilmente pueden adquirir tanto nifios como adultos. Es por ello que diversas
instituciones de salud, en conjunto con la industria de botanas, han tratado de disminuir la
cantidad de acrilamida en sus productos.

Tabla 2. Concentracion reportada de acrilamida en distintos alimentos. Tomada de
(Friedman, 2003)

Alimento Concentracion
acrilamida (ug kg™)
Almendra asada 260
Esparrago asado 120
Productos horneados: rosquilla, pan de molde, 70-430
pasteles y galletas
Cerveza, maltas y bebidas de trigo 30-70
Galletas, bizcochos 30-3200
Cereales para desayuno 30-1346
Chocolate en polvo 15-90
Café en polvo 170-351
Hojuelas de maiz 34-416
Pan de centeno 800-1200
Productos de pescado 30-39
Pan de jengibre 90-1660
Carne de res y de pollo 30-64
Sopa de cebolla y aderezos 1184
Nueces y mantequilla de nuez 64-457
Cacahuate y cacahuate cubierto 140
Semillas de girasol asadas 66
Papas horneadas 29
Papas fritas 170-3700
Papas a la francesa 200-12000
Botanas diferentes a papa 30-1915
Tacos fritos 559
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Desde que aparecieron los primeros reportes de la presencia de acrilamida en alimentos
térmicamente procesados, la Unién Europea (UE) en conjunto con otras instituciones como
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y del sector industrial privado, realizaron un
reporte en el afio 2011 sobre la presencia de acrilamida en diversos alimentos en 31 paises
alrededor del mundo, el periodo de investigacion comprendio del 2004-2009. EI nimero
total de los resultados analiticos fueron 12,582, de estos el 61% provenian de Europa, un
28% de Asia, un 9% era proveniente de norte América, mientras que Latinoamérica y el
Pacifico contribuyeron con un 1% respectivamente; de Africa no se recibieron muestras
(OMS, 2011).

Las concentraciones promedio halladas a nivel nacional para los Estados Unidos de Norte
América (USA) se encontraron en un intervalo de 399-1202 ug kg™ de papas fritas; de 159-
963 pg kg™ en papas a la francesa; de 169-518 pg kg™ en bizcochos; de 89-459 pg kg™
para pan de centeno y galletas y de 3-68 pg L™ para el café instantaneo (OMS, 2011).

1.1.2 Formacién de acrilamida en alimentos

Los primeros estudios sobre la formacion de acrilamida identificaron a la reaccion de
Maillard como la principal ruta de formacién. La reaccion de Maillard consiste en la
interaccion entre los aminoécidos naturalmente presentes en el alimento junto con los
azUcares reductores (glucosa o fructosa) cuando los alimentos son calentados (Becalski, Y.
Lau, Lewis, & Seaman, 2003).

La acrilamida se forma principalmente entre la interaccion del aminoacido asparagina y un
azlcar reductor, ambos compuestos se encuentran naturalmente en algunos materiales de
origen vegetal, por ejemplo, cereales, vegetales (papas), cocoa, café, esparragos, etc.
Stadler et al. (2002) demostraron que la asparagina estaba fuertemente involucrada en la
formacion de la acrilamida, para ello utilizaron un isotopo estable *°N-asparagina, y

observaron que mas del 98% de el compuesto marcado formaba parte de la acrilamida.
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Por otra parte el grupo de investigacion de Mottram et al. (2002) propusieron la
participacion de las reacciones de Strecker para la formacion de acrilamida, usando 2,3-
butanodieno como una fuente de dicarbonilos el cual reacciona con la asparagina. Los

aldehidos de Strecker se forman por una desaminacion oxidativa y una descarboxilacion de

a-aminoacidos, conducido por dioxinas.

Un aporte importante para entender la formacion de acrilamida lo dieron el grupo de trabajo
de Zyzak et al. (2003), en donde demostraron que la 3-aminopropionamida (3-APA), una
amina biogéna que se forma durante la reaccion de Maillard, actuaba como uno de los

principales precursores de acrilamida.

En la Figura 2 se muestra de manera general la formacion de acrilamida a partir de la
asparagina y un azucar y también entre un aminoacido, especialmente la asparagina y un
azUcar reductor. En ambas reacciones se pueden observar la formacion de una imina (base
de Schiff).
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Figura 2: Mecanismo de formacion de acrilamida por via general y especifica de

aminoacidos.

Una vez obtenida, la imina lleva a cabo un rearreglo estructural que da lugar a la formacion
de un compuesto de Amadori; compuesto que al deshidratarse y/o fragmentarse libera un
aminoéacido, produciendo un conjunto de compuestos intermediarios altamente reactivos,
como: dicarbonilos e hidroxicarbonilos, que reaccionan consecutivamente para llevar a
cabo una segunda reaccion de Maillard. También es importante resaltar que después de la
descarboxilacion e hidrolisis se forma el 3-APA y posteriormente de una desaminacion se

asparagina

forma la acrilamida (Becalski, Y. Lau, Lewis, & Seaman, 2003).



Adicionalmente existen diversos estudios que han demostrado que la formacion de
acrilamida se puede llevar a cabo de otros precursores diferentes a un aminoacido, como:
acido piravico, la acreolina o 1-propenal, &cido aspartico o por la deshidratacion de o-
dicarbonilos, aunque estos ocurren en menor medida (Keramat, LeBail, Prost, &
Soltanizadeh, 2011).

1.1.3 Método de analisis de acrilamida en alimentos

Desde los primeros reportes de la formacion de acrilamida en alimentos procesados a altas
temperaturas, diversas autoridades internacionales, enfocaron su atencion en tratar de
controlar la presencia de este compuesto, pero primero fue necesario desarrollar técnicas de
analisis que permitieran cuantificar de forma confiable y precisa la acrilamida. La deteccion
y cuantificacion de acrilamida en alimentos es un area de investigacion intensiva, debido al
reto que representa su analisis. Al observar la estructura quimica de la acrilamida
(CH,=CH-CO-NH,) es evidente la limitada conjugacion de sus electrones de tipo m, lo cual
significa que este compuesto carece de un grupo cromoforo fuerte para poder detectarlo por

UV (ultravioleta) y que ademas no presenta propiedades fluorescentes (Gokmen, 2016).

Numerosos métodos han sido desarrollados para determinar acrilamida en alimentos. La
mayoria de estos métodos se basan principalmente en el uso de un detector de masas
acoplado a un sistema cromatografico, ya sea por cromatografia de liquidos (CL) o por
cromatografia de gases (CG) (Kepekci Tekkli, Onal, & Onal, 2012). Esta Gltima modalidad
seguida de una derivatizacion del analito (Ono et al. 2003; Pittet, Périsset, & Oberson,
2004) y en pocas ocasiones el analisis se hace de manera directa (Tateo & Bononi, 2003).

Mas adelante se detallaran los alcances obtenidos por las técnicas antes mencionadas.

Debido a la diversidad de las matrices alimentarias en las que se puede encontrar la
acrilamida, existen diversas metodologias para la preparacion de la muestra. En la Figura 3
se puede observar de manera general los pasos que involucra el andlisis de acrilamida en
alimentos. De acuerdo con la naturaleza del alimento a analizar, las propiedades fisicas y
quimicas de la acrilamida deben de ser consideradas para poder llevar a cabo el analisis de

manera satisfactoria (Bethke & Bussan, 2013).
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Figura 3: Principales pasos en el tratamiento de la muestra para el analisis de acrilamida.

1.1.3.1 Muestreo y homogenizacion

Es bien sabido que el tratamiento de la muestra juega un papel muy importante en el
analisis de acrilamida en muestras de alimentos. Por tanto, se tiene que asegurar el obtener
una muestra representativa y homogénea. Se sabe que la acrilamida se genera
principalmente en alimentos sélidos y especificamente en la superficie de los mismos
(Friedman, 2003), por tanto no se encuentra homogeneamente distribuido en el alimento.
Por ejemplo, en el caso de las papas fritas puede existir una variacién en el contenido de
acrilamida en papas que se encuentren mas oscuras que otras después de haber sido freidas,
o incluso, entre los puntos centrales de la papa y las orillas; por ello la necesidad de llevar a
cabo una adecuada homogenizaciéon (Petersson, Rosen, Turner, Danielsson, & Hellenas,
2006).

1.1.3.2 Extraccion

Se pueden emplear diferentes procedimientos para la extraccion de acrilamida en los

alimentos. Debido a su alta polaridad, este compuesto es bastante soluble en agua, en
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alcoholes menores como el metanol y el etanol y en otros solventes organicos como el
acetonitrilo, el acetato de etilo y la acetona. Este comportamiento respecto a la solubilidad,
dicta la estrategia de extraccion para el andlisis en alimentos y en conjunto la baja
volatibilidad y bajo peso molecular de la acrilamida, tendran una consecuencia directa en la
medicién (Petersson, Rosen, Turner, Danielsson, & Hellenas, 2006).

El agua suele ser uno de los solventes que mas se utiliza en la extraccién de acrilamida. La
proporcion de la muestra suele ser mayor para el liquido extractante que la del alimento, ya
que generalmente se utilizan de 0.5-2.0 g de muestra. En cuanto a la temperatura del
extractante se puede utilizar el agua a temperatura ambiente. Owen et al. (2005)
demostraron que no habia diferencias estadisticamente significativas al utilizar agua
caliente contra agua a temperatura ambiente. El utilizar agua como extractante minimiza la
disolucién de compuestos hidrofobicos y ademés evita también la co-extraccion de
compuestos no deseados presentes en la matriz, y que ademas afectaran adversamente a la
separacion cromatografica generando interferentes en la deteccion (Petersson, Rosen,

Turner, Danielsson, & Hellenas, 2006).

1.1.3.3 Limpieza de la muestra

El proceso de limpieza de muestra generalmente involucra el uso de la solucion de Carrez |
(ferrocianuro de potasio) y Il (sulfato de zinc), ya que se ha demostrado su efectividad en la
precipitacion de proteinas en extractos acuosos. Las proteinas también pueden precipitar
con solventes organicos, como el metanol y acetonitrilo (Geng, Jiang, & Chen, 2008;
Gokmen, Senyuva, Acar, & Sarioglu, 2005; Delator, Périsset, Goldmann, Riedeker, &
Stadler, 2004).

Para una limpieza satisfactoria del extracto, es necesario saber la composicion proximal de
la muestra a analizar, para saber que interfrentes pueden estar presentes. Generalmente
después de la clarificacion por Carrez se recomienda hacer un proceso extra de limpieza,
para remover y concentrar materiales organicos, que involucra el uso de la extraccion en
fase sélida (SPE por sus siglas en inglés), donde la fase extractante es un sélido adsorbente,

(Dias Soares, Alves, Casal, Oliveira, & Oliveira Fernandes, 2010).
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También las técnicas de limpieza ayudan a disminuir el denominado efecto matriz, y
alcanzar limites de deteccion bajos en la cuantificacion de acrilamida. Becalski et al. (2003)
utilizaron una combinacion de diversos cartuchos de separacion: Oasis MAX (modo de
intercambio anidénico), Oasis MCX (modo de intercambio cationico), y el ENV-Carb
(grafito). Aunque el cartucho més utilizado es el Oasis HLB antes del anélisis
cromatogréfico (Zhang, Ren, & Zhang, 2009). Una variante mas de la extraccion en fase
solida es la micro extraccion en fase solida (Dias Soares, Alves, Casal, Oliveira, &
Oliveira Fernandes, 2010).

Una vez terminado el proceso de limpieza de la muestras, algunos investigadores han
reportado el procedimiento de derivatizacion para mejorar la sefial analitica. Esta técnica,
ayuda a mejorar la sensibilidad en la cuantificacion de acrilamida, al hacer que la técnica
sea mas selectiva. Algunas técnicas de derivatizacion se realizan de una forma pre y post

columna cuando se emplean procedimientos cromatogréficos.

Aunque si bien, el pre-tratamiento de la muestra ayuda a disminuir los limites de deteccion,
la desventaja que se tiene es que el proceso de analisis se vuelve mas tardado y tedioso,
ademas de lo relativamente costoso que puede ser. Por lo que muchas empresas de la
industria de botanas no pueden aplicar estas metodologias como una técnica de analisis de

rutina en el control de acrilamida en sus productos.
1.1.3.4 Deteccion y cuantificacion de acrilmida

Para la deteccién de acrilamida se han desarrollado diversas técnicas, dentro de estas se

pueden clasificar en métodos no cromatograficos y cromatograficos.

Los primeros, como su nombre lo indica, la deteccion no se hace bajo un fundamento
cromatografico. Dentro de estos podemos enontrar la técnica de electroforesis capilar
(Bermudo, Moyano, Puignou, & Galceran, 2004), biosensores basados en infrarojo
cercarno (Ayvaz & Rodriguez-Saona, 2015) y recientemente el uso de fluorescencia basado
en puntos cuanticos (Hu et al. 2014). Aunque si bien son métodos que podrian simplificar

la deteccion de acrilamida ain no se encuentran reconocidos como metodos oficiales para
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la deteccion de acrilamida, ademéas de que en algunos casos se necesita de personal

calificado para poder realizar la técnica.

Por otra parte, los métodos cromatograficos para el analisis de acrilamida se pueden dividir
en dos: cromatografia de gases (Notardonato, Avino, Centola, Cinelli, & Ruso, 2013) y
cromatografia de liquidos (Jessuzek & Schieberle, 2003). Ambas metodologias cuentan con
grandes resultados en la deteccién de acrilamida a concentraciones de pg kg’ y
dependiendo del detector que se empleé la sensibilidad puede disminuir ain mas (Bethke &
Bussan, 2013). Dentro de las dos técnicas, la cromatografia de liquidos es la mas

ampliamente usada, debido a la relativa facilidad con la que se puede llevar a cabo.

1.1.3.4.1 Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases se hace pasar el analito en forma gaseosa a través de una
columna (fase estacionara), arrastrado por un gas (fase movil); también llamado gas
portador, para finalmente ser analizado mediante diferentes detectores propios de este
sistema, tales como: detector de conductividad térmica, detector de ionizacion de llama,
detector de captura electrénica o espectrometro de masas (MS) ( (Harris, 2010). Para el
andlisis de acrilamida mediante cromatografia de gases se han reportado técnicas que

implican una derivatizacién quimica y otras donde no se aplica.

Una de las primeras técnicas de derivatizacion aplicada a cromatografia de gases fue la
bromacion, esto con la finalidad de obtener un compuesto altamente volatil para el analisis
e incrementar la selectividad del método. La técnica se basa en el uso del bromuro y
bromato de potasio y para su deteccion se emple6 la espectrofotometria de masas (Tareke ,
Rydberg, Karlsson, Eriksson, & Torngvist, 2000). Otro método reportado consistio en
derivatizar a la acrilamida mediante el proceso de sililacion, se utiliza como agente
derivatizante soluciones de N,O-bis(trimitilsilil)trifluroacetamida (BSTFA) en presencia de
acetonitrilo, que al reaccionar con la acrilamida da lugar al compuesto volatil N,O-
bis(trimetilsilil)acrilamida (BTMSA), utilizando un detector de masas (Lagalante & Felter ,
2004).
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Las técnicas basadas en cromatografia de gases que no involucran una derivatizacion se
basan en extracciones con agua y solventes organicos como el n-propanol o 2-butanona,
para después limpiar la muestra mediante micro-extraccion en fase solida y extraccion en
fase solida (Wenzl, de la Calle, & Anklam, 2003). Sin embargo, la preparacién de la
muestra es laboriosa, y conforme a la complejidad de la matriz analitica se puede volver
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més complicado. Los alcances de esta técnica se presentan en la Tabla 3.
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1.1.34.2 Cromatogcr)afia de liquidos
La metodologia méas popular para la deteccién de acrilamida con fines de analisis de rutina
y estudios de investigacion ha sido la cromatografia liquida acoplada con espectrometria
de masas, y en particular acoplado con espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
En éste método, la acrilamida se extrae del alimento con agua después de usar acrilamida
deuterada como estandar interno, para después llevar a cabo el proceso de limpieza
mediante la extraccion en fase sélida. El alcance de cuantificacion de esta metodologia en
el analisis de papas fritas y algunos cereales se encuentra entre 30-100,000 pg kg™ (Rosén
& Hellenas, 2002).

Existen una diversidad de metodologias basadas en esta técnica, pero el método de limpieza
de la muestra dictamina los resultados que se pueden obtener, y generalmente en las
técnicas de limpieza de la muestra se suele utilizar la extraccién en fase solida e incluso en
algunos casos el uso de doble cartucho de extraccion (Wenzl et al. 2006). De la misma
forma que en cromatografia de gases en la cromatografia de liquidos al acoplarla a
detectores de masas, los limites de deteccién (LOD) y los limites de cuantificacion (LOQ)
suelen ser bajos (Tabla 4). No obstante una de las principales desventajas de este método es
su poca disponibilidad en un gran nimero de laboratorios enfocados a analisis de rutina de
contaminantes en alimentos (Martinez, Rodriguez, Bautista, Rangel-Vargas, & Santos,
2018).

Debido a lo anterior se han buscado estrategias que permitan la deteccion de acrilamida con
detectores convencionales en la cromatografia de liquidos. Por ejemplo, para el analisis de

acrilamida y metacrilamida se propuso HPLC con deteccion UV (Paleologos &
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Kontominas, 2005). La cantidad que llegaron a detectar luego de afiadir acrilamida a

muestras de papas fritas fue de 853.8+0.9 ug kg™ que si se compara con las concentraciones

halladas en alimentos pues no es especialmente bueno. Otro estudio que se realizd por

HPLC usando un detector de arreglo de diodos permitié cuantificar concentraciones de 20

ug kg™t (Gokmen, Senyuva, Acar, & Sarioglu, 2005).

Wang et al. (2008) emplearon una extraccidén con agua y pretratamiento con cartuchos de

extraccion en fase solida y un detector de arreglo de diodos, con ello lograron alcanzar un
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LOD de 20 pg kg™, aunque no especifica concretamente para que matriz alimentaria debido

a que analizo distintos alimentos que se comercializan en China, entre ellos papas fritas.

Un estudio realizado por Jezussek & Schieberle (2003) realizaron un anélisis mediante la
derivatizacion de la acrilamida usando un tiol (-SH) como agente derivatizante, el
compuesto que utilizaron fue el acido 2-mercaptobenzoico en presencia de hidroxido de
sodio (NaOH), que al reaccionar forma un tioéter que fue detectado por un detector de
masas, pero también tenia la ventaja de poder ser analizado por un detector convencional,

debido a que el compuesto resultante de la derivatizacion presenta un grupo cromoforo.

El uso de tioles ha sido una técnica que ha sido reportada como una adicion nucleofilica del
tipo Michael, donde los tioles pueden reaccionar facilmente con el enlace vinilico de la
acrilamida. La reaccidén consiste en un ataque nucleofilico sobre la regién donde los
electrones son escasos, con ello se genera una fuerte base enolato, que es responsable de la
desprotonizacion del tiol, produciendo un anidn tiolato. Una vez que se forma el tiolato, el
proceso de cadena anionica, genera un producto estable tioleno (Hu et al. 2014). El

mecanismo de reaccion se muestra en la Figura 4.
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Acrilamida 2-naftalentiol 3-naftalene-2-iltio propanamida

Figura 4. Mecanismo de reaccion entre la acrilamida y un tiol (2-naftalentiol).

Es por ello que el presente trabajo estd basado en la busqueda de una alternativa viable en
el proceso de derivatizacion aplicando como agente derivatizante al 2-naftalentiol, ya que
ademas de ser un reactivo de bajo costo y soluble en agua a pH basico presenta propiedades
fluorescentes. De acuerdo a Hara et al. (2000) reportaron que el 2-naftalentiol mostr6
excelentes resultados como agente derivatizante en la cuantificacion de busulfan en suero
humano. Asi en el presente trabajo se busco optimizar la reaccion de derivatizacion entre la

acrilamida y el 2-naftalentiol para la aplicacion de analisis de rutina en papas fritas.
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1.2. MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Reactivos

Se utilizo la acrilamida, acido acrilico y 2-naftalentiol obtenidos de Sigma-Aldrich (San
Luis, Misuri, USA). Los disolventes como el acido acético y acetonitrilo (grado HPLC)
fueron adquiridos de la casa comercial J.T. Baker (Filisburgo, Nueva Jersey, E.U.A)
mientras que el hexano fue obtenido de REASOL (Ciudad de México, CDMX, México).
Para el analisis de papas se analizaron nueve marcas que son comercializadas regularmente

en la ciudad de Pachuca (Hidalgo, México) y cada analisis se realizé por triplicado.
1.2.2 Reaccion de derivatizacion entre el 2-naftalentiol y la acrilamida.

La derivatizacion de la acrilamida y el 2-naftalentiol se basd en la metodologia reportada
por Hara et al. (2000) con algunas modificaciones. La metodologia fue la siguiente: En un
tubo Schlenk, se colocaron 100 mg del 2-naftalentiol (0.62 mmoles) junto con 22 mg de
acrilamida (0.31 mmoles), después se colocaron 30 mL de etanol junto con 3 mL de NaOH
(1.0 M). Esta mezcla se calent6 a 70 °C por una hora y después el solvente se evaporo a
sequedad aplicando una corriente de aire. El sélido obtenido se lavo con cloroformo (5x2
mL). La fase liquida se evaporé nuevamente a sequedad con la aplicacion de calor y el

precipitado resultante se analiz6 por infrarrojo y resonancia magnética de proton (CDCls).
1.2.3 Anlisis por FT-IR y *H-RMN

El espectro infrarrojo se obtuvo utilizando un espetrofotdbmetro marca Perkin-Elmer
Frontier (Waltham , Masachussets, E.U.A), mientras que para el espectro de resonancia se
utilizé un espectrometro Varian Mercury-300 de 300 MHz (Santa Clara, California, E.U.A)
utilizando CDCI3 como disolvente.

1.2.4 Optimizacion de la derivatizacion

Para la optimizacion de la reaccion de la acrilamida y el 2-naftalentiol se aplicd un disefio
central composite, utilizando un disefio de superficie de respuesta. Se evaluaron 3 factores:
la temperatura (X;): 63.2-96.8 °C, el tiempo de reaccion (X;): 4.8-55.2 min y la
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concentracion del derivatizante 2-naftalentiol (X3): 0.6-7.3 mM. Estos valores fueron
seleccionados de acuerdo a experimentaciones previas. Los resultados obtenidos fueron
analizados por medio del software MINITAB V15.1. La matriz del disefio se muestra en la
Tabla 5.

Tabla 5. Matriz del disefio experimental central compuesto: X;: temperatura (°C), Xj:
tiempo (min) y Xs: derivatizante (mM).

Experimento X1 X5 X3
1 80.0 30.0 0.5
2 80.0 30.0 0.5
3 70.0 15.0 0.3
4 63.18 30.0 0.5
5 80.0 55.2 0.5
6 80.0 30.0 0.5
7 80.0 30.0 0.1
8 80.0 30.0 0.5
9 70.0 15.0 0.70

10 90.0 15.0 0.3
11 90.0 15.0 0.7
12 90.0 45.0 0.3
13 96.8 30.0 0.5
14 80.0 30.0 0.5
15 80.0 30.0 0.8
16 70.0 45.0 0.3
17 80.0 4.7 0.5
18 80.0 30.0 0.5
19 90.0 45.0 0.7
20 70.0 45.0 0.7

La variable de salida de respuesta que se midié fue la relacion de areas entre la acrilamida
y el 4cido acrilico (estandar interno). Las concentraciones empleadas fueron de 500 pg kg™

y 600 pg kg™ respectivamente. Todos los compuestos fueron disueltos en agua desionizada.
1.2.5 Tratamiento de las muestras para el analisis

El tratamiento de muestras consistié primeramente en la homogenizacion de la muestra a
un tamarfio de particula menor a 1 mm, después se tomaron 3 g de muestra homogenizada y

se mezclé con 30 mL de agua desionizada (40 °C). La mezcla se agitd mecanicamente
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durante 5 min y después se centrifugd a 2500 rpm por un tiempo de 15 min a 20 °C. El
sobrenadante (aproximadamente 90 mL) se filtro (papel filtro Whatman 2), para después
desengrasarlo con 30 mL de hexano y nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones
anteriormente mencionadas. La fase acuosa se separd y después se filtré utilizando una
membrana de celulosa (tamafio de poro, 0.45 pum). De la solucidn filtrada se tomaron 7.5
mL y se mezclaron con 1 mL de una solucion de 2-naftalentiol (62 mM) previamente
disuelto en 9 mL de acetonitrilo y 1 mL de NaOH (1 M). La mezcla se calent6 a 90 °C por
45 min (condiciones dptimas). La reaccion se detuvo con la adicion de 1.5 mL de acido

acético (1% v/v). La solucidn se centrifug6 a 2500 rpm por 15 min.

La concentracion de acrilamida en la muestra se determiné mediante curvas de calibrado
por adicion estandar, por lo que cada muestra fue dopada con las siguientes concentraciones
de acrilamida: 300, 500 y 800 pg kg™

1.2.6 Condiciones de separacion por HPLC

Para la determinacion cromatogréfica se utilizé un equipo de cromatografia de liquidos
marca Agilent Technologies 1260 Infinity (Agilent Technologies, Alemania) equipado con
un detector de fluorescencia, utilizando una longitud de onda de emision de 250 nm y de
excitacion de 362 nm. La inyeccion fue manual utilizando un “loop” de 20 pL. La fase
estacionaria consistié en una columna C-8 ZORBAX eclipse XDB (5um; 150mm x 4.26 de
diametro interno). La fase mavil consistié en una mezcla 50:50 de acido acético (1% v/v) y

acetonitilo. El flujo de separacion fue de 0.8 mL min™.
1.2.7 Validacion de la técnica analitica

Para medir la exactitud del método propuesto se realizaron estudios de recuperacion
dopando una muestra de papas por triplicado en tres niveles de concentracién de acrilamida
(200,300, 500 pg kg™) comparada con la cantidad encontrada en la muestra (Albishiri &
El-Hady, 2014).

El ensayo de precision se investigdo con respecto a la repetitividad (intra-dia) y la
repetitivilidad (inter-dia). Al dopar la muestra con acrilamida a las mismas concentraciones
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descritas para la exactitud. La precision fue expresada como el porcentaje de desviacion
estandar relativa (% DER).

1.2.8 Anélisis de muestras

Se analizaron un total de 9 muestras de papas fritas de diferentes marcas que generalmente

se comercializan en la ciudad de Pachuca, Hidalgo, México.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Sintesis de la acrilamida derivatizada con el tiol

El método realizado en esta investigacion se basdé en una nueva metodologia de
derivatizacion utilizando el 2-naftalentiol como agente derivatizante. Con la finalidad de
caracterizar el producto resultante de la reaccion se realizaron espectros de infrarrojo para
cada uno de los reactivos y del producto participantes en la sintesis (Figura 5). El espectro
infrarrojo de la acrilamida (Figura 5A) se pueden observar las bandas de absorcion
correspondientes a los modos simétricos y asimétricos, del v-NH; presente en la acrilamida,
a una frecuencia de 3338 y 3118 cm™. En una frecuencia de 1606 cm™ y 1663 cm™ se
encuentran las bandas caracteristicas de las amidas primarias. En 1663 cm™ se atribuyen a
las vibraciones de los grupos C=C, C=0 y NH; (Sundaraganesan, Puviarasan, & Mohan,
2001; Davies, 1961)

El espectro infrarrojo del tiol (Figura 4B) presenta la banda de absorcién en 2553 cm™ que
corresponde a la v (S-H), mientras que las bandas que se tienen en las frecuencias de 1583
cm™ y 1623 cm™ corresponden a las tensiones v (C=C) que conforman el hidrocarburo
ciclico. El producto de la reaccion de derivatizacion entre la acrilamida y el tiol fue el 3-
(naftalen-2-iltio) propanamida. Al analizar su espectro (Figura 5C) se puede observar que la
banda correspondiente al v-(S-H) presente en el tiol desaparecio, mientras que la intensidad
de banda correspondiente a la v-C=C situada en la frecuencia de 1663 cm™ disminuys, lo
cual indica que la reaccion de derivatizacién se llevo a cabo entre el tiol y el doble enlace

de la acrilamida.
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Figura 5: Espectros infrarrojos: A) Acrilamida; B) tiol y C) 3-(naftalen-2-iltio)
propanamida

El compuesto resultante de la derivatizacién también se caracteriz6 mediante *H-RMN
(Figura 6A). En el espectro obtenido se puede observar las sefiales correspondientes a los
protones de los carbonos alifaticos de la molécula. Una sefial triple que aparece en un
desplazamiento de 2.5 6 (ppm) corresponde al proton del carbono adyacente al grupo
amida, mientras que la sefial triple que aparece en el desplazamiento de 3.8 & (ppm)
pertenece al proton del carbono adyacente al &tomo de azufre. Las sefiales que aparecen
entre 7-8 (ppm) corresponden a los protones que estan presentes en la estructura ciclica. En
el espectro de resonancia de la acrilamida (Figura 6B) se pueden observar las sefales
caracteristicas al enlace vinilico en los desplazamientos 5.7 & (ppm). Si se compara el
espectro de la acrilamida y el espectro del 3-(nafatlen-2-iltio) se puede observar que las
sefiales del enlace vinilico de la acrilamida no se encuentran en el espectro del 3-(nafatlen-
2-ylthio). El resultado obtenido revelo que el 2-naftalentiol se unio al carbono B del doble
enlace de la acrilamida. La multiplicidad de las sefiales confirman que la reaccion de ataque

nucleofilico del tipo Michael, donde el doble enlace de la acrilamida reacciona debido a
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que es altamente electrofilico. Dicha reaccion ha sido descrita por otros autores por la
interaccion del grupo SH de la D-cisteina, homocisteina, glutation y el acido 2-
mercaptobenzoico (Friedman, 2003; Zhou, et al., 2015; Stadler & Studer, 2015; Hyung-
Hee & Ho-Sang, 2014)

A) S\/I(NHZ

B)

ﬂ e

8 7 6 5 4 3

8 (ppm)

Figura 6: Espectro de de resonancia *H-RMN: a) acrilamida derivatizada “3-(naftalen-2-
iltio) propanamida”; b) acrilamida

1.3.2 Optimizacion de la reaccion de derivatizacion

Como se menciond anteriormente se aplicO un disefio central compuesto para la
optimizacion de la reaccion de derivatizacion. En la Tabla 6 se muestra la matriz empleada
asi como los valores obtenidos del contenido de acrilamida. Durante el proceso de
optimizacion se llevaron a cabo 20 experimentos (k = 3, n= 6 y a=1.68). La variable de

respuesta que se empled fue la relacién de areas entre la acrilamida y el acido acrilico
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(AAJEI), esté ultimo fue empleado como estandar interno, se buscd que la relacion de

dichas areas fuera la maxima.

Tabla 6: Matriz experimental del disefio central compuesto y las respuestas obtenidas

Experimento X1 X X3 Relacion de areas
(AA/EI)
1 1 -1 1 0.95
2 0 0 0 0.92
3 1 1 1 1.33
4 0 0 0 0.71
5 0 0 0 0.99
6 -1 1 -1 0.87
7 1.68 0 0 0.62
8 1 -1 -1 0.32
9 -1 -1 -1 0.00
10 0 0 1.68 1.28
11 -1 1 1 0.46
12 0 0 -1.68 0.00
13 0 -1.68 0 0.00
14 0 0 0 0.91
15 -1 -1 1 0.81
16 0 0 0 0.97
17 1 1 -1 0.79
18 -1.68 0 0 0.00
19 0 0 0 0.82
20 0 1.68 0 0.82

Cadigos: X;: temperatura (-1.68: 63.2 °C; -1:70.0 °C; 0: 80.0 °C; 1: 90.0 °C; 1.68:96.8°C), Xy:
tiempo (-1.68: 4.8 min; -1: 15 min; 0: 30 min; 1: 45 min; 1.68: 55.2 min), Xs: concentracion del 2-
naftalentiol (-1.68: 0.6 mM; -1:2.0 mM; 0: 4.0 mM; 1:6.0 mM; 1.68: 7.4 mM)

De acuerdo con los resultados obtenidos, se consideré un modelo de ajuste cuadratico, con
un coeficiente de correlacion (r’) de 0.825, esté valor obtenido indica que un 82.5% de la
variabilidad en la respuesta de salida puede ser explicado con el modelo propuesto. La

ecuacion 1 corresponde a la superficie de respuesta utilizada, donde “y” es la variable de
respuesta (AA/EI).

Ecuacion 1:
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Y=0.882+0.167X;+0.204 X,+0.272 X5+0.149X3-0.113 X3-0.031 X3+0.042 X;X,+0.096 X;X;-0.164 X,X;

De acuerdo a los coeficientes de la ecuacién de la superficie de respuesta, el factor que
mostré una mayor influencia en la respuesta fue la concentracion del 2-naftalentiol (X3),
seguido del tiempo (X). La interaccién de ambos factores es relevante en la reaccion de
derivatizacion. Este comportamiento ha sido observado en otras investigaciones donde se
han empleado procedimientos de derivatizacion. Notardonato et al. (2013) reportaron que
al usar altas temperaturas la reaccion de derivatizacion de la acrilamida con el acido
trifluoracético mostré un mayor rendimiento en la reaccion, mientras que, Hara et al (2000)
reportaron que a altas temperaturas y una mayor concentracion del 2-naftalentiol como
agente derivatizante favorecian la reaccion de derivatizacion ademas que las propiedades
fluorescentes de este compuesto aumentaban. Este comportamiento se puede obeservar
claramente en la Figura 7 B) y C). Donde el efecto de la concentracion del agente

derivatizante es evidente.

A partir de los resultados obtenidos se llegaron a las condiciones 6ptimas de la reaccién de
derivatizacion, las cuales fueron las siguientes: temperatura de reaccién 90 °C, un tiempo
de reaccion de 40 min y por ultimo la concentracion del 2-naftalentiol fue de 7.3 mM. Para
comprobar la validez de los parametros optimos, se calculd la respuesta tedrica usando la
ecuacion cuadratica (ecuacion 1), de ella se obtuvo un valor de 1.42 y fue comparada con la
respuesta obtenida de manera experimental bajo las condiciones Gptimas, obteniendose de

esta Ultima un valor de 1.40.

Los cromatogramas correspondientes al proceso de optimizacién se muestran en la Figura
8, donde se compara la sefial de las condiciones Optimias de derivatizacion contra la
respuesta mas baja detectada (Experimento 8). En la Figura 8 A), se puede observar una
adecuada resolucion de la acrilamida derivatizada y sin ninguna interferencia de
compuestos presentes en la matriz analitica. Una vez que los parametros de optimizacion de
la reaccién de derivatizacién quedaron establecidos, se procedié a llevar a cabo la

validacién del proceso de derivatizacion para después analizar las muestras de papas fritas.
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Figura 7: Gréaficas de superficie de respuesta para cada factor. A). Relacion entre la
temperatura y el tiempo de reaccion. B). Relacidn entre la temperatura y la concentracion
del 2-naftalentiol. C). Relacion entre el tiempo de reaccion y la concentracion del 2-
naftalentiol.

Debido a que la acrilamida es un compuesto de bajo peso molecular, polar e hidrofilica y
que ademas la concentracion en la que se encuentra en las papas fritas se halla en el orden
de pg kg™ (Ferrer-Aguirre, Romero-Gonzélez , Martinez-Vidal, & Garrido-Frenich, 2016),
el proceso de limpieza y extraccion se vuelve un paso crucial en el analisis de este
compuesto. Por esta razdn, se empled una extraccion liquido-liquido con hexano previo al
analisis con la finalidad de remover la mayor cantidad de compuestos no polares presentes
en la muestra. Al momento, no se ha reportado una técnica de tratamiento de la muestra

como la que en este trabajo se describe.
34



70 4

Acrilamida
60
2-Naftalentiol A)
50
40 | Acido acrilico (EI)
<
2
L3p
20 -
B)
2-Naphthalenethiol
10 1 Acido acrilico (EI)
Acrilamida J
0 ‘ /\’\A‘M ‘ ‘ ‘ ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (min)

Figura 8: Cromatogramas obtenidos durante el proceso de optimizacion. A) condiciones

Optimas. B) Condiciones del experimento 8. EI estandar interno.

En la mayoria de las técnicas de HPLC reportadas para el analisis de acrilamida en papas
donde no usan un detector de masas, se basan en el uso de cartuchos de extraccion en fase
solida como metddo de preconcentracion y limpieza, esto con la finalidad de poder alcanzar
limites de detecciones bajos (Wang, Lee, Shuang, & Choi, 2008) y ademas remover todos
los posibles interferentes presentes en la muestra, aungque uno de los incovenientes es que
se pueden presentar son pérdidas del analito debido a la manipulacién adicional de la
muestra. Es por ello, que en este método propuesto, no son necesarios tratamientos
adicionales en la manejo de la muestra fuera de realizar la remocion de la grasa, con esto se

lograba reducir el tiempo de analisis de la muestra.
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1.3.3 Validacion del método analitico.

Con la finalidad de obtener los parametros analiticos, se evalud la lineridad de la técnica
analitica utilizando la metodologia de adicion estandar. Las muestras fueron dopadas con
distintas concentraciénes de acrilamida (300-800 pg kg™?), y la concentracién se calculé por
la interseccidn en el eje de las x de la linea de regresion. Los resultados analiticos obtenidos
se muestran en la Tabla 7, los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOC) fueron
calculados de acuerdo a lo reportado por Miller & Miller (2010). De acuerdo a los
resultados mostrados se puede observar que se obtuvo un coeficiente de correlacion (r?) de
0.994.

Tabla 7. Parametros analiticos obtenidos del analisis de acrilamida en papas fritas.

Parametro Valor
Interseccion, botts (bo) 6.6+26.6
Pendiente bixts (b) 0.22+0.07
Limite de deteccion (ug kg™ de papa frita) 129
Limite de cuantificacion (ug kg™ de papa frita) 388
Coeficiente de correlacion (r?) 0.994

El valor de LOD corresponde a un valor de 0.013 pg mL™ (concentracion en el extracto
acuoso de la papa) y es comparable con lo reportado por Liu et al. (2014) quien obtuvo un
valor de 0.015 pg mL™ en la cuantificacion de acrilamida en el agua de extraccion de
acrilamida de papas a la francesa por un método de fluorescencia basado en el uso de
fluorescamina. Por otra parte, en el estudio realizado por Hu et al. (2014) obtuvieron un
LOD de 0.035 pg mL™ usando un método de fluorescencia basado en puntos cuénticos,
esté Gltimo valor se encuentra por arriba de lo reportado en el presente trabajo. Sin
embargo, cuando se comparan los limites de deteccion obtenidos con otras metodologias
estandar (CG y CL acopladas a detectores de masas) queda en desventaja la metodologia
propuesta, ya que por medio de esta técnicas se suelen obtener limites de deteccion mas
bajos en el orden de 0.04-3.23 pg kg™ (Omar, Elbashir, & Schimitz , 2015; Hyung-Hee &
Ho-Sang, 2014; Jessuzek & Schieberle, 2003).
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A pesar de lo anteriormente mencionado y considerando que no se realiz6 un método de
pre-concentracion de la muestra los limites de deteccion y cuantificacion son aceptables
para un andlisis de rutina en papas fritas, debido a que la concentracion de acrilamida

generalmente excede estos valores (Kim, Hwang, & Lee, 2006).

En el caso de otros alimentos con un contenido menor de acrilamida, la técnica podria
requerir del uso de técnicas de preconcentracion para reducir los limites de deteccion y

cuantificacion.

La exactitud expresada en porcentaje de recuperacion obtenida, varioé entre el 105-108%
con una desviacion estandar relativa menor al 5%. Estos resultados son comparables con
los reportados Albishiri & El-Hady (2014) quienes obtuvieron porcentajes de recuperacion
entre 100-107% en el andlisis de papas fritas usando una extraccién ultrasénica asistida en
un liquido i6nico como extracccion y cuantificacion de acrilamida por HPLC y una
deteccion por UV/Vis. Por otra parte, los porcentajes de recuperacion obtenidos en el
presente trabajo son mas altos que los reportados por Liu et al. (2014) ya que obtuvieron un

valor del 66% también en un estudio en papas fritas.

Adicionalmente, en la Tabla 8 muestra los ensayos intra-dia e inter-dia. Se puede observar
que los valores son aceptables ya que se encuentran por debajo de un valor del 5% (Russo,
Avino, Centola, Notardonato, & Cinelli , 2014).

Tabla 8. Recuperaciones de acrilamida en papas fritas.

Nivel de  Acrilamida Acrilamida Recuperacion Desviacion Precision  Precision

acrilamida  adicionada encontrada (%) estandar intra-dia  Inter-dia
promedio®  (ugkg')  (ug kgl relativa (% (% DER) (% DER)
(ug kg™ DER) n=3 n=3
646 200 906+20.1 107 2.21 1.34 4.58
300 1024+41.2 108 4.02 3.49 4.67
500 1205+50.4 105 4.18 4.16 8.52

%valores promedio y desviaciones estandar fueron calculados con base en sus tres réplicas
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1.3.4 Anélisis de muestras

Una vez que el método fue validado, se procedié al andlisis de acrilamida en 9 muestras de
papas fritas cuyo contenido de grasa se encontraba entre el 28.2-32.5 % de acuerdo a la

reportado en la informacion nutrimental de las etiquetas (Tabla 9).

Las concentraciones de acrilamida encontradas en las muestras se encontraron entre 269-
1405 g kg?, estos valores son similares a los reportados en la literatura. En los estudios
realizados por Kim et al. (2006) y Hoenicke et al. (2004) reportaron una concentracion
promedio en papas 1365 pg kg™ y de 621 pg kg™ respectivamente. Pacetti et al. (2015),
encontraron una concentracion promedio de 916 ug kgt aplicando una técnica

cromatografica acoplada a un detector de masas.

Tabla 9: Resultados del analisis de acrilamida en papas fritas

Muestra Concentracion (ug kg™ de papas Desviacion estandar relativa

fritas) + desviacion estandar (%)
1 569.67 + 16 2.8
2 269.21+7 2.9
3 1405.43 + 19 1.4
4 635.47 £ 16 2.5
5 754.68 + 12 1.6
6 1083.43 + 10 1.0
7 891.73+ 11 1.2
8 895.73+ 11 1.3
9 983.87 + 10 1.0

En el estudio realizado por Mesias & Morales (2015), monitorearon el contenido de
acrilamida en papas fritas que se comercializaban en Espafia durante los afios de 2004 al
2014, donde encontraron concentraciones que iban desde los 108-2180 ug kg™ con un
contenido promedio de 630 pg kg™. De la misma forma, en distintos estudios se han
reportado valores similares (430-1100 pg kg™ por Wong et al. (2014) 6 244-1688 pg kg™
por Boroushaki et al. (2010).

Aunque si bien es cierto que en la Gltima década se ha observado una tendencia en la

reduccion de los niveles de acrilamida en diversos productos alimenticios, motivados
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principalmente por las recomendaciones hechas por la FDA y la EU (Mesias & Morales
2015). En la actualidad, aun se encuentran alimentos con un alto contenido de acrilamida,

especialmente en las papas fritas.

En la ultima directiva emitida por la Comision de Regulacion de Europa en 2017 se hizo
un llamado especial a las industrias a disminuir el contenido de acrilamida de papas fritas a
una concentracién por debajo de 750 pg kg™. Esto obliga a la comunidad cientifica a
proporcionar métodos de analisis accesibles y relativamente faciles a la industria de las

papas fritas, para poder tener un control del contenido de acrilamida en sus productos.
1.4 CONCLUSIONES

El método de andlisis desarrollado confirmé la aplicabilidad del 2-naftalentiol como un
agente derivatizante para la determinacion de acrilamida en papas fritas por HPLC
acoplado a un detector de fluorescencia, como un método de analisis rutinario de este
compuesto. EI presente método mostrd la ventaja de no necesitar pasos adicionales en el
analisis mas que la remocion de grasa de la papa previo al proceso de derivatizacion. De
cualquier forma, el uso de técnicas de preconcentracién como la extraccion en fase solida
podria disminuir ain mas los limites de deteccion y cuantificacion alcanzados en el
presente trabajo. Aunque si bien el uso de la espectrometria de masas alcanza excelentes
limites de deteccion y cuantificacion, este equipo no es totalmente asequible en varios
laboratorios, por lo que su aplicabilidad como analisis de rutina en la industria de las papas
fritas se ve limitada. En este sentido, el método propuesto es una técnica accesible para el

control de los niveles de acrilamida en las papas fritas.
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Capitulo 2

Estrategias para la
disminucion de acrilamida en
papas fritas



2. MARCO TEORICO

2.1 Definicion de botana y su consumo

En la actualidad se sabe de la estrecha relacion que existe entre la dieta y el estado de salud
del ser humano, por lo que elegir un buen alimento es crucial para asegurar una buena
alimentacion. Sin embargo, el acto de comer es un proceso complejo formado por un
comportamiento aprendido, también por expectaciones sociales, gustos adquiridos, por las
actitudes y sentimientos sobre la alimentacién en general y sobre ciertos alimentos en
particular; por lo que la toma de decisién de qué alimento ingerir resulta complicado
(Satter, 2007).

La forma en que se etiqueta o denomina la ocasion para comer influye en la eleccion de
alimentos que un individuo puede tomar para saciar su hambre. En adicién, la delimitacion
de las diferentes ocasiones en la que se come hace que no haya una definicion permanente

para definir lo que es una “botana”.

En la literatura existe una variacién y una relativa dificultad para distinguir entre comida y
botana, las definiciones mas comunes que se pueden encontrar estdn basadas en el
momento del dia en que son consumidas (Ovaskainen, et al. 2006; Hess, Jonnalagadda, &
Slavin, 2016), por el tipo de alimento que representan (Lipoeto, Geok Lin, & Angeles-
Agdeppa, 2013), por la cantidad de alimento consumido, por el lugar donde es consumido
el alimento, o una combinacion de varios de estos factores (Garriguet, 2007; Bellisle, et al.
2003) y por el valor nutricional que aporta su consumo (Hess M, Jonnalagadda, & Slavin,
2016).

Para fines de este trabajo se definira “botana” como aquellos alimentos que son consumidos
entre comidas regulares que satisfacen las necesidades alimentarias de acuerdo a los nuevos
estilos de vida. Este tipo de productos son preparados a partir de ingredientes alimenticios
que dan lugar a un producto con propiedades nutricionales y caracteristicas sensoriales
especificas. A la mayoria de las botanas les son afiadidas cantidades considerables de sal o
edulcorantes, asi como aditivos que las hacen agradables al paladar (sabor pizza o

enchilados en el caso de productos mexicanos) y conservadores quimicos (Tzia, Giannou ,
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& Varzakas, 2016). Es importante destacar que como cualquier alimento las botanas deben
ser seguras, libres de compuestos quimicos peligrosos o tdxicos y de microorganismos

patdgenos que comprometan la salud del consumidor (Lusas & Rooney, 2001).

El consumo de botanas se ha convertido en uno de los habitos alimenticios mas comunes en
la mayoria de la poblacién mundial. En los Gltimos afios se ha visto un incremento en la
demanda de este tipo de productos, ya que al menos en Estados Unidos hasta el afio 2006 la
frecuencia de consumo era de 1-2 veces por dia, aportando una ingesta caldrica de
aproximadamente 680 kcal/dia en una poblacién muestra cuyo intervalo de edad era de 19-
39 afos (Camire, Kubow, & Donelly, 2009).

En el caso de México para el afio 2009 en el mismo tipo de poblacion la ingesta calérica fue
de 316 kcal/dia (Duffey, Rivera, & Popkin, 2014). Sin embargo, la frecuencia de consumo
en ciertas épocas del afio se eleva, debido a reuniones familiares, actividades sociales
masivas, deportivas, educativas, etc. De acuerdo con lo reportado por Industria Alimenticia

(2016) el consumo per-capita de botanas en México se encuentra entre 3.5 a 3.8 kg por afio.

La presentacion en que son consumidas las botanas en México varia también con los gustos
del consumidor; ya que en el mercado se pueden encontrar botanas saladas, dulces, frutas,
postres a base de cereales (barritas de cereal) y bebidas. Segun el estudio realizado por
Duffey et al. (2014) se observé que en la poblacion muestra adulta mexicana de entre 19-39

afios se preferia el consumo de botanas saladas.

De acuerdo con la Asociacion de la Industria Alimenticia para los Procesadores de
Alimentos de América Latina en su ultimo reporte del afio 2016, registré que el valor del
mercado de las botanas fue de $45,955 millones de pesos mexicanos y se espera que para el
afio 2020 su valor sea de unos $ 52,717 millones de pesos mexicanos. De acuerdo a esta
organizacion las empresas lideres en el ramo son en primer lugar PepsiCo, seguida por la
empresa Barcel de Bimbo. Mientras que empresas mas pequefias como: Nacional de
Alimentos y Helados (con sus productos Bokados), con Agra Foods (con su marca de
palomitas de microondas Act Il) y Botanas y Derivados son las que retnen el resto de la
participacion de este mercado, formando parte de los primeros cinco lugares.
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A pesar del impuesto sobre los alimentos de alto valor caldrico establecido por el gobierno
mexicano a partir del afio 2014, en el afio 2015 se mostré una recuperacion en ventas en el
sector y se estima que la industria suba hasta un 29% para el afio 2020. De acuerdo con
Euromonitor, el aumento del volumen para el total de 2015 fue de 369,600 toneladas, un
crecimiento de 7.4% respecto de las 344, 000 que se registraron para el afio 2010
(Industrias Alimenticias, 2016).

2.1.1 Papas fritas

Las papas fritas son uno de los productos alimenticios altamente consumidos a nivel
mundial, especialmente en nifios y adultos de mediana edad (Ouhit, Al-Sharbati, Gupta, &
Al-Farsi, 2014). La razdn por la que su consumo es elevado es la sensacién de saciedad que
aporta debido al contenido en carbohidratos y grasas que poseen, ademas de que los
productos fritos confieren un sabor agradable al consumidor.

Uno de los problemas de salud que se tienen con el alto consumo de este tipo de productos
es el sobrepeso y obesidad, especialmente en nifios y gente de mediana edad, ya que
contribuye a desarrollar enfermedades crénico no transmisibles como la diabetes y
enfermedades cardiovasculares. Todo esto debido a que la papa posee un alto indice
glicéemico, ademas que el contenido calérico aumenta una vez que estas son sometidas a un

proceso de fritura (Camire, Kubow, & Donelly, 2009).

A inicos de la decada pasada surgié un nuevo problema de salud debido a que se descubri6
la presencia de acrilamida en alimentos ricos en carbohidratos y fritos, este compuesto se le
considera como posible carcinogénico. Del estudio realizado por Tareke et al.( 2000)
respecto a la presencia de acrilamida en diferentes productos parece ser que las papas a la
francesa y las papas fritas son de los productos que mayor contenido de acrilamida
presentan. A partir de entonces han surgido numerosos estudios para cuantificar este
compuesto asi como también poder reducir su presencia (Tareke, Rydeberg, Karlsson,
Eriksson, & Tornqvist, 2002).
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Al respecto la Union Europea en conjunto con la FAO y la OMS sugirieron niveles
“indicativos” para la presencia de acrilamida en alimentos. Para el afio 2013 la UE emitio
como un valor indicativo de acrilamida en papas fritas de 1000 pk kg™ y 600 pk kgpara
papas a la francesa. Actualizando los logros obtenidos la UE en el afio 2017 emitidé una
regulacion de niveles de acrilamida en papas fritas tipo “crisps”, estableciendo un valor
méximo de 750 pk kg (EC, 2017). En el caso de USA la administracién de alimentos y
drogas (FDA) al momento no ha impuesto restricciones al respecto del contenido de
acrilamida pero si ha emitido un plan de accién para disminuir la presencia de acrilamida

en alimentos que pueda servir de guia a las industrias (Muttucumaru et al., 2017)
2.1.1.1 Produccion de papa

De acuerdo a archivos histéricos se sabe que la papa es nativa de Sudamérica,
principalmente de paises como Peru, Chile, Colombia, Ecuador y Bolivia. No fue hasta el
siglo XVI en que se introdujo al continente europeo y comenzo6 su explotacion a nivel
mundial Rusia, China y Polonia son los paises que mayoritariamente producen este
tubérculo, juntos representan el 50% de la produccion mundial, mientras que paises como
Estados Unidos de América representa un 7% (Gould, 2001). La papa es ahora el tercer
cultivo méas importante, después del arroz y el trigo, para el afio 2014 la produccidn total a

nivel mundial fue cercano a 376 MT.

De acuerdo con Mora-Aguilar (2014), México ocupa el 17° lugar a nivel mundial en
produccién. A nivel nacional los principales estados productores son Sonora, Sinaloa,
Veracruz, Puebla, Nuevo Ledn y Estado de México. La papa se cultiva durante todo el afio,
en dos ciclos agricolas: primavera-verano (PV) y otofio-invierno (Ol). A pesar de que la
papa se produce durante casi todo el afio, el consumo per cépita es relativamente bajo; en el
afio 2000 fue de 16.2 kg, para 2007 aumentd a 17 kg por habitante y en el 2013 alcanz6
17.1 kg. Sin embargo; como se ha mencionado anteriormente, el consumo de papa en
México ha sido creciente en los ultimos afios como consecuencia de la expansion de la

industria de la comida rapida y de botanas.
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Las papas suelen crecer mejor en suelos blandos, con climas frios y himedos. Este tipo de
tubérculo crece asexualmente y echa raiz por medio de los rizomas que genera durante su
crecimiento. Por otra parte, la cosecha se debe de realizar cuando el contenido de sacarosa
se encuentra por debajo del 1.5%, y este valor se debe mantener asi durante todo el

almacenamiento (Gould, 2001).

Durante el proceso de almacenamiento se recomienda utilizar temperaturas frescas (15.6
°C) y con una humedad entre 95-99% en un cuarto ampliamente ventilado para evitar la
formacion de la suberina (polimero vegetal de naturaleza grasa que se forma en algunos
vegetales que ayudan en la proteccion contra agentes patdgenos y control de agua y solutos)
(Beisson, Li, Bonaventure, Pollard, & Ohlrogge, 2007; Gould, 2001). Las papas pueden ser
almacenadas por hasta 10 meses, si es que las condiciones son debidamente controladas.

2.1.1.2.Variedades de papa y su clasificacion

Las variedades de papa pueden ser clasificadas usando un amplio rango de criterios. Una
clasificacion bastante utilizada se basa en el nimero de dias hasta la madurez después de la
siembra de las semillas del tubérculo. Por ejemplo, las papas pueden ser clasificadas como
“muy tempranas” (65-70 dias), “tempranas” (70-90 dias), “de temporada media” (90-100
dias), “tardias” (110-130 dias) o muy tardias (>130 dias) (Camire, Kubow, & Donelly,
2009).

Las papas también pueden ser clasificadas basadas en la calidad inherente a las mismas
para su uso en procesos de preparacion especificos (hervir, hornear, freir, deshidratar, etc.).
Por ejemplo, los cultivares que se destinan a procesos de fritura son generalmente separadas
para papas fritas (rodaja) o en papas a la francesa (alargadas) (Camire, Kubow, & Donelly,
2009).

También pueden ser clasificadas en funcion de si sufren almacenamiento o no. Algunos
cultivos deben ser consumidos o procesados inmediatamente después de su cosecha
mientras que en otros las propiedades del almidon se mantienen durante todo el

almacenamiento. Este ultimo tipo de cultivo en el que se puede almacenar por largos
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periodos de tiempo representa una ventaja para la industria de los alimentos. Por dltimo, la
ultima clasificacion se basa en las caracteristicas del peridermo que cubre a la papa (piel),
basado en el color del mismo. Los colores mas comunes que se pueden encontrar son: café,

rojo, blancas, amarillas, rosa, etc.
2.1.1.3. Nutrientes y vitaminas de la papa

La papa suele ser considerada como un alimento con pobre contenido de vitaminas y
minerales en comparacion con otros alimentos, como lo son las frutas, carne y vegetales
verdes. Sin embargo, es notable la prevalencia de magnesio, potasio, hierro y zinc. De entre
estos el potasio es el mas abundante (320 mg/100 g de papa), con una mayor concentracion

en la cascara (Weichselbaum, 2010).

El perfil quimico proximal de las papas almacenadas varia de acuerdo a los siguientes
parametros: la temporada de cosecha, la cual incluye la temperatura y la humedad; el tipo
de suelo y de los mismos nutrientes que posea; y de las caracteristicas genéticas del cultivar
especifico o la variedad. La composicion quimica de la papa tiene un impacto importante
sobre el procesamiento de las mismas para crear una botana (Gould, 2001). De manera

general la composicion quimica proximal de las papas se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10: Composicidn quimica proximal de una papa blanca (Gould, 2001).

Porcentaje
Constituyente Minimo Méaximo
Agua 63.0 87.0
Sélidos totales 13.0 37.0
Proteina 0.7 4.6
Grasa 0.02 0.96
Carbohidratos 13.0 30.5
Cenizas (minerales) 0.44 1.99

La papa ha sido identificada como un alimento natural de baja energia (0.7 kcal), debido a
su inherente contenido de agua y por su alto contenido de almidén que la convierte un una
fuente rica de carbohidratos (Weichselbaum, 2010). Por supuesto que el cocinado de la

papa puede alterar el contenido energético significativamente, ya que al adicionar grasas o
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aceites el valor energético sube drasticamente (desde 162 hasta 364 kcal/100 g) (Stewart &
Taylor, 2017).

El almiddn es el carbohidrato predominante ya que funciona como reserva de energia para
la planta. La composicion del almidon de la papa es un 21% amilosa, 75% amilopectina,
0.1% proteina y un 0.08% de fosforo. El tipo de madurez del tubérculo es indicativo de el
contenido de almidon. Asi los cultivos de maduracion tardia tienden a producir un mayor
tubérculo y rendimiento de almidon en comparacion con los cultivos de maduracion

temprana (Camire, Kubow, & Donelly, 2009).

Respecto a los carbohidratos simples, la sacarosa es el principal disacarido que se encuentra
en la papa, mientras que la glucosa y la fructosa son los principales monosacéridos. El
equilibrio entre azucares libres y el almidon se modifica durante el almacenamiento de la
papa e influye en el procesado de la misma. Asi, cuando hay una presencia excesiva de
azucares reductores aumenta el color café de las papas fritas como consecuencia de las
reacciones de Maillard (Tarn, Tai, & Liu, 2006).

La papa cruda presenta un contenido de grasa bajo y se encuentra fuertemente modulado
por la edad de la papa y evidentemente por los métodos de cocinado tal como lo es el freido

y rostizado que suelen elevar el contenido de grasa (Gould, 2001).

Dependiendo de el método de cocinado la papa puede ofrecer un apreciable contenido de
fibra dietética. La fibra generalmente se encuentra en la pared celular y por tanto su
contenido se eleva en la cascara de la papa. De acuerdo con el estudio de Weichselbaum
(2010) se identifico que el contenido de fibra en la papa fue de 1.5 g/100 g, este resultado
fue favorable al compararlo con arroz integral hervido que presentd el mismo contenido de
fibra.

El contenido de proteina juega un rol importante en la calidad nutricional de la papa, la
cantidad que se puede encontrar depende de la variedad, edad y método de procesamiento,
se puede encontrar de 1.4-4.5 g/100g de papa fresca (Stewart & Taylor, 2017). Comparado
con otras fuentes vegetales crudas, las papas no se consideran como una buena fuente
dietaria de proteinas debido a su bajo contenido. Sin embargo, las proteinas de la papa

tienen un excelente valor bioldgico (VB), con valores de 90-100 comparado con el huevo
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(100), soya (84) y frijoles (73) (Camire, Kubow, & Donelly, 2009). La patatina es la mayor
proteina de almacenamiento que posee la papa y también es alérgeno para algunas personas
(Koppelman, et al. 2002; Camire, Kubow, & Donelly, 2009). En segundo lugar se
considera a un diverso grupo de proteinas de bajo peso molecular que inhiben las proteasas
tipo Kunitz y otras enzimas. (Kubow, & Donelly, 2009)

La asparagina es el aminoacido libre que se encuentra mayormente presente en la papa y
que juega un rol importante en la generacion de acrilamida en las papas fritas. La
concentracion promedio en la que se puede encontrar en la papa es de 93.9 mg/100 g de
papa. El contenido de asparagina depende de factores tales como la variedad, origen,
fertilizacion, almacenamiento y procesado (Martin & Ames, 2001).

Respecto a las vitaminas que se pueden encontrar en la papa son la tiamina (B1), folato
(también conocidos como acido félico y vitamina B9), vitamina B6 y vitamina C. Esta
ultima es por mucho la mas abundante, se pueden encontrar concentraciones de 10-30
mg/100 g de papa cruda. El cocinado de la papa invariablemente reduce la cantidad de
vitamina C, por ejemplo cuando se rebana una papa y se somete a horneado hay una
reduccion del 33%. Mientras que cuando se hieverven existe una perdida por arriba del

40% debido al contacto con el agua y fendmenos de lixiviacion (Stewart & Taylor, 2017).

Aunque de acuerdo con el estudio realizado por Weichselbaum (2010), una porcién de 220
g de papa hervida presentd una concentracién de vitamina C de aproximadamente 33 mg,
este valor puede ser comparado con el valor de referencia recomendado de vitamina C para
adultos (40 mg/dia) y esto representa el 82.5% del requerimento. Cabe destacar que los
niveles de vitamina C disminuyen répidamente durante su almacenamiento en frio, con
pérdidas del 20-60% que ocurren durante las semanas 15-17 (Dale, Griffiths, & Todd,
2003).

La papa es un producto saciante en parte por su alto contenido de carbohidratos y tambien
porque contienen proteinas que inhiben la actividad proteolitica de las tripsinas en el
intestino delgado, lo que a su vez amplia la actividad de el péptido de la hormona de la

saciedad: la colecistoquinina (CCK) (Nakajima, Hira, Tsubata, Takagaki, & Hara, 2011).
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2.1.1.4 Consumo

El consumo de las papas a nivel mundial como alimento ha ido cambiando hacia productos
procesados. En este sentido, las papas son procesadas en una gran variedad de productos,
incluyendo papas hervidas, horneadas, papas a la francesa, papas fritas, granulos de papa,
hojuelas y cubos de papa deshidratada (Pedreschi, Mery, Mendoza, & Aguilera, 2004).
Cualquier procesamiento aplicado a la papa ocasiona un aumento favorable a la
digestibilidad del almiddn, el cual tiene una baja digestibilidad cuando se encuentra cruda
(Camire, Kubow, & Donelly, 2009).

Las papas que se prefieren para el proceso de fritura son aquellas que poseen un alto
cotenido de sélidos (20-22%), ya que se obtienen papas fritas con una mejor textura, altos
rendimientos y una baja absorcién de aceite en el producto final (Pedreschi F. , Moyano,
Santis, & Pedreschi, 2007). Adicionalmente, el contenido de azlcares reductores debe ser
bajo (<2.5-3 mg/g de papa) esto con la finalidad minimizar la coloracién oscura de las
papas debido a la reaccion de Maillard y asi también el contenido de acrilamida que surge
de la misma reaccion (Kepekci Tekkli, Onal, & Onal, 2012).

Las papas fritas son piezas bastante delgadas que surgen de los cortes delgados de la papa
cruda, al finalizar el proceso de fritura el contenido de grasa y humedad son de
aproximadamente un 35% y 1.9% respectivamente. Las temperaturas de fritura que se
suelen ocupar durante este proceso se encuentran entre los 160-180 °C (Mittal & Zang,
2000).

En las industrias que se dedican a la produccién de papas fritas, cada lote de papas debe de
pasar ciertas pruebas de calidad antes de ser procesadas, a continuacion se describira el

proceso de produccion industrial de estos productos.
2.1.2 Proceso de elaboracién de papas fritas

El proceso de produccion a nivel industrial de papas fritas consiste en una serie de
operaciones, que si bien, no parecen complejas influyen directamente en la calidad del
producto final. En la Figura 9 se muestra el proceso industrial de la elaboracién de papas
fritas “crisps”. La primera etapa consiste en la recepcion y acondicionamiento de la materia

prima, donde la papa es lavada para remover restos de tierra, materiales ajenos a la papa,
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microorganismos patdgenos, y donde adicionalmente se retiran partes de las papas que
presenten un dafio fisico. Después, la papa se corta y se rebana de acuerdo a las necesidades
de la industria productora, el rebanado es un punto clave en la obtencion de papas fritas de
calidad; el grosor de las papas oscila entre los valores de 0.7-1.8 mm y se recomienda
grosores entre 1.0 y 1.2 mm como Optimos para asegurar un buen producto (Tzia, Giannou ,
& Varzakas, 2016).

Una vez que se obtienen las rebanadas de papas, estas se someten a un proceso de lavado
para remover el almidon, y azlcares simples, y protegerlo contra las reacciones que dan
origen al oscurecimiento. El blanqueado de las papas consiste en la inmersion de las
rebanadas en agua caliente o en soluciones salinas (bisulfito de sodio) a 65-95 °C por
aproximadamente un minuto, aunque también se pueden aplicar tiempos de hasta 5 min
(Pedreschi, Moyano, Santis, & Pedreschi, 2007; Tzia, Giannou , & Varzakas, 2016).

QS TR Recepcion de la papa Acondicionamiento Lavado de la papa
cruda de la papa cruda (pre-rebanado)
Lavado de las Seleccion e Pelado de lapapa y
€ Rebanado € € . .,
rebanadas inspeccién moldura’
Blanqueado de las Pre-secado de las Freido de las Remocién del exceso
rebanadas rebanadas rebanadas de grasa o aceite
Almacenamiento del Salado de las papas y
producto final adicién de saborizantes

Figura 9: Esquema general del proceso industrial para la obtencion de papas fritas.

Después del proceso de blangueado, se recomienda realizar un secado parcial a las
rebanadas de papa para evitar que posteriormente absorban un exceso de aceite y se genere
un mal producto final. En las plantas modernas y de gran capacidad, las papas son freidas
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en procesos en continuo. Durante el freido de las papas se evapora el agua, en
consecuencia, el peso de las rebanadas de papa desciende y permite que floten en el aceite
(Tzia, Giannou , & Varzakas, 2016). Las temperaturas de freido que generalmente se
utilizan se encuentran entre 175-190 °C. EIl tiempo de freido también varia, pero
generalmente se encuentran entre 1.5-3.0 min, que depende directamente del grosor de las
papas y del contenido de materia seca que posea. Por ultimo, se remueve el exceso de aceite
que haya quedado en la superficie después del freido y después son adicionadas las sales y

saborizantes que pueda tener el producto (Tzia, Giannou , & Varzakas, 2016).
2.1.3 Calidad de las papas fritas

La calidad del producto final se ve afectada por las condiciones originales de las materias
primas, que son las papas y aceite. Los cuidados que se tienen que tener en la papa cruda
incluyen parametros microbiolégicos (mohos, levaduras y bacterias), quimicos (residuos de
pesticidas y fertilizantes) y fisicos (materiales extrafios provenientes directamente del suelo
donde se cosecha la papa). Por otra parte, en los aceites se debe de considerar que no
existan compuestos quimicos (agentes antiespumantes y metales pesados) y sobre todo
controlar el grado de deterioro de los mismos, monitoreando el indice de peroxidos (valor
recomendado menor a 3 meq kg™) y el valor de la p-anisidina (la medicién recomendada

debe ser menor a los 5 meq kg™) (Brinkmann, 2000; Tzia, Giannou, & Varzakas, 2016).

El proceso de freido es el punto mas importante en el proceso para la obtencion de un
producto final seguro. Cuando no se controla la temperatura de freido y esta es excesiva
(arriba de 190°C) se propicia la oxidacion de los lipidos. La oxidacion ocurre cuando el
oxigeno presente en el aire comienza a interactuar con los lipidos presentes en el aceite,
principalmente los acidos grasos poliinsaturados y los productos resultantes de esta
reaccion son los causantes de la aceleracion de la oxidacion. Por lo que una vez mas se hace
hincapié en el control de temperatura de freido, asi como de la rotacion del aceite que debe
tomar lugar cada 5-10 h en caso de que no sea un proceso en continuo. El criterio del
namero de veces de la renovacion del aceite de freido depende de la legislacion de cada
pais (Lin, Akoh, & Reynolds, 2001; Tzia, Giannou, & Varzakas, 2016).
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Una excesiva oxidacion de los lipidos presentes en el aceite ocasiona la polimerizacion y
formacion de diversos productos de descomposicion. Los productos como los peroxidos,
mono-glicéridos, di-glicéridos, aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos se vuelven volatiles
durante el proceso de freido y participan minoritariamente en la creacion de polimeros de
descomposicion. Los productos de descomposicion de naturaleza no volatiles (mondémeros
ciclicos, dimeros, trimeros, y otros compuestos de alto peso molecular) y compuestos
polares, pueden ocasionar la formacion de ciertos compuestos gomosos y espumosos.
Todos estos compuestos son indeseables en el proceso de freido (Tzia, Giannou, &
Varzakas, 2016).

Antes de la oxidacién se da en primer lugar la hidrolisis de los acidos grasos. El agua ligada
al alimento interacciona a alta temperatura con los lipidos del aceite de freido, lo que
ocasiona la formacién de acidos grasos libres. Una vez que estan libres los &cidos grasos
son mas faciles de oxidar. La velocidad de la hidrolisis depende de la cantidad depositada
dentro de los lipidos de freido, la temperatura de freido y de las veces de la reutilizacion del
aceite. Debido a que la papa contiene una diversidad de componentes (azUcares, almidon,
proteinas, fosfatos, compuestos sulfurados y traza de metales), éstos son extraidos y
transportados por los lipidos durante el proceso de fritura, y a su vez ocasionan un

oscurecimiento en la papa frita.
2.1.4 Estrategias para la disminucién de acrilamida en papas fritas

Como ya se menciond anteriormente la mayor concentracion de acrilamida se ha
encontrado en papas fritas y horneadas, productos de panaderia y café en polvo. Las
concentraciones de acrilamida resultantes del monitoreo por parte de la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés) entre los afios 2007-2009 fueron

de 257-265 pg kg™ en papas cocinadas hechas en casa (Palermo, et al. 2016).

Estos datos en conjunto con otras fuentes minoritarias permitieron calcular un aproximado
de la exposicion de acrilamida con un valor de 1pg por kilogramo de peso corporal. Esto en
consecuencia genero una seria preocupacion para la salud de los consumidores de este tipo
de productos, particularmente para los nifios (Bellisle et al., 2003).
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Dado que la reaccion de Maillard es la principal via de formacion de acrilamida en
alimentos, existen diversos factores que contribuyen directamente en este proceso: la
presencia de precursores en la materia prima (la asparagina libre y azlcares reductores tales
como la glucosa y la fructosa) y la magnitud de la temperatura empleada durante el proceso
de produccién (combinacion de tiempo-temperatura) (Palermo, et al. 2016). Con respecto a
los precursores formadores de acrilamida, éstos se ven afectados por la variedad de la
materia prima seleccionada, asi como también de las condiciones medioambientales en las

que se desarroll6 (Powers, Mottram, Curtis, & Halford, 2013).

En las ultimas decadas se han desarrollado diversas estrategias para reducir la
concentracion de acrilamida en alimentos procesados. Aunque estas técnicas se han
enfrentado a una gran problematica debido a que la acrilamida se forma através de la
reaccion de Maillard que a su vez es responsable de contribuir a la formacion de atributos
de color, sabor y textura del producto final. Varias de las estrategias propuestas, originaban
cambios en las propiedades organolépticas del alimento que afectaban draméaticamente la
calidad del producto y en consecuencia un rechazo por parte de los consumidores
(Pedreschi F. , Moyano, Santis, & Pedreschi, 2007).

En el afio 2004 la Unién Europea en colaboracion con la FDA, grupos cientificos y
representantes de la comunidad industrial, crearon una guia que plasmaba una serie de
estrategias para la disminucion de acrilamida en alimentos térmicamente procesados
llamado “ acrilamida Toolbox” (Amrein, Limacher, Conde-Petit, Amado, & Escher, 2006).
De acuerdo a lo publicado por Palermo et al (2016) en el afio 2013 se realiz6 una revision
del documento en el que se destacaban los procedimientos que resultaron mas eficaces para
la disminucion de acrilamida en distintos alimentos tratados térmicamente (bizcochos, pan,

cereal para el desayuno, papas fritas y papas a la francesa).

Derivado de la tltima revision a la guia ““ acrilamida Toolbox”, 10s expertos en ciencia de
los alimentos reconocieron que no todas las estrategias propuestas tienen el mismo valor en

términos de eficacia, efectos secundarios (efectos negativos en la calidad sensorial del
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producto final) o aplicabilidad (Palermo, et al. 2016). Y de acuerdo a ellos consideran tres

puntos importantes para poder llevar a cabo una estrategia de disminucion de acrilamida:

1. Velocidad de reduccion: Se refiere al porcentage de reduccion de la concentracion
del contaminante que se puede alcanzar con una estrategia especifica de mitigacion
en comparacion con el control.

2. Efectos secundarios: Tiene que ver con la modificacion del sabor, gusto, color,
textura, en general todos relacionados con la aceptacion del consumidor, formacion
de otros compuestos peligrosos derivado de la estrategia de disminucion de
acrilamida.

3. Aplicabilidad e impacto econémico: Implementacion en el proceso industrial y el
costo resultante de la aplicacion de la estartegia empleada.

Tomando en consideracion lo anterior, se describiran las estrategias mejor calificadas para

la disminucion de acrilamida en papas fritas.
1. Seleccidn de papas con bajo contenido en precursores formadores de acrilamida

La comunidad cientifica e industrial califico a la seleccidén de papas con bajo contenido de
azlcares, como una de las mejores estrategias para la disminucion de acrilamida, alcanzado
una reduccion de hasta 22 veces del contenido original. Esto se debe a que la concentracién
de asparigina libre en las papas en conjunto con la presencia de azUcares reductores actuan
como reactivos limitantes en la formacién de acrilamida en las papas térmicamente
procesadas (Muttucumaru, et al. 2017). Al aplicar esta tecnologia no se presentaron grandes
cambios sensoriales (Gnicamente se reportd en algunos casos un impacto moderadamente
negativo en el color del producto final) y es relativamente sencillo de llevar a cabo a nivel
industrial, caso contario a las papas que son elaboradas en el hogar (Palermo, et al. 2016).

2. Condiciones previas al procesado

Dentro de las acciones que se pueden realizar antes del procesado térmico de las papas para
poder disminuir el contenido de acrilamida, se tiene: la revision de las condiciones de
almacenamiento y el escaldado.

54



El almacenamiento de las papas por arriba de una temperatura de 8°C es una préctica
comun que se lleva a cabo en la industria, es de facil implementacion y generalmente no
representa costos adicionales. Las condiciones apropiadas para el almacenamiento de las

papas permite tener una baja concentracion de azucares reductores.

De acuerdo a lo publicado por De Wilde et al.(2005) reportaron una disminucion de 10
veces el contenido de acrilamida en papas a la francesa que estaban almacenadas a una
temperatura de 8 °C en comparacion con papas que estaban almacenadas a 4 °C. Sin
embargo, algunas empresas prefieren almacenar a las papas a temperaturas de 4 °C, ya que
a esta temperatura se inhibe el brote de la raiz y no es necesario utilizar productos
quimicos, ademas de que se evita el crecimiento de algunos microorganismos tales como
los hongos entre otras bacterias aumentando el periodo de almacenamiento (De Wilde, et
al. 2005).

Por otra parte, el escaldado de alimentos es un proceso mediante el cual la pieza vegetal o
animal se somete a coccion en agua caliente a una temperatura entre los 70-80 °C durante
un periodo de tiempo corto (entre 2-5 min) para después retirarlo y enfriar rapidamente.
Esto con la finalidad de inactivar enzimas que puedan deteriorar al alimento y de aportar
mejoras de textura (EImore, et al. 2015).

Aunque el escaldado implica un aumento en el tiempo de produccién, los costos adicionales
fueron considerados como aceptables y accesibles para su aplicacion a nivel industrial. El
escaldado es una forma efectiva que permite no Unicamente reducir la cantidad de azUcares
reductores si no también la cantidad de asparagina. Se tienen reportes que con esta técnica
se puede llegar a reducir hasta un 60% del contenido de acrilamida en papas a la francesa
(Palermo, et al. 2016). Una de las desventajas de emplear esta estrategia, es que, las
propiedades organolépticas del producto final se pueden verse alteradas de alguna forma.
Los posibles efectos secudarios que se pueden observar son: reduccion en la integridad de
la papa, debido a los cambios estructurales que ocurren en el tejido del tubérculo
(Rommens, Yan, Swords, Richael, & Ye , 2008), ademas de que se puede llegar a percibir

un sabor amargo (Zhang & Zhang, 2007). La duracion y severidad de estos efectos
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secundarios dependen de muchos factores, tales como, la temperatura y tiempo de
inmersion por lo que el tratamiento de escaldado debe ser especifico al proceso de

produccidn para que realmente sea efectivo.
3. Condiciones de freido

En cuanto a las estrategias de mitigacion relacionadas con el control de la temperatura del
aceite durante la fritura y el tamafio de las piezas de papa, Palermo et al. (2016)
consideraron la posibilidad de freir a una temperatura maxima de 175 °C y cortar las papas
mas gruesas como una estrategia de mitigacion. La formacién de acrilamida en papas va en
un aumento de forma paralela cuando sube la temperatura, asi que freir a temperatura
moderada es en principio una estrategia bastante efectiva para la reduccion de acrilamida
(Palermo, et al. 2016).

Sin embargo, las propiedades organolépticas del producto final podrian cambiarse
drasticamente por este enfoque. En particular, esta estrategia de mitigacion puede llevar a
una mayor absorcion de aceite en papas fritas, con efecto sobre la nitidez, humedad, sabor y
color (Gékmen , 2016).

4. Grosor de la rebanada

Otro tema a considerar es el grosor de la rebanada, ya que es un factor que influye en la
formacion de acrilamida. En los estudios realizados por Pedreschi et al. (2007) confirmaron
que cuando se tienen grosores delgados de papa se puede obtener un menor contenido de
acrilamida. Sin embargo se tiene que tomar en cuenta que el grosor de la papa depende
mucho de las especificaciones del producto final que se desea obtener de acuerdo a las

necesidades de la empresa.
5. Utilizacion de Asparaginasa

Como se menciond anteriormente una de las principales estrategias para disminuir la
formacion de acrilamida es la reduccién de precursores presentes en el alimento. En

consecuencia, la descomposicion de la asparagina libre antes del proceso de calentamiento
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originaria una disminucion del contenido de acrilamida. Para este propdsito, se suele
adicionar la enzima asparaginasa durante el lavado o escaldado de las papas crudas, esta
enzima cataliza la hidrélisis de la asparagina en acido aspartico y un grupo amonio
(Gokmen, 2016). Sin embargo parece ser que la efectividad de asparaginasa solo funciona
cuando se utiliza un proceso de escaldado en las papas, con reducciones de hasta un 70%
del contenido total de acrilamida (Pedreschi, Mariotti, Granby, & Risum, 2011).

El uso de la asparaginasa en la industria de las papas fritas se ve limitado, debido a que
distintas empresas no incluyen el proceso de escaldado en su linea de produccidon por el alto
costo que representa su implementacion. Generalmente la industria que suele usar mas la
asparaginasa es la de panadaria y galleteria debido a que se puede adicionar facilmente en
la fermentacion de la masa (Palermo et al., 2016).

6. Otras estrategias de mitigacion

Dentro de las estrategias de mitigacion de acrilamida para papas, la supresion de la
brotacién de raiz y la adicion de sal de difosfato de disodio son consideradas como
estrategias de mitigacion medianamente servibles para este propésito. Los supresores de
brotes como el clorprofam y el isopropil-N- (3-clorofenilcarbamato) (CIPC) también
pueden prevenir la degradacion del almidon y el posterior aumento de la glucosa libre
durante almacenamiento. Por esta razon, esta es una medida potencialmente efectiva:
cuanto menor sea el contenido de azucar reductor, mayor sera la inhibicion de la formacién

de acrilamida (Muttucumaru, et al. 2017).

Sin embargo, el efecto observado en la reduccion de acrilamida (1.7 veces la tasa de
reduccion) en las papas fritas agregadas con CIPC fue moderado. Ademas, esta estrategia
de mitigacion también fue desfavorable debido a que es una medida que no es facil de
aplicar porque es necesario un equipo especializado y el uso de agroguimicos no es bien
recibido por los consumidores (Pedreschi, Moyano, Santis, & Pedreschi, 2007; Palermo, et
al. 2016; Lu, Donner, Yada, & Liu, 2012).
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Respecto al uso de la sal de difosfato de disodio, éste se emplea de manera comuin en la
industria para evitar la decoloracion de la papa, por lo que su aplicacion para reducir la
formacion de acrilamida, es muy facil de aplicar desde un punto de vista técnico. La razon
detras de esta estrategia es que la adicion de sal de difosfato de disodio disminuye el pH en
la superficie de las papas y, por lo tanto, inhibe la formacion de acrilamida. Sin embargo,
de acuerdo a Troung, et al. (2014) los efectos finales en la formacién de acrilamida
observados no fueron tan claros. Ademas esta estrategia de mitigacion podria generar
diferentes efectos secundarios (mal sabor del producto) si las condiciones en las que se
agrega el difosfato de disodio no estan perfectamente controladas y que podria llevar al
rechazo de los consumidores (Palermo, et al. 2016).

La adicion de antioxidantes es otra estrategia que se ha tratado de implementar como
estrategia de mitigacion, pero la evidencia cientifica resulta contradictoria. Se observé un
aumento en los valores de acrilamida cuando las papas fueron sumergidas en un 1% p/v de
extracto de ardndano y de orégano antes de freirlas (Vattem y Shetty, 2003). En otros
estudios, se observaron ligeras reducciones cuando se adicion6 acido ascorbico a sistemas
modelo de papas (Biedermann, et al. 2002) o romero al aceite de fritura de papas (Becalski,
et al. 2003),

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 reaccién de
Maillard (Friedman & Levin, 2008). En realidad, la eficacia de los antioxidantes parece ser
dependiente de la concentracion. Rydberg et al. (2003) afiadieron ascorbato sédico en
muestras de papas 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. De forma similar, otros autores mostraron que la adicion de
antioxidantes (compuestos fenolicos) a partir de hojas de bambu y té verde, en un sistema
modelo equimolar de glucosa-asparagina, reduce la formacién de acrilamida dependiendo

de la concentracién (Zhang y Zhang, 2008).
2.1.5 Evaluacién de textura de las papas fritas
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El atributo de textura es un importante indicador de la calidad del producto final. La textura
de las papas se describe generalmente en términos de crujencia, dureza y del “crunch”
(Salvador, Varela, Sanz , & Fiszman, 2009).

La definicion, causa y cuantificacion de “crujencia” y sensaciones asociadas como el
“crunch” y desmonoramiento son complejas y en cierto punto inconclusas. De acuerdo a lo
descrito por Vincent (1998), la manera méas facil de entener el término de crujencia esta
relacionado con la tasa de velocidad a la cual la fuerza aplicada por los aductores de la
mandibula cae cuando el material se fractura, junto con la sensacion de la reduccion de la
presion en cada diente. La crujencia debe entonces estar asociada con una rapida caida en la
fuerza que es aplicada para lograr fracturar al alimento, la cual esta asociada con una rapida
propagacion de la fractura, cuando el material es fragil (Figura 10).

Dureza

Ruido = eventos

/ acusticos

Micro-eventos de la

Rigidez fragilidad natural

Heterogeneidad

Fuerza

 Agrietamiento
total rapido

]

Deformacion aplicada = desplazamiento al morder

Figura 10: Fuerza generalizada de la curva de desplazamiento para la primer mordida en

un material crujiente o fragil cuando se rompe en la boca

Se deben de tomar en cuenta dos criterios cuando un objeto se rompe: 1) debe de existir una

fuerza suficiente y disponible para poder romper el objeto y 2) debe existir suficiente
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energia para para crear nuevas superficies. El primer criterio recae en la forma que posee la
sonda o punta de prueba, en la que se concentra toda la fuerza disponible en una pequefia
zona, produciendo una concentracion del estrés sobre el objeto de estudio. Cuando el objeto
crujiente de estudio posee espacios vacios (bolsas de aire), estos pueden actuar como
obstaculizadores del rompimiento y ocasionar un alargamiento del radio de curvatura del
objeto que se esta usando para provocar la ruptura (Vincent, 1998). Es por ello que la
heterogeneidad es un importante adjunto a la fragilidad para generar la textura crujiente. El
segundo criterio se puede manipular experimentalmente con el objeto de corte o con el que

se ejerce la fuerza para romper el objeto.

En general, la crujencia es caracterizada por una fractura fragil a una baja fuerza de fractura
y eventos de fractura distinglibes, con la concominante emision de sonidos (Salvador,
Varela, Sanz , & Fiszman, 2009).

El proposito para esta parte de la investigacion fue evaluar el efecto de los diferentes
parametros de proceso de fritura en la formacion de acrilamida sin perder de vista
parametros de calidad como color y textura para que deben ser adecuados. Los parametros
que se estudiaron nacen de la necesidad de la empresa FRITOS TOTIS S.A de C.V de
reducir los niveles de acrilamida en sus procesos de elaboracion de papa clésica y papa

casera mediante freido en continuo.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Reactivos

Se utilizo la acrilamida, acido acrilico y 2-naftalentiol obtenidos de Sigma-Aldrich (San
Luis, Missuri, E.U.A). Los disolventes como el acido acético y acetonitrilo (grado HPLC)
fueron adquiridos de la casa comercial J.T. Baker (Filisburgo, Nueva Jersey, E.U.A)

mientras que el hexano fue obtenido de REASOL (Ciudad de México, México).
2.2.2 Material

La variedad de papa que se utilizd para esta investigacion fue la Atlanti, proporcionada por
la empresa Fritos Totis (Tizayuca, Hidalgo, México), con dos periodos de almacenamiento

(0 'y 4 meses).
2.2.3 Experimentacion

Con el fin de evaluar la influencia de ciertos parametros del proceso de fritura sobre la
formacion de acrilamida y su efecto en otros parametros fisicoquimicos y sensoriales, se
utilizé un disefio de experimentos del tipo factorial fraccionado 2“* por duplicado. Se
consideraron los siguientes factores con dos niveles cada uno: Temperatura (150-180 °C),
tiempo de freido (5-10 min), grosor (0.16-0.22 mm) y escaldado (0-5 min a 70 °C). Este
disefio factorial se realiz6 con papa recién cosechada (sin almacenamiento ) y con papa
almacenada por 4 meses (8 °C y una humedad relativa del 95%). Los niveles que se
utilizaron se seleccionaron de acuerdo a la realizacion de experimentos previos e
indicaciones de la empresa para simular las condiciones del freido en continuo que se

realiza en planta.

Las papas se seleccionaron de acuerdo a su apariencia fisica y buscando que su tamafio
fuera uniforme. Se lavaron previo al proceso de fritura para remover las particulas de tierra
gue presentaban, posteriormente se cortaron en rebanadas con los siguientes grosores: 2.0 y

1.5 mm y un didmetro aproximado de 35-50 mm.
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Los experimentos se realizaron en una freidora eléctrica Blazer FE-3 (CDMX, Meéxico,
1600 W y 127V) con una capacidad de 4 L de aceite, dotado de una canasta estatica y un
termometro regulador. El aceite que se utilizé fue oleina de palma grado alimenticio
proporcionado también por la empresa Fritos Totis S.A. de C.V. El proceso de escaldado al
que se sometieron algunas muestras se realiz6 con agua caliente a una temperatura de 70 °C
por un tiempo de 5 min, transcurrido el tiempo se escurrieron sobre toallas de papel para

después freirlas.

La matriz experimental que se utilizd se muestra en la Tabla 11, las variables respuesta
evaluadas fueron: el contenido de acrilamida, el contenido de grasa, actividad de agua,
porcentaje de humedad y textura en las papas fritas. En la papa cruda se evaluo el contenido

de azUcares reductores.

Tabla 11: Matriz de disefio de experimentos para el contenido de acrilamida en papas.

Experimento  Temperatura  Tiempo de Grosor Escaldado Cadigo
de freido (°C)  freido (min) (mm)

1 150 5 0.16 0 150-5-D-NE
2 150 10 0.22 0 150-10-G-NE
3 150 10 0.16 1 150-10-D-E
4 150 5 0.22 1 150-5-G-E
5 180 10 0.16 0 180-10-D-NE
6 180 5 0.22 0 180-5-G-NE
7 180 5 0.16 1 180-5-D-E
8 180 10 0.22 1 180-10-G-E

2.2.4 Analisis fisicoquimicos
2.2.4.1 Medicién de azUcares reductores

Para la determinacion de azlcares reductores se hizo una extraccion de acuerdo a la
metodologia propuesta por Wilson et al. (1981). Se pesaron 200 g de papa, se pelaron y se
cortd de la parte central del tubérculo, se homogeniz6 en un procesador de alimentos y por
prensado se obtuvo el liquido de la papa. Del liquido obtenido se tomé una alicuota de 10

mL y se mezclaron con otros 10 mL de metanol, se agitaron y sometio a un centrifugado a
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12000 rpm por 10 min. El sobrenadante se hizo pasar por un cartucho de separacion en fase

solida C-18 para remover posibles interferentes, el primer mililitro se descarto.

Después se realiz6 la cuantificacion mediante la reaccion con el acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS por sus siglas en inglés) de acuerdo al protocolo propuesto por Lindsay (1973). Se
tomo6 1 mL (1 M) del extracto y se puso a reaccionar con 1mL del reactivo DNS por 15 min
a una temperatura de 80 °C. Concluida la reaccion se enfriaron los tubos en hielo y se
adicionaron 8 mL de agua desionizada. Se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 530 nm. Se realiz6 una curva de calibrado con una solucion patron

de glucosa anhidra con un intervalo de concentraciones de 10-100 mg L™.
2.2.4.2 Medicion de acrilamida

Para la medicion de acrilamida, se realizd siguiendo la técnica descrita en el capitulo
anterior la cual consistia en una reaccion de derivatizacion quimica con el 2-naftalentiol y
el analisis de separacién y cuantificacion por medio de un equipo de HPLC utilizando un
detector de fluorescencia.

2.2.4.3 Determinacion de humedad

La determinacion de humedad se realizd gravimétricamente por triplicado siguiendo el
protocolo de AOAC-925.10 (AOAC, 1990).

2.2.4.4 Determinacion de grasa

Se realiz6 mediante el método soxhlet siguiendo el protocolo de la AOAC-950.54 (AOAC,
1986), también por triplicado

2.2.4.5 Determinacion de color

Se utilizaron 20 papas por cada experimento y se homogenizaron para poder realizar la
medicion de color. Las muestras fueron colocadas sobre un fondo de papel mate negro. Las
mediciones se realizaron utilizando un colorimetro Mini Scan XE Plus (Hunter Lab, USA).

Cada medicion se hizo de acuerdo al espacio de color CIE midiendo el valor de L (indice
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de luminosidad), a (color de verde a rojo) y b (gradiente del azul). Cada medicidn por cada

experimento se realizo por triplicado.

2.2.4.6 Determinacion de textura

Se utiliz6 un Texturémetro (TA Plus, Lloyd Instruments; Estados Unidos) con una sonda
de 0.25 pulgadas y un soporte en forma de anillo. Con una velocidad de prueba: 1 mm/s,
una fuerza de carga: 0.406 N y una distancia de recorrido de la sonda: 3 mm. Los
parametros que se evaluaron fueron el pico maximo, y la pendiente del origen al punto mas

alto, el area después del primer pico como se muestran en la Figura 11.

Pico maximo

a\

\

O

VAN

Pendiente

>

Desplazamiento al morder (s)

Figura 11: Curva de desplazamiento de analisis textura para la identificacion de variables a

medir

2.2.5 Andlisis estadistico
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Los resultados del disefio de experimentos se analizaron estadisticamente utilizando el
software MINITAB V15.1. El contenido de acrilamida, porcentaje de humedad, porcentaje
de grasa, actividad de agua y pardmetros de textura (pico mas alto, pendiente del origen al
pico mas alto y el area total fueron analizados estadisticamente por medio de un analisis de
varianza ANOVA con un nivel de significancia de p <0.05. Todos los datos fueron
analizados usando el paquete estadistico de STATGRAPHICS. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1 Andlisis de correlaciones

Previo al andlisis de la influencia de los factores del proceso de fritura sobre el contenido
de acrilamida, se realiz6 una correlacion de las variables de estudio de las papas con

almacenamiento y sin almacenamiento. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12: Correlaciones momento producto de Pearson obtenidas, entra cada par de
variables.

Correlaciones (r)

Variable Acrilamida Aw % Humedad % Grasa L a
Acrilamida
Aw -0.4260*
% Humedad -0.4279* 0.7913*
% Grasa 0.3077 -0.4249* -0.5213*
L 0.5299* -0.4759* -0.5817* -0.0390
a 0.8009* -0.6300* -0.6462* 0.2420 0.8139*
b 0.5813* -0.4990* -0.5933* 0.0009 0.9604* 0.8484*
* (p<0.001)

Se puede observar que existio una correlacion positiva entre el contenido de acrilamida y
los valores de medicién de color L, a y b. El valor de correlacion de acrilamida mas alto se
obtuvo con el valor de a con una r=0.8009, mientras que para L y b se obtuvieron valores
con una correlacion media; r=0.5299 y r=0.5813. Esto quiere decir que conforme aumenta

el valor de “a” el contenido de acrilamida también aumenta, por lo que el valor de “a” se

puede llegar a utilizar como un posible predictor del contenido de acrilamida.

En cierta manera es normal debido a que la reacciéon de Maillard, ocasiona el desarrollo de
un color oscuro que tiende al café debido a la generacion de melanoidinas. Algunas
investigaciones han tratado de predecir el contenido de acrilamida por medio de la
medicion del color (Segnini, Dejmek, & Oste, 1999; Pedreschi, Mery, Mendoza, &
Aguilera, 2004; Mery, Pedreschi, & Soto, 2013). Tradicionalmente, el color de las papas se
suele medir instrumentalmente con un colorimetro (Segnini, Dejmek, & Oste, 1999;
Pedreschi, Mery, Mendoza, & Aguilera, 2004), en la actualidad existen técnicas mas
sofisticadas que miden el color por medio de sistemas basados en el procesado de la imagen

digitalmente por medio de softwares especializados (Mery, Pedreschi, & Soto, 2013).
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También se observd una correlacion positiva importante entre las variables de Aw y el
porcentaje de humedad de las papas fritas con un valor de r=0.7913. De antemano se
esperaba una correlacion positiva entre ambas variables, ya que estan relacionadas con el
contenido de agua en el producto final. Este resultado conlleva a un mejor entendimiento de
la relacion que guarda el contenido de agua con las caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas del producto final.

En cuanto al contenido de grasa se encontr6 una correlacion negativa significativa con Aw
y humedad. Asi, cuando los valores de Aw y humedad son altos el valor del contenido de
grasa es menor Yy viceversa. Este comportamiento se relaciona con el proceso de fritura que
se basa en el intercambio de agua del producto por el aceite del medio por la accién del
calor aplicado al proceso (Pedreschi & Moyano, 2005).

Por otra parte, se observaron correlaciones altas entre las variables relacionadas con la
medicion de color, encontrandose valores de r=0.8131 para “L-a”; r=0.9604 para “L-b” y
=0.8484 para “a-b” respectivamente. Estos valores estan relacionados a las caracteristicas
del producto final en conjunto con el proceso de fritura de las papas fritas. Este aspecto se

discutira en el apartado de calidad sensorial de las papas fritas.
2.3.2 Efecto de la conservacion de las papas sobre el contenido de acrilamida.

Con la finalidad de evaluar el efecto que tiene la conservacion de las papas sobre el
contenido de acrilamida, se realiz6 la medicion del contenido de acrilamida asi como de
parametros fisico-quimicos en papas almacenadas por un periodo de tiempo de 4 meses y

sin almacenamiento. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observd que el almacenamiento de las papas
afectd significativamente el contenido de acrilamida (p < 0.05), ya que se hall6 mayor
concentracion de acrilamida en las papas almacenadas por 4 meses en comparacion con su

pares sin almacenamiento.
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Tabla 13. Matriz experimental con los resultados obtenidos de calidad de la papa para
evaluar el proceso de fritura para mitigar el contenido de acrilamida con respecto al tiempo

de conservacion.

Conservacion

Contenido de AA

(meses) Codigo (ug kg™)+sd
0 150-5-NE-D 973171
0 150-10-NE-G 795+63%
0 150-10-E-D 1483+118°
0 150-5-E-G 885+62%
0 180-10-NE-D 2590+243¢
0 180-5-NE-G 752+92°
0 180-5-E-D 1138+320°
0 180-10-E-G 2480+204°
4 150-5-NE-D 15544343
4 150-10-NE-G 890+52°
4 150-10-E-D 825+67°
4 150-5-E-G 1097+407°
4 180-10-NE-D 4386+540°
4 180-5-NE-G 1149+164%®
4 180-5-E-D 1812+146°
4 180-10-E-G 3540+769"

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Temperatura (150-180 °C), Tiempo de fritura (5-10 min), escaldado (no escaldado NE
y escaldado E) y grosor (Delgado y Grueso). Diferentes superindices dentro de la misma columna
indica que las medias difieren significativamente (P<0.05).

En la Figura 12 se puede observar que independientemente del periodo de almacenamiento

de la papa, la temperatura y tiempo de freido fueron los factores significativos que influian

en la mayor produccion de acrilmida, asi como la interaccion del grosor y el escaldado.
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Figura 12: Diagrama de pareto de efectos estandarizados para el contenido de acrilamida:
A) papa fresca y B) papa con 4 meses de conservacion

De acuerdo a lo reportado por Pedrechi et al. (2004) el efecto de la temperatura sobre la
formacion de acrilamida es critico ya que a temperaturas elevadas se genera una mayor
cantidad de acrilamida, debido a que se favorece la reaccion de Maillard. Evidentemente
cuanto mas tiempo se deje la papa a altas temperaturas también ocasionara que exista una
mayor cantidad de éste compuesto tdxico. En este caso las papas que se frieron a 180 °C
presentaron un intervalo de acrilamida de 752-4386 pg kg™ de papa, mientras que a 150 °C
de 795 a 1554 ug kg™ de papa. Los resultados también se encuentran relacionados con lo
publicado por Palermo et al. (2016), que indican que se hace necesario el control de la
temperatura de fritura y el tamafio de las rebanadas de las papas. De acuerdo a su
investigacion observaron que la temperatura maxima de freido debe ser de 175 °C y con

rebanadas de un grosor lo mas delgado que sea posible.

Por otra parte, el tiempo de fritura fue otro factor que influyé significativamente sobre el
contenido final de acrilamida. Como se puede observar, cuando el tiempo de fritura es alto
a temperaturas altas se generd mas acrilamida en comparacion con tiempos cortos de fritura
con temperaturas bajas. Estos resultados se encuentran en concordancia con lo reportado
por Romani et al. (2009), quienes reportaron un aumento en el contenido de acrilamida
conforme aumentaban el tiempo de freido. Por otra parte, es importante recalcar que en los
experimentos donde el tiempo y temperatura de freido fueron altos, la papa resultante no
cumplia con las caracteristicas sensoriales tipicas del producto ya que presentaba un color

mas oscura y un sabor a quemado.

En la Figura 13 se muestra el grafico de interaccion entre los efectos de escaldado y grosor
de la papa que también fueron significativos. Se puede observar que para ambos casos el
contenido de acrilamida es menor cuando el grosor de la papa es delgado y le ha sido
aplicado el tratamiento de escaldado. En el caso de las papas de corte grueso se puede
observar que el tratamiento de escaldo no ayuda en la disminucion de acrilamida, por el

contrario, el contenido de acrilamida parece incrementarse.
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Se tienen reportes que el tratamiento del escaldado sirve para remover la mayor cantidad
de glucosa u otro azucar como la fructosa presentes en las papas, ademas se ha demostrado

que también ayuda en la disminucion del contenido de asparagina (Mestdagh, et al. 2007).
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Figura 13: Grafico de la interaccion de los efectos principales estandarizados del proceso

de fritura de las papas. A) papa sin almacenamiento y B) papa almacenada por 4 meses.

Tanto Pedrechi et al (2004) como Haese, Matthdus, & Vosmann (2003), obtuvieron tasas
de un 60% de disminucion de acrilamida en papas al emplear un método de escaldado. Las
papas que se sometieron al proceso de escaldado tenian un color mas claro en comparacion
de las que no se sometieron a dicho proceso, pero al momento de freir las papas obtuvieron

su color dorado, caracteristico de las papas fritas.

En este sentido parece que el agua que se utiliza en el proceso de escaldado puede penetrar
mas facilmente en el tejido de la papa con menor grosor, ocasionando una mayor remocion
de azUcares tales como la glucosa, fructosa y también de la asparagina. Sin embargo, en el
presente estudio, el corte grueso no se ve beneficiado por el escaldado respecto al contenido
en acrilamida. Quizas en estos cortes gruesos se deberia de aumentar el tiempo de
escaldado para que se tenga un resultado similar al de los cortes delgados, pero
desgraciadamente, alargar el proceso de fritura aumentando el proceso de escaldado

ocasiona dificultades técnicas y econdmicas a las empresas.

De acuerdo al estudio realizado por Palermo et al. (2016), el efecto del grosor es moderado

debido a dos hechos opuestos. A medida que aumenta el grosor de la rebanada de papa,
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aumenta el cociente entre el volumen y el area superficial. Por lo tanto, para el mismo
tiempo de fritura, se espera que el nivel de acrilamida de las piezas méas grandes de papa sea
mas bajo. Sin embargo, debido a que el proceso de fritura debe prolongarse para permitir la
coccion del almiddn del centro de la papa, el sobrecalentamiento de la superficie puede a su

vez resultar en niveles mas altos de acrilamida (Mestdagh et al. 2007).

Otra teoria que podria explicar el efecto negativo del escaldado sobre las rebanadas gruesas
es que el proceso de escaldado favorezca una mayor absorcion de agua, y como la fritura se
basa en el intercambio de agua por aceite, al existir una mayor cantidad de agua se
necesitard mas tiempo para alcanzar la fritura, trayendo como consecuencia una mayor

produccion de acrilamida.

Respecto al tiempo de conservacion o almacenamiento de la papa, en la Figura 14 se puede
observar que el contenido de acrilamida es mayor en la mayoria de los experimentos
realizados con la papa almacenada en comparacion con los experimentos realizados con la

papa fresca.

Esta diferencia se debe principalmente al contenido inicial de azlcares reductores en las
papas crudas. El analisis de azlcares reductores reveld que la papa fresca contenia
1.21+0.05 mg de glucosa g™ de papa, significativamente (p <0.05) inferior a los 2.34+0.11
mg de glucosa g* hallados en la papa con 4 meses de conservacién. Durante el
almacenamiento de las papas el almidon sufre un desdoblamiento lo que ocasiona que
exista una liberacion de azucares reductores, este fendmeno se le conoce como
“enfriamiento dulce” (Sanny, Jinap, Bakker, van Boekel, & Luning, 2012). Aunque cabe
resaltar que por si solos los azlcares reductores no afectan la concentracion de acrilamida,
si no que depende también de la concentracion de asparagina que posea la papa (Palermo et
al., 2016).

Para la produccion de papas fritas se requiere que las papas a utilizar contengan pocas
cantidades de azUcares reductores (<2.5-3 mg de azlcar reductor por gramo de papa)
(Pedreschi, Moyano, Santis, & Pedreschi, 2007). Por tanto, las papas utilizadas en la
empresa cumplen con esta condicion para generar papas con poco contenido de acrilamida,
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aungue se debe hacer hincapié en la importancia del almacenado de los tubérculos. Un
apropiado almacenamiento de las papas permite mantener una concentracion baja de
azucares reductores. De Wilde et al (2006) obtuvieron una disminucion de acrilamida de
hasta 10 veces menos almacenando las papas a una temperatura de 8 °C en comparacion
con temperaturas de almacenamiento de 4 °C; aunque el almacenamiento con 4 °C
previene el crecimiento de mohos y otros agentes bioldgicos y evita el brotamiento de

raices.

B Sin conservacion

B Conservacion 4 meses

Experimentos

Figura 14: Grafica de comparacion del contenido de acrilamida en funcién del tiempode
conservacion: papas conservadas por 4 meses y sin conservacion. Diferentes letras dentro
del mismo experimento indica que las medias difieren significativamente (p<0.05) con
ANOVA.

Por lo anteriormente mencionado es que una de las principales estrategias para la
mitigacion de acrilamida en papas fritas es escoger variedades de papa gque posean una
menor cantidad de azlcares reductores y asparagina o0 mejorar el proceso de
almacenamiento. De acuerdo al estudio realizado por Muttucumaru et al.( 2017) las
variedades que menor contenido de azUcares reductores presentaron fueron: “lady rosetta”,
“verdi” y “saturna”. Del mismo estudio se reveld que la cantidad de azucares reductores
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depende mucho de la zona donde son cultivados estos productos, ya que hubo diferencias
entre el contenido de azlcares en distintas localidades del mismo pais (Reino Unido).
Elegir la mejor papa parece una tarea dificil debido a que existen mas de 500 variedades de
la misma (Muttucumaru et al., 2017), por ello es que la estrategia de mitigacion no debe de
recaer solamente en la eleccién de papas con un menor contenido de precursores de

acrilamida.
2.3.3 Efecto del procesado sobre las caracteristicas sensoriales de la papa frita

Es evidente que la reduccion de formacion de acrilamida no debe demeritar las propiedades
sensoriales de las papas, objetivo principal de la empresa. Asi pues en este apartado de
resultados se decidi6 analizar los resultados obtenidos de las papas en cuanto al contenido
de acrilamida, porcentaje de humedad, contenido de grasa, color y textura de las papas
fritas obtenidas en funcion de los factores del disefio de experimientos planteado.

2.3.3.1 Papa delgada

Los datos que se muestran en la Tabla 14 corresponden a los resultados obtenidos de la
evaluacion de los parametros fisico-quimicos y sensoriales de las papas de corte delgado.
Para fines practicos de la explicacion de resultados solo se muestra el valor de contenido de
humedad de las papas y no el de Aw, esta decision se tomO basandonos en la alta

correlacion que mostraron ambas variables.

Tabla 14: Resultados de las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de las papas fritas
considerando el tiempo de conservacion y grosores delgados.

Papa delgada no almacenada

Textura
Max.

Fuerza
quiebre  pendiente  Area
Cadigo [AA] % H,0 % Grasa L a b (N) (N/S) (Ns)
150-5-ne 9734712 3.76+0.07° 28.68+0.472 61.29+0.7° 410+0.52  22.80+0.2™ 6.0° 5.1%¢ 2.6°
150-10-e 1483+118°  2.61+0.10°  37.99+1.65% 59.44+0.22 4.29+0.1*  21.51+0.12 4.6° 4.6%° 2.6%
180-10-ne 25004243  2.64+0.19° 31.67+2.77° 62.94+0.2¢ 9.48+0.1° 24.98+0.6° 5.0¢ 7.1 2.6%®
180-5-¢ 1138+320°  3.44+0.15°  37.38+1.66° 60.50+0.2° 443+0.2°  22.37+0.2° 4.8% 6.0% 2.6%

Papa delgada conservada 4 meses

150-5-ne 15544343  3.45+0.40°  33.62+3.49° 61.23+0.7° 416+0.3°  22.91+0.7°  4.4b® 6.5 3.0%

150-10-e 8254672 2.58+0.93°  40.64+2.82¢ 59.93+0.12 436+0.1*  21.38+0.72 3.9° 5.1% 3.28
180-10-ne 4386+540°  1.58+0.44*°  32.84+3.44° 63.07+0.1¢ 9.59+0.3° 25.14+0.5°  4.0b° 75¢ 1.8
180-5-e 1812+146°  2.79+0.31°  39.17+1.88% 60.69:+0.2° 4.4620.3° 22.34+0.2° 3.0° 4.8 2.2

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Temperatura (150-180 °C), Tiempo de fritura (5-10 min) y escaldado (escaldado y no
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escaldado). Diferentes superindices dentro de la misma columna indica que las medias difieren
significativamente (P<0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede inferir que en el caso donde las papas que
no fueron almacenadas, el experimento que obtuvo las mejores caracteristicas sensoriales
fue el marcado con el codigo: 150-5-ne. Esto debido a que en los atributos de color se
obtuvieron valores similares al ideal (L: 61-63; a: 4.0-5.0 y b: 21-23) (Pedreschi, Moyano,
Santis, & Pedreschi, 2007). En la Figura 15 A se muestra la imagen de las papas
seleccionadas como ideales y se comparan con la Figura 15 B que fueron las papas que
mostraron un valor mas alto en el valor de a; correspondientes al experimento 180-10-ne,
donde se nota una coloracion mas oscura.

En el estudio realizado por Pedreschi, et al (2005) relacion6 el parametro a con el
contenido de acrilamida en papas fritas, donde encontré una correlacién r’=0.95 con
respecto al contenido de acrilamida, debido a que mayores temperaturas de freido forman
papas mas rojizas y oscuras.

T 7 ¢+ B
e M B -
b

Figura 15: Imagenes de papas de corte delgado A) experimento con codigo 150-5-NE y B)
experimento con cddigo 180-10-NE.

Las papas fritas suelen contener de un 32.0%-45.0% de contenido de grasa en base hiUmeda
(Zhang, Ren, & Zhang, 2009; Pedreschi & Moyano, 2005). El valor de grasa obtenido en el
experimento “150-5-NE” de la papa sin almacenar se encuentra por debajo del 30 %, lo
cual representa un aspecto positivo por cuestiones de salud, ya que hoy en dia el

consumidor busca productos con un menor contenido de grasas.
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También es importante resaltar que el contenido de acrilamida fue significativamente
menor en comparacion con los demas experimentos (p <0.05), lo cual también es benéfico

desde el punto de vista de la salud humana.

Si bien, el atributo de textura de pico maximo se encuentra fuera de lo ideal para las papas
delgadas (Pico méximo: 3.0-5.0 de acuerdo a experimentaciones preliminares) las papas
fueron aceptablemente crujientes. La Figura 16 muestra la curva de fuerza-desplazamiento
de las papas del experimento 150-5-NE. De acuerdo a la curva obtenida se puede observar
que presenta picos antes y después del punto maximo de quiebre, estos picos estan

relacionados con las caracteristicas de un alimento crujiente (Vincent, 1998).
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Figura 16: Curva de fuerza-desplazamiento de uno de los experimentos con codificacion
150-5-NE.
Por otra parte, en las papas que fueron almacenadas por 4 meses el experimento que resultd
con las mejores caracteristicas sensoriales fue el marcado con el cédigo: 150-10-E. En
primera instancia se esperaba que el experimento ideal fuera el mismo que el de la papa sin
almacenar, sin embargo esto no fue asi, debido a que en este experimento se realizé la
operacion de escaldado que ayudd a mantener una baja concentracion de acrilamida en la
papa frita, debido a la remocion de azlcares reductores presentes en la papa (Romani,

Bacchiocca, Rocculi, & Dalla, 2009). Cuando la papa ha sido almacenada el escaldado se
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hace necesario para reducir el contenido de azucares simples en la papa, tal y como se habia

indicado al comentar la interaccidn de los factores escaldado con grosor.

Ademas el proceso de escaldado favorece que el contenido de grasa aumente en el producto
independientemente de la temperatura y tiempo de freido (Pedreschi, Moyano, Santis, &
Pedreschi, 2007). Este comportamiento queda de manifiesto con el alto contenido de grasa

encontrado en los experimentos donde el proceso de escaldado fue aplicado aplicado.

Un aspecto importante a resaltar es que de acuerdo a la teoria se ha reportado que el
proceso de escaldado sirve como un pre-tratemiento que ayuda a la mejora del color y la
textura de las papas fritas, debido a que contribuye a una menor absorcion de aceite por la
gelatinizacion del almidén en la superficie (Califano & Calvelo, 1987; Pedreschi &
Moyano, 2005). Algunos autores han explicado que cuando se aplican temperaturas de
escaldado bajas (55-70°C) ocasiona la activacion de la enzima pectinesterasa que ocasiona
una disminucion en la porosidad de la papa y por tanto una menor absorcién de aceite
(Aguilar, Anzaldda-Morales, Talamés, & Gastelim, 1997; Pedreschi & Moyano, 2005).

Sin embargo, los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos por Pedreschi &
Moyano (2005), quienes también obtuvieron un mayor contenido de grasa en papas que
fueron sometidas a un proceso de escaldado, ellos lo atribuyen a un mecanismo fisico-

quimico de absorcion de grasa debido a la humectacion que existe en la superficie de la

papa.
2.3.3.2 Papa gruesa

Los datos que se muestran en la Tabla 15 corresponden a los resultados obtenidos de la
evaluacion de los parametros fisico-quimicos y sensoriales de las papas de corte grueso. De
acuerdo a los resultados obtenidos el experimento que obtuvo las mejores caracteristicas
organolépticas y con menor contenido de acrilamida fue el experimento con el cédigo 150-
10-NE tanto para las papas sin almacenamiento como para las papas almacenadas por 4

meses.

Tabla 15: resultados de las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de las papas fritas
considerando el tiempo de conservacion y grosores gruesos.

76



Papa gruesa no almacenada

Max.

Fuerza

quiebre  pendiente  Area

Cédigo [AA] % H,0 % Grasa L a B (N) (N/S) (Ns)

150-10-ne 7451630  3.44+0.15° 37.38x1.66° 62.47+0.4° 5.39+02° 24.36x0.4% 10.1% 11.1° 47
150-5-e 885+62®°  9.97+0.40° 25.88+1.01*° 59.25+0.78 2.45+0.2%  20.72+0.28 2.5° 0.7% 1.2
180-5-ne 7524928 5.13+0.17° 31.15+1.49° 61.66+0.2° 4.68+0.1° 23.67+0.2° 6.1° 5.8° 5.9°
180-10-e 2480+£204°  2.75+0.18°  38.31+0.69°  62.90+0.3° 8.58+0.3° 24.79+0.2° 7.3 9.1% 4.1°
Papa gruesa almacenada 4 meses
150-10-ne 890+52°  2.84+0.26° 31262347 62.61+0.3° 5.40+03° 24.17+0.3° 7.7 8.9"¢ 3.3
150-5-e 1097+407*  9.02+0.81"  32.52+#1.98° 59.06+0.6*° 2.44+0.4%  20.79+0.4° 8.8 6.0™ 4.0°
180-5-ne 1149+164°  5.03+0.70° 27.89+1.04° 61.70+0.2° 4.84+0.1° 23.54+0.2° 8.6° 7.2 5.9°
180-10-e 3540+£769°  2.05+0.66°  40.43+1.28"  62.80+0.1° 8.23+0.5° 24.63+0.2° = 7.6® 7.8 2.9%

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Temperatura (150-180 °C), Tiempo de fritura (5-10 min) y escaldado (escaldado y no
escaldado). Diferentes superindices dentro de la misma columna indica que las medias difieren
significativamente (p <0.05).

El pardmetro mas importante que se tomd en cuenta para esta decision fue el valor de

humedad obtenido, el cual tuvo un efecto importante sobre las demas variables analizadas.

El valor de humedad obtenido del experimento 150-10-NE se encontrd dentro de los
valores ideales en las papas fritas, aunque si bien, el experimento 180-10-E también mostrd
un buen valor en el contenido de humedad, se descartdo debido al alto contenido de
acrilamida que mostro, asi también por los valores de a y b que también fueron altos en
comparacion con el experimento ideal. Los demas experimentos (150-5-E y 180-5-NE)
mostraron un alto valor en el contenido de humedad, por lo que las papas resultantes tenian

una textura muy blanda y colores muy palidos reflejado en una disminucion del valor de a 'y
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Figura 17: Imégenes tomadas a las papas de corte grueso que corresponden a: A)
experimento codificado como: 150-10-NE; B) experimento codificado como :150-5-E y C)

experimento codificado como: 180-10-E

Aunque si bien, el contenido de acrilamida para estos experimentos no mostraron una
diferencia estadisticamente significativa (p <0.05), las caracteristicas sensoriales de textura
obtenidas no eran las mas adecuadas para este tipo de productos. En la Figura 17 A se
muestra la imagen de la papa con caracteristicas ideales en papas gruesas, en la Figura 17 B
las papas con textura blanda y color palido y en la figura 16 C se muestran las papas que

tuvieron altos valores de a y b.

La disminucion del contenido de agua ha sido relacionado con la formacién de acrilamida
mas que por la captacion de aceite. Al repecto Amrein et al (2006) encontré que el
contenido de humedad tiene una fuerte influencia en la energia de activacion del
pardeamiento y en consecuencia de la formacion de acrilamida, la cual se forma durante la

ultima fase de la fritura.

Las diferencias en el porcentaje de humedad obtenidas en los experimentos con porcentajes
de humdad altos con respecto al ideal, se deben principalmente a que el proceso de freido
no se realiz6 por tiempo suficiente para remover el agua contenida en la papa cruda, ya que
la fritura es un proceso de deshidratacion en el que las sustancias solubles en agua se
extraen del producto que se frie y se traspasan a la grasa que se utiliza para freir (Harada &
Paulus, 1986). Por otra parte Segnini et al (1999) hace referencia a que el grosor de las
papas influye en el contenido final de humedad de las papas fritas, se lo atribuye a la
heterogeneidad de las papas debido al contenido de almidén, ya que la presencia de este

compuesto varia dependiendo de las diferentes zonas de la papa (tallo y zona vascular).

También de acuerdo a lo publicado por Segnini et al (1999) el contenido de humedad de las
papas fritas esta en funcidn del tiempo de freido, las diferentes densidades de las papas
(incluye el grosor) y la temperatura del aceite. Aunque no existe una especificacion de las
condiciones ideales para el proceso de freido de las papas y que se obtenga un contenido de
humedad ideal, de acuerdo a la bibliografia se sugiere emplear temperaturas de freido altas
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por corto tiempo (185 °C) por 2 min, aunque estas condiciones dependen de la variedad de

la papa y del grosor de las mismas (Baumann & Escher, 1995).

La textura crujiente de las papas fritas es una de las principales caracteristicas de calidad de
las mismas, por ello se deicidié evaluar este parametro a través de pruebas de ruptura
midiendo el pico mas alto de la gréafica (maxima fuerza de quiebre), la pendiente del origen
al pico més alto (relacionado con la rigidez de la muestra) y el &rea que resulta del pico mas
alto hacia adelante (que esta relacionado con el trabajo total involucrado en la prueba)
(Vincent, 1998).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar la maxima fuerza de quiebre fue
menor cuando el grosor de las papas era delgado en comparacion con las papas que
presenteban un grosor grueso, a demas se observo que en los experimentos de papa gruesa
conservada almacenada (150-5-E y 180-5-E) la fuerza de quiebre mostré un valor elevado,
sin embargo por las caracteristicas de la papa la muestra jamas presentd una ruptura, eso en
consecuencia arrojo un grafico de desplazamiento de la fuerza sin los picos caracteristicos

que denotan a a un alimento crujiente.

La curva de fuerza-desplazamiento de la Figura 18 A corresponde al experimento 150-10-
NE, donde se pueden observar un aspecto irregular con varios eventos de fractura antes y
después del punto maximo de quiebre, tipicos de alimentos crujientes ( Vincent, 1998;
Salvador, Varela, Sanz , & Fiszman, 2009). Mientras que la figura 18 B corresponde al
experimento 150-5-E muestra un aspecto regular sin ningln evento de fractura, un punto

maximo de quiebre alto y un valor de area grande.
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Figura 18: Curvas de fuerza-desplazamiento para muestras de papas fritas corte grueso: A)

papas codificadas como : 150-10-NE y B) papas codificadas como: 150-5-E.

En la figura 18 A se puede diferenciar muy bien dos regiones de la curva. La primer region,
gue empieza desde el primer contacto entre la sonda que se esta empleando en la prueba
con la papa frita hasta la primer gran caida en la fuerza, esta fue asociada con una mayor
fractura estructural; en esta primer region la sonda deforma principalmente a la papa frita y
la fuerza incrementa casi linearmente con respecto al tiempo (Vincent, 1998; Salvador,
Varela, Sanz , & Fiszman, 2009). La segunda region empieza desde el primer pico maximo
de fuerza de quiebre hasta el final de la curva; esta zona se caracteriza por el incremento de
picos que estan asociados con la crujencia de la papa frita cuando se complementa el

estudio de textura con pruebas de sonido (Salvador, Varela, Sanz , & Fiszman, 2009).
2.4 CONCLUSIONES

La textura final de las papas fritas esta fuertemente influenciada por los parametros fisico-
quimicos relacionados con el contenido de agua y de grasa en la papa, y estos a su vez
dependen del proceso de freido. Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos se puede
concluir que el almacenamiento de las papas influye significativamente en el contenido
final de acrilamida. También el grosor de la papa influyo significativamente en el contenido

de acrilamida observandose que en el caso de las papas con grosor delgado el proceso de
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escaldado funciona cuando las papas han sido almacenadas mientras que para las papas de

grosor grueso el escaldo no contribuye en la disminucion de acrilamida.

Por ultimo, las condiciones que mostraron un efecto positivo entre las caracteristicas
sensoriales para las papas sin almacenamiento y el contenido de acrilamida tomando en
cuenta un grosor delgado fueron las siguientes: 150 °C, 5 min de fritura y sin escaldado;
mientras que para las papas almacenadas por 4 meses las condiciones fueron: 150 °C, 10
min de fritura y escaldado. Por otra parte, cuando el grosor es grueso las condiciones de

freido fueron las siguientes: 150 °C, 10 min y sin escaldado.
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Capitulo 3

Efecto de los factores del
procesado en la
bioaccesibilidad de la
acrilamida en papa frita.



3. MARCO TEORICO
3.1 Toxicidad de la acrilamida

La acrilamida es un compuesto quimico industrial que ha sido usado desde los afios 1950°s
en la manufacturacion de poliacrilamida. Este compuesto ha sido clasificado por la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC por sus siglas en inglés) como un

compuesto carcindgeno perteneciente al grupo 2A (Ayvaz & Rodriguez-Saona, 2015).

Una persona puede estar expuesta a este compuesto principalmente por la dieta que
ingiere, al fumar cigarrillos o incluso como fumador pasivo. La acrilamida se absorbe
mucho mejor cuando es ingerida por via oral que por via dérmica, ademéas que por via oral
se distribuye rapidamente hacia los tejidos. La acrilamida puede ser carcinogénica después
de su conversién metabolica hacia la glicidamida la cual es reactiva con el ADN (Smith,
Perfetti, Rumple, Rodgman, & Doolitle, 2000)

De manera general cuando la acrilamida entra al organismo, después de la digestion y
absorcion, es excretada por la orina. Su tiempo medio de vida en el organismo es de 3.1-
3.5 h. En el higado la acrilamida se conjuga con el complejo tripéptidico conocido como
Glutation y forma é&cido mercaptdrico, el cual es excretado a traves de la orina.
Adicionalmente, la epoxidacion de la acrilamida por accion de las enzima citocromo P450
2E1 forma a la glicidamida, la cual interactia con el ADN ocasionando efectos
mutagénicos. La glicidamida puede hidrolizarse y bio-transformarse en gliceramida o
reaccionar con el gluatation y formar nuevamente acido mercapturico (Fennell et al., 2005).
Por lo anteriormente mencionado la acrilamida exhibe una eliminacion difasica con un
tiempo de vida media inicial cercano a las 5 h y al final un tiempo de vida media de 8 dias
en los tejidos (Doerge, Young, McDaniel, Twaddle, & Churchwell, 2005).

Existen varios estudios que han tratado de demostrar la relacion de la ingesta de acrilamida
proveniente de alimentos y el riesgo de formacion de cancer en humanos, pero muchos de

ellos han sido inconsistentes.
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3.1.1 Carcinogenicidad de la acrilamida

Hasta ahora, los estudios epidemiologicos no son del todo claros y no demuestran de forma
clara si la exposicion dietética a la acrilamida puede aumentar el riesgo de cancer en los
humanos. Algunos resultados coinciden en sefialar que no hay asociacion entre la ingesta
total de acrilamida en la dieta y el riesgo de contraer algunos tipos de cancer (Mucci &
Adami, 2009), mientras que algunos estudios donde se estudio el cancer renal, de esé6fago,
de ovario o de mama, resultan contradictorios (Wilson, Mucci, Rosner, & Willet, 2010;
Larsson, Akesson, Bergkvist, & Wolk, 2009; Hogervorst, Schouten, Konings, Goldbohm ,
& van den Brant, 2007). Sin embargo, de forma general, los estudios epidemiol6gicos
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 & Adami,
2009).

Un aspecto que se tiene que considerar es que, en los estudios de toxicidad aplicada a
animales, especificamente a los roedores, la dosis empleada es superior a la que
generalmente un humano consumiria. En el estudio realizado por Hogervost et al. (2010)
que algunos tipos de cancer se presentaban 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 también podria influir en el

sistema hormonal, en el cual los roedores no son buenos modelos.

3.1.2 Metabolismo de la acrilamida

La acrilamida es un compuesto vinil conjugado, que tiene la facilidad de ser reactivo con
materiales bioldgicos. El doble enlace presente en la molécula de acrilamida hace que
reaccione con grupos tiol (-SH) presentes en la cisteina y también con grupos amino (-NH,)
presentes en aminoacidos y proteinas. La glicidamida, un compuesto resultante de la
oxidacion metabdlica de la acrilamida, reacciona de la misma manera a través de su anillo
epoxido, aunque de una manera masiva con los grupos amino presentes en la bases del
ADN. Las reacciones anteriormente mencionadas se rigen bajo la interaccion de las

proteinas con compuestos electrofilicos (Kocadagli & Gékmen, 2016)
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La biodisponibilidad, metabolismo y el manejo de los metabolitos como bio-marcadores
son de relevancia para entender el riesgo a la salud que se tiene al ingerir alimentos que

contienen acrilamida.
3.1.3 Biodisponiblidad y absorcién

La biodisponibilidad oral puede ser definida como la fraccion de la dosis oral administrada
que alcanza a entrar al sistema circulatorio. Debido a que la acrilamida es un compuesto
altamente hidrofilico, esta se absorbe casi en su totalidad. Existen diversos estudios que han
realizado pruebas en roedores y humanos, donde se observd que se absorbe rapidamente
(Zhang, Ren, & Zhang, 2009).

Miller et al (1982) demostraron en un estudio en ratones que el 90% de acrilamida fue
recuperada de tejidos, fluidos corporales, orina y heces después de administrar por medio
de una sonda 10 mg kg*de peso corporal de acrilamida marcada. Por otra parte, Kadry et al
(1999) observaron que al administrar 50 mg kg™ de acrilamida marcada en ratas, la sefial
analitica aparecié a los 5 min después de la exposicion oral, mientas que en plasma se
observé la sefial a los 32 min y en una concentracién promedio de 47 pg mL™.
Adicionalmente, se indicd que la biodisponibilidad varia fuertemente entre cada especie de
ratones (Kocadagli & Gokmen, 2016). Aureli et al. (2007) evaluaron la diferencia en la
absorcién de la acrilamida proveniente de papas fritas y una solucién acuosa de la misma
cuando fueron administrados en cerdos. La relativa absorcion de acrilamida proveniente de
las papas y de la solucion acuosa fue la misma tanto en bajas y altas dosis. Aunque la dieta
que llevaban los cerdos con alimento estandar afectdé a la biodisponibilidad en ambos
grupos (Kocadagli & Gékmen, 2016).

Los primeros estudios realizados en humanos se llevaron a cabo por Sorgel et al. (2002),
ellos demostraron que al alimentar a voluntarios con pan crujiente y derivados de papa, la
acrilamida se absorbia a nivel gastrointestinal y ademas la cantidad de éste compuesto que
se excretaba por la orina variaba altamente, esto debido a la alta variabilidad en la
biodisponibilidad oral y/o el metabolismo hepatico de cada individuo. Por otra parte, al
administrar acrilamida en solucion acuosa a voluntarios varones, Boettcher et al. (2006),

85



observaron que en el primer dia un 51% de la dosis fue recuperada en la orina y en el
segundo dia se recuperd un 57% de la dosis administrada, con ello concluyeron que la

velocidad metabolica en los humanos era mas similar en ratas que en ratones.

Fuhr et al. (2006) evaluaron la toxico-cinética de la acrilamida en seis voluntarios jovenes y
sanos despues de haber consumido papas fritas que contenian en promedio una
concentracién de 0.94 mg kg' de papa de este compuesto. Ellos observaron que el
promedio acumulativo de la recuperacién de acrilamida en orina representd un 60+11 % de
la dosis administrada después de pasadas 72 h. Con ello se concluy6 que la mayoria de la

acrilamida ingerida a través de los alimentos es absorbida por los humanos.
3.1.4 Biotransformacion

La absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de la acrilamida se muestra en la
Figura 19. Una vez que la acrilamida es ingerida, esta es absorbida rapidamente y
distribuida a todos los tejidos del cuerpo humano por medio del sistema circulatorio. Por
ello, es que se ha encontrado este compuesto en leche materna y en la placenta humana. La
acrilamida puede transformarse en diversos metabolitos que son excretados por la orina. Se
sabe que esta molécula puede interactuar con proteinas y el ADN formando aductos

covalentes (Kocadagli & Gokmen, 2016).
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Figura 19: Diagrama esquematico de la absorcion, distribucion, biotransformacion y

excrecion de la acrilamida.

La acrilamida al poseer una a.,f-insaturacion en su estructura con un grupo amida hace que
sea altamente nucleofilica. Los compuestos nucleofilicos presentes en la célula reaccionan
con el doble enlace de la acrilamida por medio de una adicién quimica de Michael. Estos
compuestos nucleofilicos incluyen a grupos —SH de la cisteina, homocisteina y el glutation;
o-NH; de aminoacidos libres y el N-amino terminal de residuos de aminoacidos de las
proteinas, el e-NH, de la lisina, y el grupo NH presente en el anillo de la histidina
(Kocadagli & Gékmen, 2016).
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Figura 20: Biotransformacion de la acrilamida en humanos. Fuente: Kocadagli & Gékmen,
2016

Los grupos por los que mas predileccion tiene la acrilamida para reaccionar son con los
sulfhidrilos (-SH) del glutation y de las proteinas, para después reaccionar con los grupos
amino de una manera menor (Kocadagli & Gékmen, 2016).

La acrilamida es convertida parcialmente a su epoxido llamada glicidamida, que también es
un compuesto electrofilico y que se forma in vivo a través de una oxidacion por el

citocromo P450 2E1 en la fase | del metabolismo (Figura 20). Después, de una manera
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similar a lo que hace la acrilamida, la glicidamida se une covalentemente a componentes
celulares que contienen grupos sulfhidrilos y aminos formando aductos con ellos. Estas
reacciones, junto con el agua, ocasionan una apertura del anillo del epoxido. La glicidamida
después puede ser hidrolizada por medio de la epdxido-hidrolasa a gliceramida (2,3-
dihidroxipropionamida). Los nitrogenos nucleofilicos presentes en el ADN son susceptibles
a formar aductos con la glicidamida, con esta interaccion se puede explicar la

genotoxicidad del metabolito de la acrilamida (Kocadagli & Gokmen, 2016).

En la fase Il del metabolismo de la acrilamida suceden otro tipo de reacciones donde esta
molécula se conjuga con el glutation. Después de la degradacién y acetilacion del
conjugado resulta la formacion del acido mercapturico N-acetil-S-(2-carbamoiletil)-L-
cisteina, el cual es excretado en la orina. La conjugacion del glutation es de vital relevancia
para reducir la reactividad de la acrilamida contra componentes celulares, ademas que se

forma una cantidad menor de glicidamida (Kocadagli & Gokmen, 2016).

La glicidamida ademéas puede conjugarse con el glutation y ser excretada por la orina
después de su conversion metabdlica a sus correspondientes &cido mercaptaricos: N-acetil-
S-(2-carbamoil-2-hidroxietil)-L-cisteina y N-acetil-S-(1-carbamoil-2-hidroxietil)-L-
cisteina. Aunque si bien la glicidamida ha mostrado una mayor reactividad que la
acrilamida y mas dafio al ADN, la conversion de esta Gltima hacia la glicidamida ha
demostrado ser menos importante en humanos que en roedores (Kocadagli & Gokmen,
2016).

En las proteinas existen diversos sitios que poseen compuestos nucleofilicos que pueden
formar aductos con la acrilamida y la glicidamida. Tomando en cuenta que en la sangre la
albumina y hemoglobina son las proteinas mas predominantes, estas pueden formar aductos
covalentes fuertes con las moléculas antes mencionadas. La valina es el residuo de
aminoacido N-terminal de la hemoglobina y de todas las cuatro subunidades que la
conforman. ElI N-terminal de la hemoglobina ha sido propuesto como el sitio nucleofilico
mas reactivo para varios compuestos electrofilicos, particularmente en humanos
(Bergmark, Calleman, & Costa, 1993).
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Los aductos que se forman entre la hemoglobina con la acrilamida o la glicidamida
permanecen mas tiempo en el cuerpo humano en comparacion con sus formas libres o de
sus derivados de acidos mercaptdricos. Esto llega afectar directamente en la reduccion de la
vida media de los eritrocitos que en promedio duran 4 meses en humanos (Kocadagli &
Gokmen, 2016).

3.1.5 Estudios de simulacion gastrointestinal in vitro.

Como se menciono anteriormente se han desarrollado varios estudios in vivo para conocer
el metabolismo y el dafio toxico que ocasiona la acrilamida, pero una constante a la que se
enfrentan regularmente es la variabilidad entre sujetos o animales de estudio, un factor que
repercute bastante en la interpretacion de resultados. Ademas de ello, la composicién de la
matriz o composicion del alimento puede también intervenir de una manera negativa.
Sumado a lo anteriormente mencionado se tienen factores como el costo, y problemas

éticos hacen que los estudios in vivo sean complicados de analizar.

Los métodos in vitro que simulan el proceso de digestion son ampliamente usados en
estudios donde se estudia el comportamiento de nutrientes, compuestos farmacéuticos y
contaminantes presentes en alimentos durante dicho proceso. Los métodos in vitro tienen la
ventaja de ser mas rapidos, menos costosos, menos laboriosos y no tiene restricciones
éticas. Esto permite que se puedan realizar relativamente mas mediciones en muestras en

paralelo con los objetivos de estudio (Minekus et al., 2014).

La reproducibilidad y la facilidad de poder controlar las condiciones experimentales hace
mas sencillo el muestreo durante el experimento, por lo que los modelos in vitro son muy
utiles para los estudios donde se estudian los mecénismos de absorcion de nutrientes y asi
poder construir una hipétesis sobre su comportamiento (Sansano, Heredia, Peinado, &
Andrés , 2017)

Al hablar de estudios in vitro diversos investigadores emplean los términos
biodisponibilidad y bioaccesibilidad, términos muy importantes y que no deben de

confundirse. El primero se refiere a la proporcion de un nutriente en que es digerido,
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absorbido y metabolizado a través de las rutas metabolicas normales. Mientras que la
bioacccesibilidad se refiere a la forma de cémo los nutrientes 0 compuestos toxicos que son
liberados del alimento que los contiene por medio de ensayos in vitro (Carbonell-Capella,
Buniowska, Barba, Esteve, & Frigola, 2014)

Los métodos de digestion simulada in vitro por lo general incluyen las fases: oral, gastrica y
de intestino delgado y en algunas ocasiones fermentaciones intestinales. Estos metodos
tratan de mimetizar las condiciones fisiologicas in vivo, tomando en cuenta la presencia de
enzimas digestivas tratando de asegurar las concentraciones a las que realmente se
encuentran, el pH, el tiempo de digestion, la concentracion de sales, entre otros aspectos
(Carbonell-Capella, Buniowska, Barba, Esteve, & Frigola, 2014; Minekus et al., 2014).
Algunos estudios han reportado la generacion de fracciones bioaccesibles que pueden
ayudar a elucidar de manera mas completa los mecanismos de digestion, para ello se suele
emplear lineas celulares como la Caco-2 que simulan el transito intestinal (Minekus et al.,
2014). En los siguientes apartados se describird lo que ocurre en cada fase de la simulacién
gastro intestinal.

3.1.5.1 Fase oral

En la cavidad oral la textura de un alimento s6lido cambia significativamente por la
masticacion y la salivaciéon. El alimento es humedecido y lubricado por accién de la
secrecion salivar resultando un bolo de consistencia cohesiva que esta listo para digerir. La
masticacién es un proceso complejo que esta influenciado por mdaltiples factores como la
composicion del alimento, el volumen del alimento, el nimero de masticaciones que se
realizan, la fuerza de la masticacion, la condicién dental del individuo y del grado de

habitos a la hora de comer (Fontjin-Tekamp et al., 2000; Minekus et al., 2014).

El tamafio de particula que resulta de la masticacion depende mucho del tipo de alimento y
del tiempo de masticacion, para lograr una mayor simulacion de la masticacion de manera
in vitro se sugiere que el tamafio de particula sea menor a 2 mm y el tiempo de masticacion
de 5 min, aunque el tiempo de masticacion de manera in vivo sea mucho menor al tiempo
sugerido (Minekus et al., 2014).
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La secrecion salivar se ve fuertemente influenciada por el contenido de agua que contiene
el alimento, el valor del pH que existe en la boca, la tension superficial y la viscosidad. La
saliva humana es es un fluido complejo, la cual es producida por las glandulas que se
encuentran en la parotida, en la parte sublingual y submandibular. La cantidad de saliva que

produce el humano en promedio es de 1-1.5 L por dia (Fontjin-Tekamp et al., 2000).

La composicion de la saliva en su mayoria es agua (99.5%) y un 0.3% esta constituido por
proteinas asi como también varios electrolitos como el sodio, potasio, calcio, magnesio,
fosfato y bicarbonato. Otros componentes que la forman son la glucosa y productos
nitrogénados como la urea. Las principales proteinas que podemos encoentrar en la saliva
son inmunoglobulina A, a-amilasa, lizosima, lactoferrina asi como también glicoproteinas
mucosoidales (mucina); aunque si bien la mucina es el principal componente lubricante,
éste se encuentra en concentraciones tan pequefias que no es necesario afiadirlo a los

protocolos de simulacion gastrointestinal (Minekus et al., 2014).

La a-amilasa tiene un pH optimo de 6.8, aunque su actividad se ve limitada a actuar solo en
la cavidad bucal y las primeras etapas de la digestion gastrica. Esta enzima se inactiva
cuando el medio se vuelve &cido y por la actividad proteolitica que ocurre en el estomago.
Se tiene reportado que durante los primeros 20-30 s de la fase oral, el 50% del almiddn
presente en un bocado de pan y un 25% del almidon presente en un bocado de espagueti
son hidrolizados. El tracto 6seo-fagico es un proceso corto con un transito de apenas unos
segundos y que en realidad no afecta en el proceso de digestion (Hoebler et al., 1998;
Minekus et al., 2014).

3.1.5.2 Fase gastrica

El estomago puede ser considerado como una especie de bolsa donde el alimento es
procesado y almacenado antes de ser transferido al intestino delgado. El estomago esta

constituido de tres regiones principales con diferentes funciones fisioldgica: seccién
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superior (cardia), seccion media (fundus) y la seccion baja (antro). La funcién principal del
fundus es la secrecidn de jugo gastrico el cual contienen acidos y enzimas, mientras que la
principal funcion del antro es el de generar fuerzas para poder mezclar el bolo alimenticio
(McClements & Li, 2010) .

El tiempo necesario para que el estbmago se encuentre vacio después de haber ingerido un
alimento solido, es de 3-4 h. Esta duracion puede disminuir hasta una hora cuando el
alimento es homogenizado a tamafios de particulas menores a 2mm y en alimentos liquidos

el tiempo apenas alcanza unos 40 min (Minekus et al., 2014).

El volumen total de la secrecion gastrica depende del estado nutricional del individuo y en
consecuencia también de la consistencia del alimento ingerido. Un alimento liquido solo
requiere de la mitad del volumen de la secrecion géstrica total, en contraste un alimento
solido se requiere de dos veces de los liquidos secretados en el estbmago. La secrecion de
liquidos gastricos durante la primera hora representa la mitad del volumen total tanto para

liquidos como para solidos (Minekus et al., 2014).

El pH del estbmago humano se encuentra entre 1-3 bajo las condiciones de ingesta debido a
la secrecion de acido clorhidrico, éste valor de pH permite la actividad Optima de las
enzimas que se encuentran en el estbmago. Cuando existe un pH medio acido (4-6) la
actividad enzimatica de la lipasa gastrica se ve beneficiada, mientras que a un valor de pH

de 2-3 la enzima que se activa es la pepsina (McClements & Li, 2010).

La pepsina es la Unica enzima proteolitica que se encuentra en el estbmago humano, de
cualquier forma, existen varias isoformas de ella. El contenido de pepsina que se puede
encontrar en el estbmago humano varia entre individuos, pero, se sabe que incrementa
durante la digestién de 0.26 (30 min) a 0.58 mg mL™ (180 min). Debido a que existe una
similitud del 84% entre la pepsina humana y la porcina, se ha elegido a ésta Gltima como un
buen sustituto durante la simulacion gastrica in vitro (Fujinaga, Chernaia, Tarasova,
Mosimann, & James, 1995; Minekus et al., 2014).

93



En el estbmago humano también se puede encontrar en menor cantidad la presencia de la
enzima lipasa gastrica y fosfolipidos que también se encuentran en pequefias cantidades y
que su principal funcion es llevar a cabo una lipolisis parcial y la generacion de micelas por
medio de la emulsificacion de las grasas, esto como resultado ocasiona que la
emulsificacion de las grasas en el intestino delgado sea méas facil. Debido a que se
encuentran en pequefias cantidades no es necesario afiadirlas al proceso de digestion in
vitro (Minekus et al., 2014).

3.1.5.3 Fase intestinal

El intestino delgado es la region del tracto gastrointestinal que es considerado como una
especie de tubo con un diametro aproximado de entre 2.5 a 3 cm y que consiste de tres
partes principales duodeno (cerca de 26 cm de largo), yeyuno (cerca de 2500 cm de largo) y
el ileon (3500 cm de largo). Después de que el quimo entre en la parte del duodeno, se
empieza a mezclar con bicarbonato de sodio, sales biliares, fosfolipidos y enzimas
secretadas por el higado, pancreas y la vesicula biliar (McClemements & Li, 2010;

Carbonell-Capella, Buniowska, Barba, Esteve, & Frigola, 2014).

El bicarbonato de sodio secretado dentro del intestino delgado causa un incremento en el
valor de pH Ilevandolo de un valor de 1-3 como se encuentra en el estdbmago, hasta un valor
de pH cercanamente neutral de 5.8 a 6.5 en el duodeno, donde las enzimas pancreaticas
trabajan mas eficientemente. La fuerza iénica es particularmente importante porque esto
influye en la magnitud en la que pueden existir interacciones en el sistema (McClemements
& Li, 2010).

Los componentes mas importantes de la simulacion intestinal (intestino delgado) in vitro
son las enzimas pancreéticas y la bilis. Se recomienda que ambas sustancias sean de origen
porcino para poder llevar a cabo de la mejor forma la simulacion y también por los costos

gue generan su adquisiciéon (Minekus et al., 2014).

La pancreatina porcina se encuentra disponible facilmente y contiene las mas importantes

enzimas pancreaticas en diferentes cantidades, la medicion de su eficiencia se basa en la
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capacidad de la tripsina, para ello se realiza un ensayo con la p-tolueno-sulfonil-_-arginina
metil ester (TAME). La cantidad de pancreatina afiadida en el ensayo in vitro debe ser lo
suficiente para proporcionar 100 TAME unidades por mililitro del contenido de la fase
intestinal. En caso que no se tenga disponibilidad de la pancreatina porcina se pueden
emplear las enzimas tripsina y quimiotripsina, aunque también se debe de asegurar su
actividad enzimaética igualando la accion al realizar el ensayo con el TAME (Minekus et al.,
2014).

La bilis es importante para el transporte de los productos resultantes de la lipolisis. En un
intestino adulto la concentracion de bilis que se suele encontrar es de 10 mM en el fluido
total. Se sugiere que para las pruebas in vitro la fuente de bilis sea de cerdo o extracto de
bilis bovino o de bilis porcina congelada, la cual es facilmente extraida de la vesicula biliar
del cerdo. Generalmente la concentracion de sales biliares que se afiaden al inicio de la
simulacion es de 20 mM para que al final del proceso se obtenga una concentracion de

aproximadamente 10 mM (Minekus et al., 2014).
3.1.5.4 Solubilidad y dialisis

Complementando el proceso de simulacion gastrointestinal se pueden afiadir otras etapas en
las que se trata de estudiar el proceso de absorcion de los nutrientes o de los compuestos
toxicos presentes en alimentos a través del intestino. Posterior a la culminacion de la fase
intestinal se puede realizar una estimacion de la fraccion del componente estudiado soluble
(fraccion bioaccesible) o dializable a través de una membrana semipermeable de

determinado tamafo de poro (Cilla, 2010).

Existen también los métodos que se basan en evaluar la solubilidad, ya que tras la digestion
gastrointestinal se mide la cantidad de componentes solubles en el sobrenadante obtenido
por centrifugacion o filtracion y asi se estima la fraccion maxima de componente ingerido

disponible para ser absorbido (Versantvoor et al. ,2005; Cilla 2010).

Ademas de los dos métodos anteriormente mencionados, existe un tercero que resulta de la

combinacion de los dos, éste métodos es la dializabilidad, aqui se incorpora una membrana
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de diélisis durante el proceso gastrointestinal, para simular una difusion pasiva a través del
epitelio intestinal. El proceso de dialisis puede llevarse a cabo en equilibrio o en continuo.
Esos métodos sélo proporcionan informacion relativa a la fraccion del componente soluble
que se encuentra potencialmente disponible para la absorcion que tiene un tamafio inferior

al del poro de la membrana de dialisis (Cilla 2010).

Existen también experimentos in vitro que utilizan cultivos celulares, esto permite evaluar
los procesos de captacion y transporte en el epitelio intestinal a partir de la fraccion
bioaccesible obtenida del alimento (Ekmekcioglu et al., 2002). La linea celular mas

utilizada, son las células Caco-2, modelo validado de epitelio intestinal.

La linea celular Caco-2 se establecié en 1977 por Fogh y colaboradores a partir de un
adenocarcinoma de colon humano, moderadamente bien diferenciado de un paciente de 72
afios. Estas células crecen en cultivo adheridas a un sustrato formando una monocapa.
Cuando alcanzan la confluencia se diferencian espontaneamente para dar lugar a una
monocapa polarizada que presenta muchas de las caracteristicas funcionales y morfoldgicas
de los enterocitos humanos maduros: organizacion de las células dentro de una monocapa
polarizada, formacion de domas, uniones intercelulares estrechas, microvellosidades en el
lado apical y enzimas de secrecion propias de la membrana del borde en cepillo como

fosfatasa alcalina, sacarasa-isomaltasa, lactasa, etc. (Cilla 2010).

3.1.6 Bioaccesibilidad de la acrilamida

Con respecto a la bioaccesibilidad de la acrilamida existen pocos reportes sobre este tema.
Eriksson & Karlsson (2006) estudiaron el efecto de las enzimas digestivas y el pH en la
extraccion de la acrilamida, para ello utilizaron una extraccion con pepsina en condiciones
acidas a 37°C durante 72 h. Schabacker et al. (2004) empleé un modelo donde incluyé la
utilizacion de la linea celular humana Caco-2 para poder explicar la reduccion del
contenido de acrilamida durante la fase intestinal. Hamzalioglu & Gokmen (2015)
estudiaron la influencia de la digestién gastrointestinal de bizcochos y productos de papa
fritos. Por ultimo se encontro el estudio realizado por Sansano et al. (2017) donde

evaluaron el comportamiento de la acrilamida durante el proceso de digestion
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gastrointestinal simulada de nueve productos representativos que contienen alto contenido
de acrilamida ademas de probar el método de freido de papas por el método convencional
de sumergimiento en aceite y por el método de aplicacion de aire caliente y ver si existian

diferencias en el porcentaje de bioaccesibilidad de acrilamida entre ambos métodos.

Debido a lo anteriormente mencionado, en el presente capitulo se investigo la influencia
que tienen las modificaciones en el proceso de freido y del tiempo de almacenamiento de
las papas crudas, sobre el porcentaje final de la bioaccesibilidad de la acrilamida presente
en las papas fritas, al implementar un método de simulacion gastrointestinal in vitro que
constd con la simulacion de las fases: oral, gastrica e intestinal; seguida del proceso de

didlisis por medio de la utilizacién de una membrana semipermeable.

97



3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Reactivos

Se utiliz6 acrilamida y 2-naftalentiol que fueron obtenidos de la casa comercial Sigma-
Aldrich (San Luis, MO, USA), el cloruro de potasio, bicarbonato de sodio, cloruro de
sodio hexahidrato se adquirieron en la casa comercial MEYER (Ciudad de México,
México). Las enzimas pepsina (>250 U mg™ sélido) de la mucosa gastrica porcina,
pancreatina (4 x USP) del pancreas porcino, a-amilasa de la saliva humana (500 U) se
adquirieron de Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Alemania). Las sales biliares porcinas también
se compraron a Sigma Aldrich (Deisenhofen, Alemania). El acetonitrilo (grado HPLC) y el
acido acetico se obtuvieron de la casa comercial J.T. Baker (Philisburg, NJ, EE. UU.).

3.2.2 Experimentacion

Con el fin de evaluar la influencia de ciertos pardametros del proceso de fritura sobre la
bioaccesibilidad de la acrilamida y su efecto en otros parametros fisicoquimicos y
sensoriales, se utilizé un disefio de experimentos factorial fraccionado 2% por duplicado
idéntico al planteado en el capitulo anterior del tipo. Se consideraron los siguientes
pardmetros: Temperatura (150-180°C), tiempo de freido (5-10 min), grosor (0.16-0.22 mm)
y escaldado (0-5 min a 70°C).

La matriz experimental que se utiliz6 se muestra en la Tabla 16, la variable de respuesta

evaluada fue: el porcentaje de bioaccesibilidad

Tabla 16: Matriz de disefio de experimentos para evaluacion de bioaccesibilidad de la
acrilamida en papas fritas

Experimento  Temperatura  Tiempo de Grosor Escaldado Cadigo
de freido (°C) freido (min) (mm)

1 150 5 0.16 0 150-5-D-NE
2 150 10 0.22 0 150-10-G-NE
3 150 10 0.16 1 150-10-D-E
4 150 5 0.22 1 150-5-G-E
5 180 10 0.16 0 180-10-D-NE
6 180 5 0.22 0 180-5-G-NE
7 180 5 0.16 1 180-5-D-E
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8 180 10 0.22 1 180-10-G-E

3.2.2.1 Ensayo de bioaccesibilidad

Para la evaluacion de la bioaccesibilidad se realizd de acuerdo al protocolo propuesto por
Minnekkus et al. (2014) y Hamzalioguh & Gokmen (2015) con algunas modificaciones. Se
prepararon una serie de soluciones electroliticas a las que se nombraran de la siguiente
manera: Solucién de fluido salival (SFS), solucion de fluido gastrico (SFG) y solucién de

fluido intestinal (SFI). La composicion de cada solucidn se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17: Composicion de las soluciones electroliticas utilizadas en el proceso de
simulacion gastrointestinal in vitro.

SFS SFG SFI

pH 7 pH 3 pH 7
Constituyente Conc. En fluido Conc. En fluido Conc. En fluido

mmol L™ mmol L™ mmol L™

KCI 15.1 6.9 6.8
KH,PO,4 3.7 0.9 0.8
NaHCO; 13.6 25 85
NaCl - 47.2 38.4
(NH,4),CO3 0.06 0.5 --
Ajuste de pH
NaOH - - --
HCI 1.1 15.6 8.4

SFS: solucidn de fluidos salivales; SFG: solucion de fluidos gastricos y SFI: solucién de fluidos
intestinales.

A partir de las soluciones descritas anteriormente se procedi6 a realizar el protocolo de
bioaccesibilidad como se detalla a continuacién: Se pesaron 5 g de papa triturada que se
encontraban previamente homogenizadas y se transfirieron a un tubo de centrifuga Falcon
con capacidad de 50 mL. Se adicionaron 3.5 mL de la solucion de fluidos salivales mas 0.5
mL de una solucién de a-amilasa (1500 U mL™), sequido de 25 pl de CaCl, (0.3M) y 975
ML de agua. Se agité por 2 min para simular la fase oral. Concluido el tiempo se adicion6
una solucién de pepsina (5 mL, 12.5 mg mL™ en HCI 0.1 M) junto con 10 mL de una
solucion de la solucion de fluidos gastricos (SFG), el pH se ajusté a un valor de 2.0 y se

dejo incubar a 37 °C por 2 h con agitacién a 60 rpm, esto para similar la fase gastrica de la
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digestion. Transcurrido el tiempo de la simulacion gastrica se amortiguo el pH a un valor de
7.5 e inmediatamente se adicionaron 20 mL de una solucién de sales biliares (10 mg mL™
utilizando la SFI para disolver las sales) y 5 mL de una solucién de pancreatina (10 mg mL"
! en agua), se afiadieron gotas de HCI 3 M para ajustar nuevamente el pH a 7.5 y se dejé
incubar a 37 °C por 2 h con el mismo ciclo de agitacion, lo anteriormente mencionado se

realizo para simular la fase intestinal de la digestion.

Finalmente se realiz6 un proceso de dialisis de acuerdo al protocolo reportado por Ramirez-
Moreno et al. (2017). Para tal fin, se us6 una membrana semipermeable (Spectra/por
dialysis MWCO: 6-8000) donde fue colocado el contenido final del proceso de simulacién
intestinal. La membrana se puso en contacto con 250 mL de NaHCO3; 0.01 M ajustado a un
pH=7.0 y se dejo incubar a 37°C por 16 horas. Al término del proceso se procedio a filtrar
la muestra a través de un papel filtro Whatham del numero 2, la parte retenida en el papel
se traslado a una caja Petri y se secd a 37 °C en el horno de secado. Al polvo obtenido (1 g

aproximadamente) se le realiz6 el anélisis de acrilamida.
3.2.2.2 Anélisis de acrilamida

El anélisis de acrilamida para este ensayo se realiz6 por medio de una extraccién acuosa del
polvo obtenido del proceso se didlisis. A un gramo de polvo se le adicionaron 10 mL de
agua, se agité por 5 min y después se centrifugd a 5000 rpm por 10 min. El sobrenadante
obtenido se desengrasd adicionando hexano (1:1), después se agitdé por 5 min e
inmediatamente se centrifugd por 10 min a 5000 rpm, la fase organica fue retirada una vez
que el proceso de remocion de grasa termind. El liquido desgrasado se centrifug6 a 2500
rpm y el liquido remanente se filtrd a través de papel filtro. Se tomé una alicuota de 1 mL y
se procedié a realizar el proceso de derivatizacion usando al 2-naftalentiol como
derivatizante para la determinacién de acrilamida por medio de HPLC-FLD de acuerdo a

lo mencionado en el capitulo 1.

3.2.3 Andlisis estadistico
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El disefio de experimentos que se empled para evaluar el efecto de los pardmetros del
proceso de fritura de las papas sobre el porcentaje de bioaccesibilidad de acrilamida fue
exactamente el mismo al descrito en el capitulo 2. Donde se empled un disefio factorial
fraccionado 2%, donde los factores que se evaluaron fue la temperatura de freido (150-
180°C); tiempo de freido (5-10 min); escaldado (con escaldado y sin escaldado) y grosor de
las papas (0.16-0.22 mm). El disefio se realizd por duplicado y cada experimento que
marcaba el disefio se realizo por triplicado. El paquete estadistico que se empled fue el
programa MINITAB V15.1.

El porcentaje de acrilamida bioaccesible fue analizado estadisticamente por medio de un
andlisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia de P <0.05.Todos los datos
fueron analizados usando el paquete estadistico de STATGRAPHICS. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Las papas fritas han sido marcadas como uno de los principales alimentos que contribuyen
a la ingesta de acrilamida en la dieta, por ello la relevancia de estudiar qué es lo que pasa

una vez que ingerimos este compuesto a través de este tipo de alimento.
3.3.1 Anélisis de correlaciones

Para este apartado también se examind si existia alguna correlacién de importancia de las
variables del procesado de fritura sobre el porcentaje de bioaccesibilidad de la acrilamida.

Los resultados se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18: Correlaciones momento producto de Pearson obtenidas, para evaluar el grado de
correlacion de las distintas variables con la bioaccesibilidad

Correlaciones (r)

Variable Acrilamida Aw % Humedad % Grasa L a B

%
bioaccesibilidad 0.3972* -0.473* -0.4107* 0.2169*  0.3594*  0.5252*  0.3868*

* nivel de significancia (p<0.001)

De acuerdo a los resultados obtenidos, la correlacién entre el porcentaje de
bioaccessibilidad de la acrilamida con el contenido total inicial de este compuesto no
mostré un buen valor de correlacion, lo cual indica que la bioaccesibilidad no depende solo
de la concentracion presente, y que aunque se trata de la misma matriz alimentaria, la forma
de procesarla afecta a la bioaccesiblidad. La bioaccesibilidad de cualquier nutriente o
compuesto toxico presente en el alimento depende de la matriz alimentaria que lo contiene
(Schabacker , Schwend , & Wink, 2004).

La correlacion obtenida entre la bioaccesibilidad de la acrilamida y los parametros de
contenido de agua (Aw y humedad) fue negativa y su valor tampoco parece influir en la
bioaccesibilidad de la acrilamida. En cuanto a los parametros relacionados con la medicién
del color, el valor de correlacion que mayor valor estadistico tuvo fue el de a. Esto
posiblemente se relaciona con lo mencionado en el capitulo anterior, donde este parametro
se podia correlacionar con el contenido de acrilamida formado durante el proceso de freido
(Pedreschi F. , Moyano, Kaak, & Granby, 2005 ), este a su vez depende de la cantidad que

se puede liberar de la papa y ser bioaccesible.
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3.3.2 Efecto de la conservacion de las papas sobre la bioaccesibilidad de la acrilamida

Al evaluar el efecto de almacenamiento sobre el porcentaje de bioaccesibilidad se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19: Matriz experimental con los resultados obtenidos de la bioaccesibilidad de la
acrilamida con respecto el proceso de fritura y el tiempo de almacenamiento.

Contenido final de % de
Conservacion Contenido inicial de  AA (ug kg™)+sd enel  bioaccesibilidad de
(meses) Cadigo AA (ug kgh)+sd residuo AA
0 150-5-NE-D 973+71" 124+79°° 87.2+7.8
0 150-10-NE-G 795+63% 171+26% 78.5+2.0°
0 150-10-E-D 1483+118¢ 161+64°%¢ 89.2+3.4°
0 150-5-E-G 885+62% 184+8° 79.1+1.5°
0 180-10-NE-D 2590+243° 73.4+27% 97.1+1.2°
0 180-5-NE-G 752+92° 170+21°% 76.9+4.9°
0 180-5-E-D 1138+320° 36+10° 96.6+1.3°
0 180-10-E-G 2480+204° 117+66° 95.4+2.6°
4 150-5-NE-D 1554+343" 458+161° 71.045.2°
4 150-10-NE-G 890+52° 336+307% 91.2+2.6"
4 150-10-E-D 825+67° 159+140° 81.8+16.0%°
4 150-5-E-G 1097+407° 282+59% 71.2+16.0°
4 180-10-NE-D 4386+540° 409+32° 91.2+6.1%
4 180-5-NE-G 1149+164% 155+24° 85.9+4.1™
4 180-5-E-D 1812+146° 467+164° 73.9+9.9°
4 180-10-E-G 3540+769" 132+13° 96.0+2.0°

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Temperatura (150-180 °C), Tiempo de fritura (5-10 min), escaldado (no escaldado y
escaldado) y grosor (Delgado y Grueso).

Diferentes superindices dentro de la misma columna indica que las medias difieren
significativamente (P<0.05).

Como consecuencia de los resultados obtenidos se puede observar que al finalizar el
proceso de simulacion gastrointestinal existe una disminucién drastica en el contenido de
acrilamida en el residuo de la papa en comparacion con el contenido inicial, lo
anteriormente mencionado se ve reflejado en altos porcentajes de bioaccesibilidad
conseguidos, ya que se obtuvo en promedio un porcentaje cercano al 85% de
bioaccesibilidad de la acrilamida. Lo que nos lleva a afirmar que la acrilamida es altamente

bioaccesible.
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Los resultados obtenidos se encuentran en concordancia con lo obtenido por Sansaso et al.
(2017) y GoOkmen & Hanzagliu (2015). Ambos estudios reportan que durante la fase
gastrica el contenido de acrilamida suele incrementarse debido a que el pH que existe en el
estomago favorece la conversion de precursores de acrilamida que se generaron durante el
proceso de freido. Ademas, la proteolisis que ocurre durante el proceso gastrico junto con
las fuerzas mecénicas que ocurren en el estbmago deben de favorecer la liberacion de la

acrilamida que se encuentra embebida dentro de la matriz alimentaria que la contiene.

De acuerdo a lo reportado por Sansaso et al. (2017) existe un incremento de acrilamida
mas lento en la fase gastrica en alimentos como las papas fritas, papas a la francesa y
“nuggets”, lo cual sugiere que la matriz alimentaria juega un rol importante en la liberacion

de la acrilamida.

Durante la fase géastrica del proceso de digestion, la pepsina hidroliza a las proteinas
presentes en la papa generando pequefias cadenas de péptidos y algunos residuos de
aminoéacidos, tales como la cisteina y la lisina que tienen un caracter nucleofilico (-SH y
NH,). Estos pequefios péptidos son capaces de interactuar con la acrilamida y formar
aductos, esto en consecuencia puede causar una aparente reduccion de acrilamida una vez

que se inicie la fase intestinal (Delgado & Zamora, 2010; Sansano, et al.2017).

Un comportamiento similar fue reportado por Schabacker et al. (2004) quienes demostraron
que al emplear la linea celular Caco-2 la acrilamida interacciona con la albimina de huevo
por medio de la posible interaccion de grupos —SH y -NH; que puedan estar presentes en la
proteina y en consecuencia exista una atenuacion en el contenido de acrilamida durante las
condiciones que imperan en la fase intestinal. Aunque si bien, en el presente trabajo no se
evalué el contenido de acrilamida durante la fase géastrica e intestinal es importante
entender que este comportamiento incide directamente en el contenido final de acrilamida

después de terminar el proceso de gastrointestinal simulado.

Por otra parte, en la Figura 21 se puede observar que en la mayoria de los experimentos

existe una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) en cuanto al porcentaje de
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bioaccesibilidad para cada experimento cuando se compara la papa sin almacenamiento y

con almacenamiento.

100
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40

% de bioaccesibilidad

20

Experimentos

Figura 21: Grafica de comparacion del porcentaje de bioaccesibilidad con las papas sin
conservacion y conservacion por 4 meses. Diferentes letras dentro del mismo experimento
indica que las medias difieren significativamente (P < 0.05) con ANOVA.

Al realizar el andlisis estadistico del disefio de experimentos para ambos tiempos de
almacenamiento de la papa, se encontr6 un comportamiento muy interesante con respecto a
la influencia de los factores empleados en el disefio de experimentos sobre el porcentaje de
bioaccesibilidad, que se comentara en el siguiente apartado.

3.3.3 Efecto del procesado sobre la bioaccesibilidad de la acrilamida

Para la papa que no fue almacenada, el efecto que mas influyd en el porcentaje de
bioaccesibilidad fue el escaldado de las papas crudas (Figura 22), mientras que para la papa
que fue almacenada por 4 meses fue el tiempo de fritura.

En la papa sin almacenamiento se obervo (Tabla 20) que las papas que fueron escaldadas,
presentan un mayor porcentaje de bioaccesibilidad de acrilamida en comparacion con las
que no fueron escaldadas.
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Termino 2,306 Termino 2306

Factor  Nombre
A groser

B escaldado

C temperatura de freido
D Tiempo de fritura

0.0 05 10 15 20 25 30 00 05 10 15 0 25
Efectos estandarizados Efectos estandarizados

A B

Figura 22: Diagrama de efectos estandarizados sobre el porcentaje de bioaccesibilidad de
la acrilamida: A) papas recién cosechadas y B) papas almacenadas por 4 meses.

Se sabe que el proceso de escaldado se usa comunmente como una estrategia de
disminucion de acrilamida en las papas fritas, ya que este pre-tratamiento promueve la
lixiviacion de los principales precursores que facilitan la formacién de acrilamida
(Pedreschi, et al. 2004).

Tabla 20: Resultados del contenido inicial de acrilamida y del porcentaje de
bioaccesibilidad en funcion del proceso de escaldado para la papa sin almacenamiento.

Papa no escaldada

Cadigo [AA] % Bioaccesibilidad
150-5-D 973+71" 87.2+7.8
150-10-G 795+63%° 78.5+2.0°
180-10-D 2590+243% 97.1+1.2°
180-5-G 752+92° 76.9+4.9°
Papa escaldada
150-5-G 885+62%° 79.1+1.5°
150-10-D 1483+118"° 89.2+3.4°
180-5-D 1138+320° 96.6+1.3°
180-10-G 2590+204° 95.4+2.6¢

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Temperatura de fritura (150-180 °C), tiempo de fritura (5-10 min) y grosor (delgado-
grueso). Diferentes superindices dentro de la misma columna indica que las medias difieren
significativamente (P<0.05).
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Este comportamiento quiza estd relacionado con el hecho que durante el proceso del
escaldado la papa sufre cambios en su microestructura (granulos de almidon y degradacion
de la pared celular) que podria facilitar la interaccién entre los precursores que forman a la
acrilamida al momento del freido (Pedreschi, Mariotti, Granby, & Risum, 2011). También
lo que podria suceder, es que al momento de sufrir cambios micro-estructurales, faciliten la
liberacion de la acrilamida que se forma durante el proceso, como es el caso del presente

trabajo.

Por otra parte, para la papa almacenada por 4 meses se puede observar en la Tabla 21 que
en la mayoria de los experimentos el porcentaje de bioaccesibilidad fue significativamente
mayor (P <0.05) cuando se empleaban un mayor tiempo de freido en comparacion de

cuando se utilizaban menores tiempos.

Tabla 21: Resultados del contenido inicial de acrilamida y del porcentaje de
bioaccesibilidad en funcion del tiempo de freido para la papa almacenada por 4 meses.

Papa frita por 5 min almacenada

Cadigo [AA] % Bioaccesibilidad
150-NE-D 1554+343"° 71.045.22
150-E-G 1097+4072 71.2+16.0°
180-NE-G 1149+164% 85.9+4.1%
180-E-D 1812+146° 73.9+9.9°
Papa frita por 10 min almacenada
150-NE-G 890+52° 91.2+6.1%
150-E-D 825+67° 81.8+16%
180-NE-D 4386+540° 91.2+6.1%
180-E-G 3540+769¢ 96.0+2.0°

El codigo representa los valores de cada factor empleados en el disefio de experimentos; el orden es
el siguiente: Tiempo de fritura (5-10 min), escaldado (escaldado y no escaldado) y grosor (delgado-
grueso). Diferentes superindices dentro de la misma columna indica que las medias difieren
significativamente (P<0.05).

Se sabe que cuando se incrementa el tiempo de freido de las papas se aumenta la
generacion de acrilamida, lo que nos lleva a plantear la idea que al haber una mayor
cantidad de éste compuesto, éste se puede acumular en la superficie de la papa y por tanto

puede ser que se libere mas rapido de la matriz alimentaria, este comportamiento se puede
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responder con la evidencia que existen reportes que la concentracion de acrilamida es
mayor en la superficie de la papa ya que es mas directo su contacto con el calor que se

aplica al alimento (Pedreschi & Moyano, 2005).

Retomando los resultados del capitulo anterior se tiene que el experimento elegido como
las mejores condiciones probadas para fritura de papa delgada “150-5-NE-D” y 150-10-E-
D (cuando la papa lleva almacenada un tiempo) y gruesa “150-10-NE-G” mostraron un
porcentaje de bioaccesibilidad del 71.0 y 92.0 % respectivamente, esta diferencia en el

porcentaje se debe principalmente al tiempo de fritura empleado.
3.4 CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontr6 que durante la simulacion de la fase intestinal y de
dialisis la concentracion de acrilamida disminuyé significativamente (P<0.05) en
comparacion con el contenido inicial de las papas fritas, encontrandose que la molécula de
acrilamida es altamente bioaccesible (en promedio un 85%). Ademas se encontrd que los
factores de freido que influyen en la bioaccesibilidad de la acrilamida dependen del tiempo
de almacenamiento de la papa cruda. Se encontrd que en el caso de las papas sin
almacenamiento el pardmetro de freido que mas influyo fue el escaldado, mientras que para

las papas almacenadas por 4 meses el parametro que mas peso tuvo fue el tiempo de fritura.
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