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RESUMEN

El procesamiento de alimentos a altas temperaturas tiene muchas ventajas; sin embargo, se
pueden formar compuestos toxicos como furanos y acrilamida (subproductos de la reaccion
de Maillard). La acrilamida esta clasificada como probable carcind6geno humano por la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC), lo que ha generado diversas
investigaciones con el fin de mitigar su formacién en los alimentos. Este trabajo tuvo como
objetivo evaluar la influencia de los polifenoles de Inca Mufia para la mitigacion de
acrilamida en el proceso de obtencion de papas fritas tipo hojuelas. Las hojas de Inca Mufia
obtuvieron 91,0 + 0,3 mg AGE/g bs de compuestos fendlicos y 1003,7 + 68,0 umol TE/g bs
de capacidad antioxidante. El extracto de este fue parcialmente purificado mediante
cromatografia de adsorcién y liofilizado (EPPL). Previamente se evalud la mitigacion de
acrilamida en sistemas modelo (glucosa-asparagina), habiéndose observado hasta 97.1 por
ciento de mitigacion de acrilamida; mientras que los niveles de hidroximetilfurfural
aumentaban. Rodajas de papa Canchan de ~2 mm de espesor y 6 cm de diametro fueron
sumergidas en solucion del EPPL a concentraciones de 0, 1 y 2 mg AGE/mL. Se evalud la
impregnacion a presion atmosférica y a presion de vacio (0.91 bar) por tiempos de 15, 30,
60y 120 s, y luego se frieron en aceite (previamente calentado a 180 °C) por cuatro minutos,
se determind el contenido de acrilamida y el color. Los mejores resultados se obtuvieron
con: 1 mg AGE/mL e inmersidn de presion a vacio por 120 s, 2 mg AGE/mL e inmersion de
presién a vacio por 15 s, 2 mg AGE/mL o inmersion a presion atmosférica por 30 sy 60 s,
obteniendo 67.4, 59.3, 50.8 y 50.9 por ciento de reduccién, respectivamente y un valor de
h* de 85.4, 78.8, 88.5 y 90.3, respectivamente. Los resultados muestran que los mejores
tratamientos (mayor porcentaje de mitigacion de acrilamida) son aquellos donde las hojuelas
de papa retuvieron mayor cantidad de compuestos fenolicos y poseen mayor capacidad
antioxidante. Los resultados demuestran que el extracto fenolico purificado de Inca Mufia
mitiga la formacion de acrilamida, obteniendo papas fritas tipo hojuelas con valores de
acrilamida inferiores a los maximos permitidos segln las normas internacionales (UE
2017/2158).

Palabras clave: acrilamida, reaccion Maillard, papas fritas tipo hojuelas, Clinopodium

bolivianum, compuestos fendlicos.



ABSTRACT

High temperature food processing has many advantages; however, toxic compounds such as
furans and acrylamide (by-products of Maillard reaction) can be formed. Acrylamide is
classified as a probable human carcinogenic by the International Agency for Research on
Cancer (IARC), which generates many investigations to mitigate its formation in food. This
work aimed to evaluate the influence of Inca Mufia (Clinopodium bolivianum) polyphenols
on acrylamide mitigation in the process of obtaining potato chips. The leaves of Inca Mufia
obtained 91,0 £ 0.3 mg AGE/qg bs of phenolic compounds and 1 003,7 £ 68,0 umol TE/g bs
of antioxidant capacity. The extract was partially purified by adsorption chromatography and
lyophilised (EPPL). Acrylamide mitigation was previously evaluated in model systems
(glucose-asparagine), having observed up to 97.1percent acrylamide mitigation; while
hydroxymethylfurfural levels increased. Canchan potato slices ~ 2 mm thick and 6 cm in
diameter were immersed in EPPL solution at concentrations of 0, 1 and 2 mg AGE/mL. The
impregnation was evaluated at atmospheric pressure and vacuum pressure (0.91 bar) for
times of 15, 30, 60 and 120 s, and then they were fried in oil (previously heated to 180 °C)
for four minutes, the content of acrylamide and color. The best results were obtained with:
1 mg AGE / mL and pressure immersion under vacuum for 120 s, 2 mg AGE/mL and
pressure immersion under vacuum for 15 s, 2 mg AGE/mL or immersion at atmospheric
pressure for 30 s and 60 s, obtaining 67.4, 59.3, 50.8 and 50.9 percent reduction, respectively,
and a value of h* of 85.4, 78.8, 88.5 and 90.3, respectively. The results show that the best
treatments (higher percentage of acrylamide mitigation) are those where the potato chips
retained a greater amount of phenolic compounds and therefore greater antioxidant capacity.
The results show that the purified phenolic extract of Inca Mufia mitigates the formation of
acrylamide, obtaining potato chips with acrylamide values lower than the maximum allowed
according to international standards (EU 2017/2158).

Keywords: acrylamide, Maillard reaction, potato chips, Clinopodium bolivianum, phenolic

compounds.



l. INTRODUCCION

El tratamiento térmico es una operacion unitaria ampliamente utilizada en la industria de los
alimentos dado que es posible generar alimentos inocuos, asi como productos con atributos
sensoriales agradables para el consumidor. No obstante, durante el proceso se pueden formar
ciertos compuestos como acrilamida (AA) e hidroximetilfurfural (HMF) los cuales son
considerados por la International Agency for Research on Cancer (IARC) y European Food
Safety Authority (EFSA) como genotoxinas, neurotoxinas y probable cancerigeno para el ser
humano (Gokmen 2016; Mariotti et al. 2015).

Estudios realizados por la Food and Drugs Administration (FDA) en el 2004 en alimentos
de consumo masivo, indicaron que las hojuelas de papas fritas poseen una alta concentracion
de acrilamida, por lo que mitigarlo para disminuir el riesgo a la salud sin afectar las
caracteristicas sensoriales, fue un gran desafio. Por ello, se propusieron estrategias desde
cambios en algunas operaciones del procesamiento del producto hasta la modificacion
genética de la materia prima. Asi tenemos, el uso de aditivos exdgenos de origen natural
como son los polifenoles, con resultados favorables en la mitigacion de los componentes
toxicos (Liu et al. 2015; Mufioz 2015).

Los polifenoles son compuestos naturales que se encuentran principalmente en las frutas,
verduras, hierbas, especias y granos. Un gran nimero de investigaciones han descrito sus
propiedades destacando la capacidad antioxidante (Pinelo et al. 2006) gracias a su estructura:
la presencia de un anillo aromatico lleva uno o mas hidroxilos sustituyentes y el atomo de
hidrogeno del polifendlico —OH puede combinarse con radicales libres y ello permite
terminar la propagacion de reacciones en cadena de radicales libres (Liu et al. 2015). Por
ello, algunos extractos de plantas que contienen estos compuestos fendlicos han sido usados
como aditivos alimentarios para mitigar acrilamida e hidroximetilfurfural. Zhang et al.
(2007) usaron soluciones de extracto de hojas de bambu logrando reducir hasta 76 por ciento

la acrilamida en papas fritas. De igual manera Morales (2009) adicion0 extracto fendlico de



especias como orégano, tomillo, canela, clavo, romero y té verde en la elaboracién de papas
tipo hojuela, obteniendo altos porcentajes de reduccion sin afectar las caracteristicas

sensoriales del producto.

El Perl es un pais que cuenta con gran biodiversidad de plantas aromaticas y medicinales
entre las cuales la Inca Mufia (Clinopodium bolivianum) ha sido investigada, concentrando
un 91.8 mg AGE/g (bs) de compuestos fenolicos totales y 1,004.1 umol TE/g (bs) de
capacidad antioxidante (Yapuchura 2010) haciéndolo atractivo para ser usado como

antioxidante natural.

Por lo expuesto anteriormente, se reconoce el efecto de los compuestos fendlicos sobre la
reduccion de acrilamida en productos alimentarios y, siendo la Inca Mufia una planta
ancestral con alta capacidad antioxidante demostrada, se planted mitigar la formacion de

acrilamida en papas fritas tipo hojuelas usando extracto fendlico de Inca Mufia.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. PAPA

La papa pertenece a la familia Solanaceae, es el cuarto principal producto alimenticio en el
mundo (después del trigo, el arroz y el maiz). A nivel Latinoameérica, el Per( es considerado
primer productor de papa; se producen en promedio 5 millones de toneladas de papa al afio
en sus 3,000 variedades y se distribuyen entre el comercio, industria, gastronomia,
autoconsumo de las familias productoras y las semillas (papas que vuelven a ser sembradas).
Los principales productos industriales elaborados a partir de la papa son almidon, harina
para puré, la papa pelada y cortada, la papa precocida y congelada, y las hojuelas o "chips"
(Agraria.pe 2020; MINAGRI 2012).

2.1.1. Papa frita tipo hojuelas

La papa frita tipo hojuelas es el snack mas popular en el mundo; es elaborado a partir de
rodajas y/o hojuelas de papa las cuales se sumergen en un bafio de aceite a altas temperaturas
(170 - 180 °C) por corto tiempo, produciéndose una deshidratacion en la papa. Sin embargo,
algunos fendmenos importantes tienen lugar durante la fritura, como por ejemplo la
Reaccion de Maillard y con ello la formacion de componentes toxicos como la acrilamida
(AA) e hidroximetilfurfural (HMF) (Pedreschi et al. 2018). Un estudio realizado en distintas
marcas comerciales de papas fritas en Madrid (Espafia), revelo que el 75 por ciento de las
muestras analizadas sobrepasan los 1,000 pg/kg de acrilamida, Ilegandose a cuantificar hasta
12,000 pg/kg (Friedman 2003). La AESAN en el 2010 establecid que en el valor maximo de
acrilamida para papas fritas tipo hojuelas o “chips” era de 1,000 pg/kg pero en el 2017
dispuso que las concentraciones aceptadas no debe pasar de 750 ug/kg en este producto
(AESAN 2017), razon por la cual la mayoria de los estudios se enfocan en reducir los niveles

de acrilamida en este alimento.

Ante esa situacion, uno de los principales desafios en la industria de procesamiento de papa
es reducir todo lo posible los contaminantes inducidos por el calor sin afectar los parametros



de calidad (sabor, color y textura) aplicando algunas operaciones como pre-tratamientos
(blanqueamiento), fritura a vacio, reduccién de azlcares reductores, modificacion genética,
entre otros (Pedreschi et al. 2018). Empresas productoras de papa frita como Snacks América
Latina S.R.L — grupo PepsiCo (pionera en venta de papas fritas en hojuelas en Pert) hace
uso principalmente de la variedad Capiro por su bajo contenido de azUcares reductores, pero
también usa la variedad Canchan en su produccion (PertuRetail 2018).

Cabe resaltar que, Peru es un pais exportador de papa procesada en forma de snack u hojuela
siendo el grupo PepsiCo (hasta setiembre 2019) el mayor exportador con un 73 por ciento
seguido de Inka Crops con 18 por ciento (valor FOB) y los principales paises destino son
Bolivia, EEUU y Francia (AGRODATAPERU 2019).

En los ultimos afios, dos contaminantes quimicos del procesamiento de alimentos han
despertado un gran interés en la comunidad cientifica debido a sus efectos toxicoldgicos:
acrilamida (AA) e hidroximetilfurfural (HMF), los cuales se forman durante el proceso de

fritura en papas tipo hojuelas.

2.1.2. Reaccion de Maillard (RM)

La RM fue descrita por primera vez en 1912 por el quimico francés Louis Camille Maillard.
Sin embargo, fue John Hodge quien en 1953 propuso por primera vez un esquema de las
etapas de esta compleja reaccién (Arribas 2013). Se origina principalmente por la reaccion
entre los carbohidratos reductores y los grupos amino libres de proteinas o aminoacidos
(Gokmen 2016) generando una serie de transformaciones que traen consigo la produccién
de maltiples compuestos entre ellos los compuestos melanoidinos (desde amarillo claro hasta
café oscuro e incluso negro), y afectan también el sabor, aroma y el valor nutritivo de los
productos involucrados; ademas, dan lugar a la formacion de compuestos mutagénicos o

potencialmente carcinogénicos como la acrilamida (Badui 2006).

La Reaccion de Maillard puede dividirse en tres etapas (Arribas 2013):

a. Etapa inicial: Comienza con una reaccion de condensacion del grupo carbonilo libre
del azucar reductor que reacciona con un grupo amino libre, formando una base de Schiff.
Esta, a su vez se cicla dando lugar a una glucosilamina (Figura 1). Las aldosaminas se

isomerizan a cetosas, mientras que las cetosaminas lo hacen hacia aldosas Cuando la base
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Schiff es una aldosamina N-sustituida, se forma la 1- amino-1-deSoxi-cetosa mediante la
denominada reordenamiento de Amadori, siendo esta etapa irreversible. Sin embargo,
cuando la molécula es una cetosamina-N-sustituida se forma una 2-amino-2-deoxi-aldosa y

se le conoce como reorganizacion de Heyns.

+ compuesto amino
Azucar Aldosa [ Glicosilamina N-sustituida ] + H,O | ETAPA INICIAL |

J Reorganizacion de Amadori
Producto de Amadori rearganizado f
1-amino-1-deoxi-2-cetosa
-2HzOlpH>7 lpH>7 -3H,0| pH <7
1
Reductonas | Productos de fision Base de Schiff de
[(acetol, diacetilo, piruvaldehido, etc.)| | HMF o furfural | EJARAAVA i
-2H*H+2H" " ' I
[ ] + H,O
Dehidroreductonas —‘ - compuesto amino
L 1
Degradacion de Strecker| + compuesto amino
-C
v+ u,gzminoacido

Y
| Aldehidos'
) [ Aldoles y DOlimerosj HMF o furfural |

UibresdeN  Jy=—

| |
+ compuesto amino
1 [ Aldiminas o cetiminas ]*—' ETAPA FINAL J

Melanoidinas (polimeros nitrogenados oscurecidos) |

+ compuesto amino

Figura 1. Esquema de la Reaccion de Maillard
FUENTE: Arribas (2013)

b. Etapa avanzada: Los productos de Amadori y Heyns se descomponen dependiendo
del pH, la actividad de agua, la presencia de metales divalentes o la temperatura, dando lugar
a la formacion de diferentes compuestos intermedios responsables del aroma que
caracterizan a los alimentos cocinados. A pH neutro o ligeramente acido, y en condiciones
de baja actividad de agua, la reaccion predominante es una enolizacion-1,2 que da lugar a la
formacion de furfural cuando el azdcar reductor implicado es una pentosa o0
hidroxilmetilfurfural en el caso de una hexosa. Por el contrario, a pH bésicos tiene lugar una
enolizacion-2,3 forméndose reductonas y una variedad de productos tales como acetol,
piruvaldehido y diacetilo, todos ellos de gran reactividad, lo que hace que participen en

nuevas reacciones con otros productos intermedios de la reaccion.



C. Etapa final: Engloba un gran nimero de reacciones que incluyen ciclaciones,
deshidrataciones, reorganizaciones y condensaciones originando dos clases de compuestos:
aromaticos volatiles, siguiendo la via paralela de Strecker; y las melanoidinas que son
polimeros coloreados producidos por reacciones de condensacion de compuestos con grupos
amino procedentes de las etapas intermedias de la RM como pirroles N-sustituidos, 2-

formilpirroles N-sustituidos, y 2-furaldehido.

2.2.  COMPUESTOS FENOLICOS (CF)

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas
metabolitos secundarios de las plantas distribuidos ampliamente en las raices, hojas y frutos.
Juegan una serie de funciones metabolicas como el crecimiento y reproduccion; la
proteccién contra patdgenos externos y el estrés; y son responsables del color y

caracteristicas sensoriales (Pefiarrieta et al. 2014).

Se han identificado cerca de 8,000 compuestos fendlicos diferentes y la mayoria de ellos son
de origen vegetal (frutas, verduras y bebidas derivadas de algunas plantas). Exhiben amplia
gama de propiedades bioldgicas tales como captar especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(antioxidantes), antialérgicos, antiarterogenos, antiinflamatorios, antimicrobianos, efectos
antitrombdticos, cardioprotectores y vasodilatadores lo que los convierte en moléculas muy
interesantes en la patogénesis de enfermedades y desarrollo de nuevos productos (Valencia
et al. 2017; Balasundram et al. 2006).

Los CF presentan una estructura molecular caracterizada por tener de uno a mas anillos
aromaticos con al menos un grupo hidroxilo enlazado (Balasundram et al. 2006) donde el
anillo aromatico juega un papel importante en las propiedades antioxidantes (Pefiarrieta et
al. 2014). Su diversidad estructural permite que existan un amplio grupo de moléculas
pertenecientes a este grupo (Del Rio et al. 2013) los cuales van desde estructuras simples
hasta complejos, siendo clasificados de diversas maneras. De manera general, se dividen en
dos grandes grupos: flavonoides (F) y no flavonoides (NoF). En el grupo de los F, se
encuentran los flavonoles (FN), flavonas (FAS), flavan3-ols, isoflavonas (IF), flavanonas
(FNA), dihidroflavonoles (DHF), antocianidinas y chalconas. Mientras que en el grupo de
NoF estan los acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, polifenoles volatiles,
estilbenos y compuestos diversos (lignanos y cumarinas) (Valencia et al. 2017).



2.2.1. Flavonoides (F)

Los flavonoides son la clase més abundante de CF, derivados de amino&cidos aromaticos,
fenilalanina y tirosina. Se localizan principalmente en las partes aéreas de la planta, son de
bajo peso molecular y necesario para el desarrollo de vegetales ya que pueden actuar como
sefialadores quimicos y tiene efectos sobre algunas enzimas ligadas a la fisiologia y
metabolismo del vegetal. En seres humanos estdn asociados a una disminucion en la
incidencia de enfermedades cardiovasculares (Valencia et al. 2017; Routray y Orsa, 2012;
Quifiones et al. 2012).

La estructura basica de los flavonoides es el nucleo flavan, el cual consiste en 15 atomos de
carbono caracterizado por poseer estructuras C6-C3-C6 y dos o mas anillos aromaticos, y
por tener cada uno, al menos, un hidroxilo aromatico, y conectar con un puente de carbono.
Cada anillo es llamado A, B y C como se presenta en la Figura 2. El anillo bencénico A es
condensado con el sexto miembro del anillo C, el cual en la posicion 2 lleva un anillo
bencénico B como substituto. El anillo C puede ser un heterociclico piran, el cual produce
flavanoles (catequina) y antocianidinas; o pirona, los cuales pueden ser flavonoles, flavonas,
y flavanonas (Sarria 2004; Aherne y O’Brien 2002).

Figura 2. Nucleo flavan (a) y nucleo 4-oxo-flavonoide (b) de los flavonoides
FUENTE: Aherne y O’Brien (2002)

2.2.2. No Flavonoide (NoF)

Acidos hidroxibenzoicos son compuestos organicos con un anillo fenélico y un grupo
carboxilico asociado forman una estructura de tipo C6-C1. Se encuentran frecuentemente en
las frutas en forma de ésteres. El &cido galico, vinilico y p-hidroxibenzoico son los mas

representativos (Zhang et al. 2015; Haminiuk et al. 2012).



Los &cidos hidroxicinamicos con un esqueleto C6-C3, se encuentran principalmente como
acido cumérico, cafeico y fertlico conjugados con &cido tartarico o acido quinico (Valencia
et al. 2017).

Los hidroxicinamatos cuentan con una estructura de tipo C6-C3 y cuando estan conjugados
son denominados acidos clorogenicos. Estan presentes en alimentos como uvas y en vinos
tintos y blancos procedentes de Vitis vinifera, también se encuentra en los granos de café
(Valencia et al. 2017; Quifiones et al. 2012).

Los taninos hidrolizables son polimeros cuyo peso molecular varia entre 500 y 5,000 Da.
Los més representativos son el &cido tanico y los elagitaninos. Se caracterizan por una parte
central que consiste en un poliol (generalmente glucosa) donde las funciones hidroxilo estan
esterificadas con acido galico. Hay dos tipos de taninos hidrolizables: los galotaninos cuya
hidrélisis libera &cido gélico, y los elagitaninos quienes liberan por hidrolisis al cido gélico,
elagico, hexahidroxidifénico, valénico y cuyos grupos galoil estan conectados a travées de
enlaces C-C (Arapistas 2012; Liu 2012).

Los estilbenos son compuestos con unas estructuras C6-C2-C6, sintetizadas por la adicién
de 1 a 3 moléculas de malonil-CoA con acidos cindmicos, que se derivan de la ruta
biosintética de fenilpropano. EI resveratrol (3, 5, 4'trihidroxiestilbeno), principal
representante de este grupo, se produce en las plantas principalmente en respuesta a una
lesion y a una infeccion por hongos. Estudios recientes indican que el resveratrol tiene
propiedades que ayudan a la prevencion de cancer y de enfermedades degenerativas
(Atanackovi¢ et al. 2012; Gresele et al. 2011).

Los lignanos y neolignanos son un gran grupo de compuestos con una estructura (C6-C3)
producidos por la dimerizacion oxidativa de dos unidades fenilpropano. Los lignanos son
parte del sistema de defensa quimica de la planta y tradicionalmente se consideran como
metabolitos secundarios del duramen en los arboles, son reconocidos como fitoestrogenos
(Valencia et al. 2017).

Las cumarinas son benzo-a-pironas que se encuentran de forma libre o combinada con
azucares. Se pueden clasificar en hidroxicumarinas simples, furanocumarinas con anillo
furano unido a nucleo cumarinico; y las piranocumarinas con un anillo pirano (Valencia et
al. 2017).



2.2.3. Capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos

Los antioxidantes son un grupo de componentes protectores cuya funcion principal es
prevenir la formacion de radicales libres e interceptar los que ya se han generado (Shi 2001)
en otras palabras, inhibir la oxidacion. Una caracteristica basica del antioxidante es generar
un radical mas estable y menos dafiino después de reaccionar con la especie radical, pasando
por una transicion redox en la que implica la donacion de un electron (o un atomo de
hidrogeno) a la especie radical. Como resultado de esta transferencia, se forma un radical
derivado del antioxidante que puede tener caracter inerte, estable o presentar cierta
reactividad (Venereo 2002).

Los CF son sustancias caracterizadas por su actividad antioxidante, lo que se ha demostrado
in vitro su capacidad para eliminar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO y ERN).
Estos disminuyen mediante un mecanismo donde los CF atrapan y disipan los electrones
libres de los radicales a través de la donacion de un 4&tomo de hidrégeno (Rajamanikandan
etal. 2011).

Por otro lado, la actividad antioxidante va depender de los nimeros y posiciones de los
grupos hidroxilo en relacion con el grupo funcional carboxilo y aumenta con el incremento
del grado de hidroxilacion (ejemplo, el cido géalico muestra alto poder antioxidante ya que
esta trihidroxilado). Sin embargo, la sustitucién de los grupos hidroxilo en la posicion 3-y
5- con grupos metoxilo como el &cido siringico reduce la actividad. En el caso de los acidos
hidroxicinamicos exhiben mayor actividad antioxidante en comparacion con los acidos
hidroxibenzoicos y podria deberse al grupo C=CH-COOH asociado al anillo fendlico que
posee, lo que asegura una mayor capacidad de donar hidrogenos y estabilizar radicales que
el grupo -COOH presente en los acidos hidroxibenzoicos (Robards et al. 1999; Rice-Evans
et al. 1996).

2.2.4. Inca Mufa, fuente natural de compuestos fenolicos

La Inca Mufia (Clinopodium bolivianum), especia andina peruana, conocida también como
“cjufiuca”, “cjuiiu muna”, “chulpa mufia”, “orégano de los incas”, pertenecen a la familia
Lamiaceae; abunda en la sierra del Per0, especialmente en los departamentos del sur del pais

(Mallma y Hospino 2019; Yapuchura 2010).



El GBIF (Global Biodiversity Information Facility) indica que la ubicacién taxonémica de

la Inca Mufa:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Verbenales
Familia: Lamiaceae
Género: Clinopodium L.

Especie: Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze

Esta planta es un arbusto hirsuto de 1 metro de alto. Las hojas opuestas, cortamente
pecioladas (1-1.5 mm.); ldminas abovadas a elipticas, sub-obtusas, bordes enteros o
aserrados, 1 — 2cm de largo; flores blanquecinas, subsésiles, solitarias o en fasciculos
axilares; céliz tubuloso, I6bulos deltoides, corola tubular, bilabiada, internamente
pubescente; estambres didinamos, epipétalos; frutos tetraquenios, de 1 — 5 mm de largo con

una espicula pubescente en la parte superior (Macbride 1960).

Es una planta de alto valor medicinal que ha equilibrado durante milenios la dieta peruana,
aromatizando los platos de la cocina andina siendo utilizada como condimento con un ligero
sabor a menta. También es utilizado por sus propiedades medicinales como antiinflamatorio
(ante luxaciones y tumores por golpes), antiséptico, analgésico, antiespasmaodico y digestivo,
siendo estos dos Gltimos lo mas estudiado en la rama de gastroenterologia (Mallma y
Hospino 2019; MINAGRI 2000).

Al observarse las grandiosas propiedades que tiene para la salud, se empez06 a realizar
estudios en esta especia. Las sustancias quimicas que caracterizan su actividad biologica son
principalmente de naturaleza fendlica lo cual participa en procesos de los mecanismos
antioxidantes; por ende, disminuye el desbalance oxidativo (Balde6n 2015). Yapuchura
(2010) identificd gran poder antioxidante de la Inca Mufia la cual contiene 91.8 mg AGE/g
(bs) de compuestos fendlicos totales y 1,004.1 umol TE/g (bs) de capacidad antioxidante, y

los principales fenolicos identificados fueron derivados de acidos hidroxicinamicos (cafeico,
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p-cumérico); flavanonas (eriodictiol); flavonoles (rutina) y flavonas (apigenina). Gracias a
su alto contenido de antioxidantes, Chirinos et al. (2011) lo usaron como aditivo para evitar

la oxidacion del aceite sin refinar de soja durante la fritura obteniendo buenos resultados.

De otro lado, Arias et al. (2014) estudiaron y caracterizaron su aceite esencial hallandose
que esta compuesto principalmente por monoterpenos oxigenados como linalol, p-Mentona,
iIso-Mentona, iso-Puleguna, pulegona, acetato de geranilo, tetradecano Istd, trans-
cariofileno, espatulenol, éxido de cariofileno, ciclohexanona, 5-methyl-2-(1-metiletil), 2R-
cis). Ademas, se realiz6 una investigacion sobre la actividad antibacteriana ante Escherichia
coli y Staphylococus aureus obteniendo mas del 80 por ciento de inhibicion de ambas cepas
patégenas (Mallma y Hospino 2019). Asi también Herrera et al. (2015) reportaron efecto
gastroprotector y actividad anti-Helicobacter pylori usando un extracto etandlico de Inca

Mufa.

Como se puede apreciar, esta especia es excelente potencial antioxidante natural por su

contenido de compuestos fendlicos lo cual fue idoneo para la investigacion.

2.2.5. Purificacion de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fenolicos de plantas depende principalmente de la naturaleza
de la matriz y las propiedades quimicas de los fendlicos (estructura molecular, la polaridad,
la concentracion, el nimero de anillos aromaticos y los grupos hidroxilo). Los métodos méas
utilizados son en su mayoria, extraccién con solventes organicos, extraccion asistida por
ultrasonido, extraccion asistida por microondas y extraccion enzimatica. Sin embargo, esta
operacion no es selectiva ya que es capaz de extraer un gran numero de otros compuestos
como azucares, acidos organicos, etc. Por ello, se recurre a técnicas de separacion o
purificacion. La literatura indica varios métodos tales como extraccién liquido-liquido,
cromatografia, intercambio iénico, filtracion de membrana y adsorcién de resina (Ma et al.
2015; Castafieda et al. 2009).

Las resinas macroporosas (0 resinas de adsorcion) son materiales cromatograficos menos
costosos para la separacion de moléculas pequefias en funcion de sus pesos moleculares y
polaridades, presentan una alta capacidad de carga y pueden reutilizarse muchas veces y ha

sido utilizado ampliamente en separacion y purificaciéon de componentes bioactivos.
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Sephadex LH-20, poliamida, Amberlite, cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE) y
estireno-divinilbenceno (XAD 4, XAD16, EXA-90, EXA 118, SP70), resinas acrilicas
(XAD-7, EXA-31) son ejemplos de aplicacion para purificar fendlicos de extractos de
muestras crudas siendo los mas usados los de tipo Amberlite (Ma et al. 2015; Khoddami et
al. 2013).

2.3. COMPONENTES TOXICOS FORMADOS DURANTE EL PROCESO DE
FRITURA EN PAPAS

2.3.1. Acrilamida (AA)

La acrilamida (2-propenamida) es un compuesto cristalino de color blanco e inodoro y su
estructura quimica se observa en la Figura 3 (Morales 2009). Por su capacidad para
polimerizar se usa comdnmente como floculante para la purificacion de agua, como
componente en cosméticos y como agentes en la construccion de cimientos de tdneles
(JECFA 2002). Sin embargo, en 2002 la Administracion Nacional de Alimentos de Suecia
(SNFA por sus siglas en inglés) y la Universidad de Estocolmo informaron los efectos
nocivos para la salud y encontraron que estaba presente en altas concentraciones en
alimentos ricos en carbohidratos (JECFA 2008). Tras el informe sueco, laFAO y la OMS se
reunieron en el 2002 para tratar del tema y después de varios estudios con ayuda de
International Agency for Research on Cancer (IARC) y European Food Safety Authority
(EFSA) en 2005 incluyeron la AA en la categoria 2A de mutagenos (Gokmen 2016).

0

S

Figura 3. Estructura quimica de la acrilamida
FUENTE: Morales (2009)

a. Toxicologia de la acrilamida

Debido a su polaridad, solubilidad (especialmente en agua, metanol y etanol) y su bajo peso
molecular (71.08 g/mol), diferentes estudios toxicocinéticos han demostrado que la

absorcion de AA puede ocurrir por via oral, dérmica o por inhalacion. Una vez absorbida, se
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distribuye rpidamente a través de la sangre llegando a diferentes tejidos y érganos como el
muscular, la piel, el higado, los rifiones, el corazon, el cerebro o el pulmdn inclusive se ha

detectado AA en la placenta y en la leche materna (Schettgen et al. 2004).

Su metabolismo se lleva a cabo por dos mecanismos principales: por oxidacion, mediante la
accion del citocromo Pso, que da lugar al metabolito glicidamida; y por conjugacion con
glutation, catalizada por la enzima glutation-S-transferasa (GTS), para finalmente ser
excretada como acido mercapturico en la orina. La glicidamida, es un epdxido al cual se le
han atribuido mayores propiedades carcinogénicas y genotdxicas que a la acrilamida misma;
sin embargo, el potencial neurotéxico se debe principalmente a la acrilamida y a los aductos

formados con la hemoglobina (Tritscher 2004).

b. Mecanismos de formacién de la acrilamida

Los primeros estudios sobre la formacion de acrilamida en los alimentos identificaron la
Reaccion de Maillard como un factor clave. Se genera principalmente a partir de la reaccion
del aminoéacido asparagina, azlcares reductores (glucosa y fructosa) y altas temperaturas
(Gokmen 2016). El paso clave de la reaccién es la descarboxilacion de la base de Schiff
forméandose los intermediarlos (iminas) los cuales pueden generar directamente a la
acrilamida o indirectamente por la accion de su precursor 3-aminopropionamida. Los
compuestos descarboxilados de Amadori y los aldehidos de Strecker también son
considerados intermediarios en la formacion de acrilamida (Zyzak et al. 2003). En la Figura

4 se observan los diferentes mecanismos de formacion de la acrilamida.

También se puede formar acrilamida a través de acroleina y acido acrilico. La acroleina (2-
propenal) es un aldehido de tres carbonos, con estructura similar a la acrilamida, por lo que
se piensa que la acroleina es precursora de la neurotoxina. La acroleina al oxidarse genera al
acido acrilico y este da origen a la acrilamida como se presenta en la Figura 5 (Morales
2009).

Un mecanismo de formacion de acroleina es por producto de los compuestos intermedios de
la degradacidn de Strecker: los aminoacidos reaccionan con los dicarbonilos formados por
la reaccidon de Maillard (Lingnert et al. 2002). Otra forma de producir acroleina es por la

transformacion de lipidos; por ejemplo, los aceites se hidrolizan (cuando son calentados por
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encima de su punto de humo) obteniendo acidos grasos libres y glicerol, y de este ultimo,
por eliminacion de agua, se obtiene finalmente acroleina (Morales 2009).
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Figura 5. Reaccion de formacién de acrilamida a partir de acroleina
FUENTE: Morales (2009)

C. Principales productos con presencia de acrilamida

Ante la alarma dada por los cientificos suecos, la FDA en el 2004 llevd a cabo la
cuantificacion de acrilamida en aproximadamente 283 productos alimenticios comerciales,
encontrando los mayores niveles en alimentos ricos en carbohidratos, principalmente los
amilaceos como las papas y los cereales (Masson et al. 2007). La Figura 6 muestra los niveles

de acrilamida reportados en diversos alimentos.
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La Recomendacion de la Comision de la Unidn Europea 2017/2158 proporciona los valores
recomendados para los niveles de acrilamida en categorias separadas de productos
alimenticios. El nivel de referencia méas bajo indicativo de concentracion de acrilamida se
establecio en la categoria "Alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de
corta edad, excluyendo las galletas y los biscotes” con 50 pg/kg y el mas alto en "Sustitutos
de café compuestos exclusivamente por achicoria™ con 4,000 ug/kg. En otras categorias de
alimentos “Patatas fritas a la inglesa (chips) fabricadas con patatas frescas y con masa de
patatas” el nivel de referencia es de 750 pg/kg (AESAN 2017).

Formulas infantiles { 10
Vegetales congelados 1 20
Productos lacteos # 43
Frutas y vegelales en conserva B 83 B Acrilarmida (ppb)
Alimentos ricos en proteinas
Alimento para bebes
Salsas y productos de panaderia
Galletas dulces
Cereales
Café
Pan y productos horneados
Mantequilla
Galletas saladas
Productos de chocolate
Tallarines y mezcla de sopas
Papas a la francesa
Papas fritas

2762
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Figura 6. Contenido de acrilamida en diferentes productos alimentarios
FUENTE: adaptado de FDA (2004)

2.3.2. Hidroximetilfurfural (HMF)

El HMF es un aldehido heterociclico de seis carbonos, derivado del furano, que contiene
grupos funcionales tanto aldehido como alcohol (hidroximetilo). La estructura del anillo se
basa en restos de furano, mientras que los dos grupos funcionales, es decir, los grupos
formilo e hidroximetilo, estan vinculados con el anillo en las posiciones 2 y 5,

respectivamente como se aprecia en la Figura 7 (Kowalski et al. 2013).

OH

Figura 7. Estructura quimica de 5-hidroximetil-2-furfural (HMF)

FUENTE: Kowalski et al. (2013)
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Posee un peso molecular de 126.11 g/mol y es soluble en agua, etanol, metanol y acetato de
etilo (Arribas 2013).

a. Toxicologia de HMF

El HMF ha suscitado preocupacion toxicologica ya que este compuesto y sus derivados (5-
sulfooximetilfurfural (SMF) y 5-clorometilfurfural (CMF) en estudios en ratas han
determinado su poder citotoxico, genotdxico, nefrotoxica, mutagénica y carcindgena
induciendo canceres de colon-recto, hepaticos y de piel. A pesar que no ha sido demostrado
en humanos, la European Food Safety Authority (EFSA) sugiri6 una ingesta diaria tolerable
de 132 mg/persona/dia (Capuano y Fogliano 2011).

b. Mecanismo de formacion de HMF

El 5-Hidroximetilfurfural (HMF) es un compuesto furdnico que se forma como un
intermedio en la Reaccién de Maillard y de deshidratacién directa de azucares en
condiciones acidas (caramelizacion) durante los tratamientos térmicos aplicados a los
alimentos. La 3-deoxiosona es conocida como la clave intermedia en la formacion de HMF.
Se deriva de 1,2 enolizacion e hidratacion de glucosa o fructosa. La deshidratacion y la
ciclacion posteriores de la 3-deoxiosona producen 5-hidroximetilfurfural. En condiciones
acidas, HMF puede formarse incluso a bajas temperaturas, aunque su concentracion aumenta
drasticamente a las temperaturas de los tratamientos térmicos o con el aumento del
almacenamiento (Capuano y Fogliano 2011). Este componente es usado como indice comdn
para evaluar el dafio térmico, el envejecimiento y las propiedades sensoriales en productos
alimenticios (Zou et al. 2016). En la Figura 8 muestra las principales vias de formacion de

HMF en alimentos.
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Figura 8. Principales rutas de formacion de HMF
FUENTE: Capuano y Fogliano (2011)

Principales productos con presencia de HMF

La cantidad de HMF detectable en los alimentos estd directamente relacionada con la
cantidad de calor aplicado durante el procesamiento de productos ricos en carbohidratos.
Otra fuente de HMF esta representada por los ingredientes utilizados en la formulacion,
como soluciones de caramelo o miel. Las concentraciones de HMF en los alimentos pueden
variar en gran medida a veces superando 1 g/kg en ciertas frutos secos y productos de

caramelo como se presenta en la Figura 9 (Capuano y Fogliano, 2011).

Como se aprecia en la Figura 9, el contenido de HMF en alimentos varia de 2.2 a 87.7 mg/kg
en pan de panaderia, 0.18 a 57.18 mg/kg en alimento para bebés, 10.4 a 58.8 mg/kg en miel
e incluso hasta 4,000 mg/kg en café. Al ser cantidades grandes lo encontrado en diferentes
productos, en una investigacion de Zou et al. (2016) indicé que la ingesta estimada de HMF
oscila entre 30 y 150 mg por persona por dia.
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Comida de bebé (a base de leche) |0.25
Vino rojo 1.3
Almendra tostada |9
Cerveza 19.2
Snack depan |10
Vinagre blanco |21.5
Jugos de fruto |22
Mermelada |37.7
Comida de bebé (a base de cereal) |57.18
Miel [58.8
Pan blanco |68.8
Galletas | 74.5
Pan tostado | 87.7
Cereal de desayuno 1240.5 u HMF (mg/Kg)
Café (descafeinado) W 494
Cebada M 1200
Café I 1900
Frutos secos I 2900
Café (instantineo) (NI 4100
Malta | 6300
Achicoria N 2250}
Vinagre balsamico I 35251.3
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Figura 9. Contenido de HMF en diferentes productos alimentarios
FUENTE: Adaptado de Capuano y Fogliano (2011)

2.4.  MITIGACION DE AA Y HMF

La presencia de compuestos toxicos en productos alimentarios, en cantidades superiores a
los limites permitidos ha generado el estudio y evaluacién de diferentes tratamientos para

reducirlos, clasificandose en dos: fisicos y quimicos (Morales 2009).

Los tratamientos fisicos pretenden variar las condiciones en las cuales se procesan los
alimentos, principalmente la temperatura y tiempo de exposicion a ésta. Para el caso de las
papas fritas tipo hojuelas se han reportado estudios indicando que al disminuir la temperatura
de fritura se reduce la formacién de AA y HMF; sin embargo, otras caracteristicas
importantes del producto (color, sabor, textura, humedad, contenido de lipidos, etc.) se ven
afectados (Capuano y Fogliano, 2011; Morales 2009). Granda et al. (2004) propusieron el
procesado de fritura a vacio con la finalidad de reducir la temperatura y el tiempo de
exposicion y, al compararlo con la fritura tradicional, el freido al vacio disminuy6 94 por

ciento la concentracién de acrilamida.

18



Los tratamientos quimicos son aquellos en los cuales se propone disminuir la concentracion
de los precursores de los componentes toxicos en el alimento, principalmente al aminoacido
y el tipo de azucar reductor. Los tratamientos quimicos evaluados involucran modificacion
genética de la materia prima, la adicion de &cidos, enzimas, iones, vitaminas y antioxidantes.
Ello es aplicado en los alimentos como pre-tratamientos conocidos como blanqueados y/o
empapados, los cuales consisten en sumergir al alimento o a la materia prima en soluciones
de diversa naturaleza durante un tiempo determinado antes de la fritura u otro proceso final.
Por ejemplo, los acidos son capaces de lograr esta reduccion debido a que protonan los
electrones libres del grupo amino que tiene la asparagina evitando que esta se una al aztcar
reductor y forme la base de Schiff. Zyzak et al. (2003) evaluaron la efectividad de la
asparaginasa para reducir la formacion de la acrilamida en papa fritas; el pre-tratamiento con
la enzima produjo una reduccion del 88 por ciento del aminoacido y un 99 por ciento de
acrilamida (la asparaginasa transforma a la asparagina en &cido aspartico evitando asi la
formacion de acrilamida). Gokmen y Senyuva (2006) estudiaron el efecto del pH de masas
de panaderia en la formacion de HMF. En general, aumentando el pH de la masa da como

resultado una disminucién del nivel de HMF en la panaderia productos.

Los ultimos reportes de métodos de mitigacion de AA y HMF sefialan que es posible reducir
el contenido de estos mediante la adicion de extractos de plantas y/o frutos a los productos
alimentarios. Los extractos de plantas contienen principalmente compuestos fendlicos como
flavonoides, acidos cindmicos, cumarinas, lignanos y taninos (Zhang y Zhang 2007; Zhang
et al. 2007; Manzocco et al. 1998) a los cuales se les ha atribuido la actividad antioxidante

y que posiblemente sean los responsables de la disminucién de los compuestos genotoxicos.

Algunos estudios realizados como por ejemplo el de Cheng et al. (2010) quienes
impregnaron fenolicos de extracto de manzana purificado (con resina XAD16) en papas en
hojuelas y posterior fritura llegando a reducir hasta mas de 20 por ciento a una concentracion
de 0.05 por ciento de extracto fendlico. También Zhu et al. (2009) usaron extractos fendlicos
liofilizados de 35 especies entre las cuales se encontraban hojas de menta, orégano, curry y
té verde (0.1 mg/mL) en un Sistema Modelo de asparagina-glucosa a pH 6.58 obteniendo
reduccion de acrilamida de 74.5; 46.1; 49.7 y 46.8 por ciento respectivamente. Asi mismo,
Zhang et al. (2007) sometieron la papa en inmersion de en extracto etanélico (previamente
pasado por filtro de membrana y luego atomizado) de hojas de bambu antes del freido, con

el cual se obtuvo una disminucion del 74 por ciento de acrilamida; sin embargo, el
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tratamiento con este extracto antioxidante cambia los atributos sensoriales del alimento.
Igualmente, Zhang Yu y Zhang Ying (2007) usaron una mezcla de extractos antioxidantes
de hojas de bamb0 y té verde (extraccion igual a Zhang et al. 2007) en una mezcla para pan
logrando disminuir 83 por ciento de acrilamida no afectando las caracteristicas sensoriales
del alimento. Del mismo modo, Becalski et al. (2003) lograron reducir el 25 por ciento de
acrilamida en papas fritas tipo hojuelas mediante la adicion de hierba de romero (cinco

gramos) homogenizado en aceite de oliva (15 mL) previo a la fritura.

2.4.1. Mecanismo de accion de compuestos fendlicos sobre acrilamida

Los polifenoles vegetales representan un gran grupo que comparte al menos un anillo de
hidrocarburo aroméatico con mas de un grupo hidroxilo unido, todos los cuales pueden resistir
la oxidacidn al eliminar los radicales libres. EI mecanismo por el cual los extractos fendlicos
reducen los contaminantes ain no ha sido del todo comprendido. Cheng et al. (2015)
indicaron que habia una fuerte correlacion positiva entre la capacidad antioxidante y la

relacion de inhibicién de acrilamida.

Los polifenoles pueden inhibir la formacion de acrilamida mediante la captura de
compuestos carbonilicos y prevenir la oxidacion de lipidos (impidiendo la formacion de
acroleina y por ende la generacion de acrilamida) mientras que algunos polifenoles
especiales pueden aumentar el contenido de acrilamida al proporcionar grupos carbonilo,
acelerando la conversion de 3-aminopropionamida (3-APA) a acrilamida e inhibiendo la
eliminacién de acrilamida (Liu et al. 2015; Morales 2009). Por otro lado, se piensa que los
azucares reductores pueden interaccionar con los compuestos fendlicos impidiendo que se
unan al amino&cido y, por lo tanto, evitando la Reaccion de Maillard (Ciesarova et al. 2008;
Zhang et al. 2007).

En la Figura 10 se resume las posibles vias para afectar la formacion y eliminacion de
acrilamida mencionadas anteriormente: Algunos polifenoles pueden atrapar los compuestos
carbonilicos (1) o 3-oxopropanamida (2) para mitigar la formacién de acrilamida, mientras
que otros pueden proporcionar grupos carbonilo (3) para participar en el Maillard reaccion.
Los polifenoles de las plantas pueden prevenir la oxidacion de los lipidos y limitar los lipidos
oxidados (4) o el acido acrilico (5) por su capacidad antioxidante. EI 3-APA es un precursor
importante durante la reaccion, y la energia de activacion de la conversion de 3-APA a
acrilamida puede disminuirse mediante algunos polifenoles (6). Después de la formacidn, la
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acrilamida puede ser polimerizada por radicales libres. En presencia de polifenoles, la

eliminacion de acrilamida se bloquea (7).
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Figura 10. Posibles reacciones que los polifenoles podrian estar involucrados en (1 —7).
Las flechas que apuntan a los polifenoles significan que los pasos de las reacciones
aumentan la formacion de acrilamida. Las flechas que apuntan a intermedios

significan que los pasos de reaccion reducen la formacion de acrilamida.

Fuente: Liu et al. (2015)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizo en los laboratorios del area de Biotecnologia Industrial
& Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La
Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

- Inca Muia (Clinopodium bolivianum) proveniente de la ciudad de Huancavelica,
adquirida en el mercado La Parada de La Victoria - Lima.

- Papa variedad Canchan, Yungay y Capiro del mercado Santa Anita — Ate — Lima.
3.3.  INSUMOS

- Aceite vegetal de Girasol Crisol - Alicorp

3.4. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
3.4.1. Materiales

- Cartucho de extraccion Oasis HLB 6c¢c (200mg) (Waters, Irlanda)

- Columna Acquity UPLC® BEH C18 (1.7 um x 100 mm x 2.1 mm ID) (Waters, Irlanda)
- Columna Atlantis® dC18 (5 um x 150 mm x 4.6 mm ID) (Waters, Irlanda)

- Columna de vidrio para cromatografia de adsorcion (4 cm x 44 cm)

- Columna HILIC Pack VG-50 4E (250 mmL x 4.6 mmID) (Shodex™ Japon)

- Columna KINETEX HILIC (1.7 pm, 100 x 2.1 mm id) (Phenomenex® USA)

- Columna UPLC HSS T3 (1.8 um x 100 mm x 2.1 mm ID) (Waters, Irlanda)

- Filtro membrana de 0.45 um de didametro (Sigma-Aldrich, USA)

- Filtro PVDF 13 mm diametro y tamafio de poro 0.22 um (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)

- Materiales de pléastico: puntas para micropipeta, tubos para centrifuga, etc.



- Materiales de vidrio: placas Petri, fiolas, probetas, tubos de ensayo, vasos de precipitado,
pipetas, balones de evaporacion, matraces Erlenmeyer, viales, insertos. entre otros.

- Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 uL y 500-5000 uL (Brand, Alemania)

- Otros: cuchillos, espatulas, bolsas ziploc, magnetos, papel aluminio, etc.

- QUEChERS® dSPE (Phenomenex, USA)

- Resina de adosrcion macroporosa DA-201C (Suging Chemestry, China)

3.4.2. Equipos

- Agitador (Heidolph, modelo Polymax 2040, Alemania)

- Agitador de revolver para tubos centrifuga (Labnet, México)

- Agitador magnético (CAT, modelo M6, Alemania)

- Agitador térmico (Heidolph, modelo Pesacon, Alemania)

- Balanza analitica (OHAUS, modelo AR2140, USA)

- Balanza de precision (OHAUS, modelo SC4010, China)

- Bomba de vacio (Vacuumbrand, modelo ME2C, Alemania)

- Bomba peristaltica (Masterflex, modelo 7523-70, USA)

- Centrifuga (Hettich, modelo 78532, Alemania)

- Centrifuga (Hettich, modelo Rotima 420, Alemania)

- Centrifuga (Hettich, modelo Rotofix 32, Alemania)

- Centrifuga refrigerada (Hettich, modelo Mikro 220R, Alemania)

- Cocina eléctrica (Magefesa, Modelo MGF811, Espafia)

- Colorimetro (Konica Minolta, modelo R-400, Japon)

- Congeladora (Electrolux, modelo H300, Brasil)

- Cromatografo liquido de alta performance (HPLC) (Waters, modelo 2695, USA) con
detector de arreglo de diodos PDA (Waters, modelo 2996, USA)

- Cromatografo liquido de ultra alta performance (UHPLC) (Thermo scientific, modelo
Ultimate 3000, Alemania) con detector de masas (MS/MS) (Thermo scientific, modelo
TSQ Quantum Access Max, San Jose, CA, USA)

- Espectrofotometro (ThermoSpectronic, modelo Genesys 10 UV, USA)

- Estufa al vacio (VWR, 1400E-2, USA)

- Evaporador centrifugo (Labconco, modelo Centrivap, USA)

- Licuadora clésica tres velocidades (Oster, modelo BLSTBG4655G, México)

- Liofilizador (Labconco, modelo 117, USA)
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- Molino de mano (IKA, modelo A11B, USA)

- Olla freidora (Imaco, modelo IDF25-W 2.5L, China)

- Potenciometro (Thermo-Orion, modelo Star A211, USA)
- Refractémetro de mano 0-32 °Brix (VWR, BX Series)

- Refrigeradora (LG, modelo GR-482BEF, Corea)

- Rotavapor (Heidolph, modelo Laborotta 4000, Alemania)
- Selladora de bolsas (Machintek, modelo KF-300H, China)
- Sonicador (Bransonic, modelo 3510R-DTH, USA)

- Termdmetro infrarojo (Benetech, modelo GM320, USA)
- Vortex (CAT, modelo VM2, Alemania)

3.4.3. Reactivos

- 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) A1888 (Sigma-Aldrich,
USA)

- Acetona (J.T. Baker, USA)

- Acetonitrilo (grado HPLC J.T. Baker, USA)

- Acetonitrilo (grado MS J.T. Baker, USA)

- Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) D-0550 (Sigma, USA)

- Acido férmico (p.a. Merck, Alemania)

- Agua grado MS (Merck, Alemania)

- Carbonato de sodio (J.T. Baker, USA)

- Cloruro de sodio (p.a. Dominion Salt Limited, Nueva Zelanda)

- Estandar 5-(Hydroxymethyl) furfural o HMF > 98% (Sigma, 53407, China)

- Estandar acrilamida > 99 % (Sigma Aldrich, 23701, China)

- Estandar asparagina > 99 % (Sigma Aldrich, A0884, USA)

- Estandar d3-acrilamida > 99 % (Sigma Aldrich, 72834, Suiza)

- Estandar fructosa > 99 % (Sigma Aldrich, Alemania)

- Estandar glucosa > 99 % (Sigma, Alemania)

- Estandar sacarosa > 99 % (Sigma Aldrich, Alemania)

- Etanol (p.a. J.T. Baker, USA)

- Fenol (Mallinckrodt, USA)

- Fenol segun Folin- Ciocalteau (p.a. Merck, Alemania)

- Hexano (grado HPLC J.T. Baker, USA)
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- Hexano (p.a J.T. Baker, USA)

- Hidréxido de sodio (Merck, Alemania)

- Kit de clarificacion Carrez (Merck, 110537, Alemania)
- Metanol (grado HPLC J.T. Baker, Trinidad y Tobago)
- Metanol (grado MS J.T. Baker, Trinidad y Tobago)

- Sulfato de magnesio anhidro (Scharlau, Espaiia)

35. METODOS DE ANALISIS

3.5.1. Acidez titulable

Se determind por el método de titulacion potenciométrica con NaOH 0.01N. (Método 942.15
AOAC 2007) Dos gramos de papa fresca fueron licuados con 10 gramos de agua destilada
libre de CO2. EI homogenizado fue decantado y filtrado con papel Whatman N°1. El filtrado

fue titulado hasta alcanzar un pH 8.1. La acidez fue expresada como acido ascérbico
(9/1009).

3.5.2. Determinacién de humedad

Se determino segun el método gravimétrico porcentual reportado por la A.O.A.C (1990).

3.5.3. Determinacién de sélidos solubles

Se realizd por refractometria de acuerdo al Método 932.12 (AOAC 2007). Diez gramos de
pulpa de papa fresca fueron mezclados con diez gramos de agua destilada. Se extrajo el
liguido mediante presion; sobre este se realizo la medicion de solidos solubles y se procedio

con el célculo de éstos.

3.5.4. Determinacion de compuestos fenolicos

Se empled la metodologia de Folin—ciocalteu reportada por Singleton y Rosi (1965). El
método se basa en la reaccion cromofora del extracto de la muestra con el reactivo Folin-
ciocalteu en medio basico (Na2COs), que serd determinada espectrofotométricamente a una

absorbancia de 755 nm. El procedimiento utilizado fue el siguiente:
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Se homogeniz6 un gramo de muestra con 40 mL de etanol al 40 por ciento, durante 60
minutos a 70 °C. La mezcla fue centrifugada a 2,665 g durante 15 min, y el sobrenadante fue
conservado a -20 °C. En el caso de analizar los compuestos fendlicos en papa fresca, se
homogenizo6 dos gramos de pulpa con 25 mL de metanol al 80 por ciento; y en el caso de
papa frita, previamente se desgrasé con éter anhidro en relacion 1:10 tres veces (Qui et al.
2018 con algunas modificaciones) para luego continuar con la extraccion con metanol al 80

por ciento.

Para la cuantificacion de los compuestos fenolicos totales se tomd 500 L de la muestray se
hizo reaccionar con 250 uL del reactivo Folin-ciocalteu 1N, a ello se le adicion6 1250 pL de
carbonato de sodio 0.5 M. La mezcla fue agitada y dejada en reposo por 30 minutos bajo
condiciones de oscuridad a temperatura ambiente, paralelamente se prepar6 un blanco con
agua en lugar de la muestra y se trabajo bajo las mismas condiciones. Este blanco fue
utilizado para calibrar el espectrofotometro, La lectura de absorbancia se realiz6 a 755 nm.
El contenido de compuestos fendlicos totales se estimd a partir de una curva estandar
elaborada con una solucion acuosa de &cido galico como patrén. Los resultados se expresaron
como mg de acido galico equivalente (AGE) por cada gramo de extracto o mililitro de

solucién.

3.5.5. Determinacién de la capacidad antioxidante in vitro

Se determino segln el método de ABTS descrito por Arnao (2000). Este método permite
evaluar la capacidad antioxidante de un compuesto frente a un radical libre previamente
preparado; esta capacidad antioxidante es medida como la habilidad de los componentes de
la muestra para disminuir la absorbancia a la longitud de onda de 734 nm. El procedimiento

empleado fue el siguiente:

Se prepar0 la solucién madre con partes iguales en volumen del reactivo: 2,2"-azino-bis (3—
etilbenzotiazolina—6-acido sulfénico) o ABTS vy del reactivo persulfato de potasio; luego se
homogenizo la solucidn y se dej6 reposar por 12 horas en condiciones de oscuridad hasta su

dilucion con etanol (1:60).

Para proceder a la cuantificacion de la capacidad antioxidante se hizo reaccionar 150 pL de
muestra con 2850 L de la solucién diluida de ABTS++ a temperatura ambiente, luego se

agito la mezcla y se dejé reaccionar por un periodo de 1 h en un ambiente oscuro bajo
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agitacion constante. Al concluir este tiempo, se procedio a la lectura en el espectrofotometro
a 734 nm. El analisis requirio de un blanco, el cual se preparé reemplazando los 150 pL de

muestra por etanol y se siguié el mismo procedimiento arriba mencionado.

La capacidad antioxidante se estimd a partir de una curva estandar elaborada con trolox como
patron. Los resultados se expresaron como pmol de Trolox equivalente (TE) por gramo de

muestra.
3.5.6. Determinacién de azUicares

a. Determinacion de glucosa, fructosa y sacarosa. La extraccion de azlcares
(glucosa, fructosa y sacarosa) en papa fresca se determind de acuerdo a la metodologia de
Serpen y Gokmen (2009) con algunas modificaciones.

Se pesd cinco gramos de papa fresca (cortada finamente) en un tubo de 50 mL, se adiciond
25 mL de agua destilada y se procedio a licuar hasta obtener una mezcla homogénea. A
continuacion, la mezcla se lleva a 70 °C por 15 minutos con agitacion constante.
Posteriormente, se adicion6 1 mL de Carrez | (Ferrocianuro de potasio) y 1 mL de Carrez 1l
(Acetato de zinc) se homogenizo por tres minutos y se dejé reposar por 20 minutos. Después,
se filtra a vacio con papel filtro de paso rapido, seguidamente el filtrado se centrifuga a 1,520
g por 15 min. Luego, del sobrenadante se tomé seis mililitros, se concentré a vacio a 70 °C
hasta dos mililitros y finalmente se filtré6 por 0.22 pum antes de inyectar al equipo
cromatégrado (HPLC) con un detector de indice de refraccion (IR). La separacién se llevé a
cabo en una columna Shodex™ VG-50 4E (250 mmL x 4.6 mm ID) utilizando el software
Empower Il. El solvente de elucion fue acetonitrilo:agua (80:20) a un flujo de 1 mL/miny
40 °C durante 20 minutos. El calculo del contenido de azlcares se realizé6 mediante el empleo

de curvas de calibracion de fructosa, glucosa y sacarosa.

b. Determinacion de azucares reductores. Se usé el método del acido 3,5
dinitrosalisilico, recomendado por Miller (1959), el resultado fue calculado como porcentaje

de azUcares reductores expresados como glucosa.

El principio de accion de este método se basa en la reaccion redox donde ocurre la oxidacion
de los grupos aldehidos de los azlcares a grupo carboxilo y la reduccién del 3,5
dinitrosalicilico (DNS), a &cido 3, amino-5, nitrosalicilico en condiciones alcalinas.

27



3.5.7. Determinacién de acrilamida

La extraccion de acrilamida en papas fritas se determiné de acuerdo a la metodologia descrita

por Bertuzzi et al. (2017) con algunas modificaciones.

Se peso dos gramos de hojuelas de papa frita molida las cuales fueron colocadas en un tubo
de 50 mL. Luego, se afiadié cinco mililitros de hexano, 10 mL de agua Milli Q y 10 mL de
acetonitrilo y se mezcl6 vigorosamente durante un minuto. Posteriormente, se adicion6 8 g
de sulfato de magnesio anhidro y 0.5 g de cloruro de sodio mezclandose por 5 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 1,520 g por un minuto a 15 °C y del sobrenadante (fase
acetonitrilo) fue llevado a un tubo falcon de 50 mL. El pellet fue lavado con ocho mililitros
de acetonitrilo, se centrifugd a 1520 g por 15 segundos a 15 °C, el sobrenadante obtenido se
mezcld con la primera fase de acetonitrilo, y se completé al volumen de 20 mL con

acetonitrilo.

Para la identificacion y cuantificacion de acrilamida en la muestra, el extracto fue analizado
por HPLC y LC-Ms/Ms.

a. Cromatografia Liquida de alta performance — arreglo de diodos. Se realiz a
partir del extracto obtenido para la determinacién de acrilamida. Se tom6 una alicuota de
cuatro mililitros, se transfirio al tubo falcon de 15 mL para luego evaporar el acetonitrilo y
resuspender con 270 pL de agua Milli Q. Finalmente se filtrd por 0.22 um y se inyecto en el
HPLC con detector arreglo de diodos (PDA) a una longitud de onda de 226 nm. La
separacion se realiz6 en columna cromatografica Atlantis® dC18 (5 um x 150 mm x 4.6 mm
ID, Waters, Irlanda) a temperature de 30°C y una inyeccion de muestra de 25 pL. La fase
movil estuvo compuesta por Agua (solvente A) y Acetonitrilo al 80 por ciento (solvente B)
a un flujo de 0.7 mL/min con el siguiente gradiente: 100 por ciento de A durante los 8
primeros minutos, luego se cambia por solvente B en el minuto 9 hasta el minuto 14 y
finalmente retorna al solvente A en el minuto 15 hasta el minuto 20. Se construyo6 una curva
de calibracion de acrilamida en un rango de concentraciones de 0.01 a 2 ppm. Los resultados
se expresaron como ug de acrilamida por kilogramo de hojuela de papa frita. El tiempo total

de la corrida fue de 20 minutos.
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b. Cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de masa (LC-MS/MS). Del
extracto (adicionando al inicio de la extraccién 500 uL de estandar interno d3-acrilamida 1
ng/mL) se tomo una alicuota de 1.5 mL, se transfirié al tubo QUEChERS®, se agit6 por tres
minutos y centrifug6 a 16060 g por 10 minutos. Después, se tomo un volumen de 800 pL
del sobrenadante a un tubo de microcentrifuga y se evaporé el solvente a sequedad bajo
corriente de N2 gaseoso. Finalmente, se reconstituy6 el residuo en 200 puL de agua Milli Q,
se filtrdé por membrana de 0.22 um y se inyecto en el cromatografo liquido UHPLC UltiMate
3000 (Thermo Scientific, Alemania) acoplado a un detector MS/MS TSQ Quantum Access
Max (Thermo Scientific, San José, CA, USA).

El contenido de acrilamida fue determinado por inyeccion de un volumen de muestra de 2
pL en UHPLC usando en una columna UPLC HSS T3 (1.8 um x 100 mm x 2.1 mm ID,
Waters, Irlanda). La fase movil fue agua con 0.5 por ciento de metanol y 0.05 por ciento de
acido formico a un flujo de 0.2 mL/min en modo isocréatico. La temperatura de la columna
fue de 30 °C mientras que las muestras se mantuvieron a 5 °C. La deteccién se realiz6 por
espectrometria de masas triple cuadrupolo TSQ Quantum Access Max (Thermo Scientific,
USA). La ionizacion se realizé por electrospray (ESI) en polaridad positivay en modo SRM
(Single Reaction Monitoring). Los pardmetros de ionizacion fueron los siguientes: voltaje de
spray 3.5 kV, temperatura del vaporizador 250 °C, temperatura del capilar 270 °C, presion
de gas envolvente 30 (undidades arbitrarias), presion de gas auxiliar 5 (unidades arbitrarias).
La acrilamida se detect6 en la transicion m/z 72.15 > 53.3 y el estandar interno d3-acrilamida
en la transicion m/z 75.15 > 58.3. Se construyd una curva de calibracién de acrilamida en un
rango de concentraciones de 0.005 a 1 pug/mL con d3-acrilamida como estandar interno a
una concentracion de 0.1 pg/mL. Se grafico la relacion de &reas acrilamida/d3-acrilamida
contra la concentracion. El tiempo total de la corrida fue de 7 minutos. Los resultados fueron

procesados con el programa Xcalibur™ (version 3.0).

Para el analisis de acrilamida en las muestras liquidas obtenidas del Sistema Modelo descrito
en el acapite 3.6.3, se tomd dos mililitros de solucién reaccion. Luego, se pasé por un
cartucho Oasis HLB 6cc (previo acondicionamiento con metanol y agua Milli Q) para la
limpieza de la muestra. Después, se recolecté 10 mL de la fraccion acuosa (se adiciono
estandar interno d3-acrilamida) de la cual se tom6 un alicuota de 250 pL y se llevd a un
mililitro con agua Milli Q. Finalmente esto fue filtrado por 0.22 um e inyectado en el LC-

Ms/Ms con las condiciones cromatograficas mencionadas en el acépite 3.5.7.b.
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3.5.8. Determinacién de hidroximetilfurfural

La extraccion de HMF en el Sistema Modelo se determinoé de acuerdo a la metodologia de

Huang et al. (2019) con algunas modificaciones.

De las muestras liquidas obtenidas en el Sistema Modelo descrito en el acapite 3.6.3, se tomo
dos mililitros de la solucion reaccion. Luego, se realiz6 una limpieza de la muestra con el
cartucho Oasis HLB 6cc (previamente acondicionado con metanol y agua Milli Q) y en la

elucion con metanol se llevo hasta tres mililitros y se filtro a través de filtros PVDF de 0.22

um.

A partir del extracto obtenido para la determinacion de HMF, se inyectd 2 pL de muestra en
un cromatdgrafo UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Alemania). La separacion se
llevo a cabo usando una columna Acquity UPLC® BEH C18 (1.7 pm x 100 mm x 2.1 mm
ID, Waters, Irlanda) a un flujo de 0.25 mL/min. Se utiliz6 agua con 0.5 por ciento de metanol
y 0.05 por ciento de &cido férmico (solvente A), metanol (solvente B) y acetonitrilo
(Solvente C) como fase mavil en el siguiente gradiente: para el solvente B, dos por ciento
durante los seis primeros minutos, luego en el minuto siete sube a diez por ciento y del
minuto ocho al doce se mantiene en 40 por ciento para luego en el minuto 13 hasta el 20
regrese a dos por ciento; respecto al solvente C, los siete primeros minutos se mantiene en
dos por ciento, después asciende a 60 por ciento por cuatro minutos, finalmente en el minuto
13 desciende a dos por ciento hasta el final de la corrida; el solvente A, completa las
concentraciones el total de la fase movil. La temperatura de la columna fue de 30 °C. La
deteccidn se realizo por espectrometria de masas triple cuadrupolo TSQ Quantum Access
Max (Thermo Scientific, USA). La ionizacion se realizo por electrospray (ESI) en polaridad
positivay en modo SRM (Single Reaction Monitoring). Los parametros de ionizacion fueron
los siguientes: voltaje de spray 3.5 kV, temperatura del vaporizador 20 °C, temperatura del
capilar 270 °C, presion de gas envolvente 30 (und. Arbitrarias), presion de gas auxiliar 5
(und. Arbitrarias). El escaneo fue llevado a cabo en modo SRM (Single Reaction
Monitoring) con un tiempo de escaneo de 0.5 s. Las transiciones monitoreadas fueron 127.1
>109.1; 127.1 > 81.3,y 127.1 > 53, la primera transicion fue utilizada para la cuantificacion
y las otras dos para confirmacion del compuesto. La energia de colisidn fue optimizada para
cada transicion por infusion de solucion estandar de 5-HMF al detector. El flujo proveniente
de la columna fue introducido al detector durante los primeros 11 minutos y posteriormente

derivado al desecho para evitar la contaminacion del detector. Se construyd una curva de
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calibracién de HMF en un rango de concentraciones de 0.025 a 1 ppm. Los datos fueron
adquiridos utilizando el software Chromeleon™ y TSQ Tune™ y posteriormente procesados
con el programa Xcalibur™ (todos de Thermo Scientific) y se expresaron como mg de HMF

por kilogramo de hojuela de papa frita. EI tiempo total de la corrida fue de 20 minutos.

3.5.9. Determinacion de asparagina

La extraccion de asparagina en papas fresca se determind de acuerdo a la metodologia de

Koklamaz et al. (2014) con algunas modificaciones.

Se peso6 dos gramos de papa fresca (cortada finamente) en un tubo de 50 mL, se afiadié 10
mL de agua Milli Q y se procedié a licuar hasta obtener una mezcla homogénea; la mezcla
se mantuvo con agitacion constante de cinco minutos, se centrifug6 1,520 g por 10 minutos.
Después, se tomd el sobrenadante en un tubo centrifuga de 50 mL y la torta se recupero para
realizar una segunda extraccion con cinco mililitros de agua Milli Q. Se agito por cinco
minutos y se centrifugd a 1,520 g por cinco minutos, repitiéndolo una vez mas. Los tres
sobrenadantes se recolectaron, mezclaron y se midié el volumen final. Posteriormente, se
tomd un alicuota de un mililitro, se pas6 por un cartucho Oasis HLB 6cc (previamente
acondicionado con 2V de agua y 2V de metanol) descartando las ocho primeras gotas y
recolectando el resto. Se realizé una dilucion 1:1 con acetonitirlo, este diluido finalmente se

filtr6 por un filtro de 0.22 pm y se inyect6 en el LC-MS/MS.

El anélisis cromatografico se realizé en un cromatégrafo UHPLC UltiMate 3000 (Thermo
Scientific, Alemania). La separacion se realiz6 en una columna KINETEX HILIC (1.7 pm,
100 x 2.1 mm, Phenomenex® USA) a un flujo de 0.35 mL/min. Las fases moviles fueron
agua Milli Q con 0.15 por ciento de acido férmico y 15 nM de formiato de amonio (solvente
A) y acetonitrilo con 0.05 por ciento de acido formico (solvente B). Se aplico el siguiente
gradiente: 90 por ciento B durante el primer minuto, luego en dos minutos a 75 por ciento B,
en seis minutos a 50 por ciento B, en un minuto a 90 por ciento B y mantenido en dicha
condicion durante cinco minutos. La temperatura de la columna fue de 40 °C y el volumen
de inyeccion fue de 2 pL. La deteccion se realizd en un espectrometro de masa triple
cuadrupolo TSW Quantum Access Max (Thermo Scientific, CA, USA) equipado con una
fuente de ionizacion (H-ESI). Los pardmetros de la fuente fueron los siguientes: voltaje de
ionizacion 3.5 kV, temperatura de vaporizador 260 °C, temperatura del tubo capilar 270 °C,
presion de gas envolvente 30 (unidades arbitrarias), presion de gas auxiliar 5 (unidades
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arbitrarias). El escaneo fue llevado a cabo en modo SRM (Single Reaction Monitoring) con
un tiempo de escaneo de 1.2 s y energia de colision de 1.5 eV. Las transiciones monitoreadas
fueron 133.1 > 74.4; 133.1 > 116.2 'y 127.1 > 87.3; la primera transicion fue utilizada para la
cuantificacion y las otras dos para la confirmacion del compuesto. El flujo proveniente de la
columna fue introducido al detector durante los primeros 13 minutos y posteriormente
derivado al desecho para evitar la contaminacion del detector. Los datos fueron adquiridos
utilizando el software Chromeleon ™ y TSQ Tune ™, y posteriormente procesados con el

programa Xcalibur ™ (version 3.0, todos de ThermoScientific).

3.5.10. Andlisis de color

Se realizaron las mediciones de color utilizando un colorimetro de refraccion mediante el
metodo CIELab (luminosidad (L*), rojo-verde (a*), amarillo-azul (b)), valor del angulo de
matiz o tono (h*, hue) y el cambio de color total (AE), usando el método descrito por Serpen
y Gokmen (2009). Se utiliz6 el equipo Konica Minolta modelo CR-400/410, el equipo se
estandarizo6 con una placa de cerdmica blanco (y=93.3; x=0.3161; y=0.3328). El cambio de

color total (AE) y matiz (h*) se calculé mediante las ecuaciones 1y 2:

AE =Ly = L2+ (ao" — @ )2+ (g — D)2 oo, (Ec. 1)
h* = tan™! (Z—:) ............................................................... (Ec. 2)

Donde Lo*, ag* y bo*, correspondieron a los parametros de color CIELab de las hojuelas de
papa frita control, mientras que L*, a* y b* correspondieron a los parametros de color

CIELab de los tratamientos hojuelas de papa frita.

3.6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la ejecucion de la investigacion se realizo el siguiente procedimiento:

3.6.1. Extraccion de fenolicos de Inca Mufa
Para la extraccion de compuestos fenolicos a partir de Inca Mufia se siguid la secuencia

descrita por Yapuchura (2010) con algunas modificaciones (Figura 11). A continuacion, se
describe las operaciones unitarias realizadas.
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Figura 11. Flujo de operaciones para la obtencién del extracto fenélico de Inca Mufia

a. Seleccion y deshojado. La Inca Muiia fue seleccionada y deshojada de tal forma que

se eliminaron aquellas hojas que se encontraban en estado de deterioro.

b. Secado. Las hojas de Inca Mufia fueron sometidas al proceso de secado en una estufa
de aire caliente a 48 °C + 2 °C por seis horas aproximadamente, hasta llegar a una humedad

de seis por ciento, para mejorar la preservacion y evitar futuros dafios microbiologicos.
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C. Molienda y tamizado. Las hojas secas de Inca Muiia se molieron con el objetivo de
reducir el tamafio de las particulas y posteriormente se tamizaron con la ayuda de un tamiz
N° 35 mesh para homogenizar el tamafio de particula de la harina de Inca Mufa. En la

muestra se determin6 humedad, fendlicos totales y capacidad antioxidante.

d. Extraccion de fenolicos. La extraccion de los compuestos fendlicos de las muestras
se realizd siguiendo la metodologia descrita por Yapuchura (2010) con algunas
modificaciones. Se usé etanol al 40 por ciento como solvente de extraccion y relacién harina
de Inca Muna:solvente fue de 1:40. El proceso se hizo bajo oscuridad con agitacion constante
a 60 °C por 70 minutos. Después del tiempo de extraccion, la mezcla se centrifugé a 1,520
g por 15 minutos y el sobrenadante se recuperd para luego ser concentrado a vacio a una
temperatura aproximada 40 £ 5 °C con la finalidad de remover el solvente de extraccion
(etanol) hasta un volumen de 15 mL aproximadamente. Después, el extracto acuoso fue
Ilevado a centrifugar (1,520 g por 10 minutos) obteniéndose el Extracto Crudo Concentrado
(ECC). Finalmente, el ECC fue liofilizado obteniendo una muestra en polvo llamada

Extracto Crudo Concentrado Liofilizado (ECCL) como se presenta en la Figura 11.

3.6.2. Purificacion parcial del extracto de Inca Mufa por resina de adsorcion

Para la purificacién parcial del extracto se partié del ECC (ver Figura 11) el cual fue llevado
a pH 3.5. Luego, se agregd 80 mL de esta solucion sobre una columna de vidrio empacada
con resina de adsorcion macroporosa DA-201C (Suging Chemistry) previamente
acondicionada. La columna empacada fue equilibrada con agua Milli Q y laelucidn se realizd
con agua Milli Q y etanol al 80 por ciento. En la fraccion acuosa se eluyeron los azUcares de
la muestra a un flujo de 2 mL/min por 14 horas; y en la fraccion alcoholica se recuperaron
los fenolicos a un flujo de 2 mL/min por 24 horas. Después de la elucion, se recupera toda
la fraccién alcohodlica y se concentrd hasta eliminar el solvente. Posteriormente, este
concentrado se liofilizd, denomindndose Extracto Parcialmente Purificado Liofilizado

(EPPL) y se guardo en congelacion hasta un posterior analisis.

3.6.3. Sistema modelo glucosa - asparagina

El método de Oral et al. (2014) fue modificado para el Sistema Modelo glucosa - asparagina.
Para el sistema se prepar6 una solucion tampoén fosfato (0.067 M) pH 6.5 el cual contenia,
0.1 M de asparagina y glucosa. A esta solucién se le afiadi6 EPPL, para alcanzar
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concentraciones de 0 (control), 1.25; 5.0; 7.5; 10.0 y 20.0 mg AGE/mL. Dos mililitros de
esta mezcla fue agregado a tubos de ensayo de 8 mL con tapa de teflon, se calentaron durante
15 min a 160 °C en un bafio de aceite y después se enfriaron inmediatamente con agua fria
para detener la reaccion. Después de enfriar, se completd hasta 7 mL con agua Milli Q y se

homogenizo. A esta solucion se le llamo “Solucion de Reaccion”.

3.6.4. Seleccion de variedad de papa

Previo a la fritura de papas, se efectud una seleccion de la variedad de este tubérculo. Para
ello, se tomo en cuenta tres variedades, las mas usadas para fritura: Canchan, Yungay y
Capiro. Se evalu6 los azlcares reductores de las mismas; aquella que presentd menor

contenido de éstos y adicional a ello la disponibilidad de compra, fue elegida para el estudio.

3.6.5. Preparacion de papas fritas tipo hojuelas

a. Seleccidn. Esta operacion se realiz6 para descartar las unidades de papa que
presenten magulladuras o dafio bioldgico.

b. Lavado de tubérculo. La papa se lavo con chorro de agua fria para retirar la tierra

adherida y/o particulas extrafias.

C. Cortado. Las papas lavadas se cortaron en rodajas de 2 - 3 mm de espesor y ~ 60

mm de diametro con ayuda de una cortadora de papa.

d. Lavado de rodajas de papa. Se lavaron las rodajas por 15 segundos con agua

destilada para retirar el almiddn superficial en ellas.

e. Inmersion. Las rodajas de papa se sumergieron en solucion fenolica de EPPL (pH
6.5 — 7) bajo agitacion y temperatura de 30 °C. Las concentraciones y tiempos usados se
indican en el acapite 3.6.5. La relacion de papa:solucion fendlica fue de 1:9 (p/v). Para el
tratamiento control, la solucién usada fue agua destilada a pH 6.5 - 7. Respecto a la inmersién
a vacio, las rodajas de papa fueron sometidas a las mismas condiciones descritas con la
diferencia que se aplico presion de vacio a 0.92 bar por tiempos de 15, 30, 60 y 120 segundos

seguido de un tiempo de relajacion de 10 minutos.

35



f. Escurrido. Las rodajas de papa después de la inmersion fueron escurridas por 10

minutos a temperatura ambiente.

g. Fritura. Se coloc6 600 mL de aceite en la freidora (Imaco IDF 25, China) y se
calento hasta 180 °C. Luego, 30 g de rodajas de papa se sumergieron en el aceite por cuatro

minutos (Haizam et al. 2010 con algunas modificaciones).

e. Escurrido. Se elimino el exceso de aceite después de la operacion de fritura.

f. Almacenamiento. Las hojuelas ya fritas se enfriaron, luego se molieron y
posteriormente se almacenaron a -20°C en bolsas trilaminadas tipo ziplock para un analisis

posterior.

3.6.6. Disefio experimental

El presente estudio tuvo etapas para evaluar la accion de los compuestos fenolicos de Inca
Mufia en la mitigacion del compuesto carcinogénico acrilamida, como se presenta en la

Figura 12.

a. Etapa |

En la Etapa I, antes de usar el extracto antioxidante en las papas, se realizé un procedimiento
preliminar Ilamado Sistema Modelo en el cual se usé una solucion de Glucosa-Asparagina
0.1 My se evalué el efecto de cinco concentraciones del EPPL (0, 1.25, 5.0, 7.5y 20.0 mg
AGE/mL) sobre la reduccién de acrilamida en cada tratamiento. Adicionalmente se analizo

también HMF. En esta etapa fue usado un Disefio Completamente al Azar (DCA).

b. Etapa Il

La Etapa Il se realizé en base de los resultados de la Etapa I. Se tomo como referencia aquel
tratamiento que permitié disminuir el contenido de acrilamida usando la menor cantidad de
extracto. Respecto a la matriz alimentaria (tubérculos de papa), se realizd una seleccion de
la variedad en funcion del contenido de azucares reductores y disponibilidad de adquisicion.
Con ambos resultados, se procede a fritar las papas. Las concentraciones proximas al valor

obtenido en la Etapa | fueron aplicadas a las rodajas de papa seleccionada y posteriormente
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se realizaron los ensayos de inmersidn a presion atmosférica y presion de vacio por diferentes

tiempos. En esta etapa fue usado un Disefio Completamente al Azar (DCA).

Inmersion a presion atmosférica

Se iniciaron los tratamientos usando EPPL a 1.0 y 2.0 mg AGE/mL en solucion para la
inmersion de rodajas de papa a tiempos de 15, 30, 60 y 120 segundos. Luego, se frieron y se

cuantifico el contenido de acrilamida y color en las papas fritas.

Inmersion a presion a vacio

Se prepard una solucién acuosa conteniendo EPPL a concentracion de 1.0y 2.0 mg AGE/mL.
Las rodajas de papa fueron sometidas a tiempos de 15, 30, 60 y 120 segundos de inmersion
a presion de vacio 0.92 bar para luego freir y cuantificar acrilamida y color en las papas
fritas.

3.6.7. Andlisis estadistico

Para evaluar el error estandar de los tratamientos y los andlisis posteriores, se realizaron por
triplicado tanto en el Sistema Modelo como la aplicacion del extracto fenélico en las papas
fritas. Se calculd el promedio aritmético y la desviacion estandar del contenido de los
compuestos fenolicos totales de los extractos de Inca Mufia, acrilamida, color vy
caracterizacion de la materia prima. Luego, se realizaron pruebas de comparacion ANOVA
(p < 0.05) y prueba HSD Tukey (para el contenido de acrilamida, y color) con el programa
estadistico Statgraphic Centurion 18.0.
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Estudio: Hojuelas de papa frita Producto final

Estudio: Sistema modelo
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Figura 12. Disefio experimental del trabajo de investigacion
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE INCA MUNA Y SUS
EXTRACTOS

La Inca Mufia fue procesada (segun lo mostrado en el acépite 3.6.1). A partir de sus hojas
secadas y molidas, se obtuvo la harina de Inca Mufia con seis por ciento de humedad.
Posteriormente, a partir de las hojas de Inca Mufia molida, siguiendo los procedimientos
descritos (acapite 3.6.1 y 3.6.2) se obtuvo dos extractos: Extracto Crudo Concentrado y
Liofilizado (ECCL) y extracto parcialmente purificado y Liofilizado (EPPL). La
caracterizacion de las hojas, como de ambos extractos, se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Caracterizacion de hojas de Inca Mufia y sus extractos

Compuestos Capacidad
Muestra fenolicos antioxidante
(mg AGE/g bs) (umol TE/g bs)

Hojas 91.0+0.3 1,003.7 + 68.0
Extracto Crudo Concentrado y Liofilizado

234.6 £8.0 2,354.2 £114.5
(ECCL)
Extracto Parcialmente Purificado y Liofilizado

258.9 £ 3.7 3,109.4 £ 35.9

(EPPL)

Promedio de tres repeticiones + DS.

Yapuchura (2010) reportd en hojas de Inca Mufia valores de compuestos fendlicos totales de
91.8 £ 8.3 mg AGE/g y capacidad antioxidante de 1,004.1 + 36.7 umol TE/g, cantidades
similares a la presente investigacion. Por otro lado, Rivera y Ventura (2014) estudiaron el
efecto gastroprotector de Inca Mufa y cuantificaron los polifenoles totales obteniendo 92.12
+ 0.43 mg AGE/g. Asi mismo, Gutierrez (2017) caracteriz6 fendlicos totales y capacidad

antioxidante de esta materia prima para su aplicacion en queso, reportando valores de 117.15



mg AGE/g y 1,678.51 umol TE/g, respectivamente. Por lo tanto, podemos indicar que el
contenido de compuestos fenolicos en hojas de Inca Mufia obtenido en el estudio son valores
altos si comparamos con otras especias como la salvia (Salvia officinalis) con 17.1 mg
AGE/g bs (Francik et al. 2020) o el romero (Rosmarinus officinalis) con 0.244 mg AGE/g
bs (Abuashwashi 2018).

Al observar los resultados del Cuadro 1, podemos indicar que la etapa de purificacion
incremento en 10.36 y 32.08 por ciento el contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante, respectivamente. Asi mismo, podemos indicar que se tiene valores especificos
de 10.03 y 12.01 pmol TE/mg AGE de poder antioxidante, para ECCL y EPPL,
respectivamente. Al respecto, Baygin et al. (2007) incrementaron la capacidad antioxidante
de 880 a 1500 umol TE/g durante la purificacién de extracto crudo de hojas de oliva por
adsorcion sobre un soporte de fibra de seda. Karakaya (2011) purificé un extracto etanolico
de las hojas de olivo con resina XAD7HP, pasando de un valor de 4.02 hasta 7.0 mg
AGE/mL.

4.2. SELECCIONY CARACTERIZACION DE PAPA FRESCA

Para la seleccidon de la variedad de papa a usar, se realiz6 una evaluacion previa de variedades
de papa para freir en funcién al contenido de azUcares reductores. Los azlcares reductores
son uno de los principales precursores en la formacion de neotoxicos en la Reaccion de
Maillard (Gokmen 2016). Por ello, se recomienda un contenido entre 0.10 — 0.30 por ciento
de azlcares reductores (Trivefio et al. 2011). Tres variedades de papa para freir de
produccién nacional (Canchan, Yungay y Capiro) que se encuentran en los mercados locales
fueron evaluadas, obteniendo 0.37, 0.52 y 0.10 por ciento de azUcares reductores,
respectivamente. En base a estos resultados y la factibilidad de compra, se selecciono la
variedad Canchan. En el Cuadro 2 se presenta las caracteristicas fisicoquimicas de la

variedad seleccionada.
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Cuadro 2: Caracterizacion fisicoquimica de la papa variedad Canchan

Anélisis Caracteristica
Variedad Canchan
Forma Ovalada
Color Piel rosada, pulpa blanca
Calibre

Diametro mayor (mm) 175.0£ 184

Diédmetro menor (mm) 155.0 £ 3.00

Peso (g) 116.4 £9.87
Materia seca (%) 24.0 £ 3.08
Densidad (g/mL) 1.15+0.01
pH 5.73+0.16
Acidez titulable (%) 0.21 +£0.02
Sélidos solubles (°Brix) 5.07+0.42
Azlcares Reductores (%) 0.37£0.01
Fructosa (%) 0.18
Glucosa (%) 0.17
Sacarosa (%) 0.03
Asparagina (mg/kg) 1,670.0 £ 0.002

De acuerdo a la NTP 011.119, las caracteristicas sensoriales de forma y color de la papa
variedad Canchan son las caracteristicas y la calidad de papa escogida para la investigacion

ha sido “Extra” tomando como referencia el calibre de este tubérculo (Anexo 1).

Respecto a materia seca, laNTP 011.119 indica que esta variedad debe de tener 22 por ciento
y lo obtenido fue un promedio de 24 por ciento, siendo un valor cercano a lo que indica la
norma, aunque el INIA (2012) indica que esta variedad puede llegar a tener hasta 25 por
ciento de materia seca. El contenido de materia seca en la papa es variable y esta influenciado
por la variedad, localizacién, condiciones de cultivo y almacenamiento. Los valores de pH
obtenidos estuvieron comprendidos entre 5.56 - 5.80, ligeramente bajo si lo comparamos
con la papa blanca (pH 6.90) o con la papa nativa (pH 6.30 — 6.90) (Romero 2019; Obreg6n
y Repo 2013). En relacion a los valores de acidez se obtuvo de 0.19 a 0.22 por ciento; el
contenido de &cidos organicos de la papa varia segun su estado de madurez, aquellos
tubérculos que son cosechados tempranamente presentan valores de acidez mas bajos
(Obregén y Repo 2013). Asi también, en la materia prima se cuantificé 1,670 mg/kg de
asparagina. Plata-Guerrero et al. (2009) reportan valores similares en papas espariolas, 1,300
y 1,700 mg asparagina/kg; por el contrario, Vivanti et al. (2006) reportan en papa morada

peruana valores inferiores, 496.7 mg asparagina/kg papa fresca y Serpen y Gokmen (2009)
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reportaron valores ligeramente superiores, 2,000 y 5,000 mg asparagina /kg papa fresca de

la variedad Agria.

4.3. ANALISIS DE ACRILAMIDA Y COLOR EN HOJUELAS DE PAPA FRITA
IMPREGNADOS CON EXTRACTO DE INCA MUNA

Se evaluaron las rodajas de papa frita antes y después de la fritura. Los andlisis realizados
antes de la fritura fueron azlcares y compuestos fenolicos en la solucién fenolica de
inmersion; y los analisis realizados despueés de la fritura fueron contenido de acrilamida y

evaluacion de color de las hojuelas de papa frita.

4.3.1. Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos preliminares de inmersion de rodajas de papa con ECCL a
concentraciones de 1.0, 3.0 y 5.0 mg AGE/mL, y tres tiempos (10, 30 y 50 minutos). Los
resultados mostraron que, a mayor concentracion de fenolicos, se incrementaba el contenido
de acrilamida, alcanzandose hasta tres veces més dicho contenido respecto al control (sin

compuestos fenolicos). Estos resultados son mostrados en el Anexo 2.

En investigaciones realizadas por otros autores, usando compuestos antioxidantes (estandar
0 extractos) para mitigar la acrilamida, se ha obtenido resultados que mitigan la formacion
de acrilamida, como algunos que la incrementan, tal como fue observado durante las pruebas
preliminares. Al respecto se puede sefialar que, los diversos antioxidantes tienen diferente
efecto en el mecanismo de mitigacion o formacion de acrilamida en alimentos. Asi, Jin et al.
(2013) sefialaron que el incremento de acrilamida podria deberse al cambio en la reaccion
del antioxidante al aumentar su concentracion y como consecuencia participar de otras
reacciones. Zhang y Zhang (2007) evaluaron la adicion de fenolicos liofilizados de bambu y
té verde (obtenidos de un extracto bruto hidroalcohdlico) en palitos de pan frito (bread
sticks) a concentraciones de 0.002, 0.01, 0.1, 1, 2.5y 4.9 g de extracto liofilizado por kg de
harina obteniéndose la mayor mitigacion de acrilamida en los tratamientos de
concentraciones intermedias: 1y 0.1 g/kg de harina para bambu y té verde con 82.9y 72.5
por ciento de reduccion, respectivamente; sin embargo, en concentraciones inferiores o
mayores (0.002, 0.01, 2.5 y 4.9 g/kg harina) a dichos valores mostraron formacion de
acrilamida, llegando algunos a ser casi igual a la muestra control. De igual manera Kotsiou

et al. (2010) trabajaron un sistema de modelo (mezcla de almidén de papa con glucosa y
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asparagina) y evaluaron diferentes concentraciones de extracto fendlico obtenido de aceite
de oliva virgen obteniéndose que la concentracién mas baja (2.2 mg AGE/Kg) mitig6 un 15
por ciento; mientras que, con las concentraciones mas elevadas (23.0; 46.1; 92.3y 216.9 mg
AGE/kg) se incremento el contenido de acrilamida entre un 21y 49 por ciento. Un fenémeno
similar ocurri6 con el &cido ascorbico donde a bajas concentraciones (0.2; 0.5; 0.8 y 1.2 por
ciento) inhibio la formacion de acrilamida, con una tasa de reduccion de hasta 58 por ciento.
Sin embargo, la concentracion de 1.5 por ciento de acido ascorbico propicio la formacion de
acrilamida en mas del 90 por ciento en un Sistema Modelo Asparagina-Glucosa (Yuan et al.
2011). Esto se debe a que los compuestos fendlicos a altas concentraciones ejercerian un
efecto prooxidante.

Otro factor que influye en el contenido de acrilamida en un alimento usando como aditivo
mitigante o como antioxidante, es el método de preparacion del extracto. El procedimiento
de preparacién, que a menudo incluye etapas de extraccion o concentracion asistidas por
calor puede cambiar la composicion del extracto respecto al presentado en la materia prima
o0 el componente mitigante, especialmente para los antioxidantes inestables al calor. Ademas,
dado que el extracto es relativamente complejo en comparacion con los compuestos puros,
se debe tener en cuenta el efecto de los componentes del extracto y la interaccion entre ellos.
Zhu et al. (2009) indicaron que los extractos brutos de plantas contienen ademas de
metabolitos secundarios, otros componentes naturales como aminoacidos, proteinas y
sacaridos solubles en agua haciendo que la muestra sea muy compleja. Al respecto, Mohanty
et al. (2017) identificaron en la Inca Mufia compuestos fendlicos del tipo Luteolina-7-O-
glucdsido, Eriodictiol-7-O-ruthindsido, acido rosmarinico, Apigenina-7-O-apioglucésido, y
Eriodictiol-glucésido. También Serrano et al. (2016) determinaron que esta materia prima
contiene acidos triterpénicos (&cido ursdlico y acido oleanolico) y acido rosmarinico. Asi
mismo, Yapuchura (2010) determing la presencia de compuestos fenélicos como derivados
de &cidos fendlicos hidroxicindmicos del tipo &cido cafeico y p-cumarico, derivados de
flavanonas del tipo eriodictiol y derivados de flavonoles del tipo rutina en hojas de Inca
Mufa. Se evidencia que esta planta contiene una variedad de metabolitos secundarios, siendo
los extractos muestras complejas. Por ejemplo, Kotsiou et al. (2010) al evaluar los estandares
quimicos de tirosol, oleuropeina y 4-hidroxifenil acido acético (componentes fendlicos del
aceite de oliva virgen) demostraron que fueron eficaces en la inhibicién de la formacion de
acrilamida; por el contrario, el extracto obtenido a partir de aceite de oliva virgen, potencio

la formacion de acrilamida, justificando esta diferencia a que la oleuropeina se hidroliza
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durante la extraccion, formando derivados dialdehidicos o aldehidicos; compuestos que
favorecen la formacion de acrilamida como carbonilos reactivos (Jin et al. 2013). Por tanto,
durante la obtencion del ECCL de Inca Mufa, se pudo dar transformaciones en los
compuestos fenolicos presentes en hojas de Inca Mufia que favorecieron la formacion de
acrilamida; asi mismo la presencia de clorofila, minerales y otros pueden actuar como

prooxidantes.

Por otro lado, el pH también tiene un efecto sobre formacion de acrilamida. Yuan et al.
(2011) indicaron que si el pH del sistema se encuentra entre 5.0 y 7.5, el contenido de
acrilamida tienda a incrementar; sin embargo, cuando el valor de pH oscila entre 7.5y 9, la
cantidad de acrilamida tiende a bajar. EI ECCL usado en las pruebas preliminares tuvo un
pH de 5.45 y el pH de la papa fue de 5.73 = 0.16; por tanto, el pH del sistema posiblemente

favoreci6 la formacion de acrilamida en el producto final.

Respecto al contenido de azucares reductores, se determiné valores de 0.13; 0.39 y 0.63 por
ciento de azucares reductores para las soluciones de ECCL a 1; 3y 5 mg AGE/mL de
fenolicos, respectivamente; y, sumados con 0.37 por ciento de azUcares reductores en la papa
(Cuadrol) favorecié el incremento de acrilamida, por el aporte de grupos carbonilo a la

reaccion.

En tal sentido, el ECCL utilizado en las pruebas preliminares influyé en el incremento de
acrilamida, debido posiblemente a los diversos factores mencionados o interaccién de éstos

favorecieron en dicho aumento.

Por todo lo expuesto y con el fin de eliminar posibles compuestos presentes en el extracto
de Inca Mufa que estarian favoreciendo la formacién de acrilamida, se procedié a la
purificacion parcial del extracto mediante cromatografia de adsorcion usando resina DA201-
C (utilizada principalmente para la adsorcion de compuestos fendlicos y otros compuestos
aromaticos) obteniéndose un producto denominado Extracto Parcialmente Purificado
Liofilizado (EPPL). En un primer momento se le evalu6 en un Sistema Modelo el cual nos
permitio obtener valores de referencia para mitigar la formacion de acrilamida; y en una
segunda etapa, se utilizo este valor como referencia para realizar los ensayos en un sistema

real: hojuelas de papa frita.

44



4.3.2. Evaluacién en Sistema Modelo

Previo al estudio de la aplicacion del EPPL en la fritura de las papas, y considerando la
complejidad de esta matriz alimenticia, se evalué la mitigacion de acrilamida vy
adicionalmente se analiz6 el contenido de hidroximetilfurfural (HMF) en Sistemas Modelo.
Este sistema consistio en la reaccion de un azucar reductor (como donante de grupos
carbonilo) y un aminoacido (Liu et al. 2018). Entonces, siguiendo ese mismo contexto, el
Sistema Modelo fue elaborado con los componentes basicos de formacion de acrilamida:
glucosa y asparagina, ambos en solucion buffer (pH 6.5) y se realizaron los ensayos a 160
°C por 15 minutos, utilizando un bafio de aceite (simulando los pardmetros de fritura de
hojuelas de papa) en presencia del extracto purificado a diferentes concentraciones 0.0, 1.25,
5.0, 7.5y 20.0 mg AGE/mL, con el fin de verificar el poder mitigador del EPPL sobre la
acrilamida y HMF. Los resultados obtenidos de acrilamida y HMF son reportados en
porcentaje respecto al tratamiento control (sin adicion de antioxidante), y se presentan en la

Figura 13.

Respecto a la mitigacion de acrilamida en el Sistema Modelo, se observa en la Figura 13 (A)
que el EPPL logr6 reducir el contenido de acrilamida a medida que se incrementa la
concentracion de fendlicos de Inca Mufia. Los resultados muestran que no hay reduccién de
acrilamida de la concentraciéon de 1.25 mg de AGE/g respecto al control; mientras que a
partir de 5 mg de AGE/g se observa una reduccion, aunque a este valor no es significativo.
La mitigacion de acrilamida para las concentraciones de 5, 7.5 y 20 mg de AGE/g fueron
32.2, 51.7 y 97.1 por ciento respectivamente, siendo a las dos primeras concentraciones
estadisticamente similares (Anexo 3). En base a estos resultados podemos decir que para el
sistema modelo la maxima reduccion de acrilamida (97.1 por ciento) se obtuvo una

concentracion de 20 mg de AGE/qg.

Esta reduccidn de acrilamida puede deberse a los principales compuestos fendlicos que tiene
la Inca Mufa: derivados del acido cafeico, p- cumarico, eriodictiol, rutina y apigenina
(Yapuchura 2010) los cuales pueden donar el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo del
fenodlico al radical libre deteniendo asi las reacciones en cadena de propagacion durante el
proceso de oxidacion; y mientras mas numeros OH tenga el fendlico mayor es su poder

antioxidante (Ranalli et al. 2003) ocurriendo mas en los fenolicos del grupo flavonoide.
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Figura 13. Cuantificacion de acrilamida (A) y HMF (B), en el Sistema Modelo glucosa
— asparagina usando diferentes concentraciones de extracto purificado de Inca Muia.

Letras diferentes muestran diferencia significativa a través de la prueba de Tukey. Promedio de tres repeticiones
(n=3)

Mohanty et al. (2017) y Serrano et al. (2016) indicaron que esta planta Inca Mufia también
contiene acido rosmarinico, el cual también tiene un papel importante en la reduccion de
acrilamida. Este fendlico en especifico posee dos grupos de catecol en los anillos Ay B que
pueden ser oxidadas a o-quinonas y son capaces de inactivar péptidos uniéndose a ellos
(Pirker et al., 2009); entonces, los atomos de hidrdgeno del hidroxilo adyacente en el doble
anillo de &cido rosmarinico son atrapados por completo por la acrilamida y finalmente se
forma una estructura quinoide estable, reduciendo asi este neotdxico (Yuan et al. 2019).

Adicionalmente, Cheng et al. (2009) indicaron que el mecanismo de inhibicion de acrilamida
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de la flavanona naringenina (un tipo de flavonoide) podria deberse a la oxidacion para formar
quinonas que reaccionarian con intermediarios quinonicos de acrilamida como el 3-
aminopropionamida (3-APA) por medio de la interaccion quinona—amina; en otras palabras,

es capaz de atrapar la fuente amida de las vias que conducen a la formacion de acrilamida.

Los resultados obtenidos usando EPPL en el Sistema Modelo coinciden con lo reportado por
Cheng et al. (2010) quienes también evaluaron un Sistema Modelo de glucosa-asparagina y
extractos purificados (con resina XAD16) de cinco frutas (manzana, arandano, mangostan,
longan, fruta del dragén pulpa blanca y pulpa roja), logrando incrementar la mitigacion de
acrilamida proporcionalmente a la concentracion de antioxidante a excepcion de la fruta del
dragdn cuyo efecto fue contrario. Asi mismo, Zhu et al. (2009) estudiaron extractos fenolicos
de 35 especies entre las cuales se encontraban hojas de menta, orégano, curry y té verde
(concentracion 0.1 mg/mL) en un Sistema Modelo de asparagina-glucosa en buffer fosfato
a pH 6.58 resultando una reduccion de acrilamida de 74.5; 46.1; 49.7 y 46.8 por ciento,
respectivamente. Por otro lado, se ha utilizado este método adicionando compuestos
fendlicos puros: Yuan et al. (2019) evaluaron en un Sistema Modelo (glucosa y asparagina)
el efecto de acido rosmarinico en la mitigacion de acrilamida, Ilegando a una méxima
reduccion de un poco mas del 90 por ciento (respecto al control) a una concentracién fendlica
de 10 mmol/L seguido de 10° mmol/L; sin embargo, a 10 mmol/L se reportd sélo
reduccion de 42.93 por ciento. De igual forma, Cheng et al. (2015) evaluaron el efecto de
tres tipos de flavonas (luteolina, apigeninay tricina) e isoflavona (aidzin, genistin, daidzeina
y genisteina) en la mitigacion de acrilamida encontrando que la fuerza de la inhibicion de
acrilamida fue de las flavonas llegandose hasta un 52.9 por ciento de inhibicion. También
Bassama et al. (2010) usaron diferentes concentraciones de tres sustancias distintas
(catequina, acido cafeico y cloruro de calcio) en un Sistema Modelo obteniendo mayor
reduccion de acrilamida con la concentracion de catequina a 10 mM vy cloruro de calcio a 20
mM; con el acido cafeico el efecto fue contrario. Ademas, Zhu et al. (2009) estudiaron el
efecto de 11 compuestos fendlicos (entre ellos acido p-cumarico, rutina, acido galico,
quercitina y acido felarico) en la disminucion de acrilamida en un Sistema Modelo (glucosa
y asparagina, pH 6.8) obteniendo como resultado la reduccién de acrilamida en 53.4; 49.4;
47.7 y 38.4 por ciento, respectivamente a excepcion de acido feldrico (incrementd la
acrilamida en 4.5 por ciento). Por lo anterior expuesto, observamos que fendlicos como acido
p-cumarico, rutina, apigenina (componentes de la Inca Mufia, como ya se indic0), ayudan a

la mitigacion de acrilamida.
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Otro factor que pudo influenciar en los resultados es el contenido de azUcares reductores de
la solucion fendlica (EPPL) usado en el estudio del Sistema Modelo: para las
concentraciones de 1.25, 5.0, 7.5y 20.0 mg AGE/mL el contenido de azucares reductores
(expresados como glucosa) fueron 0.13, 0.47, 0.81y 1.56 por ciento, respectivamente. Si se
compara el porcentaje de azlcares reductores de la solucion fendlica de ECCL (acépite 4.3.1,
pruebas preliminares) y EPPL a concentracion de 5 mg AGE/mL, el contenido de azlcares
reductores disminuy6 con la purificacion (0.63 a 0.47 por ciento). Esta variacion en el
contenido de azUcares reductores en el extracto fenolico, podria haber influido en la
formacion de acrilamida: el ECCL pudo haber aportado azlcares a las rodajas de papa
favoreciendo el incremento de acrilamida en los ensayos preliminares. Dai y Mumper (2010)
y Zhu et al. (2009) indicaron que en los extractos crudos de plantas hay presencia de aztcares
con lo cual se baja la concentracion fendlica y, el proceso de purificacion permite eliminar
esos interferentes como azUcares; por ello, se observa en los resultados que el EPPL presenta
menor porcentaje de azUcares reductores comparado con el ECCL.

Con respecto a los valores de HMF, en la Figura 13 (B) se observa un comportamiento
contrario al obtenido para acrilamida: a medida que aumenta la concentracion de compuestos
fenolicos aumenta el contenido de HMF. Si bien a la concentracion de 20 mg de AGE/g se
nota una disminucién respecto a la concentracion previa de compuestos fendlicos, el valor
obtenido sigue siendo mayor que el control. También se observa que, entre el Control y el
tratamiento de menor concentracion fenolica son no significativos, pero si lo comparamos
con las deméas concentraciones, si existe diferencia significativa (Anexo 4). Este
comportamiento de incremento de HMF coincide con algunas investigaciones en las cuales
usaron &cido ascorbico como antioxidante, concluyendo que este compuesto fue considerado
como un precursor importante del furano, especialmente en Sistema Modelo (Locas y
Yaylayan 2008, Fan 2005). Fan (2005) realiz6 Sistemas Modelos usando como sustratos
azucares (fructosa y glucosa) y acidos organicos (acido ascorbico y acido malico), buffer
fosfato de sodio 50 mM ajustando el valor de pH en 3y 7, y autoclavado por 25 minutos,
observandose el efecto significativo del pH y el uso de buffer sobre la formacion de furanos.
Por ejemplo, usando glucosa a pH 7, se obtuvo mayor cantidad de furanos comparado al pH
3; Y, si se contrasta los tratamientos que usaron buffer frente a los que no utilizaron buffer,
el primer grupo tuvieron significancia en la cuantificacion de furanos. Es decir, la solucion

tampon y el pH 7 aumentaron la sensibilidad de los azlcares en respuesta del tratamiento
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térmico. Respecto al efecto del pH puede ser una consecuencia de la protonacion y la
desprotonacidon de varios restos de los azlcares en la reaccion de Maillard.

Otro motivo por el cual la cuantificacién de HMF incrementd en este Sistema Modelo podria
deberse al fendmeno de pirolisis de la glucosa: la accion de alta temperatura de reaccion
logra que la glucosa se transforme en un anillo abierto para luego deshidratarse y pasar a
ciclacion del 3-desoxiglucosona, siendo este precursor de HMF (Locas y Yaylayan 2008).
Si el extracto fendlico contiene restos de glucosa que no reaccionaron con la asparagina,

pueden reaccionar con otros componentes intermedios en la reaccion de Maillard.

Asi mismo, es posible que presencia de iones metalicos en el extracto o la presencia del
cation Na* (buffer fosfato de sodio usado en el Sistema Modelo) haya influido en la
formacion de HMF, tal como lo sefialan diversos estudios. Gokmen y Seyunva (2006) y Wen
et al. (2015) sefalaron que el cation Ca* es el mayor generador de HMF y mitigador de
acrilamida, seguido de Mg?* y Fe**; el ion Na* no tiene efecto reductor de acrilamida, pero
si ligero incremento de HMF. Wen et al. (2015) obtuvieron que la glucosa se descomponia
mas rapido en presencia de cationes durante el calentamiento; sin embargo, la velocidad de
descomposicion de la asparagina disminuia a medida que aumentaba la concentracién del
cation en la mezcla de reaccion, esto podria atribuirse a la reaccion de quelacion entre
cationes metalicos y asparaginas para inhibir la formacion de la base de Schiff; si no hay
asparagina disponible se evita la formacion de acrilamida, pero si la glucosa se descompone,
hay més probabilidad de generacion de HMF. Por lo tanto, en el nuestro Sistema Modelo
con EPPL, podria estar ocurriendo que el catién Na* esta quelando a la asparagina, con lo
cual no habria asparagina libre para la reaccién, pero si glucosa disponible, la cual bajo las
condiciones de altas temperaturas podria deshidratarse dando pase a la formacion de 3-

deoxiosona, principal precursor del HMF.

Finalmente, de los resultados presentados en la Figura 13 se observa que el EPPL de Inca
Murfia reduce significativamente la acrilamida (p < 0.05) aplicando un modelo de asparagina-
glucosa; sin embargo, aumenta la concentracion de HMF (Anexo 3 y 4); obteniendose la
correlacion de Pearson inversa mas alta (-0.81) en el intervalo de 0 a 7.5 mg AGE/mL. En
este sentido, y entendiéndose que se busca la mayor reduccion de acrilamida, sin la
formacion o menor formacion de HMF, se decidio trabajar en el sistema hojuelas de papas

con concentraciones de compuestos fendlicos menores a 5 mg AGE/m.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el Sistema Modelo, se consider6 evaluar las
concentraciones de 2 mg AGE/mL y 1 mg AGE/mL (0.2 y 0.1 por ciento, respectivamente)
por tiempos de 15, 30, 60 y 120 s de inmersion de rodajas de papa a presion atmosférica y

de vacio, y posterior fritura de éstas.

4.3.3. Evaluacion de la fritura de papa con extracto purificado e inmersion a presion
atmosférica

Después de haber evaluado el poder mitigador de acrilamida del extracto EPPL en un
Sistema Modelo, se procedié a evaluar dicho extracto en papas fritas. Las rodajas de papa
fresca fueron colocadas en inmersion a presion atmosférica por 15, 30, 60 y 120 s con
solucién fendlica de EPPL a concentraciones de 2 y 1 mg AGE/mL; después se frieron y se

obtuvieron los siguientes resultados presentados en el Cuadro 3y Figura 14.

Cuadro 3: Analisis de acrilamida y color en rodajas de papa frita con Inmersion de

solucidn fendlica de Inca Mufa a presion atmosférica

Solucion después de la

Tratamiento Neotoxico Color .
Inmersion
CFT Tiempo  Mitigacion CFT* Azucares
(mg inmersion  Acrilamida h* AE (mg AGE/mL  Reductores
AGE/mL) (s) (%) solucion) (%)
15 26.7+2.7° 89.9+12% 37+0.3* 2.38+0.13* 0.23+0.00°
5 30 50.8 +6.0° 88.5+2.0% 3.9+06% 1.97+0.05° 0.28+0.00°
60 50.9+7.4* 90.3+1.0* 3.0+0.9%* 2.01+0.03° 0.28 +0.00
120 19.7+9.8° 89.6+25% 3.2+2.0% 2.08+0.07° 0.28+0.01°
15 209+33b 90.1+£1.7% 27+£19% 114+0.04° 0.11+£0.02°
1 30 51.0£5.9* 87.8+53* 41+22* 121+0.06° 0.11+0.01°
60 223+21° 86.8+1.2% 26+0.7° 1.15+0.03° 0.11 +0.00°
120 151+16° 88.7+1.3% 59+20% 1.12+0.03° 0.12+0.01°

CFT: Compuestos fendlicos totales. Letras diferentes muestran una diferencia significativa a través de la prueba
de Tukey. Promedio de tres repeticiones = DS.
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Figura 14. Mitigacion de acrilamida en papas fritas utilizando compuestos fenolicos de

Inca Mufa (2 y 1 mg AGE/mL) mediante inmersion a presion atmosférica.

Letras diferentes muestran diferencia significativa a través de la prueba de Tukey. Promedio de tres repeticiones
(n=3).

En la Figura 14 se observa que la adicion de EPPL mitigé la acrilamida en este sistema
alimenticio: papas fritas tipo hojuelas. También se aprecia que mientras mayor es la
concentracion fenodlica, aumenta la mitigacion; sin embargo, no se requirié largo tiempo de
inmersion para llegar al objetivo, ya que so6lo se necesité 30 y 60 s para obtener el mas alto

porcentaje de inhibicion de acrilamida.

Esta reduccion del neotoxico estaria vinculado a los compuestos fendlicos presentes en el
EPPL. Los fenodlicos podrian estar interactuando con los precursores de la acrilamida en dos
de las reacciones mas importantes para su formacion, dentro de un proceso de fritura: la
reaccion de Maillard y la oxidacion lipidica (Zhang et al. 2007; Ciesarova et al. 2008). En
la reaccién de Maillard se propone una combinacion de mecanismos: un fragmento del
azucar reductor reacciona con el sistema fendlico, evitando que el azlcar se una a la
asparagina (Ciesarova et al. 2008); la eliminacion de radicales y efecto de captura de

carbonilos reactivos (Piedrahita et al. 2015).

Respecto a la oxidacién lipidica, se produce la oxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados
que pueden producir acroleina (Mohammad, 2014) la cual reacciona mediante oxidacion

generando &cido acrilico o un radical acrilico que induce a la formacion de acrilamida en
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presencia de una fuente de nitrégeno (Zhang y Zhang 2007); sin embargo, la presencia de
compuestos fenolicos en el EPPL estaria inhibiendo la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados y por ende blogueando la formacion de acroleina tal como lo sefiala Babu et
al. (2016). Durante el proceso de fritura, en la etapa de calentamiento de la superficie del
alimento el vapor de agua es liberado del alimento (Montes et al., 2016) ingresando el aceite
en ebullicion en la matriz alimentaria y entra en contacto con el compuesto fendlico, pero
debido a su mecanismo de atrapar radicales, brindara cierta estabilidad oxidativa al aceite,
pudiéndose convertir en otro mecanismo para disminuir la formacién de acrilamida en las

papas fritas tipo hojuelas.

Al respecto, en la Figura 14 se aprecia que con la concentracién de 2 mg AGE/mLy los
tiempos de 30 y 60 s se obtuvieron la mayor mitigacion de acrilamida con 50.8 y 50.9 por
ciento. Del mismo modo, para la concentracion de 1 mg AGE/mL con el tiempo de 30 s se
obtuvo 51.0 por ciento de mitigacion. Los tres tratamientos (30 s, 1y 2 mg/mL; 30 s 1
mg/mL) no presentan diferencia significativa entre ellos, mientras que los otros tratamientos
son de menor poder mitigador (entre 15.1 y 26.7 por ciento) y sin diferencia significativa
(Anexo 5). A pesar que estadisticamente no hay diferencia significativa a tiempo de 30 s
entre las dos concentraciones, se observa que la concentracion de 2 mg AGE/mL reduce mas
acrilamida que 1 mg AGE/mL. Esto puede deberse a que, a mas concentracion fendlica,
mayor presencia de compuestos fendlicos (principalmente derivados del 4cido cafeico, p-
cumarico, eriodictiol, rutina, apigenina y acido rosmarinico) en la solucién de inmersién
donde las papas puedan tomar mas de esos fenolicos por difusién o absorcion; por lo tanto,
durante la fritura exista mas zonas de accion del fendlico sobre la mitigacion de acrilamida

en las papas fritas.

A pesar que diversos estudios han demostrado que diferentes concentraciones de un mismo
antioxidante presentan diferentes efectos sobre la acrilamida, un estudio con resultados
similares a lo trabajado con extracto de Inca Mufia fue el de Cheng et al. (2010) quienes
indicaron que entre 0.01 y 0.05 por ciento de concentracién fendlica de manzana, el
tratamiento con 0.05 por ciento logré menor formacion de acrilamida (reduccién de 30 por
ciento) en papas fritas. Por otro lado, Zhang et al. (2007) estudiaron el efecto del extracto de
hojas de bambu en la mitigacidn de acrilamida en papas fritas tipo hojuelas obteniendo como
tratamiento 6ptimo 0.1 por ciento de fenolico con 60 s de inmersion seguido de 30 s con 35

y 15 por ciento de reduccion de acrilamida, respectivamente. El extracto de bambu es rico
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en polifenoles, especialmente de flavonoides como quercitina, rutina y luteolina (Lu et al.
2005) los cuales confieren un efecto protector en el proceso de fritura reduciendo de esta
manera la formacion de acrilamida. Estos resultados son similares al estudio con EPPL de
Inca Mufia, esto puede deberse a que este extracto también es rico en flavonoides teniendo
en comun a la rutina, asi podria estar ejerciendo la misma funcion protectora en el producto

final.

Por otra parte, el color de las rodajas de papa frita es el primer rasgo de calidad evaluado por
los consumidores y es fundamental en la aceptacion del producto. Este factor se debe a
reacciones quimicas como la caramelizacion, reacciones no enzimaticas (reaccion de
Maillard), asi como de los grupos aldehido de las moléculas de triglicéridos y derivados de
la degradacion de los lipidos quienes reaccionan con los grupos amino formando compuestos
de color (Wani et al. 2017). Los valores mas caracteristicos que se ha tomado como
referencia para observar algun cambio de color en el producto fueron el angulo matiz (h*,
de rojo 0 © a amarillo 90 °) y la diferencia de color total (AE, comparacion numérica de una
muestra con el control). Las fotografias de las muestras de papas fritas tipo hojuelas con

inmersion a presion atmosférica se presentan en las Figura 15.

Por el lado, los valores de h* oscilan entre 86.8 y 90.3, similar a lo reportado por Lopez et
al. (2019) en papa frita con previa inmersion a presioén atmosférica en té verde, quienes
obtuvieron valores de h* entre 81 y 84. En paralelo, se observa que las muestras de inmersién
en solucion fendlica a 2 mg AGE/mL tuvieron valores de h* ligeramente mayor a los que se
encontr6 con 1 mg AGE/mL percibiéndose el color de las hojuelas fritas como un naranja
mas intenso. Sin embargo, no existe una relacion o tendencia con los tratamientos de mayor
de mitigacion de acrilamida y estadisticamente no se evidencia diferencia significativa entre
todos los tratamientos (Anexo 6). Esto puede deberse a que la solucion fendlica tiene un
color particular (naranja-marron) y al sumergir las rodajas en dicha solucion, les confiere un
color naranja a las rodajas después de la inmersiéon y un dorado homogéneo después de la
fritura. Es decir, el color de las papas fritas tipo hojuelas esta influenciado mas por la difusién
de pigmentos que le brinda la solucion de inmersién con EPPL que por las mismas
melanoidinas producidas en la Reaccion de Maillard, y a la par el EPPL ejerce su funcion de

inhibicién del neotdxico.
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TIEMPO DE INMERSION — PRESION ATMOSFERICA
15 s 30s 60 s 120 s

Control

CONCENTRACION FENOLICA
2 mg AGE/mL

Tratamiento |

Control

1 mg AGE/mL

Tratamiento

Figura 15. Muestras de papa frita tipo hojuelas con inmersion en solucion fendlica de

Inca Mufia a presion atmosférica.

Respecto al valor AE presenta valores entre 2.6 y 5.9, indicando que mientras més alto es el
valor AE mayor es la diferencia de color respecto al tratamiento control. Estos resultados al
igual que el valor del angulo hue estan influenciados por el color del EPPL. A pesar que los
tratamientos con inmersion de 2 mg AGE/mL presentan valores mas homogéneos y
relativamente mayores comparados a la concentracion de 1 mg AGE/mL, estadisticamente
no existe diferencia significativa entre ambas concentraciones y tiempos (Anexo 7). Si
observamos la Figura 15, sensorialmente no se aprecia diferencia de color entre los
tratamientos, coincidiendo con lo que obtenemos en la parte estadistica. Los valores de AE
obtenidos corresponden a diferencias bajas (AE < 3.5), medias (AE = 3.5 - 5) y muy altas
(AE > 5) tal como lo clasifica Sobol et al. (2020) quienes reportaron valores de AE entre
1.72 y 9.35 en papa frita tipo francesa aplicando la operacion de escaldado previo a la fritura.

También en el Cuadro 3 observamos que el contenido de compuestos fendlicos en la solucion
usada después de inmersion a presion atmosférica fue menor en los tratamientos con mayor
mitigacion de acrilamida (30 y 60 s a concentracion de 2 mg AGE/mL) lo cual indica que

las rodajas de papa absorbieron mas fenolicos en esos tiempos y por ende se relaciona con
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la mayor inhibicién de acrilamida. Esto podria estar relacionado con el cambio de las
concentraciones de componentes propio de la matriz alimentaria (papa), gracias a que el
proceso de inmersion conduce a una mayor lixiviacion azlcares, fenolicos, etc de la papa a
la solucidn y absorcidn de otros compuestos propios de la solucion (como fenodlicos) hacia a
la papa por transferencia de masa. Entonces, en el tiempo de 30 y 60 s puede que haya sido
el tiempo Optimo de absorcion de fendlicos a comparacion de 120 s en el cual pudo haber
habido mayor transferencia de masa de la papa a la solucion fendlica. Sin embargo,
estadisticamente existe no existe diferencia significativa entre los tratamientos a una misma
concentracion (Anexo 8). En paralelo, si observamos los azlcares (expresado en porcentaje
de glucosa) de la solucion de inmersidn, no se aprecia cambio entre un tiempo y otro dentro
de una misma concentracién, coincidiendo con la parte estadistica que indica que no hay
diferencia significativa entre tratamientos de una misma concentracion (Anexo 9). Este
comportamiento puede deberse a que en la solucién fendlica es mayor la cantidad de
fendlicos que de glucosa y, por parte de las rodajas de papa, su aporte es tan pequefio para

la solucion que por ello no se aprecia grandes cambios entre cada tratamiento.

Un aspecto importante en la mitigacion de acrilamida en papas fritas es saber cuanto de este
neotoxico es aceptado en el producto estudiado. De acuerdo a la normativa de la Union
Europea (UE) 2017/2158 dado por la AESAN (2018) indica como nivel maximo permitido
para frita tipo hojuelas o “chips” la cantidad de 750 pg/kg. Entonces, se podria indicar que
el tratamiento de 30 s a concentracion de 2 mg AGE/mL estarian cumpliendo esta normativa,

con valores de 738.0 ug/kg.

4.3.4. Evaluacion de la fritura de papa con extracto purificado e inmersion a presion

de vacio

Al igual que en el acapite 4.3.3, las rodajas de papa fresca fueron sumergidas en solucién
fenolica de EPPL a concentraciones de 2 y 1 mg AGE/mL pero esta vez la inmersion fue
realizada a presion de vacio; despues se frieron y se obtuvieron los resultados presentados

en el Cuadro 4 y Figura 16.
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Cuadro 4: Andlisis de acrilamida y color en rodajas de papa frita con inmersion de

solucion fendlica de Inca Mufia a presion de vacio

Solucion después de la

Tratamiento Neotoxico Color | .
nmersion
CFT Tiempo Mitigacion CFT* Azlcares
(mg inmersion  Acrilamida h* AE (mg AGE/mL  Reductores
AGE/mL) (s) (%) solucion) (%)
15 50.3+3.8* 788+3.6° 7.6+1.2% 224+0.06% 0.17+0.04%c
) 30 19.8+0.89 84.1+0.92 48+0.9° 2.19+0.042 0.17 +0.04%®
60 156 +3.19 84.1+0.5% 58+0.9% 229+0.122 0.20 + 0.00?
120 406+55" 845+20% 48+0.92 2.27+0.01® 0.20 +0.00?
15 204+23° 81.1+09% 59+1.1% 1.22+0.06® 0.13+0.00
. 30 284+25° 826+14% 53+12% 1.18+0.07° 0.11+0.01%C
60 35.4+05° 81.1+05% 7.2+0.8° 1.19+0.04> 0.12+0.01°
120 67.4+10° 854+09% 52+1.7%° 1.10+0.00° 0.12 +0.01%°

*CFT: Compuestos fendlicos totales. Letras diferentes muestran una diferencia significativa a través de la
prueba de Tukey. Promedio de tres repeticiones + DS.
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Figura 16. Mitigacion de acrilamida en papas fritas utilizando compuestos fendlicos de

Inca Mufa (2 mg AGE/mL y 1 mg AGE/mL) mediante inmersion a presion de vacio.

Letras diferentes muestran diferencia significativa a través de la prueba de Tukey. Promedio de tres repeticiones

(n=3)
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En relacion a los tratamientos de inmersidn a presion de vacio, se verifica el efecto mitigador
del EPPL sobre la acrilamida; sin embargo, la influencia de los compuestos fendlicos fue
diferente comparado a los tratamientos de inmersién a presion atmosférica. Aquellos
tratamientos de mayor mitigacion de acrilamida fueron el tiempo de 120 s a 1 mg AGE/mL
seguido del tiempo de 15 s a 2 mg AGE/mL, no observandose diferencias significativas entre
ambos tratamientos (p < 0.05), pero si comparamos en ambas concentraciones a 120 s, si
existe diferencia significativa (Anexo 10). Como ya se menciono en el acapite 4.3.3, los
fenolicos del EPPL podrian estar interactuando con los precursores de la acrilamida
mediante la Reaccidn de Maillard o en la oxidacion lipidica (Zhang et al. 2007; Ciesarova
et al. 2008) y de esa manera inhibirian al neot6xico.

Respecto a la concentracién, se observa que a 1 mg AGE/mL hubo més mitigacion de
acrilamida comparado al de 2 mg AGE/mL (excepto en el tiempo de 15 s). Corréa et al.
(2009) mencionaron que en el proceso de osmodeshidratacion a vacio, las soluciones
concentradas pueden promover la formacion de una capa densa de solutos en la superficie
de los alimentos actuando como barrera contra la penetracion de los solutos en el alimento
y hace la transferencia de masa mas dificil. Betalleluz et al. (2010) indicaron que soluciones
mas concentradas limitan la penetracion del liquido por incrementar su viscosidad,
aumentando la rigidez de la capa celular externa debido al efecto del endurecimiento y se
favorece la salida de agua desde el alimento por una mayor presion osmoética. Entonces, este
comportamiento puede estar sucediendo en los tratamientos con Inca Mufa: con la menor
concentracion de EPPL (1 mg AGE/mL) el ingreso de la solucion fendlica a la matriz
alimentaria (papa) fue mas facil, y en el mayor tiempo de inmersion (120 s) retuvo mas
cantidad de compuestos fendlicos desplazando asi al oxigeno dentro de los tejidos
disminuyendo asi la oxidacion lipidica en el producto; por ende, mayor mitigacion de
acrilamida como se presenta en la Figura 16. Sin embargo, se observa que el tiempo de 15 s
a 2 mg AGE/mL es el segundo tratamiento con méas mitigacién de acrilamida a pesar de ser
el menor tiempo de inmersion; probablemente se deba a que, gracias a este corto tiempo de
inmersion no permitio que se forme una barrera en la superficie como indica Betalleluz et
al. (2010) cuando son soluciones mas concentradas; por el contrario, logré ingresar la
solucion fendlica y al ser mas concentracion indica mas compuestos fenolicos, observandose

como mayor mitigacion de acrilamida.
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También se observa que el tratamiento de mayor mitigacién de acrilamida fue el de
inmersion con vacio de 120 s. Zhang et al. (2007) reportaron que tiempos prolongados de
inmersion (hasta 300 s) en extracto liofilizado de bambd al 0.01 por ciento mitigaba la
formacion de acrilamida en papa frita; lo que estaria acorde a los resultados obtenidos con

el uso de presion a vacio.

Moreira y Almohaimed (2018) evaluaron la impregnacion de fendlicos de betarraga en
rodajas de papa a diferentes tiempos y tipos de presion obteniendo que las rodajas de papa
impregnadas al vacio (600 mm Hg 6 0.80 bar) con tiempo de relajacion de 10 min tuvieron
el incremento de fenolicos mas altos y, cuanto mayor es la concentracién de la solucion de
impregnacion (siete por ciento), menor es la impregnacion lo que hace que el agua de la papa
se difunda debido a la diferencia de concentraciones entre el agua de la papa y la solucion.
A pesar que no analizaron acrilamida en el producto final, el comportamiento de disminuir
los fendlicos de betarraga en la papa frita cuanto mas incrementa la solucion fendlica de
inmersion a presion de vacio, podria explicar lo que ocurre con los tratamientos usando
EPPL de Inca Mufa.

Por el lado de la variable color, en la Figura 17 se presentan las rodajas de papa frita las
cuales se les aplicé inmersidn a presion de vacio previo a la fritura.

TIEMPO DgOINMERSI()N — PRESION DE VACIO
S

15s 60 s 120 s

2 mg AGE/mL
Control

Tratamiento |

Control

CONCENTRACION FENOLICA

1 mg AGE/mL

Tratamiento |

Figura 17. Muestras de papa frita tipo hojuelas con inmersién en solucién fenodlica de
Inca Mufia a presién de vacio.
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Como se ha mencionado, el color es un atributo importante que afecta a la calidad de las
papas fritas como producto final y en la aceptacién de los consumidores. El color de este
producto suele ser un dorado suave; sin embargo, esto puede cambiar con el tipo de
tratamiento previo que recibieron las rodajas de papa, asi como temperatura y tiempo de
fritura. En este estudio podemos observar que el EPPL juega un papel importante en este
pardmetro y, comparado con los tratamientos de inmersion atmosférica, en estas muestras a
las que se le aplico inmersion a vacio, las rodajas de papa frita se aprecian un color naranja-

dorado méas marcado.

Los valores de h* oscila entre 78.8 y 85.4. Al igual que los tratamientos con inmersion a
presion atmosférica, el color de las hojuelas fritas puede estar influenciado por color de la
solucién fendlica y la aplicacion de presién de vacio durante la inmersién, ayuda a que la
solucion ingrese mas facil a la matriz de la papa confiriéndole mas color. Entonces, las
hojuelas de papa frita, al ser mas doradas, se refleja en valores bajos de h* (llegado hasta
78.8) dando un matiz mas naranja comparado a los tratamientos de inmersion a presion
atmosférica, como se observa en las Figura 17. Por otro lado, se contempla diferencia
significativa entre el tratamiento de 15sa 2 mg AGE/mL y 120 sa 1 mg AGE/mL, pero no
entre los tratamientos de 2 mg AGE/mL a 30, 60 y 120 s (Anexo 11).

Respecto al valor AE, se observa que los valores son mayores a los tratamientos con
inmersion de presion atmosférica, coincidiendo esta tendencia con los datos de h*. Los
valores de AE oscilan entre 4.8 y 7.6. Estos resultados al igual que el valor de h* estan
influenciados por el color del EPPL y la aplicacion de presion de vacio durante la inmersion.
Observamos que el valor mas alto de AE coincide con el valor mas bajo de h* con lo cual
nos indica que las rodajas de papa fueron méas doradas con matiz naranja comparado con los
otros tratamientos. Sin embargo, estadisticamente no se evidencia diferencia significativa
entre todas las muestras (Anexo 12), coincidiendo con los tratamientos de inmersion a

presién atmosférica.

Por otra parte, en el Cuadro 5 se aprecia la cuantificacion de compuestos fenolicos en la
solucion de inmersion. Se observa que la menor concentracion de fendlicos residual fue en
el tratamiento de 1 mg AGE/mL a 120 s, relacionandose con el tratamiento de mas inhibicion
de acrilamida lo cual indica que las rodajas de papa absorbieron mas fendlicos en el

tratamiento de mayor tiempo. Como ya se explico anteriormente, el uso de presion a vacio
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permite el ingreso de la solucién fendlica en la matriz del alimento y a esto sumado que
ocurre en el sistema una transferencia de masa, ambos mecanismos ayudaron a que las
rodajas de papa ganaran mas fendlicos; por ende, en la solucidn después de la inmersién a
presion de vacio se observa como una disminucion de los mismos. Sin embargo,
estadisticamente, hay diferencia significativa entre concentraciones mas no entre
tratamientos de un mismo grupo (Anexo 13). En el caso de la concentracion de azucares
reductores (Anexo 14) no hubo mucha variacion entre los diferentes tratamientos de una
misma concentracion, pero estadisticamente si hay diferencia entre tratamientos de diferente
concentracion fendlica; por tanto, el proceso de inmersion ha conducido a una mayor
lixiviacion de un precursor importante de acrilamida: la glucosa, siendo mas notorio en los
tratamientos de inmersion a presion atmosférica. Entonces, en las rodajas de papa al haber
méas compuestos fenolicos y menos azlcares reductores, la probabilidad de formacién de

acrilamida es menor.

Por otro lado, tal como se menciond en el acapite 4.3.4, es importante saber si la mitigacion
de acrilamida en las papas fritas del estudio ha logrado cumplir con la normativa de la Unién
Europea (UE) 2017/2158 dado por la AESAN (2018). Para el caso de los tratamientos de
rodajas de papa con inmersion a vacio, el tratamiento de 120 s a concentracion de 2 mg

AGE/mL contiene 654.3 pg/kg, cumpliendo con la norma.

4.3.5. Andlisis de rodajas de papa frita - mejores tratamientos

Se realiz6 un analisis del contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las
papas fritas obtenidas con los mejores s tratamientos, aquellos con los que se obtuvo mayor
inhibicidn de acrilamida. Los resultados obtenidos se reportan en el en el Cuadro 5.

Como se puede apreciar en el Cuadro 5, las rodajas de papa frita que pasaron por inmersion
en solucidn fendlica previo a la fritura presentaron incremento de fendlicos y capacidad
antioxidante comparado con sus respectivos controles. Estos resultados tienen similitud a lo
obtenido respecto al porcentaje de mitigacion de acrilamida: los tratamientos con mas
capacidad antioxidante coinciden con aquellos que mitigaron la formacion de acrilamida, lo
cual indica que el efecto protector de la Inca Mufa sobre las papas fritas. Tal como se
menciono anteriormente en el acapite 4.3.2, el extracto de esta planta es caracterizada por
tener compuestos fenodlicos principalmente derivados del acido cafeico, p- cumérico,

eriodictiol, rutina, apigenina y acido rosmarinico (Mohanty et al. 2017, Serrano et al. 2016,
60



Yapachura 2010) de los cuales se ha demostrado el efecto mitigador de acrilamida en

Sistemas Modelos.

Cuadro 5: Incremento en el contenido de compuestos fenolicos y capacidad

antioxidante de papa frita, previa inmersion en solucion de compuestos fenélica de Inca

Mufa

Concentracién Tiempo de *Mitigacion
Presion fendlica inmersion A CFT (%) ACA (%)  Acrilamida

(mg AGE/mL) (s) (%)
Vacio 1 120 80.0+12.2* 36.6+7.7° 67.4+10
Vacio 2 15 557+53" 175+39° 593+38
Atmosférica 2 30 37.6+72° 159+3.3® 50.8%6.0
Atmosférica 2 60 6.5 £ 2.4° 4.2+0.8° 50974

*Tomado del Cuadro 3. CFT: Compuestos fenolicos totales; CA: Capacidad antioxidante. A CFT: diferencia
de compuestos fenolicos totales entre tratamiento y control en papas fritas; A CA: diferencia de capacidad

antioxidante entre tratamiento y control en papas fritas. Promedio de tres repeticiones £ DS

Ademas, los tratamientos que pasaron por inmersién a presion de vacio incrementaron su
capacidad antioxidante en mayor proporcién, comparado con los de impregnacion a presion
atmosférica; por ello, se observa diferencia significativa entre los tratamientos de inmersion
120 s a presion vacio e inmersién 30 s de presion atmosférica (Anexo 15 y Anexo 16). Esto
coincide con diversas investigaciones: Tiwari et al. (2018) estudiaron el efecto de la
impregnacion a vacio de una solucion de calcio en papa (previo a la fritura) llegando a
incrementar de 154.65 mg Ca a 700 mg Ca/100 g. También Lopez et al. (2019) estudiaron
el efecto de la impregnacion de fendlicos de té verde en papa llegando a la conclusion que

la presion a vacio ayuda a incrementar los CFT en la papa frita.
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V. CONCLUSIONES

El extracto de Inca Mufia es un antioxidante natural y ha demostrado ser una

alternativa para bloquear la formacion de acrilamida durante la fritura de papas.

Las hojas de Inca Mufia son fuente de compuestos fenolicos presentando 91.0 mg
AGE/qg (bs) de fendlicos totales y una capacidad antioxidante de 1,003.7 umol TE/g

(bs).

El extracto parcialmente purificado liofilizado (EPPL) en un sistema modelo
Asparagina-Glucosa disminuy6 mitiga la formacién de acrilamida; sin embargo, en
el sistema modelo, se observd aumento en el contenido de 5-hidroximetilfurfural
(HMF).

La aplicacion del EPPL como solucién de inmersion en hojuelas de papa previo a la
fritura de éstas permite mitigar la formacion de acrilamida. El nivel de mitigacion
depende de la forma de aplicacion (inmersion a presion atmosférica o inmersion a
presion de vacio), de la concentracion de compuestos fendlicos y del tiempo de

inmersion.

Los tratamientos que dieron mejores resultados en la mitigacion de acrilamida, que
permiten obtener un contenido de acrilamida menor al limite permitido en normas
internacionales (UE 2017/2158) fueron la impregnacion al vacio en solucion de
EPPL con 2 mg AGE/mL durante 120 s e inmersion atmosférica con 2 mg AGE/mL
por 30 s, con contenidos de 654.3 y 738.0 ug Acrilamida/kg de hojuelas fritas,

respectivamente.

Los tratamientos de impregnacion con polifenoles de Inca mufia también permiten
incrementar el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante en la rodaja de

papa. Mediante la impregnacion al vacio (1 mg AGE/mL por 120 s) se incrementa el



contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante en 80.0 y 36.6 por ciento,
respectivamente. Mediante la impregnacién a presion atmosférica (2 mg AGE/mL
por 120 s) se incrementa el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante

en 37.6 y 15.9 por ciento, respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar una evaluacion sensorial de los productos obtenidos con los mejores
tratamientos. Evaluar la mitigacion de acrilamida haciendo uso de la solucion

fendlica de Inca Mufia en un proceso de fritura a vacio.

Evaluar la mitigacion de acrilamida con otras variedades de papa (por ejemplo: papas

nativas) y el uso de solucién fenodlica de Inca Mufa.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: NTP 011-119 “PAPA Y DERIVADOS. Papa. Definiciones y requisitos”

De acuerdo a la norma (inciso 4), se presenta tres de diecisiete definiciones basicas para

evaluar la calidad de una papa son lo siguiente:

4.2. Calibre o tamafio: Es una relacion entre el peso y los didmetros (mayor/menor) de los
tubérculos de papa. En la presente Norma Técnica Peruana se definen 3 tipos de calibres:

Extra, Primera y Segunda.

4.10. Materia seca: Es una medida de la masa del tubérculo de papa cuando estd
completamente seca. Es la porcion de sélidos del tubérculo de papa excluyendo el agua. La

materia seca se expresa en porcentaje (%).

4.15. Variedad: Grupo de individuos con caracteristicas genotipicas y fenotipicas comunes,

y que pertenecen a la misma especie vegetal.

Respecto al calibre se presenta la Tabla 1y las principales caracteristicas de cada variedad

en Anexo A.



Tabla 1 - Rangos de diametros* mayor y menor (mm) y peso (g) segun el calibre y variedad
de papa, tomada de la NTP 011.119

Variedad Calibres

Extra Primera Segunda

D mayor (mm) 134 — 102 101 —-75 74 — 49

Canchan |D menor (mm) 107 -72 71-51 50—38
Peso (g) 639 -320 319-155 154-29

D mayor (mm) 127 - 101 100 - 76 7555

Perricholi | D menor (mm) 108 — 80 79 — 55 54— 44
Peso (g) 615—382 381-179 178 — 50

D mayor (mm) 151 — 104 103 -73 7245

Yungay |D menor (mm) 101 -61 60 —45 44 - 32
Peso (g) 710-321 320-132 131-20

D mayor (mm) 94 — 77 76 —58 57-30

Tumbay |D menor (mm) 83-64 63 —47 46 - 32

Peso (g) 361-202 201 -99 98 - 20

D mayor (mm) 167 — 132 131 -90 89 -43

Huayro |D menor (mm) 66 - 53 52-45 44 - 35
Peso (g) 432 -253 252-118 117-20

D mayor (mm) 130 - 88 87 - 60 59 - 50

Peruanita | D menor (mm) 98 - 63 62 —45 44 - 40

Peso (g) 509 — 265 264 — 56 55—-45
* Los dia 0s mayor y estan referidos a las dimensiones maximas y minimas de los

ejes longitudinal y transversal del tubérculo cuando se intersectan en angulo recto

Anexo A

(Informativo)

Caracteristicas de las variedades de papa mejorada y nativa

Variedad Forma Piel Pulpa Caracteristicas
fisicas v uso
sugerido
Canchan Redondeada Piel de color 1ojo, Blanca a blanca 22 % de materia
ojos superficiales. CTEmosa seca, gravedad
especifica de 1.115.
Uso sugendo: para
frituras.
Yungay Oval-chatos tamafio | Piel amarnillenta con Cremosa- 28 % de materia
grande v compactas | jaspes 10jizos, 0jos amanllenta seca, gravedad
superficiales y en especifica de 1.091.
poco nimero Uso sugerido:
sancochado
Perricholi Redondeada Piel blanca con Blanca marfil 20 % de matéria
pigmentos morados, seca, gravedad
pefo mis especifica de 1.089.
concentrados en las Uso sugerido:
cejas fritura.
Amarilla Tumbay Redondeada en Piel de color Amarilla 25 % de materia
forma de pifia amarille claro, ojos seca, gravedad
profundos especifica de 1.156.
Uso sugendo:
sancochado, fritura,
puré
Huayro Alargado-alarpados | Piel de color ojo Crema amarilla 28 % de materia
mofado, concejas | com ireas rojas y seca, gravedad
moradas y ojos moradas. especifica de 1.109.
profundos. Uso sugerido:
sancochado, puré.
Peruanita Oblongos Piel 2 colores: rojo Amarilla 30 % de materia
—mornado ¥ seca., gravedad
amarille, ojos sem especifica de 1.103.
profundos Uso sugerido:

sancochade, puré
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Anexo 2: Anadlisis de acrilamida de pruebas preliminares — inmersion a presion

atmosférica con ECCL

Tratamiento en hojuelas de papa Analisis de hojuelas de papa frita

jl'iemp(_J, Concer,ltracién ... Acrilamida
inmersion fendlica Repeticion AE
(minutos) (mg AGE/mL) (hg/kg)
1 2,001.5 -
Control 2 4,602.5 -
3 3,302.0 -
1 11,734.9 16.6
1 2 3,734.8 12.6
10 3 7,734.9 11.6
1 13,643.8 17.6
3 2 5,973.3 11.3
3 9,808.55 4.5
1 5,299.6 13.4
5 2 3,443.2 11.8
3 4,371.4 6.1
1 7,815.6 -
Control 2 4,312.4 -
3 6,064.0 -
1 4,929.4 4.8
1 2 1,366.3 8.4
30 3 3,147.9 9.1
1 4,618.6 6.5
3 2 3,315.6 13.5
3 3967.1 17.4
1 4,791.3 7.2
5 2 2,888.3 6.4
3 3,839.9 13.6
1 3,376.1 -
Control 2 1,265.4 -
3 2,320.8 -
1 5,481.4 15.5
1 2 5,099.7 8.6
50 3 5,290.6 17.1
1 3,202.9 11.7
3 2 5,584.6 9.1
3 4,393.8 12.1
1 5,860.2 14.3
5 2 6,859.9 12.1
3 6,360.1 16.0
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Anexo 3: Analisis estadistico - Cuantificacion de Acrilamida en el Sistema Modelo

usando EPPL de Inca Muifia

Tabla ANOVA para Acrilamida por Concentracién Fendlica de Inca Mufia

Fuente

Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 2621.43 4 655.357 22.98 | 0.0001
Intra grupos 285.168 10 28.5168
Total (Corr.) 2906.6 14

Pruebas de Multiple Rangos para Acrilamida por Concentracion Fendlica de Inca
Mufia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
20 3 1.07333 |X

7.5 3 17.9667 | X

5 3 25.2333 | XX

1.25 3 35.7667 X

Control 3 37.1667 X

Anexo 4: Analisis estadistico - Cuantificacion de HMF en el Sistema Modelo usando
EPPL de Inca Mufa

Tabla ANOVA para HMF por Concentracion Fendlica de Inca Mufia

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 467.044 4 116.761 72.37 0.0000
Intra grupos 16.1333 10 1.61333

Total (Corr.) 483.177 14
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Pruebas de Multiple Rangos para HMF por Concentracion Fendlica de Inca Mufia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel | Casos Media Grupos Homogéneos
Control 3 2.36667 |X

1.25 3 3.7 X

5 3 9.8 X

20 3 13.8 X

7.5 3 16.7667 X

Anexo 5. Analisis estadistico - Mitigacién de acrilamida en papa frita tipo hojuelas con
previa inmersion a presion atmosférica usando EPPL de Inca Mufia

Tabla ANOVA para Mitigacion de Acrilamida por Tratamiento - Inmersién a
presion atmosférica

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F| Valor-P
Entre grupos 5250.62 7 750.089 24.18 0.0000
Intra grupos 496.3 16 31.0187

Total (Corr.) 5746.92 23

Pruebas de Multiple Rangos para Mitigacion de Acrilamida por Tratamiento -
Inmersion a presion atmosférica

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-120s 3 15.1667 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-120s 3 19.7 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-15s 3 20.8333 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-60s 3 22.2667 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufa 0.2%-15s 3 26.6667 |X

Inmersioén P. atm. Inca Mufa 0.2%-30s 3 50.8 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-60s 3 50.8333 X

Inmersioén P. atm. Inca Mufa 0.1%-30s 3 50.9667 X
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Anexo 6. Andlisis Estadistico del valor de tono o hue (h*) en rodajas de papa frita con

inmersion a presion atmosférica

Tabla ANOVA para h* por Tratamiento con inmersion a presion atmosférica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 31.8896 7 4.55566 0.81 0.5952
Intra grupos 90.5309 16 5.65818

Total (Corr.) 122.421 23

Pruebas de Multiple Rangos para h* por tratamiento con inmersion a presion
atmosférica

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-60s 3 86.7567 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-30s 3 87.8267 [X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-30s 3 88.5467 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-120s 3 88.7433 [X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-120s 3 89.5733 [X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-15s 3 89.8633 [X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-15s 3 90.1467 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-60s 3 90.2533 [X

Anexo 7. Analisis Estadistico del valor de Diferencial de Color Total (AE) en rodajas

de papa frita con inmersién a presion atmosférica.

Tabla ANOVA para AE por tratamiento en rodajas de papa frita con inmersion a

presion atmosférica.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 23.5034 7 3.35763 1.49 0.2414
Intra grupos 36.1649 16 2.2603

Total (Corr.) 59.6683 23
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Pruebas de Multiple Rangos para AE por tratamiento en rodajas de papa frita con

inmersion a presion atmosférica.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-60s 3 2.6 X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-15s 3 265 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-60s 3 3.02 X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-120s 3 3.16667 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-15s 3 3.74333 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-30s 3 3.87333 [X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-30s 3 4.05667 |X
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-120s 3 586 X

Anexo 8. Analisis Estadistico de los Compuestos Fendlicos Totales de la solucién

fendlica después de cada inmersidn a presion atmosférica

Tabla ANOVA para CFT de solucion de inmersion a presion atmosférica

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 5.77552 7 0.825074 196.84 | 0.0000
Intra grupos 0.0670667 16 0.00419167

Total (Corr.) 5.84258 23

Pruebas de Multiple Rangos para CFT de solucién de inmersion a presion atmosférica

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogeéneos
Inmersion P. atm. Inca Mufa 0.1%-120s 3 1.12 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-15s 3 1.14333 |X

Inmersioén P. atm. Inca Mufa 0.1%-60s 3 1.15333 |X

Inmersioén P. atm. Inca Mufa 0.1%-30s 3 1.21333 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-30s 3 1.97 X

Inmersion P. atm. Inca Mufa 0.2%-60s 3 2.01333 | X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-120s 3 2.08 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-15s 3 2.38 X
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Anexo 9. Andlisis Estadistico de los AzUcares Reductores de la solucion fenélica

después de cada inmersion a presion atmosférica

Tabla ANOVA para Azucares Reductores de solucion de inmersion a presion de

atmosférica

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0.150983 7 0.021569 345,10 | 0.0000
Intra grupos 0.001 16 0.0000625

Total (Corr.) 0.151983 23

Pruebas de Multiple Rangos para Azucares Reductores de solucion de inmersion a
presion atmosférica

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-15s 3 0.106667 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-60s 3 0.106667 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-30s 3 0.113333 [ X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.1%-120s 3 0.12 |X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-15s 3 0.226667 | X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-60s 3 0.276667 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-30s 3 0.28 X

Inmersion P. atm. Inca Mufia 0.2%-120s 3 0.283333 X

Anexo 10. Andlisis estadistico - Mitigacion de acrilamida en papa frita tipo hojuelas
con previa inmersién a presion de vacio usando EPPL de Inca Mufia

Tabla ANOVA para Mitigacion de Acrilamida por tratamiento - inmersion a presion

de vacio

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 6943.52 7 991.931 117.67 0.0000
Intra grupos 134.88 16 8.43

Total (Corr.) 7078.4 23
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Pruebas de Multiple Rangos para Mitigacion de Acrilamida por tratamiento -
inmersioén a presion de vacio

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-60s 3 15.5667 |X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-30s 3 19.7333 |X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-30s 3 28.4 X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-15s 3 29.4 X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-60s 3 35.4333 | XX

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-120s 3 40.0667 X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 59.1667 X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 67.3667 X

Anexo 11. Analisis Estadistico del valor de tono o hue (h*) en rodajas de papa frita con

inmersion a presion de vacio

Tabla ANOVA para h* por tratamiento con inmersion a presion de vacio

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 105.922 7 15.1318 5.49 0.0023
Intra grupos 44,1097 16 2.75685

Total (Corr.) 150.032 23

Pruebas de Multiple Rangos para h* por tratamiento con inmersion a presion de vacio

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 78.77 |X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-15s 3 81.1033 | XX

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-60s 3 81.1167 (XX

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-30s 3 82.6067 |XX

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-30s 3 84.1033 | X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-60s 3 84.1033 | X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-120s 3 84.5267 | X

Inmersién P. vacio Inca Mufa 0.1%-120s 3 85.4433 | X
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Anexo 12. Analisis Estadistico del valor de Diferencial de Color Total (AE) en rodajas

de papa frita con inmersién a presion de vacio.

Tabla ANOVA para AE por Tratamiento en rodajas de papa frita con inmersién a

presion de vacio.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 23.6416 7 3.37737 2.72 0.0462
Intra grupos 19.8731 16 1.24207

Total (Corr.) 43.5147 23

Pruebas de Multiple Rangos para AE por Tratamiento en rodajas de papa frita con
inmersion a presion de vacio.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-30s 3 4.76333 |X
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-120s 3 4.83667 |X
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 515 |X
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-30s 3 5.27333 [X
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-60s 3 579 |X
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-15s 3 5,86 |X
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-60s 3 7.14667 |X
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 7.63333 [X

Anexo 13. Analisis Estadistico de los Compuestos Fendlicos Totales de la solucién

fendlica después de cada inmersion a presion de vacio

Tabla ANOVA para CFT de solucion de inmersion a presién de vacio

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 7.0028 7 1.0004 273.15 | 0.0000
Intra grupos 0.0586 16 0.0036625

Total (Corr.) 7.0614 23
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Pruebas de Multiple Rangos para CFT de solucion de inmersion a presion de vacio

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media |Grupos Homogéneos
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 1.1 X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-30s 3 1.17667 [X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-60s 3 1.18333 (X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-15s 3 1.21667 (X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-30s 3 2.19 X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 2.24667 | X

Inmersién P. vacio Inca Mufia 0.2%-120s 3 2.26667 | X

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-60s 3 2.28333 | X

Anexo 14. Andlisis Estadistico de los Azucares Reductores de la solucion fendlica

después de cada inmersion a presion de vacio

Tabla ANOVA para Azucares Reductores de solucidén de inmersion a presion de vacio

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0.0307292 7 0.00438988 8.23 0.0003
Intra grupos 0.00853333 16 0.000533333

Total (Corr.) 0.0392625 23

Pruebas de Multiple Rangos para Azucares Reductores de solucién de inmersion a
presion de vacio

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-60s 3 0.106667 |X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-30s 3 0.116667 |XX

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 0.12 XX

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-15s 3 0.126667 |XX

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 0.166667 [XXX

Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.2%-30s 3 0.173333 XX

Inmersién P. vacio Inca Mufia 0.2%-120s 3 0.2 X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-60s 3 0.2 X
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Anexo 15. Analisis estadistico de Compuestos Fendlicos de papa frita tipo hojuelas - los
mejores tratamientos

Tabla ANOVA para Compuestos Fendlicos Totales por mejores tratamientos papa

frita

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 8643.5 3 2881.17 49.41 | 0.0000
Intra grupos 466.487 8 58.3108

Total (Corr.) 9109.99 11

Pruebas de Multiple Rangos para Compuestos Fendlicos Totales por mejores

tratamientos papa frita

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm Inca Mufia 0.2%-60s 3 6.5 |X

Inmersion P. atm Inca Mufia 0.2%-30s 3 37.6 X

Inmersion P. vacio Inca Mufa 0.2%-15s 3 55.7 X

Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 80.0667 X

Anexo 16. Analisis estadistico de Capacidad Antioxidante de papa frita tipo hojuelas -

los mejores tratamientos

Tabla ANOVA para Capacidad antioxidante por mejores tratamientos papa frita

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 1622.95 3 540.984 25.04 | 0.0002
Intra grupos 172.813 8 21.6017

Total (Corr.) 1795.77 11

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por mejores tratamientos
papa frita

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Inmersion P. atm Inca Mufia 0.2%-60s 3 4.16667 | X
Inmersion P. atm Inca Mufia 0.2%-30s 3 15.8667 | XX
Inmersion P. vacio Inca Mufia 0.2%-15s 3 17.5 X
Inmersioén P. vacio Inca Mufia 0.1%-120s 3 36.6 X
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