UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFIA “ALBERTO CAZORLA TALLERI”

L1dI1dS
A\

TRATAMIENTO CON EXTRACTO ACUOSO DEL FRUTO DE CAMU CAMU
(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) PARA LA REDUCCION DEL
CONTENIDO DE ACRILAMIDA EN PAPAS BLANCAS (Solanum tuberosum
spp. tuberosum) FRITAS

TRABAJO DE INVESTIGACION PARA OPTAR POR EL GRADO DE BACHILLER EN
CIENCIAS CON MENCION EN QUIMICA

AUTOR:

OSWALDO FRANCISCO LESCANO OSORIO

ASESOR:

Dr. FRANCISCO J. PEIRANO BLONDET

LIMA - PERU

2020



Tabla de contenidos

Resumen
Abstract
Estado del arte
1. Acrilamida en alimentos
1.1. Vias de formacion de acrilamida en alimentos
1.1.1. Vias mayoritarias de formacion de acrilamida en alimentos
1.1.2. Vias minoritarias de formacion de acrilamida en alimentos
1.2. Factores que influyen en la formacion de acrilamida en alimentos
1.3. Efectos en la salud y aspectos regulatorios
2. Antioxidantes y extractos de hierbas y plantas como estrategia de mitigacion
2.1. Efecto de los antioxidantes en la formacion de acrilamida
2.1.1. Antioxidantes que favorecen la formacion de acrilamida
2.1.2. Antioxidantes que inhiben la formacién de acrilamida
2.2. Antecedentes de reduccion en el contenido de acrilamida en alimentos
con extractos de plantas
3. El extracto de camu camu como posible nueva estrategia de mitigacion
3.1. Vitamina C
3.2. Compuestos fendlicos
Problema de investigacion
Estrategia de abordaje

Referencias bibliograficas

13

14

15

16

18

18

19

22

25

27



Resumen

La acrilamida (AC) es un neurotdxico y probable carcindgeno para los humanos que se
forma en alimentos ricos en carbohidratos por tratamientos térmicos por encima de 120
°C. Su principal via de formacion es a partir de un compuesto carbonilico reactivo y la
asparagina (ASN) mediante la reaccion de Maillard. Los alimentos a base de papa, como
las papas fritas y los chips, son algunos en los que se han detectado concentraciones mas
elevadas de AC. Organismos como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos y la Comisién del
Codex Alimentarius recomiendan aplicar estrategias de mitigacion para reducir el nivel
de AC en alimentos. Dentro de los métodos quimicos esta el uso de extractos de hierbas
y plantas, los cuales son fuentes naturales de antioxidantes. Hay diversas plantas cuyos
extractos no han sido estudiados con esta finalidad. Entre ellas se encuentra el camu camu
(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh), el cual es rico en vitamina C (Vc) y tiene una
amplia variedad de compuestos fendlicos. Se ha observado previamente que el
pretratamiento con V¢ conlleva a una disminucion en el contenido de AC en papas fritas.
Ademas, las estructuras de la mayoria de los compuestos fendlicos presentes en el camu
camu concuerdan con patrones observados en los que se obtuvo una inhibicién en la
formacion de AC. Por estos motivos, en el presente trabajo se propone investigar quée
efecto produce el tratamiento con diferentes concentraciones de extracto acuoso del fruto
de camu camu y distintos tiempos de remojo en el contenido de AC en papas blancas

(Solanum tuberosum spp. tuberosum) fritas.

Palabras clave: acrilamida, antioxidantes, camu camu, vitamina C, compuestos fenélicos



Abstract

Acrylamide (AC) is a neurotoxic and probable human carcinogen that is formed in
carbohydrate-rich foods by heat treatments above 120 °C. Its major formation pathway is
from a reactive carbonyl compound and asparagine (ASN) by the Maillard reaction.
Potato-based food products, such as potato chips and french fries, are among those in
which higher concentrations of AC have been detected. Organizations such as the
European Food Safety Authority, the United States Food and Drug Administration, and
the Codex Alimentarius Commission recommend mitigation strategies to reduce the level
of AC in food. This can be accomplished through chemical methods such as the use of
herbal and plant extracts as sources of antioxidants. There are several plants whose
extracts have not yet been studied for this purpose. Among them is camu camu (Myrciaria
dubia (H.B.K.) McVaugh), which is rich in vitamin C (V¢) and has a wide variety of
phenolic compounds. It has previously been observed that V¢ pretreatment leads to a
decrease in the AC content in french fries. Furthermore, the structures of most of the
phenolic compounds present in camu camu correlate with observed patterns in which
inhibition of AC formation was obtained. For these reasons, in the present work, it is
proposed to investigate the effect of the treatment with different concentrations of
aqueous extract of the camu camu fruit and different soaking times in the AC content in
fried white potatoes (Solanum tuberosum spp. Tuberosum).

Keywords: acrylamide, antioxidants, camu camu, vitamin C, phenolic compounds



Estado del arte

1. Acrilamida en alimentos

La acrilamida (AC) es un compuesto organico neurotdxico y carcinégeno del Grupo 2A
segun el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, es decir, un probable
carcindgeno para los humanos [1]. Su férmula molecular es CH=CH—-CO—-NH2. A
temperatura ambiente es un solido cristalino blanco e inodoro. Ademas, es soluble en
solventes polares como agua, etanol, metanol y acetona; en cambio, es insoluble en

solventes apolares [2].

La AC se forma en ciertos alimentos ricos en carbohidratos por tratamientos térmicos
tales como horneado, tratamiento con microondas, extrusion, asado y fritura, por encima
de 120 °C [3,4]. En el 2002, investigadores de la Universidad de Estocolmo fueron los
primeros en detectar acrilamida en alimentos ricos en proteinas y en alimentos ricos en
carbohidratos tratados térmicamente. Para el primer tipo de alimentos detectaron
concentraciones de 5 a 50 ug/kg; mientras que, para el segundo tipo, de 150 a 4000 ug/kg
[5]. En la literatura se reportan diferentes valores de concentracion de AC en papas fritas,
chips, crisps, cereales, café, bebidas alcoholicas, comida para bebés y demas alimentos.
Sin embargo, actualmente se conoce que los alimentos elaborados a base de papa son los
que tienen un mayor contenido de AC [6], encontrandose valores que van desde 5 hasta

12000 pg/kg [1].



1.1. Vias de formacioén de acrilamida en alimentos

1.1.1. Vias mayoritarias de formacion de acrilamida en alimentos

La principal via para la formacion de AC en alimentos es la reaccion de Maillard [7]. Esta
es una reaccion de pardeamiento no enzimatico entre un compuesto carbonilico,
usualmente un azucar reductor como glucosa o fructosa, y un grupo amino, el cual
proviene de una proteina, un péptido o un aminoacido [8]. Asimismo, es la responsable
del desarrollo de determinados colores y flavores en ciertos alimentos que son tratados
térmicamente [7,9]. Para la formacién de AC, el grupo amino proviene de la asparagina

(ASN), siendo este aminoéacido el que proporciona la cadena principal [7,10].

La Figura 1A muestra la via de formacion de AC a partir de la ASN y de un compuesto
a-hidroxicarbonilico (como la glucosa, un azucar reductor). Brevemente, la reaccion
entre ambas sustancias, en presencia de calor, produce una base de Schiff. Esta imina
puede seguir una descarboxilacién, formandose un iluro de azometina; o, un rearreglo de
Amadori. El iluro de azometina puede formar AC de tres formas: (a) de manera directa
por descomposicion, (b) por tautomerizacion al compuesto de Amadori descarboxilado y
posterior B-eliminacion, (c) por hidrdlisis, formandose la 3-aminopropanamida (un clave

precursor directo de AC), y posterior desaminacion [10].
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Figura 1. Vias mayoritarias para la formacion de acrilamida en alimentos: a partir de asparagina
y un compuesto a-hidroxicarbonilico (A) o un compuesto carbonilico reactivo (B). Adaptado de

Ref. [10].

La presencia de un grupo hidroxilo (—OH) en la posicion a del compuesto carbonilico
juega un rol importante en la formacion de AC. Por ejemplo, el 2-hidroxi-1-butanal
forma, aproximadamente, 197.5 veces mas AC por mol de reactivo que el acido glioxilico
bajo las mismas condiciones [7]. No obstante, hay compuestos carbonilicos que también
reaccionan con la ASN para formar AC sin ser a-hidroxicarbonilicos, siendo los
aldehidos mas reactivos que las cetonas. Estos compuestos forman sus correspondientes
bases de Schiff y, tras descarboxilarse y producir iluros de azometina, producen AC por
la via de la 3-aminopropanamida o por descomposicion (Figura 1B) [10]. Algunos
ejemplos son fragmentos de azucares como el glioxal, gliceraldehido e hidroxietanal [10];

el 2,4-decadienal, un producto de oxidacion de los lipidos [11]; vy, el 5-



hidroximetilfurfural (HMF), un compuesto furanico intermediario de la reaccién de
Maillard y que, también, se forma por deshidratacion de azlcares. Cabe sefialar que no
todos los compuestos carbonilicos reaccionan mediante esta via [10]. Estos se limitan a
compuestos a-dicarbonilicos, n-aldehidos, a-cetoacidos y carbonilicos a,f,y,0-

diinsaturados [7,10].

1.1.2. Vias minoritarias de formacion de acrilamida en alimentos

Existen otras vias que conllevan a la formacién de AC en alimentos sin participacion de
ASN. Una de ellas es la reaccion entre el acido acrilico y el amoniaco (Figura 2A). El
amoniaco puede provenir de la degradacion de Strecker (Figura 2B) en presencia de
compuestos carbonilicos [12], la cual es una reaccion importante en el tratamiento térmico

de los alimentos y en el proceso de formacion de flavores [13].

Por su parte, el &cido acrilico se produce a partir de la oxidacién de la acroleina [12], la
cual puede formarse por degradacion oxidativa de los lipidos; degradacion de
carbohidratos, aminoacidos y proteinas; y, a través de la reaccién de Maillard [7]. La
Figura 2C muestra como la hidrélisis de los lipidos libera glicerol y este, por
deshidratacion térmica, forma acroleina. Sin embargo, el acido acrilico también puede
formarse a partir del &cido aspéartico y de un compuesto carbonilico, como la glucosa, via
reaccion de Maillard [14]. Incluso, este mismo aminoacido puede formar acido acrilico

mediante un mecanismo concertado de descarboxilacion/desaminacion [15].

Una ruta distinta es partir de los aminoacidos cisteina y serina. Ambos pueden convertirse
de forma térmica en acido lactico (Figura 2D), con el acido pirGvico como intermediario.
En presencia de amoniaco, el acido lactico se transforma en lactamida por

aminodeshidroxilacién. Finalmente, la lactamida forma AC por deshidratacion [15].
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Figura 2. Vias minoritarias para la formacion de acrilamida en alimentos: mediante la via de la
acroleina y la degradacion de Strecker de a-aminoacidos (A), mediante la via de la lactamida

(B) y a partir de B-alanina (C). Adaptado de Refs. [10,12,13,15].

Otra posible via es a partir de la hidro6lisis bajo condiciones piroliticas de la carnosina (N-
B-alanil-L-histidina) [7], presente en productos carnicos [15]. Esta reaccion produce f3-
alanina. En presencia de amoniaco, la g-alanina forma 3-aminopropanamida (Figura 2E)
[7], compuesto que, como se menciond en la seccidn previa, es un precursor directo de

AC por desaminacién [10].

Estas vias alternas descritas tienen un punto en comun: requieren amoniaco. Dado que

este compuesto es volatil [7], su cantidad disponible es limitada [15]. Por este y otros



motivos, como requerimiento de mayores temperaturas y competencia con otras

reacciones, estas vias son consideradas “marginales” por ciertos autores [7,10,15].
1.2. Factores que influyen en la formacion de acrilamida en alimentos

La via mayoritaria para la formacion de AC en alimentos, la reaccion de Maillard,
depende de factores fisicoquimicos como temperatura, tiempo, pH y humedad [9,10].
Como se menciono anteriormente, la AC se forma en alimentos a temperaturas mayores
que 120 °C [3]. De forma general, mientras mayor sea el valor de esta magnitud, mayor
sera la cantidad de AC producida. No obstante, se ha encontrado que en café y cereales

asados u horneados, el contenido de AC disminuye por encima de 180 °C [7].

Un ejemplo de como el tiempo de coccion influye en la formacion de AC en alimentos es
la preparacion de potato chips. Gokmen et al. [16] estudiaron como variaba el contenido
de AC con respecto al tiempo a una temperatura constante de 170 °C. Sus resultados
mostraron que, a los 8 min, el nivel de AC alcanza un maximo y, después, disminuye
exponencialmente. Los autores atribuyeron este resultado a que la velocidad de
descomposicion de AC es mayor que la de formacion durante el calentamiento. Este
comportamiento se ha observado también en alimentos como el café y la harina de trigo

[17].

El valor de pH 6ptimo para la formacion de AC varia segun el alimento. Pero, esta se ve
favorecida, por lo general, en un intervalo entre 7.0 y 8.0 [10]. En adicién, mientras mayor
sea la humedad en un alimento, mayor sera el tiempo que tarden la superficie y el ndcleo
en alcanzar la temperatura a la que es sometido y, por ende, en alcanzar la temperatura

Optima para la formacion de AC [10,18].
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Por otro lado, el contenido de precursores disponibles para la reaccion de Maillard
(azUcares reductores y ASN) es uno de los factores determinantes en la formacion de AC
[7]. Los niveles de estos precursores dependen de factores genéticos y ambientales [6].
Asimismo, se ha reportado que las variedades de cultivo, condiciones de almacenamiento

y condiciones climaticas estacionales tienen un efecto en el contenido de ASN en papas

[7].
1.3. Efectos en la salud y aspectos regulatorios

La neurotoxicidad de la AC es el unico efecto toxico que se ha demostrado que es dafino
para el hombre por exposicién ocupacional. Ciertas neuropatias periféricas como el
entumecimiento y estremecimiento de las extremidades superiores e inferiores son las
principales manifestaciones clinicas [19]. Sin embargo, hay estudios que sefialan que la

exposicion por la dieta también juega un rol en la neurotoxicidad [1].

Segun el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, la AC pertenece al
Grupo 2A de carcindgenos. Esto significa que es un probable carcindgeno para los
humanos [1]. Se ha reportado que la AC es un carcindgeno multiorganico en roedores [7].
Gracias a su caracter electrofilico puede formar aductos covalentes con la hemoglobina,
el ADN vy diferentes grupos funcionales de las proteinas como los grupos sulfhidrilo
(—SH), induciendo a mutaciones genéticas y aberraciones cromosomales. EI metabolito
biotransformado de la AC, la glicidamida, también es capaz de formar estos aductos

covalentes [1].

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la AC pertenece al conjunto

de sustancias quimicas que no tienen un umbral identificable a partir del cual se
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evidencian efectos en la salud. Esto significa que la ingestion de concentraciones muy

bajas resulta en un riesgo muy bajo, pero no inexistente [20].

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria confirmo el 2015 que la AC puede
aumentar potencialmente el riesgo a desarrollar cancer. En el documento “Reglamento
(UE) 2017/2158” se establecen los niveles de referencia para AC en diferentes alimentos.
La regulacion busca reducir las concentraciones de AC por debajo de los niveles de
referencia [21]. Por otro lado, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos [22], en su documento Guidance for Industry Acrylamide in Foods del
2016, provee informacion para ayudar a reducir los niveles de AC en ciertos alimentos y
sefiala que no especifica un nivel maximo recomendable. De manera similar, el Codex
Alimentarius describe estrategias para prevenir y reducir la formacion de AC en
productos de cereales y papa en su documento Code of Practice for the Reduction of
Acrylamide in Foods (CAC/RCP 67-2009). Sin embargo, tampoco establece algun nivel
de referencia o un nivel maximo recomendable [23]. Por estas razones, diversas
investigaciones se han realizado para encontrar maneras efectivas de reducir e inhibir la

formacion de AC en alimentos.

2. Antioxidantes y extractos de hierbas y plantas como estrategia de
mitigacion

Las estrategias de mitigacion de AC en alimentos pueden clasificarse en cuatro métodos:
agrondmicos, bioldgicos, fisicos y quimicos. Los primeros se basan en controlar ciertas
condiciones en el cultivo, las propiedades del suelo, el clima y el almacenamiento. Por
ejemplo, la fertilizacién con nitrogeno influye directamente en las concentraciones de

ASN vy azucares reductores en papa. Los métodos bioldgicos se centran en reducir el
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contenido de los precursores (ASN y azUcares reductores) mediante ingenieria genética
[9]. Los métodos fisicos consisten en optimizar las condiciones de procesamiento [10].
Esto se refiere a ajustar parametros como la temperatura, el tiempo y la humedad [9],

dado que se conoce que influyen en el contenido de AC (Seccion 1.2).

Por otro lado, los métodos quimicos como estrategia de mitigacion consisten en el empleo
de aditivos. Estos pueden ser aminoacidos, soluciones acidas, sales, soluciones de la
enzima asparaginasa y determinados antioxidantes y extractos de plantas [1,9]. Dentro de
este grupo sobresale la asparaginasa, la cual cataliza la hidrolisis del grupo amida de la
cadena lateral de la ASN [24]. Las soluciones de esta enzima han alcanzado el ambito
comercial, ya que han mostrado una efectividad de reducir el contenido de AC hasta en
un 90%, sin alterar la apariencia ni el sabor del producto final [25]. Sin embargo, el uso
de antioxidantes naturales tiene ventajas tales como su seguridad relativamente
incuestionable, de acuerdo con su designacion de generalmente reconocidos como
seguros por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
[26,27]; las concentraciones mas altas permitidas; su aceptacion mundial; y, su menor

volatilidad en los alimentos sometidos a altas temperaturas [26].

2.1. Efecto de los antioxidantes en la formacion de acrilamida

Cada antioxidante y extracto tiene un efecto diferente sobre el nivel de AC tanto en
alimentos como en sistemas modelo. Este efecto puede ser positivo (disminuirlo), nulo
(sin efecto significativo), negativo (incrementarlo) o multiple (favorece e inhibe la
formacion de acrilamida) [7,10]. Los diferentes antioxidantes pueden reaccionar con los
precursores de AC, con intermediarios de la reaccion de Maillard o con la AC misma.
Factores tales como la humedad, el pH, el tiempo, el tratamiento térmico y la matriz no

solo tienen influencia directa en el contenido de AC, sino también en el estado de los
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antioxidantes de un determinado extracto. En adicion, la concentracion de los
antioxidantes o del extracto cumple un rol importante, ya que de esta dependera cual(es)
sera(n) la(s) reaccidn(es) antioxidante-sustrato predominante(s) [7]. En las dos siguientes
secciones se explica de qué manera los antioxidantes favorecen y/o inhiben la formacién

de AC.
2.1.1. Antioxidantes que favorecen la formacién de acrilamida

Los antioxidantes que favorecen la formacion de AC en alimentos pueden clasificarse en
dos grupos. El primero lo conforman aquellos que desencadenan la descomposicion de la
sacarosa en sustancias como el HMF, un compuesto carbonilico a,f,y,0-diinsaturado, y
la 1,2-diulosa, un compuestos a-dicarbonilico [7]. Ambos pueden reaccionar con la ASN
y seqguir la ruta de la Figura 1B. Uno de los antioxidantes que puede descomponer la

sacarosa en este par de sustancias es el acido clorogénico [7].

El segundo grupo de antioxidantes lo conforman aquellos que tienen grupos carbonilo
reactivos en sus estructuras. Kotsiou et al. [28] concluyeron esto cuando aplicaron
extractos de aceite de oliva virgen y de orégano a papas frescas y a sistemas modelo.
Encontraron que el primer tipo de extracto incrementa el contenido de AC en las papas
fritas posteriormente preparadas, mientras que el segundo lo reduce. El extracto de aceite
de oliva virgen, a diferencia del de orégano, dentro de sus compuestos fendlicos polares
mas abundantes, cuatro de ellos tienen grupos aldehido: las formas aldehidicas y

dialdehidicas de ligtrosido aglicona y de oleuropeina aglicona.
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2.1.2. Antioxidantes que inhiben la formacion de acrilamida
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Figura 3. Vias propuestas para la inhibicion de la formacion de acrilamida por naringenina.

Adaptado de Ref. [10].

Los antioxidantes que inhiben la formacion de AC en alimentos se dividen en cuatro
grupos. El primero lo conforman aquellos que reaccionan con intermediarios de la
reaccion de Maillard, tales como ciertos fragmentos de azlcares. Por ejemplo, el
flavonoide epicatequina puede reaccionar por un mecanismo de sustitucion electrofilica
aromatica con los grupos carbonilo de fragmentos de azucares de 2 a 4 atomos de carbono.
En adicion, la naringenina puede reaccionar con precursores de AC que se formaron tras

la reaccion entre un carbonilo reactivo y la ASN (Figura 3) [10].

Antioxidantes como los flavonoides glucosidicos, los acidos fendlicos y polifenoles
pueden evitar la oxidacion de los lipidos. De esta manera no se forman compuestos
aldehidicos como el 2,4-decadienal y el 4,5-epoxi-2-decanal. El acido clorogénico
pertenece también a este grupo de antioxidantes, haciendo que tenga un efecto multiple
(favorable y desfavorable) [7]. Cabe resaltar que el nimero y la posicién (3",4"-diOH) de

los grupos hidroxilo en el anillo aromatico B de los flavonoides juegan un rol importante
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en su capacidad inhibitoria [7,29]. Incluso, ciertos compuestos polifenélicos que no
presentan grupos aldehido en sus estructuras y que tienen un alto nUmero de grupos
hidroxilo, especialmente en &tomos de carbono adyacentes, inhiben también la formacion

de AC [7].

Los taninos pueden precipitar aminoacidos por formacién de complejos. Asi, los taninos
presentes en extractos de plantas o hierbas pueden precipitar la ASN y, por consiguiente,
reducir el contenido final de AC [7]. Ademas, hay compuestos que pueden reaccionar con
la AC ya formada mediante reacciones tipo adicion de Michael o una eliminacion
inducida por radicales. Para el primer caso, el compuesto debe ser de caracter
nucleofilico; por ejemplo, aquellos que contengan grupos amino (—NH>) o tiol (—SH).
Para el segundo, los antioxidantes deben ser inestables o estar en su forma oxidada, de

modo que puedan atacar a la AC [10].

2.2. Antecedentes de reduccion en el contenido de acrilamida en

alimentos con extractos de plantas

En la literatura se reporta el uso de diferentes extractos de plantas para la reduccion del
contenido de AC en alimentos. Zhang et al. [30] trataron trozos de papa para la
elaboracion de crisps y papas fritas sumergiéndolos en soluciones de distintas
concentraciones de polvo de hoja de bambu (Phyllostachys nigra var. henonis).
Obtuvieron una disminucion de 74.1% en crisps usando una solucion 0.1% m/m y de
76.1% en papas fritas con una solucion 0.01% m/m, con un tiempo de remojo de 60 s en

ambos casos. Para la fritura se uso aceite de palma por 4 mina 170 °C.

Salazar et al. [31] analizaron la formacion de AC en chips tras la fritura por 5 min a 180

°C en aceite de soya pretratado con oleorresina de pimienta piquin (Capsicum annuum L.
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var. Aviculare). Obtuvieron un porcentaje de reduccion de 26%, en comparacion con las
muestras fritas con aceite de soya sin el extracto de la pimienta. Si bien no realizaron una
evaluacion sensorial, los resultados preliminares mostraron que no hubo un cambio

significativo en la apariencia del producto alimenticio.

Morales et al. [32] trataron por 1 min trozos de papa en extractos acuosos de 1 g/L de
orégano silvestre (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), canela (Cinnamomum
verum), buganvilla (Bougainvillea spp) y té verde (Camellia sinensis). Tras la fritura con
aceite de canola por 3 mina 150 °C, el mayor porcentaje de reduccion que obtuvieron fue
62% con el extracto acuoso de té verde. Ademas, la evaluacion sensorial demostré que
no hubo un cambio significativo en la aceptacion de las papas fritas tras el tratamiento

aplicado.

El-Desouky et al. [6] trataron papas para la elaboracion de chips por 10 y 20 min con
extracto acuoso de rosella (Hibiscus sabdariffa L.) al 1, 2, 3, 4 y 5%. Tras el remojado
con el extracto al 5% por 20 min y la fritura a 170 °C por 3-4 min, obtuvieron una
reduccion en el contenido de AC de 82.46%. Cabe sefialar que, en este estudio, tampoco
hubo un cambio significativo en la aceptabilidad del producto final tras la respectiva

evaluacién sensorial.

Babu et al. [26] trataron trozos de papas en extracto acuoso (200 ppm) del cactus
Caralluma fimbriata (CF) por 15 min a 25 °C. La concentracion de AC en las papas fritas
preparadas luego de este proceso y de la fritura a 190 °C por 3 min fue 42.5 ug/kg. Esto
equivale a una reduccion del 82.3%, en comparacion con las papas que no fueron tratadas.
Ademas, los productos preparados luego del tratamiento con extracto de CF fueron los
mas aceptados por el panel sensorial, aunque no hubo diferencia significativa con los

grupos control.

17



Existen muchas otras plantas cuyos extractos no han sido estudiados con el objetivo de
inhibir la formacién de AC en alimentos ni en sistemas modelo. La importancia de
investigar el efecto del uso de otras plantas radica en que se pueden encontrar nuevas
estrategias que requieran menores concentraciones de extracto y/o menor tiempo de
pretratamiento, y con las que se pueden obtener porcentajes de reduccion mayores o

iguales en comparacion con los estudios previos y con la asparaginasa.

3. El extracto de camu camu como posible nueva estrategia de
mitigacion

Dentro de las plantas cuyos extractos no han sido estudiados con el objetivo de inhibir la
formacion de AC en alimentos ni en sistemas modelo se encuentra el camu camu
(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh). Esta es una especie nativa de la region amazénica
que se encuentra distribuida, principalmente, en Per(, Ecuador, Venezuela, Colombia,
Brasil, Boliviay Guyana. Las diferentes partes de la planta se usan en la medicina popular
tradicional para tratar diversas enfermedades agudas y cronicas. Actualmente se conoce
que esta contiene fitoquimicos con actividades bioldgicas tales como antioxidante,

antidiabética y anti-obesidad [33].
3.1. Vitamina C

El fruto de camu camu se caracteriza por ser una de las fuentes mas ricas de vitamina C
(Vc) a nivel mundial [34]. Cabe sefalar que tanto el acido L-ascorbico (L-AA) y su
producto de oxidacion, el acido dehidroascérbico (ADH), poseen actividad de V¢ [35].
En la literatura se reportan diferentes intervalos y valores promedio del contenido de V¢
en el fruto del camu camu. De acuerdo a Rodrigues et al. [36], este se encuentra entre 850

y 5000 mg Vc/100 g de porcion comestible. Chirinos et al. [37] determinaron que la
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concentracion de L-AA varia segun la etapa de maduracién del fruto: cuando este es verde
(inmaduro), el promedio fue 2280 mg L-AA/100 g de peso fresco; cuando es verde-rojizo
(medianamente maduro), 1910 mg L-AA/100 g de peso fresco; y, cuando es rojo

(maduro), 2010 mg L-AA/100 g de peso fresco.

La relevancia de la V¢ puede ser facilmente cuestionada, dado que tanto el L-AA como
el ADH son compuestos carbonilicos reactivos y podrian favorecer la formacion de AC.
Hamzalioglu y Gokmen [38] lo comprobaron al estudiar sistemas modelos binarios ASN-
AA y ASN-ADH, y modelos ternarios ASN-AA-fructosa y ASN-ADH-fructosa y
encontrar en ambos casos la formacion del neurotéxico. Sin embargo, Zeng et al. [39]
usaron L-AA en un modelo ternario con glucosa en lugar de fructosa y con otras
condiciones fisicas, en una matriz modelo y en una matriz real (papas fritas). En los tres
casos hubo una reduccidn en el contenido de AC. Incluso, Morales et al. [32] consiguieron
una disminucion del 60% en papas fritas tratando las papas con una solucidn acuosa de

AA 1 g/L por 1 min.

3.2. Compuestos fenolicos

El camu camu también se caracteriza por poseer una amplia diversidad de compuestos
fenolicos. Segun Mufioz et al. [40], su contenido de fenoles totales es de 2393.72 mg
acido gélico equivalente (AGE)/100 g de materia fresca. Akter et al. [41], en cambio,
reportan un valor de 1176 mg AGE/100 g de peso fresco. Chirinos et al. [37] determinaron
que el contenido de fenoles totales, asi como la concentracion de L-AA, varia segun la
etapa de maduracion del fruto: cuando este es verde, el promedio fue 1120 mg AGE/100
g de peso fresco; cuando es verde-rojizo, 1420 mg AGE/100 g de peso fresco; y, cuando

es rojo, 1320 mg AGE/100 g de peso fresco
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En la Figura 4 se presentan los principales compuestos fenélicos identificados en el fruto
de camu camu, los cuales se agrupan en flavanoles, flavonoles, flavanonas, antocianinas,
taninos, entre otros. Estos son: acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico [42],
morina [40], acido elagico, rutina, (+)-catequina, quercetina, naringenina, kaempferol,
eriodictiol [41], miricetina [34], grandinina, vescalagina, metilvescalagina, castalagina,

casuarinina, stacyurin [43], cianidina-3-glucosido y delfinidina-3-glucésido [44].

Puede observarse que ninguno de estos compuestos presenta grupos aldehido en sus
estructuras y la mayor parte tienen grupos hidroxilo en carbonos adyacentes de un mismo
anillo aromatico. La presencia de taninos sugiere que puede haber una disminucion en el

contenido de AC por precipitacion de la ASN.
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Figura 4. Principales compuestos fenélicos presentes en el fruto de camu camu: (A) acido
clorogénico, (B) acido cafeico, (C) (+)-catequina, (D) acido ferdlico, (E) morina, (F) acido
elagico, (G) naringenina, (H) quercetina, (1) rutina, (J) kaempferol, (K) eriodictiol, (L)
miricetina, (M) grandinina, (N) vescalagina, (O) castalagina, (P) metilvescalagina, (Q)

stacyurin, (R) casuarinina, (S) cianidina-3-glucosido, (T) delfinidina-3-glucosido.
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Problema de investigacion

La AC es un neurotdxico y probable carcindgeno para los humanos que se forma en
alimentos ricos en carbohidratos por tratamientos térmicos por encima de 120 °C [1,3].
Los alimentos elaborados a base de papa son los que tienen un mayor contenido de AC
[6]. EI consumo anual de papa en Per( ha aumentado de 76 kg/persona en el 2005 a 89
kg/persona en el 2017 y se prevé que se eleve a 92 kg/persona en el 2021 [45]. Asimismo,
se espera que el porcentaje de papa consumida en forma de papas fritas haya crecido por
factores econémico-sociales, tales como: “las tasas de urbanizacion de la poblacion, la
evolucién de los ingresos reales, la inclinacion de la gente de consumir méas alimentos
fuera de casa (...) y la conversién de los habitos de consumo hacia almuerzos mas cortos

y menos formales™ [46].

Organismos como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos y la Comision del Codex Alimentarius
recomiendan aplicar estrategias de mitigacion para reducir el nivel de AC en alimentos
[21-23]. De acuerdo a las regulaciones del organismo europeo, el nivel de referencia de
AC para las papas fritas listas para consumir es 500 ug/kg [21]. Cabe sefialar que, a la
fecha, no hay una Norma Técnica Peruana que reporte limites maximos de AC en

alimentos.

El uso de extractos de hierbas y plantas, los cuales son fuentes naturales de antioxidantes,
como estrategia de mitigacion quimica tiene cuatro principales ventajas: su seguridad
relativamente incuestionable, de acuerdo con su designacion de generalmente
reconocidos como seguro por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos [26,27]; las concentraciones mas altas permitidas; su aceptacion mundial;

y, su menor volatilidad en los alimentos sometidos a altas temperaturas [26]. Hay
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antecedentes del uso de antioxidantes naturales en los que se ha conseguido una reduccion
en el nivel de AC en papas fritas y sin cambiar de manera significativa la aceptacion
sensorial. Sin embargo, hay diversas plantas que no han sido estudiadas aun, con las
cuales podrian obtenerse mejores resultados y usando menor cantidad de materia prima

para la obtencion del extracto.

El camu camu es una de las plantas que no ha sido estudiada con el objetivo de inhibir la
formacion de AC en alimentos. Su elevado contenido de Vc y su diversidad de
compuestos fendlicos lo vuelven un posible candidato para cumplir esta finalidad. Esto
se debe a que Zeng et al. [38] y Morales et al. [32] reportan reduccion en el nivel de AC
en papas fritas tras tratamiento con acido ascérbico. Ademas, ninguno de los principales
compuestos fenolicos presenta grupos aldehido en sus estructuras y la mayor parte tienen
grupos hidroxilo en carbonos adyacentes de un mismo anillo aromatico (Figura 4).
Asimismo, la naringenina, presente en el camu camu, podria reaccionar con precursores
de AC que se formaron tras la reaccion entre un carbonilo reactivo y la ASN (Figura 3)
[10]. Incluso, la presencia de taninos sugiere que puede haber una disminucion en el

contenido de AC por precipitacion de la ASN.

La relevancia de un resultado positivo usando el extracto de camu camu radica en que se
tendria una nueva fuente natural de antioxidantes propia de la amazonia peruana con
capacidad de inhibir, en un determinado porcentaje, la formacién de AC en uno de los
alimentos con mayor contenido de este neurotoxico y probable carcindgeno para los
humanos. Esto, a la vez, podria ser una contribucion para el desarrollo de empresas locales
de papa industrializada, considerando que Pert, un pais con numerosas variedades de

papa, importd 24000 toneladas de papas precocidas por US $23 millones en el 2014 [47].
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Por todo lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo de investigacion se propone
investigar qué efecto produce el tratamiento con extracto acuoso del fruto de camu camu
en la formacion de AC en papas fritas preparadas con papa blanca (Solanum tuberosum
spp. tuberosum). Para ello, se tienen en cuenta factores como la concentracién del extracto
acuoso y el tiempo de remojo de las papas. Se propone también realizar una evaluacién
sensorial en caso de darse resultados positivos, asi como determinar si la V¢, los
compuestos fendlicos o el pH son los principales responsables en la reduccién del

contenido de AC.
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Estrategia de abordaje

La investigacion comienza con la preparacion de un extracto acuoso de fruto de camu
camu al 10% (m/v). Para ello se siguen los pasos de lavado, desinfeccion, inactivacion de
enzimas, enfriamiento a temperatura ambiente, homogeneizacion, extraccion con agua
destilada en un shaker, decantacion y filtracién [48,49]. Tras ello, el extracto se
caracteriza determinando tres parametros: el contenido de fenoles totales, de acuerdo al
método de Folin-Ciocalteu [50]; el contenido de flavonoides totales, segun el método del
cloruro de aluminio [51]; y, la actividad antioxidante, siguiendo el método de la eficiencia

antirradicalaria frente al radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-) [32].

Posteriormente, se cortan trozos homogéneos de papa blancay se separan en grupos. Cada
grupo se sumerge en soluciones acuosas de extracto diluido de concentraciones 0.01,
0.05,0.1,0.5,1, 2 y 5% (cuyo pH ha sido medido previamente) por 1, 5, 10 y 15 min. Un
grupo no se sumerge en ninguna solucién (grupo control). Culminado el tratamiento, los
trozos de papa se escurren por 2 min y se frien a 170 °C por 10 min en un bafio de aceite
de mani [39]. Debe asegurarse en esta etapa que todos los trozos de papa sean
homogéneos, que se use siempre el mismo tipo de aceite y que la temperatura de coccién

sea constante.

Una vez se tengan las muestras listas, enfriadas con anterioridad en papel toalla [26], se
separan en cantidades razonables para la determinacion de AC y la evaluacion sensorial,
la cual solo se realiza si se obtienen resultados positivos con uno o mas de los
tratamientos. Para lo primero se usa cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) con derivatizacion con xantidrol, segun el método de Molina-Garcia et
al. [52]. Para la evaluacion sensorial, de llevarse a cabo, se usan las muestras con las que

se obtuvo un mayor porcentaje de disminucion y aquellas que no recibieron ningun tipo
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de pretratamiento. Los parametros a evaluar son apariencia, color, textura, olor, sabor y
aceptabilidad general. Para ello se requiere de un panel y se usa una escala hedoénica de

cinco puntos, siendo el valor minimo (1) “muy malo” y, el valor maximo (5), “muy

bueno” [53].

Finalmente, de conseguirse resultados favorables, se procede a determinar si la V¢, los
compuestos fendlicos o el pH son el principal responsable en la reduccion del contenido
de AC. Para ello, se prepara una solucion madre de V¢, considerando el nivel de Vcen el
camu camu de acuerdo a Chirinos et al. [37], y se diluye apropiadamente segln
corresponda para simular a los extractos de diferentes concentraciones con los que se
obtuvieron mejores resultados. Se realiza algo similar con una mezcla de los compuestos
fenolicos rutina, (+)-catequina, quercetina, kaempferol, naringenina, eriodictiol,
cianidina-3-glucésido y acido elagico, considerando los niveles de estas sustancias en el
camu camu reportados por Akter et al. [41]. Para el pH, se preparan soluciones
amortiguadoras, tomando en cuenta los valores de pH de los extractos con los que se
obtuvieron mejores resultados. Tras ello, se remojan nuevos grupos de papas en las
soluciones correspondientes de V¢, compuestos fendlicos y pH fijo (considerar tiempos
de remojo Optimos). Culminados los tratamientos, se determina el nivel de AC en cada

grupo de papas, siguiendo el método de Molina-Garcia et al. [52].
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