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Resumen

El consumo frecuente de alimentos fritos, especialmente botanas comerciales,
es un asunto de interés por las afectaciones a la salud como diabetes,
hipertension, enfermedades cardiovasculares, entre otras debido a su alto
contenido en grasas saturadas, azucares y sodio. lgualmente, es importante
mencionar que en el proceso de freido se generan compuestos como la
acrilamida que dafa al organismo por su citotoxicidad, carcinogenicidad y
respuesta mutagénica. Por lo que se han disefiado diversas estrategias para

disminuir su contenido en los alimentos.

En este proyecto se proponen dos estrategias para reducir el contenido de
acrilamida en papas fritas tipo hojuela. La primera de ellas se enfoca en la
materia prima, es decir, en el analisis de papa cruda mediante espectroscopia
de impedancia electroquimica y en combinacion con la aplicacion de un modelo
de aprendizaje profundo predecir el contenido de acrilamida en la papa frita, de
tal forma permita una mejor seleccion de la materia prima. La segunda estrategia
se enfoca en el freido de las papas, en donde al aceite para el freido se le
incorpora compuestos organosulfurados obtenidos de una fuente natural para
que reaccionen con la acrilamida que se va formando en el freido de las papas.
Para complementar la evaluaciéon de estos compuestos se llevaron a cabo
estudios tedricos para comprender mejor la reaccién entre la acrilamida y los
compuestos organosulfurados, asi como estudios de toxicidad de los
compuestos formados a partir de la reaccion antes mencionada para asegurar
que no hay riesgo hacia los consumidores. De igual forma, se realizaron analisis
de los extractos naturales para identificar a los compuestos organosulfurados
responsables de la disminucion de acrilamida en las papas fritas. Las papas
resultantes de este tratamiento se analizaron fisicoquimica y sensorialmente

para evaluar su aceptabilidad por parte de los posibles consumidores.

Los resultados obtenidos en las dos estrategias permiten conseguir que las

papas fritas tipo hojuela contengan acrilamida por debajo del nivel de referencia
(750 pg kg™).
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Antecedentes

1. Antecedentes

El consumo de papas fritas es entre 20-21 g y 48-50 g por dia en adolescentes
y adultos, respectivamente (EFSA, 2015), por lo que es un asunto de interés por
las afectaciones a la salud como diabetes, hipertension, enfermedades
cardiovasculares, entre otras debido a su alto contenido en grasas saturadas,
azucares y sodio (PROFECO, 2021). Ademas de estas afectaciones, en el
proceso de freido se generan compuestos como la acrilamida que dana al
organismo por su citotoxicidad, carcinogenicidad y respuesta mutagénica
(Koszucka y Nowak, 2019; Maan et al., 2022).

1.1.  Formacion de acrilamida en los alimentos

La acrilamida (H2C=CH—CO—NH2) es un compuesto volatil (amida a,(-
insaturada) de bajo peso molecular (71.08 g mol'), esta presente en alimentos
térmicamente procesados (>120 °C) como productos a base de cereales
(galletas, pan, cereales para el desayuno), café, cacao y papas fritas (Koszucka
y Nowak, 2019).

En los alimentos existen dos rutas de reaccion para la formacion de la acrilamida:
las reacciones de Maillard y a través de la acroleina. Las reacciones de Maillard
involucran la reaccion entre un aminoacido como asparagina y azucares
reductores que por la eliminacién de agua del azucar-proteina conjugado se
forma la base de Schiff. El producto descarboxilado genera a la acrilamida
mediante la eliminacién de la imina o después de la hidrolizacién (Figura 1). El
otro precursor de acrilamida es la acroleina que se forma en el calentamiento de
aceites en los procesos de freido. A temperaturas superiores a 180 °C, el glicerol
se degrada dando lugar a la acroleina, que al oxidarse forma acido acrilico y este

a su vez produce acrilamida (Maan et al., 2022).
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Durante el proceso de freido de papas, cuando la temperatura y otros factores
son controlados, la formacion de acrilamida esta directamente relacionada al
tiempo de freido. Por otro lado, se ha observado que la concentracion de
acrilamida es mayor cuando se utiliza oleina de palma en el freido debido a que
contiene entre 6 a 8% de diglicéridos, que da a lugar a la formacién de acroleina
(precursor de acrilamida), mientras que al utilizar aceites como soya, girasol y
maiz la concentracién de acrilamida formada fue de aproximadamente 400 ug
kg' (Mestdagh et al., 2005; Zhang, 2012).

1.2. Afectaciones a la salud por exposicion a la acrilamida

La exposicion de acrilamida por alimentos en la poblacion se estima en 0.3-2.0
mg/kg de peso corporal/dia, siendo las principales fuentes alimentarias papas
fritas (16-30%), papas tipo hojuelas (6-46%), café (13-39%), galletas (10-20%) y
pan (10-30%) y 10% por otros productos (Karimi y Rashedinia, 2014).

En las células, la acrilamida es metabolizada por la conjugacion con glutation por
tres mecanismos diferentes: (1) no enzimatica, (2) enzimatica (glutation-S-
transferasa) y (3) reaccidn de epoxidacion mediante el citocromo P-450 CYP2E1
(Figura 2). ElI metabolito de la reaccion es glicidamida que en contraste con la
acrilamida eleva la estabilidad de la formacion de aductos con el ADN induciendo
carcinogénesis (Koszucka y Nowak, 2019). La acrilamida es un compuesto a,(-
insaturado, que actua como un electrofilo débil reaccionando con los grupos tiol
(R-SH) de aminoacidos, péptidos (cisteina, homocisteina y glutation) y proteinas
(kinesina o dineina). Mientras que la glicidamida es un compuesto electrofilico
fuerte que reacciona con los centros nucleofilicos de adenina y guanina en el
ADN. En general, la acrilamida provoca cambios en la estructura y funcion de las
proteinas por oxidacion, lo que ocasiona dafo a las células nerviosas que, en
dosis bajas, pero con exposicion prolongada podrian causar enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Karimi y Rashedinia, 2014). La
acrilamida ha sido clasificada en el grupo 2A como posible carcinogénico por la

Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, 2025).
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Figura 2. Metabolismo de la acrilamida en el organismo. Adaptado de Koszucka y

Nowak, 2019.
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Aunque la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA) no ha
establecido una ingesta diaria tolerable, ha estimado el intervalo en el que la
acrilamida presenta efectos adversos: BMDL1o de 0.17 mg/kg de peso
corporal/dia para efectos carcinogénicos y 0.43 mg/kg de peso corporal/dia para
otros efectos (EFSA, 2015). Derivado de lo anterior, la Union Europea establecio
un valor de referencia de 750 pg kg' de acrilamida en papas fritas (EU
Regulation 2158/2017).

1.3. Métodos de analisis de acrilamida en alimentos

La identificacidon y cuantificacion de acrilamida es compleja debido al su bajo
peso molecular, elevada solubilidad en agua, alta reactividad, falta de un
cromoforo en su estructura, ademas que en los alimentos se encuentra en bajas
concentraciones (ug kg') (EFSA, 2015). De forma general el proceso de
determinacién de acrilamida consiste en tres etapas (Figura 3): (1) limpieza de
la muestra, (2) extraccion y purificacién y (3) identificacion y cuantificacion
(Sebastia et al., 2023).

Analisis de acrilamida
en alimentos

|
| ]

S Extraccion y Identificaciony
Limpieza de muestra e PN
purificacion cuantificacion  _J§

Homogeneizar. DLLME. Tecnicas -
cromatograficas.

Ellmlpar grasay QUECHERS. Tecnicas no
proteinas. cromatograficas.

SPE.

Figura 3. Proceso de analisis de acrilamida en alimentos. Microextraaccion liquido-
liquido dispersiva (DLLME), rapido, facil, econdémico, eficaz, robusto y seguro
(QUECHERS), extraccion en fase solida (SPE).
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En la etapa de limpieza se elimina los componentes interferentes del alimento,
para esto el alimento se tritura o muele y se homogeneiza. El alimento triturado
se mezcla con agua o en una solucion de agua con un solvente organico como
metanol. La grasa presente en algunos alimentos se elimina al adicionar hexano
u otro solvente para removerla. Las proteinas se eliminan a través de su
precipitacion con acetonitrilo, metanol, etanol, cloruro de sodio o reactivos de
Carrez (ferricianuro de potasio (ll) y sulfato de zinc (ll)) (Oracz et al., 2011;
Sebastia et al., 2023).

En la etapa de extraccion y purificacion se han empleado técnicas como
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME), QUEChERS (rapido, facil,

economico, eficaz, robusto y seguro) y extracciéon en fase solida (SPE).

La DLLME esta basada en la diferencia en la solubilidad del analito segun las
diferentes fases que implica tres fases liquidas: (1) la fase extractante, que es un
solvente organico insoluble en agua y de alta densidad; (2) la fase dispersante,
un solvente organico con alta miscibilidad tanto en la fase extractante como en
la acuosa; y (3) la fase acuosa, donde se disuelve la acrilamida. La acrilamida
es altamente soluble en agua (3.71x10% g L"), por lo que, para llevar a cabo la
DLLME, la acrilamida es derivatizada previamente con xantidrol (Figura 4a) o
compuestos bromados (Figura 4b). Entre los solventes empleados para la
extraccion se encuentran tetracloroetileno, tetracloruro de carbono,
diclorometano y octanona, como solventes dispersantes metanol, etanol y
acetonitrilo, y el analito disuelto en agua, soluciones de agua:metanol (80:20) y
etanol:KOH (80:20) (Sebastia et al., 2023).
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Figura 4. Derivatizacién de acrilamida con Xantidrol (a) y bromuro de potasio (b).
(Molina-Garcia et al., 2015; Negoita et al., 2020).

El método QUEChERS consiste dos pasos: (1) extraccion de la acrilamida de la
matriz alimentaria utilizando un disolvente organico como el acetonitrilo, en este
paso se requiere sales como MgSO4 y NaCl, o citrato disédico dihidratado y
citrato trisédico dihidratado. EI MgSO4 retiene agua y mejora la recuperacion del
analito, mientras que el NaCl controla la polaridad entre el agua y la fase
organica, mientras que las sales de citrato ajustan el pH; (2) limpieza de la
muestra, este paso es necesario para eliminar interferentes de la matriz, asi
como el exceso de agua. Las sales y sorbentes utilizados en este paso son
MgSOs4, que se utiliza para eliminar el exceso de agua; N-propiletilendiamina
(amina primaria secundaria-PSA) que se emplea para eliminar acidos organicos,
acidos grasos, azucares y pigmentos de antocianina, y el sorbente C18 para
eliminar grasas, esteroles y otras interferencias no polares. Por ejemplo, Bertuzzi
et al. (2017) llevaron este método de la siguiente manera: mezclaron 2 g de
muestra homogeneizada con 20.0 mL de agua, 5.0 mL de hexano y 1.0 mL tanto
de la solucién Carrez | y 1. Después agregaron 10.0 g de MgSOa4, 1.0 g de NaCl
y 10.0 mL de acetonitrilo, analizando el extracto purificado mediante
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas. Por otro lado, la
extraccion con el método QUEChERS conlleva problemas similares al de
DLLME, la acrilamida se disuelve mas en agua que en acetonitrilo o el metanol,

incluso si se emplean como disolventes de extraccion. Del mismo modo, las
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diferentes sales utilizadas como fase dispersiva no limpian la muestra de otros

compuestos polares.

La SPE se utiliza para aislar y concentrar analitos provenientes de medios
gaseosos o liquidos mediante la transferencia y retencion (sorcion) en una fase
sélida. Posteriormente, la fase sélida se aisla del medio y los analitos se
recuperan mediante elucién con un liquido o desorcion térmica en la fase
gaseosa. El muestreo también se puede realizar mediante la suspension de un
dispositivo SPE adecuado en una fase liquida o gaseosa en un determinado
tiempo para alcanzar el equilibrio con la muestra. La SPE ayuda a preconcentrar
el analito, limpiar la muestra y a transferir de la matriz de la muestra a un
disolvente diferente o a la fase gaseosa (Poole, 2002). La SPE se utiliza en la
extraccion de acrilamida debido a que ofrece ventajas como cantidades menores
de disolvente, tiempo corto de extraccion, asi como el aislamiento, concentracion
y purificacion del analito (Negoita et al., 2021). El primer paso es mezclar la
muestra con un solvente organico, agua o la combinacién de ambos. La fraccion
liquida que queda después de centrifugar la mezcla es colocada en los cartuchos
de SPE. Agua o metanol son utilizados como eluyentes, mientras que la
seleccion del solvente dispersante o solvente de elucion es de acuerdo con el
tipo de cartucho. Algunos de los cartuchos empleados en la extraccién de
acrilamida son ISOLUTE® Multimode (combinacién de C18, SOs’, -NRs"),
ISOLUTE® ENV* (copolimero de poliestireno-divinilbenceno hidroxilado
hiperreticulado) (Negoita et al., 2021), cartucho oasis HLB (copolimero de
divinilbenceno y N-vinilpirrolidona) (FDA, 2003; Jung et al., 2021).

La identificacion y cuantificacion de acrilamida se lleva usualmente en
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o cromatografia de gases (GC)
acoplado a espectrometria de masas (MS). La principal ventaja de la deteccién
por espectrometria de masas es la selectividad sobre el analito. Sin embargo,
por ser técnicas costosas se han utilizado HPLC con deteccion de arreglo de
diodos (DAD), ultravioleta (UV) o GC con deteccién de captura de electrones
(ECD) o ionizacién de llama (FID) que permiten determinar acrilamida, aunque
la sensibilidad sea mas baja comparadas con la deteccion con espectrometria

de masas. De igual forma, se han descrito trabajos con electroforesis capilar de
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zona (CZE) y cromatografia electrocinética micelar (MEKC), pruebas
enzimaticas y recientemente biosensores electroquimicos (EFSA, 2015,
Sebastia et al., 2023).

Por otro lado, la espectrometria de infrarrojo cercano (NIR) y el analisis de
imagenes se utiliza para monitorear los niveles de acrilamida en la produccion
de alimentos debido a que se ha encontrado relacién entre la coloracion café y
la cantidad de acrilamida en papas fritas y en sistemas modelo (CX/CF 24/17/12;
EFSA, 2015).

1.4. Estrategias de disminucién de acrilamida en alimentos

Debido a los posibles efectos adversos a la salud de la acrilamida se han
desarrollado diversas estrategias para su disminucion en alimentos. En caso

especifico de papa fritas, se incluyen las siguientes estrategias (Figura 5):

Control de calidad Almacenamiento Control de calidad Tratamientos
en materia prima correcto de producto final previos al freido

Campos Béctricos Pubsados

-

| |

Transporte Control en proceso Métodos alternativos
adecuado de fritura de freido

, 7'6 [0 - 00|

T -

%-

Figura 5. Estrategias para la disminucién de acrilamida en papas fritas.

El control de calidad de la materia prima es importante debido a que las
variedades de papas, practicas de cultivo, cosecha y madurez son factores que
afectan los niveles de azucares reductores que estan relacionados con la

generacion de acrilamida. En México las variedades que se utilizan en la
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industria alimentaria son Atlantic, FL, Fianna, Snowden y Lady Rosetta (Luque
Sainz, 2014). Una vez cosechadas, el transporte de las papas crudas hacia el
lugar de produccién no debe de ser menor a 6°C para evitar el aumento de los
azucares reductores (FDA, 2016). Asimismo, el almacenamiento de las papas
(comunmente durante otofio e invierno) debe ser a temperaturas entre 6-10 °C,
humedad controlada y ventilacion (EU Regulation 2158/2017; FDA, 2016).

Respecto al control en el proceso de fritura, el espesor de la papa, el lavado
previo al freido, la temperatura y el tiempo de freido son variables que pueden
controlar la formacién de acrilamida (Martinez et al., 2019). El freido de las papas
debe realizarse entre 160-175 °C por corto tiempo. De igual forma, no saturar el
contenedor de la freidora (EU Regulation 2158/2017; FDA, 2016).
Posteriormente, se realiza el control de calidad del producto final, es decir,
clasificar por color las papas fritas, ya que es un indicador del nivel de acrilamida
(FDA, 2016). Algunos métodos alternativos de freido y calentamiento que han
sido descritos son: freido al vacio (ej. 0.013 bar, 118 °C, 8 min; reduccion del
90%) (Granda et al., 2004), precoccion por microondas (ej. 850 W, 30 s; seguido
de freido a 190 °C por 1.5 min; reduccion del 60%) (Belgin Erdogdu et al., 2007),
calentamiento por radiofrecuencia (ej. 2 kW, 27.12 MHz, 5 min; reduccién del
25%) (Koklamaz et al., 2014).

Ademas de la aplicacion de tratamientos previos al freido como campos
eléctricos pulsados (ej. 1.5 kV cm™, duracién de pulso 10 us, tiempo total de
tratamiento 10 ms, frecuencia de pulso 100 Hz; reduccion del 30%) (Genovese
et al., 2019; Schouten et al., 2020), ultrasonido (ej. 42 °C, 30 min, 35 kHz, 95.2
W kg'; reduccion del 83%) (Antunes-Rohling et al., 2018) proceso de escaldado
(ej. 70°C, 2 min; reduccion del 42%) (Ledbetter et al., 2021), y uso de aditivos,
por ejemplo, L-asparaginasa (300 U) obtenida de Fusarium culmorum redujo en
un 78% el contenido de acrilamida (Meghavarnam y Janakiraman, 2018)
mientras que obtenida de Aureobasidum pullulans (1x108 células mL™", 30 min,
25 °C) redujo un 87% (Di Francesco et al., 2019), alginato de sodio (1.34%;
reduccion del 77%) (Liu et al., 2020), L-prolina (2%; reduccion del 99%) (Bose y
Bhattacharjee, 2023), galotaninos (1.25-7.5 mg mL""; reduccién del 33-90%)
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(Campo et al.,, 2024), aminoacidos azufrados como cisteina, glutation, N-
acetilcisteina (2%; reduccién del 62-70%) (Cerit y Demirkol, 2021).

En este sentido, este proyecto se enfoca en la evaluacion de estrategias de
control de calidad y tecnoldgicas en la disminucion del contenido de acrilamida

en papas fritas tipo hojuela.
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Objetivos

2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Disenar estrategias para predecir y disminuir el contenido de acrilamida en papas
fritas mediante estudios electroquimicos, tedricos y tecnoldgicos para el

desarrollo de productos de mejor calidad.

2.2. Objetivos especificos

l. Evaluar la materia prima mediante la combinacion de espectroscopia
de impedancia electroquimica e inteligencia artificial en la prediccion
del contenido de acrilamida en papas fritas.

Il. Estudiar la reaccién entre acrilamida con L-cisteina y L-glutation como
moléculas modelo de tioles a nivel cinético y toxicologico para conocer
el fundamento y riesgos de la aplicaciéon de tioles en procesos
alimentarios.

I, Evaluar la adicion de compuestos organosulfurados extraidos del ajo
en procesos de freido de papas para la disminucién del contenido de

acrilamida.
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Prediccion del contenido de acrilamida en papas fritas tipo hojuela como
control de calidad

3. Prediccion del contenido de acrilamida en papas fritas tipo hojuela

como control de calidad
3.1. Antecedentes

La seleccidn de materia prima es primordial en la industria alimentaria. En caso
particular del proceso de fritura de papas, la materia prima con la que se trabaja
debe tener bajo contenido en precursores de aminoacidos y azucares reductores
para evitar el oscurecimiento de la papa frita que esta relacionada con el
contenido de acrilamida. Ademas, la aceptacién de la materia prima ha estado
evolucionando desde la automatizacion hasta captura, medicién, procesamiento
de imagenes, asi como el calculo de superficies de areas sanas y maltratadas
(Pedreschi et al., 2012). La composicion quimica de la papa cruda depende del
cultivar, zona del cultivo, practicas agricolas, madurez en la cosecha y
condiciones de almacenamiento. La papa se compone en un 75-80% de agua.
El almidon comprende entre el 65-80% (21% amilosa, 75% amilopectina) del
contenido de materia seca de la papa. El contenido de azucares reductores esta
directamente relacionado con el color final de las papas fritas, influyendo en su
contenido las condiciones de almacenamiento y la variedad (Saran y Chhabra,
2014). Las papas con contenido de solidos entre 20-22% son las preferidas para
freir porque se obtiene en una mejor textura, mayores rendimientos y menor
absorcion de aceite en el producto terminado. Generalmente, papas que
contienen mas del 0.3% de azucares reductores no se utilizan para freir, ya que
generan coloraciones oscuras durante el proceso de freido que esta relacionado

con la cantidad de acrilamida (Pedreschi et al., 2012).

Diferentes técnicas han sido desarrolladas para la determinacién de acrilamida
en papas fritas, por ejemplo, HPLC acopladas a espectrometria de masas
(Bertuzzi et al., 2017; Ferrer-Aguirre et al., 2016; Oellig et al., 2022), HPLC con
deteccion ultravioleta (Albishri et al., 2014; Champrasert et al., 2021; Ghalebi et
al., 2019), HPLC con deteccion de fluorescencia (Liu et al., 2014; Martinez et al.,
2017); GC acoplado a espectrometria de masas (Kang et al., 2020; Molina-
Garcia et al., 2015), GC con detector de ionizacion de llama (Ghiasvand et al.,
2016). De igual forma se ha utilizado espectroscopia de fluorescencia (Hu et al.,
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2015; Munoz et al., 2022; Rong et al., 2021; Wei et al., 2020), asi como

biosensores electroquimicos (Oracz et al., 2011).

Ademas, la acrilamida puede estimarse a partir del contenido de azucares
reductores y aminoacidos durante el almacenamiento, dependiendo del tipo de
papa y factores ambientales. Algunos estudios han descrito coeficientes de
determinacion (R?) de 0.622 a 0.956 en la correlacion entre azucares reductores
y acrilamida, mientras que R? de 0.842 en la correlacion entre asparagina y
acrilamida (De Wilde et al., 2005; Halford et al., 2012; Olsson et al., 2004; Zhu et
al., 2010).

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es un método que
permite evaluar procesos complejos en una muestra (Chang, 2023) basandose
en la excitacion de un sistema electroquimico mediante sinusoides eléctricos,
registrando la salida del sistema en estado estacionario. Esta técnica se utiliza
en el control del procesamiento de alimentos y presenta la ventaja de ser no
destructiva y reducir el tiempo de procedimiento (Pershina et al., 2013; Soares
et al., 2020).

La combinacion de EIS y quimiometria podria utilizarse para mejorar el monitoreo
de la acrilamida durante el proceso de fritura. Las redes neuronales artificiales
(ANN) son una herramienta de modelado estadistico no lineal que se ha utilizado
para predecir parametros a partir de diferentes bases de datos en diversas areas,
como la industria alimentaria, la biotecnologia y la medicina (Erdés et al., 2018).
Las ANN se construyen a partir de neuronas distribuidas en capas de entrada,
capa ocultas y capa de salida, conectadas entre si (Gobal et al., 2008; Namuduri
et al., 2020). Si se emplea mas de una capa oculta, se denomina red neuronal
profunda (DNN) como lo muestra la Figura 6, siendo el aprendizaje profundo
(Deep learning) una rama del aprendizaje automatico (Machine learning) que
incluye una topologia multicapa (profunda) para analizar las relaciones entre las
variables de entrada y la variable de respuesta (Montesinos et al., 2022a). Por
ejemplo, se han aplicado ANN a partir de datos de EIS para identificar y
cuantificar azucares fermentables en la produccion de bioetanol a partir de
residuos de pifia (Conesa et al. 2015).
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Capade
entrada

Capa Capa
oculta oculta

Figura 6. Esquema de la construccion de una red neuronal profunda utilizado para
aplicar un modelo de aprendizaje profundo.

Por lo que, en este trabajo se desarrolld6 una metodologia para predecir la
concentracion de acrilamida a partir del analisis de papas crudas mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica utilizando un modelo de

aprendizaje profundo.
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3.2. Parte experimental
3.2.1. Muestras

Diferentes tipos de papas crudas se adquirieron en tiendas locales de la ciudad
de Pachuca, Hidalgo, México. Lotes de dieciséis papas diferentes se
almacenaron a temperatura ambiente durante cinco semanas (octubre-
noviembre de 2024). Cada semana se analizé un lote, por lo que el estudio
completo abarcé 80 muestras. Primero, cada muestra se analizé mediante EIS.
Después, se frieron 50 g de rodajas de papa (grosor = 1.0-2.0 mm) en 500 mL
de oleina de palma a 180 °C durante 7 min. Posteriormente, se determiné el
contenido de acrilamida en las papas fritas mediante HPLC-DAD. El analisis se
realizd por triplicado. Los datos de EIS obtenidos de papa cruda y las
concentraciones de acrilamida en papas fritas se utilizaron para construir un
modelo mediante aprendizaje profundo con el fin de predecir la concentracién de

acrilamida en papas fritas a partir del analisis de papa cruda por EIS.
3.2.2. Analisis por EIS

La EIS y la voltamperometria se han aplicado para analizar muestras de carne
utilizando acero inoxidable como electrodos de puncion mediante un sistema de
dos electrodos: uno como electrodo de trabajo y el segundo como
contraelectrodo/electrodo de referencia (De Jesus et al., 2014; Labrador et al.,
2010). En este sentido, en este trabajo se propuso el uso de un conector macho
de niquel con cabezal desprendible recto de 2.54 mm de paso (11.0 x 1.0 x 1.0
mm) de Berg Electronics, separados por una distancia de 2.0 mm entre ellos por
un material no conductor (Figura 7a). Se utilizé un cable codificador con
conectores de un solo pin para conectar el electrodo de puncién a un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT302N (Metrohm, FL, EUA)
controlado con Nova 2.1 (Figura 7b). El electrodo de puncion se inserté en la
papa cruda a una profundidad de 3.0 mm (Figura 7c-7d). La EIS se realizd en un
intervalo de frecuencia de 10" a 10% Hz (registrando 25 puntos en gréafico de
Nyquist y en el grafico de Bode), con una amplitud de modulacién de 5.0 mV y

un potencial de 0.0 V.

20




Prediccion del contenido de acrilamida en papas fritas tipo hojuela como
control de calidad

Figura 7. Sistema de electrodo de puncién con conector de pines comerciales (a, b).
Dos pines se insertaron en la papa cruda (c, d) para el analisis por EIS. Electrodo de
trabajo (WE) y contraelectrodo/electrodo de referencia (CE/RE).

21




Prediccion del contenido de acrilamida en papas fritas tipo hojuela como
control de calidad

3.2.3. Determinacioén de acrilamida mediante HPLC

El analisis se realizé a través de cromatografia liquida de alta resolucion con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), Agilent Technologies 1260 Infinity
(DE, Alemania) equipado con una columna Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 de
4.6 x 150 mm, 5 ym. Deteccion ultravioleta ajustada a una longitud de onda de
200 nm. La fase movil consistiéo en H2SO4 8.0 mM, con un flujo de 0.8 mL min-'.
El volumen de inyeccién fue de 20.0 pL. El equipo fue controlado por el software

Agilent Open LAB (Agilent Technologies).

Para la preparacién de la muestra, 1.5 g de papa triturada se mezcl6é con 5.0 mL
de metanol, se agité en vortex por 5 min, posteriormente se centrifugé a 2500
rom por 15 min. El sobrenadante se evaporé empleando corriente de aire. El
residuo obtenido se redisolvié en 1.0 mL de H2SO4 8.0 mM. Las soluciones se
filtraron a través de membranas de Nylon de 45 um previo a su inyeccion en el
equipo de cromatografia. Una curva de calibracién de estandares de acrilamida

se preparo en un intervalo de 250.0-2500.0 pg kg™.
3.2.4. Analisis de aprendizaje profundo

Los datos obtenidos del analisis por EIS de papa cruda se procesaron mediante
un modelo de aprendizaje profundo para predecir la concentracion de acrilamida
en papas fritas. Cada analisis independiente consistio en 25 observaciones de
impedancia a diferentes frecuencias, construyendo el diagrama de Bode
(impedancia (Z) vs. frecuencia (f)). La impedancia a cada frecuencia se tomé
como variable de entrada, mientras que la concentracién de acrilamida resultante
del analisis por HPLC se consideré como variable de salida. Los datos
experimentales se utilizaron para construir la matriz (Tabla 1) aplicada en el
modelo de aprendizaje profundo. Se construyd una matriz de 72 x 25 para el
conjunto de entrenamiento y una matriz de 8 x 25 para el conjunto de prueba
para la evaluacion del aprendizaje profundo. El modelo de aprendizaje profundo
se desarrollo en el software R, version 4.3.2, con el paquete H,O. Su arquitectura
es la siguiente: funcién de activacion Rectifier, dos capas ocultas con cinco
neuronas y 180 épocas. Los datos de EIS se estandarizaron previamente con el
método de estandarizacién de minimos y maximos (Montesinos et al., 2022b). El
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desempeio del modelo se evalu6 mediante el valor del error cuadratico medio
logaritmico (RMSLE),

n
1
RMSLE= |~ (log(§;+1) -log(y; 1))’
i=1

donde n es el numero total de observaciones, y es el valor real y y es el valor
predicho por el modelo (Bhattacharya et al., 2021; Panda et al., 2023).

Tabla 1. Matriz de datos de EIS y HPLC utilizados para construir el modelo de

aprendizaje profundo.

Variables de entrada Variable de salida
(EIS, papa cruda) (HPLC, papa frita)
Log frecuencia (Hz) [AA] (ug kg™)

Muestra f1 f2 f3 . fi [AAlnpPLc

M1 Z11 Z21 Z31 ... Zi1 [AA1

M2 212 722 732 .. Zi2 [AA]2

M3 Z13 Z23 Z33 .. Z3 [AA]3

Mi Z1j  Z2j Z3j .. Zij [AAlij

M=muestra, f=frecuencia (Hz), Z=impedancia (Q), [AA]=concentracién de acrilamida.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Analisis de papa cruda mediante espectroscopia de impedancia

electroquimica

La evaluacion de la EIS se realizé directamente en papa cruda mediante el
sistema de electrodo de puncion de niquel. Este sistema electroquimico permitié
el andlisis sin necesidad de alterar la muestra. Asimismo, la EIS fue un andlisis
rapido (5 min por cada muestra) lo cual supone una ventaja en la industria
alimentaria, ya que la recepcion de la materia prima es una etapa importante en
la produccién de papas fritas. En el diagrama de Nyquist (Figura 8a) se observo
una disminucién de la resistencia a la transferencia de carga con el tiempo de
almacenamiento. Esto se confirmd en el diagrama de Bode (Figura 8b) a bajas
frecuencias. En este caso, la dispersion del sistema electroquimico se observé
entre 102 y 10* Hz. La conductividad eléctrica a través de la papa cruda esta
asociada a iones como K* o PO4*, proteinas y acido ascorbico (Abdalla y Al-
Ghamdi, 2011). La aplicacion de un campo eléctrico provoca el movimiento de
estos iones. A bajas frecuencias, la corriente eléctrica fluye a través del agua
extracelular, que presenta un comportamiento eléctrico resistivo. Por el contrario,
a altas frecuencias, la corriente eléctrica fluye a través del agua intracelular
(menos resistiva). Este fendbmeno se conoce como dispersion 8. En general, la
membrana celular impide el flujo de iones, actuando como aislante. Por lo tanto,
una papa fresca presenta un valor de resistencia mayor que una papa
almacenada debido al dafio de la membrana celular y a la maduracion (Ando et
al., 2014; Zelmat et al., 2017).
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Figura 8. (a) Diagrama de Nyquist y (b) Diagrama de Bode registrados de 10" a 10° Hz
en papas crudas evaluadas durante cinco semanas.

3.3.2. Monitoreo de la concentraciéon de acrilamida durante el tiempo de

almacenamiento

La acrilamida en papas fritas se analizé mediante HPLC-DAD, encontrando

concentraciones de 327 a 1222 ug kg en toda la evaluacion (Figura 9). El

contenido de acrilamida, asi como la dispersion de los datos, aumento en las

papas fritas a lo largo del tiempo de almacenamiento, principalmente en la quinta
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semana. Este fendmeno se atribuye al aumento de azucares reductores durante
el almacenamiento y, por lo tanto, al aumento de la formacién de acrilamida.
Durante el almacenamiento, la papa sufre diferentes procesos (procesos
metabalicos, transpiracidn y respiracion), que afectan a su peso. La respiracion
de la papa aumenta al iniciar la germinacion debido a la actividad metabdlica y
al crecimiento, lo que resulta en pérdida de agua (Wustman y Struik, 2007).
Durante la fase de germinacion, se produce una escision de las cadenas de
almidon debido a la accion de enzimas (Halford et al., 2011), lo que aumenta el
contenido de azucares reductores. El contenido de azucares reductores en la
papa cruda es relevante debido a su implicacidon en las reacciones de Maillard,

que produce acrilamida (Kumar et al., 2004).

1400

1200 1

1000
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400 °
=S

200 -

AA (pgkg")

Figura 9. Grafico de cajas y bigotes de concentracion de acrilamida (ug kg™') en papas
fritas durante el tiempo de almacenamiento (evaluacion de lotes de dieciséis papas
diferentes durante cinco semanas).

Estudios del efecto del almacenamiento sobre el contenido de acrilamida se han
llevado a cabo, por ejemplo, Cummins et al. (2008) describieron que conforme el
tiempo transcurria el contenido de acrilamida incrementd 28 veces cuando las
papas crudas se almacenaron durante 15 dias a 4 °C. A su vez, De Wilde et al.
(2005) mencionaron que esta correlacion no se observa cuando las papas son
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almacenadas a 8 °C (correlacion de acrilamida y azucares reductores =0.84,
n=160 a 4 °C). En otro estudio la correlacion entre acrilamida y azucares
reductores fue de 0.69 (n=9) (Viklund et al., 2010).

3.3.3. Aplicacién del aprendizaje profundo en la prediccion de la concentracion

de acrilamida

En este trabajo, se emplearon datos de EIS obtenidos del analisis de papa cruda
para generar un modelo que predice la concentracion de acrilamida en papas

fritas.

Para construir una mejor arquitectura para el modelo de aprendizaje profundo,
se exploraron (1) numero de épocas, (2) tipos de funciones de activacion y (3)
numero de neuronas con los datos del conjunto de entrenamiento, considerando
el valor de RMSLE obtenido como su desempefio. Como primer paso, la funcién
de activacion Rectifier (como funcion predeterminada) y dos capas ocultas de
cinco neuronas se fijaron y el numero de épocas se evalud. A continuacion, 180
épocas y dos capas ocultas de cinco neuronas se fijaron y los tipos de funcién
de activacion se evaluaron. Después, 180 épocas y la funcion Rectifier como
funcién de activacion se fijaron y se probé el nimero de neuronas en las capas
ocultas. Este procedimiento se realizdé de esta forma ya que no hay una guia
clara para determinar el niumero de capas ocultas o el numero 6ptimo de
neuronas, el método mas comun es "prueba y error" (Choldun et al., 2020). En
todas las evaluaciones, la capa de entrada contenia 25 neuronas (25 variables
obtenidas del analisis de EIS). EI mejor desempefio se logré con la funcion
Rectifier como funcién de activacioén, dos capas ocultas de cinco neuronas y 180
épocas (Tabla 2). La funcién de activacién de unidad lineal rectificadora se utiliza
para aproximar funciones no lineales arbitrarias, con una constante por debajo
del umbral (generalmente cero) y luego un comportamiento lineal (g = max. (0,
z)) (Montesinos et al., 2022a).
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Tabla 2. Evaluacion de la construccion de la arquitectura del modelo de aprendizaje

profundo.
Primera evaluacion (a) Segunda evaluacion (b) Tercera evaluacion (c)
Epocas RMSLE Funcion de activacion RMSLE Capas ocultas RMSLE
100 0.043 Tanh 0.062 (5,5) 0.050
120 0.034 Tanh with dropout 0.098 (6,6) 0.072
140 0.044 Rectifier 0.060 (7,7) 0.065
160 0.068 Rectifier with dropout  0.100 (8,8) 0.063
180 0.031 Maxout 0.071 (9,9) 0.065
200 0.042 Maxout with dropout  0.182 (10,10) 0.060

Valores fijados: (a) funcidn de activacion=Rectifier, capas ocultas=(5,5). (b) épocas=180,
capas ocultas=(5,5). (c) épocas=180, funcion de activacion= Rectifier.

Por otro lado, en la Figura 10 se observa un buen desempefio del modelo de
aprendizaje profundo en la prediccion de acrilamida a concentraciones menores
a 700 ug kg™'. La validacién interna del modelo se realizé con el conjunto de
prueba. Con la arquitectura desarrollada, la prediccion de la concentracion de
acrilamida se obtuvo en un intervalo de 300 a 700 ug kg (t obs. 0.97 < t crit.
2.36, R? = 0.96, RMSLE = 0.044). Estos valores estan por debajo del nivel de
referencia (750 yg kg™') recomendado por la Uniéon Europea para papas tipo
hojuela, lo que permite un rapido monitoreo de las papas crudas y, al mismo

tiempo, previene altos niveles de acrilamida en el producto final.
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Figura 10. Desempeno del modelo de aprendizaje profundo (comparacién de la
concentracion experimental de acrilamida con la concentracion estimada de acrilamida).
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Diferentes estrategias electroanaliticas se han descrito para la determinacion de
acrilamida en papas fritas, como el analisis voltamperométrico utilizando un
electrodo de grafito con nanoparticulas de hemoglobina (Aafria y Sharma, 2024),
un electrodo de Au con nanoparticulas de hemoglobina (Yadav et al., 2018),
logrando limites de deteccion (LOD) a niveles de nM. Por otro lado, las redes
neuronales convolucionales en combinacion con analisis de imagenes y
aprendizaje automatico combinado con espectroscopia de reflectancia han sido
utilizados para clasificar papas fritas de acuerdo con el contenido de acrilamida
(Garg y Singla, 2025; Maurya et al., 2021; Smeesters et al., 2021). Por otra parte,
las redes neuronales artificiales de retropropagacion se aplicaron para predecir
el contenido de acrilamida (14-71 ug kg') en masa frita a partir del valor de
acidez, color y temperatura del aceite utilizado en el proceso de fritura (Wu et al.,
2024).

Si bien los electrodos modificados antes mencionados obtienen valores de LOD
mas bajos para la determinacion de acrilamida, la evaluacién se realizé en el
producto final (papas fritas), mismo caso para el estudio en donde se aplico el
aprendizaje automatico. En cambio, la propuesta de este trabajo se centrd en la
evaluacion de la materia prima no sélo para garantizar la calidad de las papas
fritas, sino también para ayudar a los fabricantes a tomar decisiones sobre la

seleccion de materias primas.
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3.4. Conclusiéon

En este trabajo se desarroll6 un sistema electroquimico para analizar papas
crudas mediante EIS. Combinado con un modelo de aprendizaje profundo se
logré predecir la concentracion de acrilamida en papas fritas en un intervalo de
300 a 700 ug kg™'. A pesar de que el intervalo es limitado, el sistema es capaz de
predecir concentraciones de acrilamida por debajo del nivel de referencia (750
Mg kg-1) recomendado por la Unién Europea para papas fritas. Aunque las
concentraciones estimadas por arriba de 750 ug kg™’ fueron inexactas, es posible
estimar la concentracion de acrilamida superior al valor recomendado. Ademas,
el sistema tiene la ventaja de ser rapido, sencillo, de bajo costo y no requiere
tratamiento de la muestra, lo que permite su aplicacion en el control de calidad

de la materia prima.
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4. Evaluacion de la disminucion de acrilamida mediante reacciones con

tioles y el efecto toxicolégico de los productos obtenidos
4.1. Antecedentes

Como se mencion6 anteriormente, una de las estrategias para la disminucion de
acrilamida es la adicidon de aditivos como aminoacidos con azufre en su
estructura. En este sentido, es importante estudiar la reaccion de compuestos
organosulfurados con acrilamida y los efectos toxicolégicos que pudieran

presentar en el organismo.
4.1.1. Reacciones de tioles con acrilamida

Los tioles (R-SH), referidos como grupo mercapto, son compuestos que
contienen el grupo sulfhidrilo (-SH), analogos de los alcoholes. Los tioles tienen
propiedades acido-base con valores de pKa en el intervalo de 6 a 11, que en
medio basico se genera el ion tiolato (Danehy y Parameswaran, 1968). Debido
a que los electrones de valencia del azufre estdn mas alejados del nucleo, los
compuestos de azufre son mas nucledfilos que sus analogos de oxigeno y a su
vez son 100 a 300 veces mas reactivos que el grupo amino (Claeys et al., 2005).
En sistemas bioldgicos y alimentarios, los atomos de azufre son los principales
nucleodfilos (Augustine y Bent, 2022), por lo que, aminoacidos y péptidos que
contienen azufre como cisteina (L-Cys), glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina,
GSH) y N-acetilcisteina han sido estudiados en modelos glucosa-asparagina
para la disminucion de acrilamida, debido a que estos aminoacidos pueden
reaccionar la acrilamida (Figura 11) mediante la reaccidn de adicidon conjugada
conocida como adicion de Michael formando S-B-propionamida (Augustine y
Bent, 2022; Cerit et al., 2021; Hidalgo et al., 2011; Rong et al., 2021).
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@) O

R-SH + .

X

NH, R-S NH;

Tiol Acrilamida S-B-propionamida

Figura 11. Reaccion entre acrilamida con tioles mediante la reaccion de adicién
conjugada 1,4.

En la adicion de Michael un ion enolato estabilizado es adicionado al doble
enlace de un compuesto a,B-insaturado. El carbono 8 es electrofilico debido a
que comparte la carga parcialmente positiva del carbono del grupo carbonilo
mediante resonancia. Un nucledfilo puede atacar a un compuesto carbonilico
a,B-insaturado sobre el grupo carbonilo o en la posicién B. Cuando el ataque es
sobre el grupo carbonilo, la protonacion del oxigeno da lugar al producto de
adicién 1,2, anadiéndose el nucledfilo y el protdén a atomos adyacentes. Cuando
el ataque se produce en la posicién 8 resulta en la adicion 1,4, es decir, la adicidon
del nucledfilo y un atomo de hidrogeno al doble enlace conjugado con el grupo
carbonilo, por lo que la conjugacion 1,4 también se denomina adicion conjugada
(Wade, 2004).

En general la reaccidn de tioles con acrilamida se basa en dos reacciones como
se ha mencionado anteriormente, la primera reaccion es la desprotonacion del

tiol, seguido de la reaccion del ion tiolato con la acrilamida (Tong et al., 2004):

RSH S RS + W

@] @]
R-S- 4+ H" + \ NH, ———* R-S NH>
_ lon Acrilamida S-B-propionamida
tiolato

En la via de reaccion de adicion de Michael en medio basico, en donde la base

abstrae un protén del tiol generando el ion tiolato, la cinética de la reaccion, asi
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como el rendimiento del producto final, dependen de factores como el valor de
pKa del tiol, la accesibilidad estérica del tiol, la electrofilicidad del vinilo, la

polaridad y el pH del medio de reaccion (Nair et al., 2014; Sun et al., 2018).

En estudios cinéticos realizados por Friedman (1965) se evaluaron las
velocidades de reaccion entre tioles (penicilamina, [B-mercapto-isoleucina,
cisteina y glutation) y compuestos a,B-insaturados (acrilonitrilo, acrilato de metilo
y acrilamida) a 30 °C en funcion del pH, el pKa y los entornos estéricos de los
grupos funcionales. Al evaluar la velocidad de reaccidon entre homocisteina y
acrilonitrilo (Figura 12) se observd que en exceso del compuesto vinilico el
comportamiento correspondia a una cinética de pseudo primer orden respecto a
la concentracién de acrilonitrilo. En relacion con el efecto de la fuerza idnica,
entre mayor sea, la velocidad de reaccion aumenta. En cuanto al pH, la velocidad
aumenta rapidamente con el pH hasta que excede el valor de pKa, donde el

comportamiento es asintético.

o} o}
N
% / + HS - S o
\/ oH N/\/
NH2 NH»

Acrilonitrilo

Homocisteina S-(2-cianoetil)-L-homocisteina

Figura 12, Reaccion entre acrilonitrilo y homocisteina mediante la reaccién de adicién
conjugada 1,4.

De forma similar, Kobayashi et al. (2014) evaluaron las reacciones entre
acrilamida y lisina o cisteina en una concentracion de 0.2 mM y 10.0 mM,
respectivamente a 60, 80, 100 y 120 °C durante 180 min siguiendo una cinética
de primer orden respecto a la concentracion del tiol en el intervalo de temperatura

evaluado.

Los estudios cinéticos han sido complementados con estudios teoricos para
fundamentar el comportamiento de la reaccion. Por ejemplo, Bent et al. (2015)
utilizaron el funcional de intercambio y correlacion DFT BVP862 y el conjunto de
bases TZVP de Ahlrichs del programa PQS para optimizar las geometrias y

energias de la fase gaseosa a 1 atm, mientras que, en fase acuosa se utilizo el
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modelo de apantallamiento electrostatico COSMO (Figura 13) asi como el
programa ADF para los calculos COSMO-RS a dilucion infinita y el método
Hirshfeld-atomo en molécula para el calculo de las cargas atomicas en las
reacciones de tioles con acrilamida sugiriendo que el grado de formacion del
anion tiolato es variable y no solo depende de pKa si no que las interacciones
del disolvente y los enlaces de hidrogeno pueden ser importantes debido a que
es probable que los enlaces de hidrogeno intermoleculares e intramoleculares
que estabilizan un estado de transicion gaseoso se vean alterados por las
moléculas de agua en solucidn, lo que se suma al aumento relativo de la energia

de activacion.

Estados de transicion
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Figura 13. Energia minima para la reaccion de captopril (CapSH), Cisteina (Cys) y
glutation (GSH) con acrilamida en fase gaseosa y solucion acuosa (DFT
BVP86/TZVP/COSMO). Adaptacion de Bent et al. (2015).
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Estudios de modelos de estados de transicidn mostraron que tanto los grupos
amino como los tioles tienen que aproximarse al doble enlace del compuesto
a,B-insaturado casi en angulos recto con el plano de la molécula y que el grupo
amino tiene que asumir una orientacion mas restringida que el anion tiolato en el
curso de la formacion de los estados de transicion. EI mecanismo de formacién
de los dos estados de transicion difiere en varias caracteristicas que
energéticamente favorecen el estado de transicion del anion tiolato sobre el del
grupo amino. A medida que el par de electrones del nitrdgeno se acerca al doble
enlace, se genera una redistribucion energéticamente desfavorable de
electrones ya que el doble enlace se esta rompiendo. Los orbitales vacios de
antienlace del doble enlace, que estan en proceso de asumir una geometria
tetraédrica, pueden superponerse con los orbitales del nitrogeno. El anion tiolato
tiene dos pares de electrones solitarios después de que se inicia el enlace y el
atomo de azufre tiene orbitales 3d vacios. Si la energia es favorable, los orbitales
3d pueden estabilizar los electrones de alta energia del doble enlace polarizado
hacia el atomo de carbono central del compuesto a,B-insaturado durante la

formacion del estado de transiciéon (Friedman et al., 1965).

Como se ha mencionado las reacciones entre tioles y acrilamida han sido
estudiados ya sea en exceso de acrilamida o en exceso de tioles en sistemas
modelo (Augustine y Bent, 2022; Cerit et al., 2021; Hidalgo et al., 2011; Rong et
al., 2021). Por otro lado, al ser la acrilamida una amida a,B-insaturada (electrofilo
débil) reacciona mediante la adicion de Michael con los grupos R-SH de las
moléculas bioactivas y proteinas (gj. cisteina, homocisteina, glutation, quinesina,
dineina), mientras que la glicidamida (electréfilo fuerte) reacciona con dianas
biomoleculares nucledfilas en el ADN (bases nitrogenadas, especialmente la
guanina), provocando cambios en la estructura de las proteinas y la funcién por
oxidacion, dafiando las células nerviosas. (Dearfield et al., 1991; Karimi y
Rashedinia, 2014). Debido a esto es necesario evaluar la posible toxicidad de
los compuestos formados a partir de la reaccién entre los tioles y acrilamida fuera

del organismo.

36




Evaluacion de la disminucién de acrilamida mediante reacciones con tioles y el
efecto toxicolégico de los productos obtenidos

4.1.2. Estudios toxicologicos de acrilamida

Por sus efectos nocivos para la salud, la acrilamida ha sido estudiada en diversos

modelos ya sea in vivo, in vitro o recientemente in silico (Figura 13).

Figura 14. Tipos de modelos para estudios toxicoldgicos.

Los estudios in vivo comunmente se realizan en ratas Wistar. Por ejemplo, Gupta
et al. (2024) evaluaron el efecto inhibidor del acido cafeico sobre la acrilamida en
el que tres grupos (6 ratas por cada grupo) se utilizaron para el estudio. El primer
grupo fue el control en donde solo se administré solucién salina, al segundo
grupo se le administré una dosis de acrilamida de 19.13 mg kg por 28 dias.
Mientras que, al tercer grupo se le administré la misma dosis de acrilamida que
el segundo grupo mas 20 mg kg-! de acido cafeico por 7 dias después de los 28
dias de exposicion a la acrilamida. Los resultados mostraron que las variables
hematoldgicas como el porcentaje de hemoglobina o hematocritos en las ratas
disminuye al estar expuestas a la acrilamida, pero al agregar al tratamiento acido
cafeico se recupera el contenido hasta un 97% del valor encontrado en el grupo
control. En las pruebas serolégicas, la acrilamida provocd que los niveles de
lactato deshidrogenasa y colesterol aumentaran en un 174 y 360% respecto al
valor encontrado en el grupo control, respectivamente. En el grupo tres, los
valores son cercanos al grupo control. Este comportamiento se observo en el
analisis de la acetilcolinesterasa y en el ciclo de glutation en higado, rifion y

cerebro.
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En busca cumplir con los principios de reemplazo, refinamiento y reduccion (3R)
(Russell et al., 1959) se han optado por realizar las pruebas de toxicidad en otros
modelos como pez cebra y ranas. Los peces cebra comparten una alta
homologia con vertebrados a nivel bioquimico vy fisioldgico (70% con el gen
humano), en etapas embrionarias, juveniles y adultas. El pez cebra (Danio rerio)
presenta la ventaja de tener alto rendimiento por la alta fecundidad, rapido
desarrollo larvario (48-72 h), costo minimo de mantenimiento, y la transparencia
de los embriones que permite la visualizacion no invasiva de las partes internas
y sus alteraciones. A su vez, Xenopus tropicalis y Xenopus laevis son las
especies de rana que mas se usan en estudios toxicologicos, debido a que
presentan homologia genética con organismos vertebrados superiores en
embriogénesis, organogénesis Yy fisiologia (79% con el gen humano) (Kue y
Kumar, 2024).

Como alternativa a realizar pruebas in vivo también se han realizado estudios de
forma in vitro, analizando células para citotoxicidad mediante ensayos de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio  (MTT), lactato
deshidrogenasa, captacion de rojo neutro, azul de alamar, formacién de colonias,
exclusién de colorantes, tincion de proteina sulforodamina B, asi como ensayos
de genotoxicidad a través de pruebas de Ames, mutacion genética o cometa
alcalino. Para el caso de evaluacion de toxicidad de acrilamida, Pernice et al.
(2009) cultivaron células Caco-2 (linea celular epitelial humana Caco-2) en
medio de Eagle modificado por Dulbecco evaluando 2.5 mM de acrilamida de 24
a 96 h, asi como concentraciones de 0.65 a 5.0 mM de acrilamida duran 24 h
para observar la dosis-respuesta. Los resultados mostraron que conforme
aumentaba el tiempo la acrilamida provocaba una disminucion en la actividad de
la enzima glutation-S-transferasa en el ciclo de GSH. Asimismo, 0.1 mM de

acrilamida fue la concentracién que mas afectaba a la actividad enzimatica.

Las pruebas de toxicidad in silico se llevan a cabo en sistemas computacionales
para analizar, simular y predecir la toxicidad de las sustancias quimicas. Este
método se utiliza para disminuir las pruebas en animales. Algunos de las
herramientas que se utilizan son alertas estructurales, aprendizaje automatico,

relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR), extrapolacion, estudios
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farmacocinéticos y farmacodinamicos, respuestas dosis-respuesta, y vias de
resultados adversos (Kue y Kumar, 2024). Atta et al. (2025) evaluo el efecto del
uso nanoparticulas de quercetina para inhibir hepatotoxicidad provocada por
acrilamida mediante acoplamiento molecular. Para esto, un analisis de red fue
realizado para determinar las interacciones entre los genes y proteinas
estudiadas utilizando la base de datos STRING afadiendo la lista de genes
objetivo y "rata" como organismo. Los ajustes predeterminados se utilizaron para
validar las interacciones basandose en la evidencia de experimentos directos y
la coexpresion génica. Los estudios de modelado molecular se llevaron a cabo
en UCSF Chimera para la visualizacion y AutoDock Vina para las simulaciones
de acoplamiento. Las estructuras de las proteinas objetivo y la quercetina se
prepararon y optimizaron utilizando el paquete de software Schrodinger’s
Maestro. Los sitios activos de las proteinas se identificaron mediante la
demarcacién de recuadros alrededor de los ligandos cocristalizados para definir
los parametros de acoplamiento. La quercetina se acoplé computacionalmente
con las estructuras proteicas MAPK (PDB ID: 1A9U) y NLRP3 (PDB ID: 7ALV)
mediante el programa AutoDock Vina. Los resultados del acoplamiento
molecular se expresaron en funcion de la energia de enlace y las interacciones
especificas entre el ligando y el receptor. El software UCSF Chimera se empled
para visualizar las conformaciones e interacciones del acoplamiento. En el
acoplamiento molecular se observo fuertes interacciones entre la quercetina y
proteinas de la via inflamatoria (MAPK, NF-kB, NLRP3), por lo que, las
nanoparticulas de quercetina contrarrestan la hepatotoxicidad inducida por

acrilamida al atenuar el estrés oxidativo, la inflamacién y la apoptosis.

Derivado de lo anterior, es importante evaluar la velocidad de reaccion entre
tioles modelo (cisteina y glutation) y la acrilamida para valorar la factibilidad de
la aplicacion de tioles en el freido de papas. De igual forma, estudiar la toxicidad
de los compuestos formados a partir de la reaccién de adicion de Michael fuera

del organismo.
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4.2. Parte experimental

4.2.1. Evaluacion cinética de la reaccion entre acrilamida con cisteina y glutation

La evaluacién cinética consistié en dos reacciones diferentes: acrilamida con
cisteina (L-Cys-acrilamida) y con glutation (L-GSH-acrilamida) (Figura 15). Los
compuestos tiolados se evaluaron en una concentracion de 6.4x104 M (25.0 mL),
mientras que la acrilamida se evaluo en una concentraciéon de 1.054x104 M (25.0
mL), ambas preparadas en solucién amortiguadora de fosfatos 60.0 mM pH 7.3
(PBS). En un matraz de fondo redondo de dos bocas (125 mL) se mezclaron
ambas soluciones, se ajusto la temperatura de reaccion (70, 80 y 90 °C) durante
60 min tomando alicuotas de 0.1 mL cada 5 minutos. Cada alicuota se mezclo
con 4.0 mL de PBS y 0.5 mL de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) 5.0 mM
(DTNB, preparado en PBS). La mezcla se analiz6 a una longitud de onda de 412
nm en un espectrometro Perkin Elmer Lambda 40 (Waltham, MA, EUA) utilizando
el software Perkin ElImer WinLab. La constante de velocidad de pseudo primer

orden (kobs) se calculé de acuerdo con Tong et al. (2004):

| SHI ) _ Kobst
n<[SH]O>_- obs

donde [SH] es la concentracion de tiol (mol L-') en cada tiempo y [SH]o es la

concentracion inicial de tioles (mol L-"). La concentracion de cada tiol para cada
tiempo se determind mediante interpolacion en la linea de calibrado para L-Cys

y de L-GSH construida en el intervalo de concentraciones de 0.8-20.0 uM.

e} o o
a o Jw
/LL/ * ks OH HoN 5 oH
HaN
NH; NH;

Acrilamida Cisteina Cisteinil-S-g-propianamida o NH,

SH
b 4 0 o o
H
)lv/ + N\)L - s
HO N OH o] o]
HzN H
H
. NH; y o N\)}\
Acrilamida Glutation HO/IH/\/LE OH

NH; o]

GSH-AA

Figura 15. Reacciones de acrilamida con cisteina (a) y glutatién (b) mediante la reaccion
de adicién conjugada 1,4.
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4.2.2. Estudios tedricos de la reaccion entre acrilamida con cisteina y glutation

El calculo de geometrias de reactivos, productos y estados de transicion se
realizd utilizando los funcionales wB97XD y PBE (Chai y Head-Gordon, 2008;
Perdew et al., 1997) con el conjunto de bases 6-311+G** (Francl et al., 1982;
Krishnan et al., 1980; McLean y Chandler, 1980; Spitznagel et al., 1987) para
ambos funcionales mediante el programa Gaussian16. Todos los calculos se
realizaron en fase gas y con solvente; el solvente se simuldé de manera implicita
utilizando el método SMD (Marenich et al., 2009). Las propiedades estructurales
y electronicas se analizaron mediante potencial de ionizacién (/), afinidad
electronica (A), dureza (n) y potencial quimico (u) utilizando las siguientes

ecuaciones:
| =EN-1_EN

A= EN_EN+1

Donde EN?, EN y EN*? son cation, neutral y anion para cada compuesto,

respectivamente, y N igual a numero de electrones.

Para todos los sistemas, el calculo de la segunda derivada se realizé para
corroborar que los reactivos y productos correspondan a un estado minimo de
energia (estado basal). Para los estados de transicion se verifico la presencia de
una frecuencia imaginaria que confirma la naturaleza del estado de transicion.

La visualizacion de los resultados se realizé con GaussView.

Las estructuras, energias y frecuencias de reactivos, productos y los dos
posibles estados de transicion se optimizaron y calcularon: el primero
correspondiente a un mecanismo radicalario y el segundo a un mecanismo
ionico. Los calculos de los reactivos y productos neutros se realizaron con
configuracion de capa cerrada (multiplicidad singlete), mientras que los estados

de transicion del mecanismo radicalario se calcularon con configuracion de capa
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abierta y multiplicidad doblete. Para obtener valores comparativos de energia, se
calculé la energia de estabilizacion del aducto para ambos mecanismos:

radicalario e idnico tras la formacion del aducto tiol-acrilamida.

4.2.3. Prueba de toxicidad

4.2.3.1. Sintesis de compuestos R-SH-acrilamida
Sintesis de L-Cys-acrilamida

Para la sintesis de L-Cys-acrilamida, 1.74 g (0.01 mol) de cisteina se mezclaron
con 0.78 g (0.011 mol) de acrilamida en 20.0 mL de agua desionizada,
ajustandose a un pH de 8.0 con NH4OH. La mezcla se dejo en agitacion por 48
h a temperatura ambiente. El producto de reaccion se precipitd mediante la
adiciéon de 100.0 mL de acetona, seguido de una centrifugacion a 2500 rpm
durante 5 min. El sobrenadante se elimind y se adicioné metanol, posteriormente
el metanol se evaporo por aireacion, dando un rendimiento del 90 %. Para la
identificacion del compuesto L-Cys-acrilamida se compararon las sefiales
obtenidas por resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H) en un
espectrometro Bruker de 400 MHz (Figura 16) con lo descrito en literatura: RMN
"H 3 2.6 ppm (2 H, t, SCH2CH2, C2), 2.8 ppm (2 H, t, CH2S, C3), 3.05 ppm (1 H,
dd, Cys B, C4), 3.15 ppm (1 H, dd, Cys B', C4) y 3.9 ppm (1 H, dd, Cys a, C5)
(Calleman et al., 1990; Chiari et al., 1990).
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Figura 16. Espectro de '"H RMN del compuesto de L-Cys-acrilamida.

Sintesis L-GSH-acrilamida

Para la sintesis de L-GSH-acrilamida, 1.0 g (0.003 mol) de L-GSH se mezclé con

0.2317 g (0.003 mol) de acrilamida en 20 mL de agua desionizada, ajustandose

a un pH de 10.0 con NaHCOs. La mezcla se dejé en agitacién por 24 h a 45 °C.

El producto de reaccién se precipité mediante la adicién de 100.0 mL de acetona,

seguido de una centrifugacion a 2500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se

elimind y se adiciond acetonitrilo, posteriormente el acetonitrilo se evapor6 por

aireacion. Dando un rendimiento del 70 %. Para la identificacion del compuesto

L-GSH-acrilamida se compararon las sefiales obtenidas por RMN 'H en un

espectrometro Bruker de 400 MHz (Figura 17) con lo descrito en literatura: RMN
'H 6 2.23 ppm [m, 2H, CH, C(3)], 5 2.58 ppm [m, 4H, 2xCH, C(4) y C(12)], 5 2.82
ppm [t, 2H, CH, C(11)], 8 2.89 ppm y 3.06 ppm [2xdd, 2H, CH, C(10)], 8 4.01 ppm
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[s, 2H, CH, C(8)], 8 4.08 ppm [t, 1H, CH, C(2)], 6 4.58 ppm [t, 1H, CH, C(6)] (Luo
et al., 2015; Pernice et al., 2009).

N
4H, 2xCH
(e} o} 7 (C4,C12)
1 2 3 5 gk S 12 13 NH
HO Y N

2H, CH

2H, CH (C3)
(€11)

1H, CH 2xdd 2H, CH
(C10)

fl {ppm)

Figura 17. Espectro de "H RMN del compuesto L-GSH-acrilamida.

4.2.3.2. Estudio de toxicidad de los compuestos R-SH-acrilamida en pez cebra

La prueba de toxicidad se llevé a cabo en embriones de pez cebra (Danio rerio)
entre 1-2 horas post fertilizacion (hpf). Las concentraciones analizadas fueron
0.2,0.4,0.5,0.7,0.9y 1.0 g L""de R-SH-acrilamida. La prueba se realizoé en una
placa de 96 pocillos de material inerte con fondo transparente. 12 pocillos por
concentracion con un embrion por cada pocillo, asimismo, se dispuso de 12
pocillos control en un volumen de 200 uL. Las soluciones se prepararon en agua
esterilizada por osmosis, ajustando su salinidad a 686 uSy pH 7.05. La placa se
mantuvo a una temperatura controlada de 28.5 °C con un fotoperiodo de 10

horas de oscuridad/14 horas de luz.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Evaluacidn cinética de la reaccion entre acrilamida con cisteina y glutation

La determinacién de compuestos tiolados se basa frecuentemente en el uso de
acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB). La reaccion entre el compuesto tiol y
el DTNB forma al acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) de color amarillo (Figura 18),
medible a A=412 nm (Mansor et al., 2016; Sahoo et al., 2017). Por lo que,

conforme avanza la reaccion R-SH-acrilamida el color amarillo se desvanece.

o
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O
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| o o]
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o DTNB

Figura 18. Reaccion entre DTNB vy tioles.

Las reacciones L-Cys-acrilamida y L-GSH-acrilamida se analizaron
experimentalmente a diferentes temperaturas y a un pH de 7.3 (Figura 19). Los
datos se ajustaron a una reaccion de pseudo primer orden (R? > 0.9542), es
decir, dependiente de la concentracidn de tioles presente en la reaccion, se ha
descrito un comportamiento similar con respecto a acrilamida en este tipo de
reaccion (Bent et al., 2015). A partir de esta informacién, se calcularon las
constantes de velocidad de reaccion, obteniendo constantes de reaccion
mayores con L-GSH que con L-Cys (Tabla 3). Estos valores se encuentran dentro
de lo observado por otros estudios ya que dependen tanto de la concentracion
del compuesto tiol como de la temperatura. Las constantes de velocidad de estas
reacciones son afectadas por el valor de pH, a medida que el pH aumenta, el
grupo tiol se ioniza progresivamente, por lo que la concentracién del anion tiolato
incrementa (Bent et al., 2015; Tong et al., 2004), en este caso la cisteina tiene
un pKa de 8.1-8.3 (Galvez Mariscal et al., 2006; Damodaran, 2017), mientras
que el pKa del glutation esta en 8.56 (Danehy y Parameswaran, 1968). La alta
reactividad del anion tiolato resultante da lugar a una reaccion rapida, incluso en
presencia de trazas de especies proticas, como el agua (Nair et al., 2014).
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Asimismo, conforme la temperatura aumenta asi también el valor de la
constante. Ademas, la energia de activacion (Ea), calculada mediante la
ecuacion de Arrhenius, fue de 62.19 y 30.05 kJ mol' para las reacciones L-Cys-
acrilamida y L-GSH-acrilamida, respectivamente. La Ea de las reacciones
acrilamida con cisteina y glutation esta determinada no solo por la presencia
simultanea de grupos amino y tiol en la misma molécula, sino también por la
distancia entre ellos, cuanto mas cercanos estén los grupos, mayor sera la
interacciéon entre ellos, lo que facilita la eliminacion de la acrilamida. En este
caso, el glutatiéon reacciona mas rapido con la acrilamida que la cisteina debido
a que existe una disminucién de los enlaces de hidrégeno intramoleculares en
glutation-acrilamida debido a un mayor numero de interacciones
intermoleculares con las moléculas polares del disolvente agua (Bent et al.,
2015).
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Figura 19. Parametros de la cinética de reacciéon de (a) L-Cys y (b) L-GSH con
acrilamida a pH 7.3 y diferentes temperaturas. Las constantes de velocidad de pseudo
primer orden (kobs) Se determinaron con los graficos In ([R-SH)/[R-SH]o) vs. tiempo para
L-Cys (c) y L-GSH (d).
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Tabla 3. Constantes de velocidad de pseudo primer orden (10 s™') para las reacciones
de L-Cys y L-GSH 6.4x10* M con acrilamida 1.054x10* M a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) L-Cys L-GSH

70 1.98 + 0.37 4.33+0.11
80 4.37 £0.21 5.84 £ 0.67
90 6.57 £ 0.26 7.73 £0.46

4.3.2. Estudio tedrico de la reaccion entre acrilamida con cisteina y glutation

Los estudios computacionales se llevaron a cabo con el fin de verificar el
mecanismo de reaccion entre acrilamida y tioles. La reactividad global se evaluo
a través de los descriptores: potencial de ionizacién (/), afinidad electronica (A),
dureza (n) y potencial quimico (u). EI compuesto con el menor valor de / fue L-
GSH con 9.2 eV, lo que indica que este compuesto es el mas facil de oxidar,
seguido de L-Cys con 9.4 eV. La acrilamida presenté el mayor valor de A (-0.8
eV), lo que indica su capacidad para aceptar electrones. Estos resultados
sugieren que en la reaccién propuesta acrilamida-tiol, la acrilamida actua como
aceptor de electrones, mientras que L-Cys y L-GSH actuan como donantes de
electrones. Segun la teoria de Pearson (2005), los reactivos necesitan tener
valores similares de n para reaccionar entre si. En este caso, los valores de
dureza de estos compuestos muestran una diferencia de 0.1-0.3 eV entre los

reactivos (Tabla 4).

Tabla 4. Descriptores de reactividad DFT global en eV.

Compuesto / A n u

Acrilamida 9.9 -0.8 5.3 -4.5
Glutation 9.2 -0.9 5.0 -4.1
Cisteina 94 -1.3 54 -4.1

La reactividad local se analiz6 a través de los orbitales moleculares y las
funciones de Fukui f*, f-y f°. La Figura 20a muestra los graficos de orbitales
frontera de los reactivos involucrados en las reacciones estudiadas. Los orbitales
mas relevantes fueron el orbital LUMO de la acrilamida ubicado a lo largo de los

orbitales 1T deslocalizados o grupo vinilo y los orbitales HOMO de L-Cys y L-GSH

47




Evaluacion de la disminucién de acrilamida mediante reacciones con tioles y el
efecto toxicolégico de los productos obtenidos

ubicados en el atomo de azufre del grupo tiol. Estos resultados son consistentes
con el mecanismo propuesto de un ataque nucleofilico inicial del tiol sobre el
grupo vinilo (Augustine et al., 2021). Por otro lado, las funciones de Fukui
permiten identificar areas locales susceptibles a ataques electrofilicos (f°),
nucleofilicos (f*) y de radicales libres (f°). En la Figura 20b, las funciones de
Fukui se muestran en colores verde y azul para las partes positiva y negativa de
la funcién, respectivamente. En el caso de la acrilamida, la mayor parte de la
funcién de Fukui f- se encontraba sobre el atomo de oxigeno, lo que indica que
el oxigeno es susceptible a ataques electrofilicos. Sin embargo, en las moléculas
de L-Cys y L-GSH, las superficies de Fukui estaban dispersas sobre la molécula,
por lo que no se visualizd una zona susceptible especifica a ataques
nucleofilicos. Por otro lado, La funcién f* de la acrilamida se ubico sobre el
carbono B, mientras que las funciones de Fukui f- para L-Cys y L-GSH se
ubicaron sobre el azufre, lo que sugiere la capacidad de estas moléculas para
reaccionar como nucleéfilos con atomos de carbono B de la acrilamida. Las
funciones de Fukui f° mostraron la superficie ubicada en los atomos de azufre
de L-Cys y L-GSH, siendo susceptibles a ataques de radicales libres. Mientras
que, en la acrilamida, la funcién de Fukui indicé que los radicales libres se

dispersaron alrededor de la molécula.
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Figura 20. (a) Orbitales moleculares frontera y (b) funciones de Fukui de los compuestos
estudiados.

Este estudio también analiz6 la naturaleza de la ruptura de enlaces S-H,
seguidas de la formacion de aductos de Michael (Bent et al., 2015) con
estabilizacion por la migracion del hidrégeno del azufre al carbono a. Este paso
se puede observar mediante dos vias (i6nica y radical) siguiendo la aproximacion

del estado de transicion con las especies aisladas para determinar la naturaleza
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electronica de la migraciéon de hidrégeno y comprender la cinética en la formacién
de aductos de Michael. Los resultados energéticos de los reactivos, productos y
ambos estados de transicion idnico y radical obtenidos se presentan en la Tabla
5 para las reacciones entre L-Cys-acrilamida y L-GSH-acrilamida. En general, la
reaccion de acrilamida con glutation presenta las menores energias Gibbs, estos
resultados son comparables con lo obtenido en las pruebas de velocidad de

reaccion.

Tabla 5. Termodinamica de reacciones de acrilamida con L-Cys y L-GSH en kcal mol™.

Estado de Tiol Método AE AH AG
transicion

Radical L-Cys wB97XD 75.3 72.0 75.0
[6nico L-Cys wB97XD 3514 3474 351.2
Radical L-Cys PBE (SMD) 70.0 671 72.5
[6nico L-Cys PBE (SMD) 159.1 1554 160.0
Radical -Z L-Cys PBE (SMD) 70.5 675 71.7
[6nico-Z L-Cys PBE (SMD) 152.9 150.3 155.9
Radical L-GSH wB97XD 63.5 60.2 69.0
[6nico L-GSH wB97XD 290.9 287.8 296.1
Radical L-GSH PBE (SMD) 68.2 64.9 71.7
[6nico L-GSH PBE (SMD) 160.8 157.3 162.5
Radical -Z L-GSH PBE (SMD) 684  65.0 70.5
[6nico-Z L-GSH PBE (SMD) 160.8 1571 161.7

R = radical, lon = i6nico, Z = zwitterién, AE = energia total a 0 K, AH = entalpia a 298 K,
AH = entalpia libre de Gibbs a 298 K.

Ambas reacciones fueron exotérmicas a 298 K, ya que los valores de AH fueron
-18.8 kcal mol! para la reaccion L-Cys-acrilamida y -28.5 kcal mol' para la
reaccion L-GSH-acrilamida. Asi como reacciones exergonicas a 298 K con
valores de AG de -8.3 kcal mol' para L-Cys-acrilamida y -9.5 kcal mol! para

LGSH-acrilamida. La Figura 21 muestra la grafica de un orbital molecular
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ocupado individualmente (SOMO) para los compuestos formados a partir de L-
Cys y L-GSH en forma de radical libre. En ambos casos, la localizacion del
SOMO fue sobre los atomos implicados en el mecanismo: azufre y carbono a,
especialmente con un isovalor de 0.10. Sin embargo, cuando se analizaron las
graficas con un isovalor mas restrictivo (0.15), el radical SOMO del compuesto
de L-GSH se localizé sobre el carbono a pero no en el de azufre. Sin embargo,
la distribucidn orbital fue mas homogénea y equivalente al azufre y al carbono a
en el radical de L-Cys. Esto podria explicar las diferencias encontradas en la
cinética de ambas reacciones, y podemos relacionar la distribucion de SOMO en
el caso del compuesto de L-GSH con estar preferentemente en el carbono a, lo

que favorece la estabilidad de una via homolitica.

La formacion de radicales libres en la migracion intermolecular de hidrégeno en
una via homolitica es la via favorable. Esta via explicaria una reacciéon mas
rapida de acrilamida con L-GSH que con L-Cys, lo que concuerda con los
resultados experimentales obtenidos. En adicién con las observaciones de Bent
et al. (2015) donde atribuian la velocidad de reaccion de acrilamida con glutation
a los enlaces de hidrégeno intermoleculares e intramoleculares que estabilizan
un estado de transicidon gaseoso que son alterados por las moléculas de agua

en solucion, lo que se suma al aumento relativo de la energia de activacion.
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Figura 21. Graficos orbitales SOMO para radicales libres en estado de transicion
modelados con isovalores de 0.10 y 0.15.
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4.3.3. Estudio de toxicidad de los compuestos R-SH-acrilamida en pez cebra

Las anomalias que se pueden presentar en los embriones de pez cebra en
pruebas de toxicidad son: coagulacion de los embriones, falta de formacion de
las somitas, no desprendimiento de la cola y falta de frecuencia cardiaca (OCDE
TG 236, 2013). Malformaciones en axis, cerebro, aleta, ojos, corazén,
mandibula, oido, y en tronco. Alteracion en la pigmentacién, falla de la vejiga
natatoria para inflarse e inflamacién alrededor del saco vitelino (Figura 22)
(Truong et al., 2010).

Control 120 hpf.

Retardo en el A Malformacién en
desarrollo del - R hom— Qz:_—-: aletas o pérdida.
embrion. T— 5

Axis curvada o

doblada. BN

Malformacion en el
cerebro o necrosis.

Malformacién en
corazon, mandibula,
vejiga y tronco. Edema
del saco vitelino.
Alteracion en
pigmentacion.

Falta de
frecuencia
cardiaca.

Coagulacion del embrion y falta de
formacion de somitas.

Figura 22. Anomalias en pez cebra en ensayos de toxicidad.

En la placa del compuesto L-Cys-acrilamida se observo 4 embriones muertos: 1
en el control, 2 en la concentraciéon de 0.7 g L' (3.6 mM) y 1 en la concentracion
de 0.9 gL' (4.7 mM) a las primeras 24 h. La mortalidad en uno de los controles
se encuentra dentro de lo permitido por la guia OCDE TG 236 (OCDE TG 236,
2013) donde se considera aceptable la mortalidad embrionaria en el experimento

<10% en los controles.
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El experimento se mantuvo durante 120 h para evaluar la presencia de toxicidad
tardia pero no se observd mortalidad. El desarrollo de los embriones fue
compatible con la normalidad y no se observé anomalia durante el desarrollo y/o

eclosion de los embriones (Figura 23).

A

Figura 23. Embrion de pez cebra 120 hpf en la placa L-Cys-acrilamida, pocillo 1.0 g L.

En la placa del compuesto L-GSH-acrilamida no se observo mortalidad en las
primeras 96 h, se extendid el periodo de observacién a 120 h para evaluar
toxicidad retardada, confirmando que no existe toxicidad durante las primeras

120 h, ni teratogenicidad a las concentraciones analizadas (Figura 24).

Figura 24. Desarrollo de pez cebra alas 24 h, (pocillo de 1.0 g L™ de L-GSH-acrilamida).
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El analisis toxicoldgico en pez cebra se caracteriza por ser un modelo eficaz para
la deteccion de toxicidad quimica debido a su alta fecundidad, rapido desarrollo
embrionario y la similitud de los sistemas cardiovascular, nervioso y digestivo con
los sistemas de los mamiferos, asi como en las lineas celulares, lo que permite
que el metabolismo y las interacciones sistémicas imiten los procesos del cuerpo
humano. El embriéon de pez cebra también es un modelo de prueba preferente
debido a que disminuye el dolor en las primeras etapas de desarrollo. Esto
permite el cumplimiento con los principios de las 3R. Asimismo, la transparencia
de los embriones y su desarrollo fuera de la madre permiten distinguir facilmente
los efectos teratogénicos y toxicos (Chakraborty et al., 2016; Ducharme et al.,
2015; Faria et al., 2018; He et al., 2014; Truong et al., 2010).

Diversos estudios de toxicidad de acrilamida se han llevado a cabo en pez cebra
obteniendo los siguientes resultados: la exposicion a acrilamida a una
concentracion de 0.75 mM alterd la duracion de la movilidad de los peces, asi
como la pigmentacion de la piel. Asimismo, modifico los perfiles transcriptomicos
y protedmicos del cerebro, al igual que formé aductos con residuos de cisteina.
La hipolocomocion causada por la exposicidon a la acrilamida podria representar
un fenotipo similar a un retraso motor asociado al agotamiento de los
neurotransmisores monoaminicos en los animales (Faria et al., 2018). A una
concentracion de 2.0 mM se observo edema pericardico a las 48 hpf, y tasas de
malformacion de 100% a las 72 hpf en el sistema cardiovascular (Huang et al.,
2018). La exposicion a 1.0 y 2.0 mM acort6 significativamente la longitud de las
larvas de pez cebra debido a que la acrilamida altera la expresidn genética
caracteristica del desarrollo de huesos y cartilagos al inhibir la diferenciacion de
condrocitos y osteoblastos y estimular la diferenciacion de osteoclastos (Zhu et
al., 2021). A una concentracién de 1.4 mM se observo retencion del saco vitelino,
escoliosis, deficiencia de vejiga natatoria, edema cardiaco y curvatura corporal
(Park et al., 2021). Por otro lado, la concentracion letal del 50% (LCso) a las 72
hpf se estimo6 en una concentracion de 1.22 mM de acrilamida (Faria et al., 2018),
mientras que una concentracién de 4.22 mM causoé la muerte de 100% a las 72
hpf (Park et al., 2021).
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En contraste, a las concentraciones evaluadas de los compuestos de L-Cys-
acrilamida: 1.04-5.2 mM y L-GSH-acrilamida: 0.53-2.6 mM no se observo ni
teratogenicidad ni mortalidad a las 96 h, por lo que se puede considerar que los
compuestos formados de manera externa a partir de los compuestos tiolados y

la acrilamida no representa un riesgo para el consumidor.
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4.4.

Conclusion

Las reacciones via adicion de Michael entre la acrilamida y tioles se
evaluaron espectrofotométricamente observando la disminucion de la
concentracion del &cido 5-tio-2-nitrobenzoico conforme la reaccion
avanzaba. De igual forma, la reaccion depende de la concentracion de
tioles, lo que sugiere que para la aplicacion de estos compuestos a un
sistema real de fritura deben estar en una concentracién mayor a la
cantidad de acrilamida esperada en el alimento sin tratar, al menos seis
veces, que es la cantidad que se evalué en el presente trabajo. Los
estudios tedricos complementaron las evaluaciones cinéticas, asimismo,
permitieron inferir dos vias de formacion de los compuestos (idnica y
radicalaria).

En la evaluacion toxicolégica de los productos obtenidos en las
reacciones entre acrilamida con cisteina y glutation no se observaron
efectos de toxicidad aguda a las 120 h de ensayo en los peces cebras
bajo la exposicion de los compuestos de L-Cys-acrilamida y L-GSH-
acrilamida a las concentraciones de 0.2-1.0 g L'. Lo que indica que los
productos formados a partir de la incorporacién de los tioles a la fritura
profunda de alimentos no representaran riesgo a la salud de los

consumidores.
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Aplicacion de extractos de ajo en procesos de fritura de papa tipo hojuela

5. Aplicacién de extractos de ajo en procesos de fritura de papa tipo

hojuela
5.1. Antecedentes

5.1.1. Compuestos benéficos en frutas y hortalizas y su aplicacion en la

disminucioén de acrilamida

El estudio de los compuestos fitoquimicos (Figura 25) de frutas y hortalizas ha

sido de gran interés debido a sus propiedades benéficas (Brat, 2008).

Los compuestos fendlicos son compuestos aromaticos acoplados a uno o mas
grupos hidroxilo. En las plantas son metabolitos secundarios que actuan como
antioxidantes, estos compuestos abarcan desde acidos fendlicos hasta
compuestos complejos como los taninos. Estos compuestos se encuentran en
manzana, uva, fresa, frambuesa, mora azul, soya, té, café vino y cerveza (Alara
et al., 2021; Cheynier, 2012).

Los carotenoides son compuestos que poseen una estructura poliisoprenoide,
una larga cadena conjugada de doble enlace y una simetria casi bilateral
alrededor del doble enlace central. Las verduras y frutas de color amarillo
anaranjado aportan la mayor parte de la B-caroteina; las frutas anaranjadas, la
B-criptoxantina; las verduras de color verde oscuro, la luteina; y los tomates y
sus derivados, el licopeno. En el caso de la luteina y la zeaxantina, también estan
presentes en altas concentraciones en la yema de huevo. Los carotenos se
encuentran en chabacano, zanahoria, espinacas, col, betabel verde, brécoli,
tomate, tangerina, papaya y chicharos. Los carotenoides ayudan en la
prevencion del cancer, problemas cardiovasculares, osteoporosis (Rao y Rao,
2007).

Los glucosinolatos son compuestos p-tioglicosidos-N-hidroxisulfatos. Estos
compuestos se encuentran en todas las cruciferas, incluyendo las Brasesica
(coles de Bruselas, brécoli, coliflor, repollo, berros, colza y mostaza). Entre las
propiedades estan las antibacterianas, antifungicas y preventivas del cancer
(Font et al., 2005).

58




Aplicacion de extractos de ajo en procesos de fritura de papa tipo hojuela

El glutation es el antioxidante mas importante que protege a las células de
cualquier tipo de daino oxidativo, niveles bajos de glutatién estan asociados con
mayores riesgos de cancer enfermedades cardiovasculares, artritis y diabetes,
por lo que se recomienda consumir alimentos que lo contengan como los
esparragos, pepinos, champifiones, aguacates, naranja, fresa, limén o tomate
(Drinkwater et al., 2015; Chwatko et al., 2014; Kalaras et al., 2017).

Los compuestos organosulfurados se encuentran en hortalizas del género Allium
que incluyen cebollas, cebollines, ajos, chalotes, poros. Los compuestos
organosulfurados presentes en este tipo de hortalizas se derivan principalmente
de y-glutamil-S-alqu(en)il-L-cisteina y sulfoxido de S-alqu(en)il-L-cisteina. Estos
compuestos son benéficos por su actividad antimicrobiana y en prevenciéon de

cancer, entre otros (Miekus et al., 2020).
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Figura 25. Compuestos fitoquimicos presentes en frutas y hortalizas con propiedades
benéficas.

Algunos extractos de frutas y hortalizas han sido estudiados para la disminucion

de acrilamida en alimentos (Kahkeshani et al., 2015). Por ejemplo:
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Papas cortadas en rodajas (1.5 mm de grosor) se sumergieron en extractos
acuosos de orégano, tomillo, canela, bugambilia y té verde 25% (m/v) por 1 min
previo a su fritura. La proporcion extracto:papa fue de 1:3.8 (m:m), observandose
una disminucion en el contenido de acrilamida del 0-62%, siendo el té verde el
que presentd mayor eficiencia que se atribuye a la presencia de compuestos

fendlicos (Morales et al., 2014).

El uso de extractos frutales de manzana, arandano, mangostan (Garcinia
mangostana), longan (Euphoria longana) y pitahaya de pulpa blanca y roja en
etanol 95% han sido evaluados en la elaboracion de papas fritas. Las papas se
cortaron en bastén (6 cm) y se sumergieron durante 5 min en soluciones acuosas
de extracto de fruta (0.01, 0.05 o 0.1% m/m). Las papas se retiraron de la
solucion de inmersidon y se escurrieron durante 2 minutos a temperatura
ambiente. El freido se realizé a 170 °C durante 5 minutos en aceite de cacahuate
en una freidora eléctrica, observandose una disminucion del 25% utilizando la
concentracion de 0.05%, este efecto atribuido a proantocianidinas (Cheng et al.,
2010).

El uso de hojas frescas de guayaba, romero, orégano, aceituna, arandano y té
verde en el freido de papa cortada en rodaja (100 g en 500 g de aceite de girasol
durante 6 min a 190 °C). En el freido, las hojas se adicionaron al aceite de girasol
al 5% (m/m). La disminucién de acrilamida fue de un 84, 86, 93, 76, 60, 56%,

respectivamente (Ismial et al., 2013).

Extracto de hojas de bambu en polvo (malla 20-40) al 10% (m/v) en solucién
acuosa de etanol al 30% (v/v) con posterior secado por aspersion fueron
aplicadas a papas cortadas en rodajas y papas cortadas en bastones (8 mm x 8
mm x 8-10 cm). Las papas se sumergieron en soluciones acuosas de bambu en
polvo 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, y 1.0 % (m/m). Posterior a la inmersion, las
papas se calentaron a 50 °C durante unos 30 min. Después, 55 g de papas se
frieron en aceite de palma durante 4 min a 170 °C. La reduccion de acrilamida
fue de 74 y 76% en papas fritas y papas fritas tipo hojuela cuando la proporcion
de adicion de solucién de bambu en polvo fue de 0.1 y 0.01% (m/m),

respectivamente, atribuido a los polifenoles (Zhang et al., 2007).
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El género Allium spp. se ha evaluado en desarrollos tecnolégico para mejorar la
calidad de productos fritos. Li et al. (2022) propone el uso de ajo en polvo en la
fritura de papas cortadas en bastén (3.5 x 1.0 x 1.0 cm). Para ello, se
sumergieron los bastones en una solucién de ajo en polvo disperso agua
destilada 10 % (m/v) en una proporcion papa:suspension 1:4 (m:v). Las papas
se retiraron de la solucion y se lavaron con agua desionizada para eliminar la
solucion de ajo en polvo de la superficie, y la humedad de la superficie se
absorbio con papel. A continuacion, las papas se frieron a 160 °C, 180 °C y 200
°C durante 20 min. La mayor disminucion se observé en un tiempo de inmersién
de 120 min, alcanzando una eliminacion de acrilamida del 41%. Mientras que,
Zokaei et al. (2020) describe el uso de extracto acuoso de chalote (Allium
hirtifolium), la evaluacion del extracto se realizé sumergiendo papas cortadas en
rodajas en soluciones acuosas de chalote (5 y 7%) combinada con pectina
(56.3%, m/v) durante 10 min. Bajo estas condiciones se alcanza a disminuir el
contenido de acrilamida en un 48% cuando se frieron a 170 °C durante 4 min en

aceite de girasol (Zokaei et al., 2020).
5.1.2. Compuestos organosulfurados en Allium sativum

Como se menciond anteriormente, los compuestos organosulfurados han sido
estudiados en el disefio de estrategias tecnoldgicas para la mejora de la calidad
de alimentos. Los compuestos organosulfurados estan presentes en alimentos
como frutas, hortalizas, productos lacteos, productos pesqueros, productos
carnicos y bebidas. Sin embargo, las hortalizas como las cruciferas (brécoli,
coles, calabaza, etc.) asi como del género Allium (ajo, cebolla, poro, etc.)
destacan por su alto contenido en estos compuestos (Maga et al., 1976; Miekus
et al., 2020).

El ajo (Allium sativum) es un alimento ampliamente utilizado que presenta

diversas propiedades medicinales (Figura 26).
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Figura 26. Propiedades benéficas del ajo para el organismo.

Estas propiedades son atribuidas principalmente a los compuestos
organosulfurados. En ajo fresco sin alterar se encuentran sulfoxidos de S-
alquenil-L-cisteina como la aliina (sulféxido de S-alil-L-cisteina) la y-
glutamilcisteina. Cuando el ajo es minimamente procesado (troceado, aplastado
o molido) se libera la aliinasa de la vacuola vegetal produciendo &acidos
sulfénicos, que por autocondensacion se forma alicina (S-alil-2-
propentiosulfinato). Este compuesto por ser inestable genera sulfuros
liposolubles como mono-, di-, tri-, tetrasulfuro de dialilo, asi como vinilditiinas, Z

y E-ajoeno (4,5,9-tritiadodeca-1,6,11-trieno-9-6xido). Los sulfuros de dialilo, a su
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vez, forman alil mercaptano y persulfuro de alilo (Figura 27) (Corzo-Martinez et
al., 2007; Ezeorba et al., 2022; Iciek et al., 2009; Kodera et al., 2017; Trio et al.,
2014).
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Figura 27. Formacion de compuestos organosulfurados en el ajo procesado. Adaptado
de Corzo-Martinez et al. 2007.

El disulfuro de dialilo, el trisulfuro de dialilo, la alicina y el ajoeno han demostrado

tener propiedades antibacterianas. El ajoeno actua contra las bacterias
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suprimiendo la sintesis de ADN, la sintesis de ARN y la sintesis de proteinas,
impidiendo el crecimiento de las bacterias. La alicina puede dafar las paredes
celulares bacterianas al debilitar la capa de peptidoglicano, lo que causa la
contraccion e hinchazon de las células bacterianas vy la lisis celular. Asimismo,
los sulfuros de dialilo tienen una propiedad hidrofoba y, por lo tanto, dafia los
fosfolipidos presentes en las bacterias. En el caso de la actividad antifungica, el
disulfuro de dialilo afecta la permeabilidad de la membrana plasmatica micelial,
asi como las membranas de organulos como las mitocondrias, causando dafo a

los organulos y muerte celular.

En presencia de tioles, la alicina se metaboliza rapidamente en polisulfuro de
dialilo organico, que protege el corazon. El consumo de ajo ayuda a tener una
presion arterial baja, reducir tanto el estrés oxidativo como la produccién de NO
y H,S y la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina, lo que conduce
a la disminucién de la presiéon arterial y la hipertension. El ajoeno y el aceite
esencial de ajo ayudan a inhibir la 14-a-desmetilasa y la HMG-CoA reductasa,
estas enzimas participan en la biosintesis del colesterol. La alicina, la adenosina,
tiosulfatos, dialil trisulfuro y ajoeno proporcionan efectos anticoagulantes y
antiplaquetarios. Los sulfuros, disulfuros, trisulfuros de dialilo inhiben tanto las
etapas tempranas como tardias del cancer debido a la alteracion de la funcion
de citocromo P-450 2E1 que metaboliza los compuestos carcinogénicos de ADN.
Disulfuros vy trisulfuros de alilo han demostrado tener efectos antiinflamatorios
(Corzo-Martinez et al., 2007; Ezeorba et al., 2022).

Por otro lado, la obtencién de los diferentes compuestos es influenciada por el
tipo de procesamiento del ajo (Figura 28). En ajo entero se encuentra
principalmente aliina, en ajo en polvo alicina y sus derivados; en extracto de ajo
afiejo (ajo sumergido en una solucién de agua-etanol almacenado a temperatura
ambiente durante mas de 10 meses) se encuentra el S-alil-cisteina; en aceite de
ajo obtenido por destilacion se encuentran los sulfuros de alilo; en extractos de

ajo en aceite se encuentran ditiinas y ajoeno (Corzo-Martinez et al., 2007).
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Figura 28. Principales compuestos organosulfurados presentes en el ajo con base a su

procesamiento. Adaptado de Corzo-Martinez et al. 2007.
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Los tioles son hidrofilicos, mientras que los sulfuros son de naturaleza hidréfoba.
Estos compuestos han sido identificados en ajo, cebolla, cebollin y poro
mediante cromatografia de gases y cromatografia de liquidos, dependiendo de
los compuestos de interés a identificar. Por ejemplo, los métodos de
cromatografia de gases se utilizan generalmente utilizando columnas polares
como Chromosorb W-HP, malla 80/100, recubierto con 5 % Carbowax 20 M; HP-
INNOWax (60 m x 0.32 mm x 0.25 pm) o Hewlett-Packard-WAX (d.i. 0.32 mm x
30 m). Algunos de los compuestos identificados son metil alil disulfuro, dialil
disulfuro, dimetil trisulfuro, metil alil trisulfuro, dialil trisulfuro (Brodnitz et al., 1971,
Cai et al., 1994; Itakura et al., 2001).

Por otro lado, la cromatografia de liquidos de alta resolucién se ha utilizado para
el analisis de compuestos hidrdéfilos e hidréfobos a temperaturas relativamente
bajas para evitar la descomposicion. Ichikawa et al. (2006) utilizaron una
columna Shodex Asahipak NH2P-50 2D (5 ym, 150 mm x 2 mm) para identificar
aliina, isoaliiina, metiina, cicloaliina, y-L-glutamil-S-(2-propenil)-L-cisteina, y-L-
glutamil-S-(trans-1-propenil)-L-cisteina, y-L-glutamil-S-metil-L-cisteina en ajo en
polvo. A su vez, Yoo et al. (2013) utilizaron una columna de silice de fase normal
(3 mm, 250 x 4.6 mm) para identificar dialil trisulfuro, dialil disulfuro, E-ajoeno, Z-
ajoeno, 2-vinil-(4H)1,3-dithiina, 3-vinil-(4H)-1,2-dithiina en extracto de ajo en
aceite (Yoo et al., 2013).

Como se ha mencionado en la seccién anterior, los tioles son los compuestos
que reaccionan con la acrilamida por lo que es necesario que los compuestos
obtenidos en los extractos de ajo en medio lipidico sean reducidos a tioles. En
general, los sulfuros son reducidos mediante la reaccion con borohidruro de
sodio o amalgama de sodio, fosfinas o los fosforotioatos (Jocelyn, 1987), sin
embargo, estos compuestos no pueden ser aplicados en alimentos. Debido a

esto, surge la necesidad de aplicar métodos compatibles con los alimentos.
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5.1.3. Elaboracion de papas fritas tipo hojuela a nivel industrial

El proceso de papas fritas a nivel industrial se lleva cabo en diferentes

operaciones unitarias (Martinez et al., 2019):

(1) Recepcioén y acondicionamiento de la materia prima. En esta etapa, la papa

se lava y se seleccionan las papas que no presenten algun tipo de dano.

(2) Corte de papa. La papa se corta de acuerdo con el producto requerido, el

grosor de la papa se encuentra entre 0.7-1.8 mm con 6ptimos en 1.0-1.2 mm.

(3) Lavado de papas cortadas. Esta etapa se lleva a cabo para eliminar el

almidon en la superficie.

(4) Secado. Las papas se dejan secar después del blanqueado para evitar la

absorcion excesiva de aceite.

(5) Freido. En esta etapa, las papas se sumergen en aceite a temperaturas entre
175-190 °C, 4-6 min.

(6) Control de calidad. Seleccién de las papas con las caracteristicas deseadas.

Como se ha mencionado anteriormente, la formacion de acrilamida se genera a
partir de dos vias, las reacciones de Maillard y a través de a la degradacion
oxidativa de los aceites, por lo que una caracteristica importante a considerar en
la fritura profunda de alimentos es utilizar aceites capaces de resistir a altas
temperaturas (> 180 °C). Aceites como soya, maiz, oliva o girasol, tienden a
oxidarse debido al contenido de acidos grasos insaturados (acido oleico, linoleico
y linolénico) por lo que no es recomendable su uso en la fritura a nivel industrial
(Garcés y Cuéllar, 1997).

Por el contrario, el aceite de palma que se obtiene de la extraccién del
mesocarpio del fruto de la palma (Elaeis guineensis) contiene de 9-12% de acido
linoleico, 0.5% de acido linolénico y un nivel elevado de antioxidantes naturales
(tocoferoles y tocotrienoles). La oleina de palma (fraccion liquida del aceite de
palma) es adecuada para el proceso de freido a nivel industrial y en servicios
alimentarios debido a que posee un sabor suave, tiene una excelente estabilidad

a la oxidacién y no produce humo ni espuma en grandes cantidades, tiene una

67




Aplicacion de extractos de ajo en procesos de fritura de papa tipo hojuela

vida util prolongada, los equipos de freido requieren menos mantenimiento, la
coccion de los alimentos es rapida y absorben menos aceite. Asimismo, el aceite
de palma se produce durante todo el afio, por lo que, es mas facil para la industria
conservar las formulaciones de productos para mantener el sabor y la calidad de

los alimentos (Garcés y Cuéllar, 1997; Johari, 2021).

Considerando lo anterior se planteé la aplicacién de extractos de ajo en el freido

de papas tipo hojuela para la disminucion de acrilamida.
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5.2. Parte experimental
5.2.1. Evaluacidn de tioles en extractos de ajo en oleina de palma
5.2.1.1. Extraccion de compuestos organosulfurados (R-SH) del ajo en oleina

de palma

La extraccién de compuestos organosulfurados del ajo se llevo a cabo mediante
tres metodologias: (1) ajo fresco a temperatura ambiente, (2) ajo fresco aplicando
un tratamiento térmico y (3) ajo en polvo a temperatura ambiente. Los extractos

se llevaron a cabo en oleina de palma.

La determinacion de tioles en los extractos de ajo se llevo a cabo mediante
espectrofotometria UV-Vis (longitud de onda: 412 nm) utilizando 5,5’-ditiobis(2-

nitrobenzoico) como derivatizante.

5.2.1.2. Anadlisis de extractos de polvo de ajo en cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masas

El extracto de ajo obtenido en la metodologia 3 se analizd mediante
cromatografia de gases acoplado a masas con muestreador de espacio de
cabeza y microextraccion en fase sélida (HS-SPME-GC-MS) con ionizacién por
impacto electrénico (IE). Una alicuota de extracto disuelta directamente en
hexano y una fraccion polar del extracto se analizaron mediante GC-MS con

ionizacion por IE.

Para el analisis HS-SPME-GC-MS, se disolvieron aproximadamente 50 mg del
extracto de ajo en agua desionizada. El sistema de SPME-HS se mantuvo con
agitacion a 800 rpm, durante 5 min a 60 °C en extraccion por HS y por 25 min en
SPME. Una vez terminado el tiempo, la jeringa con SPME se retird y se introdujo
al puerto de inyeccion de GC-MS. En la Tabla 6 se indican las condiciones de

analisis.
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Tabla 6. Condiciones de analisis de GC-MS.

Equipo utilizado PERKIN ELMER, CLARUS SQ8C
Tipo de ionizacion IE, 70 eV
Preparacion de la muestra SPME

Fibra gris, Supelco 50/30 um
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano

(DVB/CAR/PDMS)
Inyeccion liquida: Diclorometano y hexano

Columna capilar (5%-fenil)-metilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm
x 0.25 mm), Agilent Technologies Inc. HP-
5MS

Temperatura del inyector 300 °C

Programa de temperatura de horno 100 °C durante 1 min, 20 °C/min hasta 300
°C, estabilizacion 14 min

Tipo y volumen de inyeccion SPME y 1 uL en disolvente

Gas acarreador He (99.999%), Infra Ultra Alta Pureza

Flujo de gas acarreador 1.0 mL min

Temperatura linea de transferencia 250 °C

Temperatura de camara de ionizacion 200 °C

Analizador masico Cuadrupolo simple (SQD)

Retraso de encendido del filamento 2 min

Intervalo de masas 30-500 m/z

Estandar de calibracién PFTBA

Estandares para indices de retenciéon  N/A

Facultad de Quimica-UNAM, Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y a la
Industria, Espectrometria de Masa.

5.2.2. Proceso de freido de papas

El proceso de freido consistié en sumergir 200 g de papa comercial cortada en
rodaja en 3 L de oleina de palma (papa control), asi como en oleina de palma
con 3.0x107 M de R-SH a 180 °C durante 7 min. Los compuestos
organosulfurados adicionados fueron obtenidos de las extracciones

mencionadas en la seccién 5.2.1.1.
5.2.3. Determinacion de acrilamida

El analisis se realizé a través de cromatografia liquida de alta resolucion con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), Agilent Technologies 1260 Infinity
(DE, Alemania) equipado con una columna Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 de
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4.6 x 150 mm, 5 ym. Deteccion ultravioleta ajustada a una longitud de onda de
200 nm. La fase movil consistié en H2SO4 8.0 mM, con un flujo de 0.8 mL min'.
El volumen de inyeccién fue de 20.0 pL. El equipo fue controlado por el software

Agilent Open LAB (Agilent Technologies).

Para la preparacion de la muestra, 1.5 g de papa triturada se mezclé con 5.0 mL
de metanol, se agité en vortex por 5 min, posteriormente se centrifugd a 2500
rom por 15 min. El sobrenadante se evaporé empleando corriente de aire. El
residuo obtenido se redisolvio en 1.0 mL de H2SO4 8.0 mM. Las soluciones se
filtraron a través de membranas de Nylon de 45 um previo a su inyeccion en el
equipo de cromatografia. Una curva de calibracién de estandares de acrilamida

se preparo en un intervalo de 250.0-2500.0 pg kg™.
5.2.4. Determinaciones fisicoquimicas

La determinacion de humedad se llevo a cabo siguiendo el método oficial 930.15.
En charolas de aluminio a peso constante se colocaron 3.0 g de muestra y se
llevé a secado en estufa a 105 °C, durante 4 h. Posteriormente se pesaron las

charolas con la muestra. El procedimiento se realizé por triplicado.

Po-P;

% Humedad= x100

Donde:

Po = Peso de la charola con muestra antes del secado (g)

Pr = Peso de la charola con muestra después del secado (g)
m = Peso de la muestra fresca (g)

La determinacion de grasa cruda se realiz6 siguiendo el método oficial 920.39.
Se colocaron 3.0 g de muestra libre de humedad en un cartucho de celulosa, se
tapo con algodon y se introdujo en el compartimiento de extraccion de un equipo
Soxhlet.

Por otro lado, en un matraz balén de 250 mL (previamente puesto a peso
constante) se adicionaron 180 mL de éter de petrdleo. A continuacion, se
procedié a un calentamiento moderado durante 6 h regulando que el reflujo sea
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gota a gota y constante. Una vez completa la extraccion, el solvente se recupero
y el resto se eliminé colocando el matraz en una estufa a 105 °C hasta peso

constante. El procedimiento se realizé por triplicado.

P-Po

% Grasa cruda= x100

Ps= Peso constante del matraz con el extracto etéreo (g)
Po= Peso constante del matraz antes de la determinacion (g)
m = Peso de la muestra fresca referido al peso original (g)

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via con método Tukey
con un intervalo de confianza del 95% (n=3) mediante el programa estadistico
Minitab 17.

5.2.5. Pruebas organolépticas

La prueba sensorial consistio en evaluar color, olor, sabor, crujencia y valoracion
global a cuatro muestras de papa frita tipo hojuela: (1) papa freida en oleina de
palma (control), (2) papa freida en oleina de palma con adicion de tioles
provenientes del extracto de ajo a temperatura ambiente (ETA), (3) papa freida
en oleina de palma con adicion de tioles provenientes del extracto de ajo con
tratamiento térmico (ETT) y (4) papa freida en oleina de palma con adicién de
tioles provenientes del extracto de ajo en polvo a temperatura ambiente (EAP).
La prueba se realiz6é en un aula de sensorial con 30 jueces no entrenados (entre
21 a 45 anos, ambos sexos), a los cuales se les proporcioné una ficha de escala
hedonica de 7 puntos (Figura 29). Donde “me gusta mucho” es el maximo nivel
de gusto (7 puntos) y “me disgusta mucho” es el maximo nivel de disgusto (1
punto), y un valor medio neutro “ni me gusta ni me disgusta” (4 puntos) en
aceptabilidad. Mientras que en preferencia el 1° lugar tiene una ponderacion de
4 puntos y el 4° lugar tiene una ponderacion de 1 punto (ISO 8587:2011;
Manfugas, 2020; Watts et al., 1992).
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Nombre:
Orden de las muestras:

Indica la aceptabilidad y la preferencia en funcién de los siguientes ATRIBUTOS:

Color

Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
ACEPTABILIDAD

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me
disgusta

Me disgusta ligeramente
Me disgusta bastante
Me disgusta mucho

PREFERENCIA
12 22 32 42 Comentarios

Figura 29. Ficha de escala heddnica de 7 puntos y preferencia.

Los datos obtenidos en aceptabilidad se evaluaron en analisis de varianza de
una via utilizando el método Tukey utilizando el programa estadistico Minitab 17,
mientras que los datos de preferencia se analizaron mediante la prueba de

Friedman utilizando el programa estadistico XLSTAT 2023.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Evaluacién de extractos de ajo en oleina de palma

La concentracion de tioles totales en el extracto de ajo con tratamiento térmico
fue de 2.0x10° M, en el extracto de ajo en polvo se obtuvo 1.0x10° M, mientras
que en la extraccion a temperatura ambiente la concentracion fue de 9.4x10°6 M.
La presencia de tioles es importante debido a que estos compuestos reaccionan
con acrilamida para formar aductos via adicion de Michael y por ende ayudan a

la disminucion del contenido de acrilamida libre (Zhu et al., 2020a).

5.3.1.1. Analisis de extracto de ajo en polvo mediante cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masas

El analisis del extracto de ajo en polvo se realizdé debido a su factibilidad en la
aplicacién en el freido de papas tipo hojuela a una escala mayor a la de

laboratorio.

En el analisis del extracto de ajo en oleina de palma disuelto en hexano se
identificaron compuestos presentes en la oleina de palma: acido palmitico, acido
palmitoleico, palmitato de glicerilo y oleato de glicerilo (Figura 30). Debido a esto
se realiz6 el analisis de la fraccién volatil del extracto de ajo en polvo (Figura 31)
mediante microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza utilizando una
fibra bipolar, identificando cuatro compuestos organosulfurados (Figura 32): (1)
alil mercaptano, confiere olor y sabor caracteristico a ajo (Hwang y Kim, 2022; Li
et al., 2021), ademas de tener un efecto positivo en la salud (Nian et al., 2008;
Xuy Cho, 1999), (2) 4-mercapto-4-metil-2-pentanona, es un aromatizante GRAS
(sustancia generalmente reconocida como segura) (Concejero et al., 2014; EFSA
Panel, 2020), (3) disulfuro de dialilo, confiere olor y sabor a ajo fresco y picante
(Hwang y Kim, 2022; Li et al., 2021) y (4) trisulfuro de metil-2-propenilo, confiere
aroma y sabor caracteristico (Keles et al., 2014). En el espectro de masas se
reconoce a los compuestos organosulfurados por el fragmento H2S (34 m/z)
(Silverstein et al., 2005). Por otro lado, en la fraccién polar del extracto de ajo
que fue reconstituido en diclorometano se encontraron a los compuestos alil
mercaptano y al 4-mercapto-4-metil-2-pentanona (Figura 33). La sefal del

disulfuro de dialilo es menor en comparacion con HS-SPME-GC-MS, mientras
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que la sefial de trisulfuro de metil-2-propenilo no se observa. Por lo que la técnica
HS-SPME-GC-MS fue mas eficaz en la identificacibn de compuestos
organosulfurados en el extracto de ajo en polvo. HS-SPME tiene la ventaja de
no utilizar solventes organicos, requiere una cantidad minima de muestra,
ademas de incrementar la sensibilidad del método, minimizar interferentes, asi

como su uso sencillo (Pardina et al., 2023).

Oleato de
glicerilo

874

Palmitato de
glicerilo

L3

Acido

PI‘Cifi_O palmltolelco
palmitico 0B

Figura 30. Cromatograma del extracto de ajo en oleina de palma disuelto en hexano,
inyeccion directa en GC-MS.
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Figura 31. Cromatograma de la fraccion volatil del extracto de ajo en oleina de palma.
Analisis mediante HS-SPME-GC-MS.
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Figura 32. Espectro de masas de los compuestos organosulfurados presentes en la
fraccion volatil del extracto de ajo en oleina de palma.
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Figura 33. Cromatograma de la fraccion polar del macerado de ajo en oleina de palma
reconstituido en diclorometano. Inyeccion directa en GC-MS.

5.3.2. Contenido de acrilamida

La determinacion de acrilamida se llevo a cabo mediante cromatografia liquida
de alta resolucion con detector de arreglo de diodos debido a la alta solubilidad
de la acrilamida en agua, asi como simplificar el proceso de extraccion
empleando solventes polares (Champrasert et al., 2021; Ghalebi et al., 2019). La
Figura 34 muestra los perfiles cromatograficos de la muestra de papa (control) y
una muestra de papa freida con la adiciéon de tioles (tratada). En los
cromatogramas se puede observar la disminucion de la sefial de la acrilamida en
la papa tratada respecto a la papa control lo que indica que los tioles

reaccionaron con la acrilamida bajo la adicion de Michael.
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Acrilamida

‘ 100 mAU

Altura de la senal (mAU)
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Figura 34. Cromatogramas de muestra de papa freida en oleina de palma (control) y en
oleina de palma con R-SH (tratada).

La disminucién del contenido de acrilamida es proporcional a la concentracion
de tioles como se observd en resultados previos, por lo que la reaccion esta
afectada por la cinética. En la Figura 35 se muestra los resultados del contenido
de acrilamida en la muestra de papa control y en las muestras tratadas con R-
SH 3.0x107 M, donde se observa una diferencia significativa (p<0.05) en la
disminucién del contenido de acrilamida utilizando los diferentes extractos. La
papa analizada inicialmente contenia una concentracion de acrilamida de 235 ug
kg™, con la aplicacion de tioles se logré una disminucion del 40% utilizando el
extracto de ajo con tratamiento térmico (138 pg kg'). Estos valores se
encuentran por debajo del valor de referencia (<750 ug kg de acrilamida)
indicados por la Uniéon Europea. Resultados similares han sido descritos por Li
et al. (2022) en donde la papa fue sumergida en agua con adicion de ajo
liofilizado (disminucién del 41%) y disminucion del 39% con adicién de ajo en
polvo secado en horno a 40 °C. En este estudio también se observo el efecto del
tiempo de inmersion, entre mas tiempo la papa estaba en contacto con el ajo
mejor era el efecto de disminucién de la acrilamida. En otros estudios, al utilizar
alginato de sodio y pectina en 1% (m/v) a papas cortadas en bastones (50 g)

sumergidas en estas soluciones (50.0 mL) se obtuvo una disminucion del 65% y
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56%, respectivamente (Champrasert et al., 2021). De manera similar al utilizar
una solucién de vitamina C al 1% se redujo el contenido de acrilamida en un 60%
(Rifai y Saleh, 2020). Mientras que al utilizar asparaginasa 1.0 IlU/mL (37 °C, pH
7.3, 30 min) la disminucion de acrilamida fue del 45.6% (Pham y Hoang, 2020).
Como se puede observar los resultados obtenidos con la incorporacion de los
tioles obtenido de los extractos de ajo es menor comparandolo con los otros
aditivos, sin embargo, la propuesta del trabajo incluye el uso de un alimento y no

el uso de un compuesto directamente.

300.0

250.0 A

Acrilamida (ug kg)
s a 3
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0.0

Control ETA ETT EAP

Figura 35. Determinacién de acrilamida en papa freida en oleina de palma (control) y
en oleina de palma con R-SH 3.0x107 M obtenidos de diferentes tipos de extractos de
ajo. Extracto de ajo en oleina de palma a temperatura ambiente (ETA), extracto de ajo
en oleina de palma con tratamiento térmico (ETT), extracto de ajo en polvo en oleina de
palma (EAP).

5.3.3. Pruebas fisicoquimicas

Con la finalidad de observar si la incorporacion de los compuestos
organosulfurados afecta a las propiedades fisicoquimicas de la papa frita se
evalué el porcentaje de humedad y de grasa cruda, los resultados se muestran
en la Tabla 7, en la cual se observa diferencias significativas entre el porcentaje
de humedad de la muestra de papa control con respecto a los resultados de la

muestra de papa con adicidon de tioles provenientes del extracto de ajo a
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temperatura ambiente. Por otro lado, hubo diferencias significativas en el
porcentaje de grasa cruda de la muestra de papa control y de la muestra de papa
con adicion de tioles provenientes del extracto de ajo con tratamiento térmico y
del extracto con ajo en polvo. Aunque existen estas diferencias significativas los
valores obtenidos se encuentran dentro del intervalo descrito para este tipo de
alimento (PROFECO, 2021). En estudios de calidad de diferentes variedades de
papa, en papa blanca encontraron un porcentaje de humedad del 2.45% valor
cercano a lo obtenido en las papas evaluadas en este trabajo. El bajo valor de
humedad podria deberse a la pérdida de agua durante el freido, la baja humedad
permite al alimento tener mas tiempo de anaquel. Por otro lado, se han descrito

porcentajes de grasa cruda de 21-37% (Atsen et al., 2024).

Tabla 7. Pruebas fisicoquimicas de papas fritas tipo hojuela evaluadas.

Tratamiento Humedad (%) Grasa cruda (%)
Control 2.31 £0.00* 35.60 £ 0.15°
ETA 2.69 +0.08° 35.57 £ 0.25°
ETT 2.45 + 0.042 33.79 + 0.60°
EAP 2.18 £ 0.04° 39.34 £ 0.02°

Los porcentajes estan dados como promedio * DE; diferentes letras superindice en los
tratamientos indican diferencias significativas (p < 0.05). Extracto de ajo en oleina de palma a
temperatura ambiente (ETA), extracto de ajo en oleina de palma con tratamiento térmico (ETT),
extracto de ajo en polvo en oleina de palma (EAP).

5.3.4. Pruebas organolépticas

Los resultados de aceptabilidad se presentan en la Tabla 8. La incorporacion de
los tioles no afectd la aceptabilidad del producto respecto al color, debido a que
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, asimismo, el
puntaje obtenido es referente a “me gusta ligeramente”. Sin embargo, para olor
y sabor, la muestra control fue significativamente mas aceptada que las papas
freidas con la adicion de tioles provenientes del extracto de ajo a temperatura
ambiente, esto debido al olor y sabor intenso que proporciona el ajo a las papas.
En los demas tratamientos no hubo diferencias significativas en cuanto a olor y

sabor. En estos atributos las puntuaciones hacen referencia a “ni me gusta ni me
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disgusta” y “me gusta ligeramente”. Por otro lado, en crujencia no se presentd un
efecto significativo al adicionar los tioles a la fritura de papas, la puntuacion fue
similar entre los tratamientos referente a “me gusta bastante”. En cuanto a la
valoracion general no se encontré diferencias significativas entre los
tratamientos, por lo que adicionar tioles a la fritura de papas es aceptable por
parte de los consumidores, teniendo una puntuacién relativa a “me gusta

ligeramente”.

Tabla 8. Puntuacion de los diferentes atributos evaluados.

Tratamiento Color Olor Sabor Crujencia Valoracién
global
Control 52+122 56+15* 56+1.0* 57+11° 54+1.0°
ETA 56+1.22 42+14> 41+13°> 55+112 471132
ETT 54+13% 48+13® 48+12%® 56+122 52+1.22
EAP 53+1.3 54+13 52+13 57+15° 55+1.3°

Los puntajes estan dados como promedio + DE; diferentes letras superindice en los tratamientos
indican diferencias significativas (p < 0.05). Extracto de ajo en oleina de palma a temperatura
ambiente (ETA), extracto de ajo en oleina de palma con tratamiento térmico (ETT), extracto de
ajo en polvo en oleina de palma (EAP).

Respecto a la preferencia entre las muestras, en los atributos de color, crujencia
y valoracion global no se observo diferencia significativa entre la muestra control
y las muestras de papa freidas con la incorporacion de ajo en los distintos tipos
de extracto. En contraste, en los atributos de olor y sabor el puntaje otorgado a
las muestras de papa freidas con la adicion del extracto de ajo a temperatura
ambiente fue significativamente mas bajo que el control, como se observé en la
prueba de aceptabilidad. Ademas, se observa que los compuestos
organosulfurados volatiles (sulfuros de alilo) influyen mas en el atributo de olor
(Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados de la prueba de preferencia.

Mas preferida Menos preferida
Color MTA (71) MAP (64) MTT (64)  Control (51)
Q.. =9502<Q_(a=0.05)=7.81
Olor Control (79) MAP (69)
MAP (69) MTT (57)
MTT (57) MTA (45)
Q.. =1562>Q_ (a=0.05)=7.81
Sabor Control (75) MAP (66) MTT (63)
MTA (47)
Q.. =1282>Q_(a=0.05)=7.81
Crujencia MAP (68) Control (67) MTT (60) MTA (55)
Q. =2.71<Q_,(a=0.05)=7.81
Valoracién global  Control (71) MAP (64) MTT (62) MTA (53)

Q,, =4.10<Q_(a=0.05)=7.81

Muestra en la misma fila (naranja) no tienen diferencia significativa (p > 0.05); Valor entre
parentesis corresponde al puntaje obtenido de los diferentes tratamientos. Extracto de ajo en
oleina de palma a temperatura ambiente (ETA), extracto de ajo en oleina de palma con
tratamiento térmico (ETT), extracto de ajo en polvo en oleina de palma (EAP).

Como se puede observar tanto en la prueba de aceptabilidad como en la prueba
de preferencia los aspectos de color, crujencia y valoracion global no tuvieron
diferencias significativas entre la papa control y las papas que fueron freidas con
la adicion de tioles, en donde se observd menor aprobacion fueron en los
atributos de sabor y olor. En un estudio donde se evalu6 la aceptabilidad de
papas fritas freidas al vacio el aspecto que mas afecto fue el sabor, por lo que
es importante considerar ese aspecto en cualquier modificacion que se aplique
al proceso de freido de papa debido a que los consumidores estan muy

familiarizados con el sabor caracteristico de papa frita.

En general la incorporacién de los tioles al freido de papas no afecto ni en las
propiedades fisicoquimicas ni en las pruebas organolépticas alcanzando un
porcentaje de disminucion de acrilamida del 40%, teniendo la ventaja que al
utilizar un alimento comun como lo es el ajo el precio se reduce favoreciendo la

produccion de papa frita a nivel industrial.
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5.4.

Conclusiones
El extracto de ajo con tratamiento térmico obtuvo mayor contenido de tioles
(2.0x10° M), seguido del extracto de ajo en polvo 1.0x10-° M.
En la evaluacion HS-SPME-GC-MS se observé que en el extracto de ajo en
polvo en oleina de palma contenia tres compuestos organosulfurados
provenientes del ajo (alil mercaptano, disulfuro de dialilo y trisulfuro de metil-
2-propenilo) y un aromatizante (4-mercapto-4-metil-2-pentanona). El
compuesto que posiblemente esté involucrado en la reaccion con
acrilamida es el alil mercaptano debido a que como los tioles son los que
reaccionan con la acrilamida, no asi los sulfuros.
El porcentaje de disminucion de acrilamida fue diferente dependiendo el tipo
de extracto de ajo, el mayor porcentaje se obtuvo al utilizar el extracto de
ajo en oleina de palma con tratamiento térmico (41%), seguido del extracto
de ajo en polvo (32%), y el extracto de ajo a temperatura ambiente (22%).
Este fendmeno se debe a que los tioles, aunque se adicionaron en la misma
concentracion, la velocidad de reaccidon con acrilamida es diferente como
se observo en la evaluacion cinética.
Si bien los porcentajes de humedad y grasa cruda difieren
significativamente entre la papa control y las papas freidas con la adicién
de tioles obtenidos de los diferentes extractos de ajo, los valores resultantes
se encuentran en el intervalo descrito por la PROFECO para este tipo de
alimentos.
En el analisis sensorial, tanto en la prueba de aceptabilidad como en la
prueba de preferencia no se observaron diferencias significativas en las
muestras de papa freidas con la adicién de tioles obtenidos del extracto de
ajo con tratamiento térmico y del extracto de ajo en polvo respecto al control
en los atributos evaluados. Por lo tanto, los extractos de ajo antes
mencionados son las opciones para evaluar la disminucion de acrilamida a

nivel industrial.
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