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Resumen

La acrilamida (AA), una sustancia considerada como posible agente
carcinogénico, se forma en alimentos ricos en almidén y conteniendo el aminoacido
asparagina, cuando son sometidos a procesos de coccién a temperaturas superiores
a 120 °C. Esta problematica ha generado advertencias de salud a nivel mundial. Sin
embargo, se ha descubierto que la enzima l-Asparaginasa (l-ASNasa, EC 3.5.1.1) posee
una notable eficacia en la inhibicién de la acrilamida, ya que hidroliza su precursor,
la l-asparagina.

En el contexto de este estudio, se logré identificar una variante de la ASNasa a
partir de Thermus oshimai, una bacteria terméfila aislada de los suelos antarticos. La
enzima purificada mostré su maxima actividad a un pH de 10,0 y una temperatura
de 80 °C, con una pérdida total de su actividad enzimatica a 95 °C. Comparando con
las papas fritas no tratadas, aquellas que fueron sometidas a un tratamiento
enzimatico (a una concentracion de 1,49 U/ml, a una temperatura de 80 °C durante
60 minutos) experi-mentaron una reduccion significativa del 60% en su contenido de
acrilamida.

Ademas, se destac6 que la ASNasa de T. oshimai mantuvo mas del 90% de su
activi-dad inicial después de tres meses de almacenamiento a 4 °C, lo que sugiere
una nota-ble estabilidad durante el almacenamiento a largo plazo. Estos resultados
respaldan la idea de que la ASNasa de T. oshimai podria ser una excelente opcion
para controlar la formacién de acrilamida en la industria alimentaria, especialmente
en procesos de alta temperatura, como el escaldado.
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Introduccion

El sector agroalimentario argentino cuenta con una valiosa abundancia de recursos
naturales y una solida modernizacion tecnolégica. Sin embargo, para mejorar la pro-
duccioén e industrializacion de alimentos, es esencial impulsar la innovacién tecnolé-
gica y la capacitacién de los trabajadores, con el fin de aumentar su competitividad.
Dentro de esta mejora de productos, destacan aquellos que ofrecen un valor agregado,
como los alimentos con procesos de diferenciacién, como productos bajos en azucar o
sin gluten, aquellos adaptados a los patrones de consumo saludables y bajos en sodio,
asi como los alimentos funcionales, que pueden crear nuevos nichos de demanda. Es-
tas mejoras no solo aumentan los beneficios de la produccion, sino que también gene-
ran empleo y requieren inversiones tecnolégicas por parte de las empresas.

Ademas, muchas actividades econémicas cruciales para el desarrollo sostenible
enfrentan desafios que exigen soluciones sustentables. Por ejemplo, los procesos in-
dustriales a menudo requieren innovaciones para reducir el consumo de energia, au-
mentar la productividad y reducir la contaminacion. El desarrollo de tecnologias inno-
vadoras que abordan estas demandas es fundamental para el crecimiento sostenible y
la competitividad de las industrias.

Una de las herramientas clave en la industria alimentaria para impulsar la diferen-
ciacion de productos, optimizar procesos y mejorar la calidad de los alimentos, asi
como avanzar hacia practicas sostenibles, es el uso de enzimas.

En la actualidad, la produccién de enzimas es una herramienta con un gran po-
tencial para abordar las necesidades de la industria alimentaria, y su fabricacién se
ha convertido en una oportunidad estratégica para agregar valor. Se estima que el
mercado global de enzimas industriales tuvo un volumen de 4.200 millones de délares
en 2014, con una tasa de crecimiento anual del 7%, alcanzando los 6.200 millones de
délares en 2020. EL segmento de alimentos y bebidas domina este mercado, con un va-
lor de 2.300 millones de délares solo en ese afio (Singh et. al. 2016). Se espera que este
mercado alcance los 8.700 millones de délares en 2026, con una tasa de crecimiento
anual del 6,5% durante el periodo de pronoésticos (Markets y Markets (2020).

La busqueda y clasificacion sistematica de nuevas fuentes de enzimas con valor econé-
mico, conocida como bioprospeccién de enzimas, es esencial en las tecnologias emergen-
tesy las biotecnologias relacionadas con los alimentos. Explorar el potencial biocatalitico
de los microorganismos permite encontrar enzimas de interés industrial, como las aspa-
raginasas termoresistentes, que son especialmente valiosas en el desarrollo de alimentos.

La L-asparaginasa (EC 3.5.1.1) es una enzima producida por diversos microorganis-
mos y algunas plantas, y su uso ha aumentado en la fabricacién de alimentos. Esta en-
zima cataliza la hidrélisis de la L-asparagina, lo que reduce eficazmente la formacion
de acrilamida, un contaminante quimico que se produce de manera natural durante
el procesamiento térmico de alimentos ampliamente consumidos (FAO/WHO, 2007).
La acrilamida es neurotéxica y se ha relacionado con el cancer en estudios con ratas.
Organismos reguladores internacionales, como EFSA y FDA, reconocen la importancia
de reducir los niveles de acrilamida en los alimentos, mientras que en Argentina aiin no
existen regulaciones en este sentido (IARC, 1994; EFSA 2015).

Esta investigacion tiene como objetivo ampliar la oferta de enzimas termoresisten-
tes aplicables a procesos industriales, especialmente en el tratamiento de papas fritas
para prevenir la formacién de acrilamida en los productos finales.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°17 | AfoXIV | 2024 | 414



Glodowsky, AlejandroP. et al. | Clonadoy caracterizacion de una novedosa asparaginasa termofila. ..

Materiales y Métodos

1. Obtencion de extractos celulares. Seleccion cualitativa de los mejores productores
de asparaginasa (ASNasa)

Se realizaron cultivos de la coleccion de cepas termofilas antarticas en medio Li-
quido R2A (Millipore), overnight (ON) a 80 °C. Se separaron por centrifugacién a 8500
rpm por 10 min, los sobrenadantes de cultivo (Sn) y los pellet de microorganismos.
Estos ultimos, se sometieron a ruptura mecanica por sonicacién de ultrasonido (Vi-
bracell-Sonics) en condiciones de 80% de potencia, 10 seg de pulso y 5 seg de pausa.
Posteriormente, se centrifugaron a 16000 rpm, 4 °C, durante 10 min, conservandose el
sobrenadante (extracto celular, ExCel) y descartandose el pellet de restos celulares.

Tanto el Sn como el ExCel se utilizaron para evaluar la presencia de actividad aspara-
ginasa mediante la reaccion con el reactivo de Nessler. La actividad asparaginasa se indi-
c6 de manera cualitativa, de acuerdo a la cantidad de amonio liberado: incoloro (-), color
amarillento tenue (+/-), color amarillo (+) y precipitacién del reactivo de Nessler (++).

De las 32 cepas evaluadas, se detectaron 16 ExCel con actividad asparaginasa posi-
tiva (de “+” a “++"). No se detect6 ninglin Sn con actividad enzimatica, lo que concluiria
que ninguna de las cepas tiene la capacidad de exportar la enzima ASNasa.

La identificacion por secuenciacion del ARN 16s identificé a TCA 10-20 y TCA 10-21
como cepas de Thermus oshimai con un 99,98% de semejanza. Ambas cepas fueron
seleccionadas para continuar los trabajos experimentales.

2. Actividad asparaginasa por reaccion de Nessler

A partir de la liberacién de amonio por hidrolisis enzimatica de asparagina utilizan-
do el reactivo de Nessler (K,Hgl,), se cuantificaron las unidades de actividad enzimati-
ca en el extracto.

(Abs. 450 nm)

A 80 pl de unasolucion de asparagina 10 mM en buffer fosfato (BP) se le adicionaron
120 pl de una solucién de extracto enzimatico para alcanzar un volumen final de 200
ul. Se incubd la reaccion a 80°C por 30 min, y luego se detuvo con el agregado de 0,5 vo-
lumenes de acido tricloroacético (TCA) 110 mM. Se centrifugd por 5 min a 12000 rpm. A
partir de 180 pl del sobrenadante obtenido y 20 pl de reactivo de Nessler, se procedié a
medir la actividad de la enzima, siguiendo los pasos de la curva de calibracion.
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-Curva de calibracion para reactivo de Nessler.

Utilizando placas de 96 wells se confeccionaron 10 puntos, en elrango de 0 a1 mM
de NH,CL, por triplicado. Se adicion6 20 pl de reactivo de Nessler y luego 180 pl de la
solucion de NH,Cl correspondiente por wells. Luego de 10 min, se midi6 la absorbancia
del complejo amarillento formado en 450 nm (EZ Read 800 Research-Biochrom).

3. Induccién del medio de cultivo para la sobreexpresion de asparaginasa

Se realiz6 un ensayo de induccion de actividad asparaginasa mediante el agregado
de asparagina (asn) en el medio de cultivo. Para ello se preparé medio de cultivo R2A
en concentracion 2x y se lo diluyd por agregado de solucién asparagina de concentra-
cion variable: 0; 0.1; 0.5; 1; 1.5%

Luego se realizaron cultivos de la cepa TCA 10-20 en medio R2A con asn en concen-
tracién final: 0; 0.05; 0.25; 0.5; 0.75%. Se midieron los valores de densidad éptica en 600
nm (DO, ) a 3,5y 20 h (Figura 1A).

Luego del crecimiento de biomasa en los medios evaluados, las bacterias fueron co-
sechadas y lisadas para liberar las enzimas intracelulares. Posteriormente, los extrac-
tos resultantes fueron cuantificados en su actividad asparaginasa como se mencion6
anteriormente (Figura 1B).

A B

Fig. 1: A. Biomasa a 3,5y 20 hs de los cultivos con concentraciones variables de asparagina. B: Actividad de ASNasa
de los cultivos con concentraciones variables de asparagina

Finalmente, se concluy6 que no hubo un incremento significativo en la actividad
asparaginasa por agregado del aminoacido, pero si un aumento en la DO, por lo que
se estaria estimulando la produccion de biomasa. A partir de estos resultados, se incor-
poré6 asparagina en las formulaciones del medio de cultivo R2A, en una concentracion
final de 0,25%.

4. Cinética de crecimiento microbiano
Se realiz6 una cinética de crecimiento microbiano para determinar la velocidad es-
pecifica (u__ ). El cultivo tipo batch se realiz6 en 1.0 Lt de R2A a 80 °C, 500 rpm de

ax:

agitacion y 0,4 l/min de aireacién (Labfors5-INFORS HT). EL mismo se suplemento con
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asparagina 0,25% (concentracion final) a modo de inductor. Se inoculé con 10 ml de un
pre-cultivo de la cepa TCA 10-20. En la Figura 2Al se muestra la curva de crecimiento
celular de forma sigmoidea, a partir de la cual se construy6 la linearizacion logaritmi-
ca en funcion del tiempo y se determiné la p__ en 0,444 h-1 (Figura 2All).

Al All
Fig. 2: Cinética de crecimiento TCA 10-20
Al) Cinética de crecimiento microbiano de la cepa TCA 10-20. All) Linearizacion de la region exponencial para el
calculode p

max

A partir de estos datos, se realizaron dos ajustes seglin Zwietering y col, para el cal-
culo de lat- en estas condiciones obteniendo un valor de 0,33 + 0,02 h* (Figura 2B). Asi
mismo, se determiné la fase lag (¢) en 3,59 + 0,21 h.

Fig. 2B: Cinética de crecimiento TCA 10-21

Cinética de crecimiento microbiano de la cepa TCA 10-21 con ajuste a dos modelos
de curvas sigmoideas
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5. Produccion y purificacion de ASNasa

Se obtuvo el pellet de un cultivo de 200 ml del microorganismo crecido a 80 °Cy pos-
teriormente se lis6 mediante ultrasonido en un volumen final de 10 mL. Se centrifugé a
12000 rpm a 4 °C, recuperandose el sobrenadante. Se comprobé la actividad asparagi-
nasa del extracto, por el método de Nessler, con un valor de 1,49 U/mly su contenido
proteico en 11,53 mg/ml, segin el método de Bradford (Bradford,1976).

- Precipitacion con sulfato de amonio.

Para recuperar la enzima por salting-out, el extracto enzimatico fue sometido a frac-
cionamiento en cinco etapas, a saber, 20, 35, 45, 65y 80% p/v saturacién de sulfato de
amonio. Al extracto crudo de ASNasa se agreg6 sulfato de amonio hasta una concen-
tracién 20% p/v. Después se incub6 la mezcla a 4 °C por 30 min. El precipitado se recu-
peré por centrifugacion a 12000 rpm durante 15 min a 4°C.

Posteriormente, se adicion6 el sulfato de amonio para llevar la concentracién hasta
35 % p/v, repitiendo los pasos de separaciéon del precipitado. Consecutivamente, se
completd el protocolo hasta una concentracién de 80% p/v de sulfato de amonio. Estas
precipitaciones escalonadas fueron referidas como los “cortes” de sulfato de amonio.
Las cantidades de sulfato de amonio sélido fueron afiadidos lentamente a un volumen
conocido para obtener el porcentaje de saturacion deseado. El precipitado de cada
concentracion se disolvié en buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 y se utilizaron con-
centradores de membrana (Centricon 10 kDa MWCO-GE-Healthcare) para eliminar el
exceso de sulfato de amonio por centrifugacién a 8500 rpm. Se comprobdé que la mayor
de actividad ASNasa se encuentra en las fracciones de 45y 65% (Figura 3).

Fig. 3: Salting-out extracto crudo con ASNasa.
Actividad ASNasa de las fracciones precipitadas con sulfato de amonio.

- Purificacion de asparaginasa por cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC).

El precipitado obtenido con sulfato de amonio al 65% se resuspendi6 en buffer fos-
fato de sodio 10 mM, pH 7,0 conteniendo sulfato de amonio 1.0 M. Se dej6 en agitacion
a 4 °C durante 30 min y se centrifugdé a 12.000 rpm durante 15 min, para descartar
proteinas precipitadas. El sobrenadante se recuperd, se filtré con filtros de 0,45 pmy se
desarrollé la cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC).

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°17 | AfoXIV | 2024 | 418



Glodowsky, AlejandroP. et al. | Clonadoy caracterizacion de una novedosa asparaginasa termofila. ..

Se carg6 una alicuota de 2 ml de sobrenadante en una columna HiTrap Fenil FF
(GE-Healthcare, Suecia), previamente equilibrada con buffer fosfato de sodio 10 mM,
pH 7,0, sulfato de amonio 1.0 M.

Las proteinas que no interactuaron con la fase estacionaria fueron lavadas con el
mismo buffer. Las proteinas unidas a la columna se eluyeron con un gradiente de agua,
en un flujo de 1.0 ml/min. Se midié la absorbancia en 280 nm en todo el proceso.

Se recuperaron dos fracciones: la primera, que no interactia con la matriz y otra de
menor tamafo, que es retenida. Ambas fracciones fueron colectadas, dializadas ON
a 4 °C con membranas de celulosa (MWCO 12.000) (Sigma, St. Louis, EEUU) en buffer
fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0, para su posterior determinacién de actividad ASNasa
(Figura 4).

Fig. 4: Cromatografia HIC de extracto enzimatico. Fraccion con actividad ASNasa (recuadro rojo) .

El factor de purificacion de la HIC respecto de la muestra inicial (Mo) proveniente
del fraccionamiento con sulfato de amonio fue de 7,43 (Tabla 1).

Tabla 1: cuadro de purificacion de asparaginasa terméfila de TCA 10-21

Paso Actividad total (U) | Actividad especifica (U/mg) Rendimiento(%) | Factorde purificacion
Mo 350,35 0,26 1,00 1,00
HIC 171,61 191 0,49 743

6. Caracterizacion de asparaginasa de T. oshimai

- Efecto de la temperatura

La temperatura éptima de reaccion de ASNasa fue estudiada a 4, 20, 37, 60, 80
953C. La actividad enzimatica se determiné por reaccion de Nessler como se describio
anteriormente. La actividad ASNasa relativa (%) se calculé utilizando la actividad mas
alta obtenida como del 100%.

Como se muestra en la Figura 5, en las cepas de T. oshimai se alcanzé el maximo de
actividad a 80 °C, con una pérdida total de la misma a los 95 °C. Por su parte, la enzima
procedente de un microorganismo mesoéfilo como E. coli, mostré el valor maximo de
actividad en torno a los 50 °C.
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Fig. 5: Temperatura 6ptima de reaccién de ASNasa.
Cepas TD 8-10, TCA 10-20 y TCA 10-21 termofilas y ASNasa de E. coli.

- Efecto del pH

El pH 6ptimo de reaccién de la enzima se determiné desarrollando la reaccién en
valores de pH que varian de 4,0 a 11,0. Para ello se utilizaron buffer acetato de sodio
100 mM para pH 4,0y 5,0, fosfato de sodio 100 mM para pH 6,0y 7,0, buffer Tris-HCL 100
mM para pH 8,0y 9,0 y carbonato de sodio 100 mM para pH 10,0 y 11,0.

La cinética de la reaccion en cada pH fue evaluada por actividad de ASNasa durante
1ha80°C, segun el protocolo antes descripto.

Como resultado se observé una maxima actividad ASNasa a valores de pH cercanos
a 10 (Figura 6). Sin embargo, se evidencié un incremento/meseta de actividad préximo
a pH 8. Este comportamiento podria indicar la presencia de dos isoformas de la enzi-
ma, siendo la curva total una superposicion de actividades de cada una de ellas.

Fig. 6: pH 6ptimo de reaccién para ASNasa
de cepas TCA 10-20 y TCA 10-21.

Segun el analisis filogenético, el microorganismo mas relacionado a Thermus os-
himai, cuya enzima ASNasa se encuentra reportada, es quizas Thermus thermophilus
(Pritsa, y Kyriakidis, 2001). La caracterizacion enzimatica de acuerdo a Prista y col; de-
termin6 que la condicion 6ptima de reaccion es pH 9,2y 77 °C, condiciones similares a
las determinadas en este trabajo (pH 9y 80 °C). Por otra parte, los autores del trabajo
referenciado no hacen mencioén a la presencia de isoformas, estimando el peso mole-
cular de la enzima, mediante SDS-PAGE, en 33 kDa.
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7. Identificacion y cuantificacion de acrilamida por HPLC

- Deteccion de acrilamida por HPLC.

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta performance acoplada a un
detector de arreglo de diodos (HPLC-PDA Waters Inc.) para la deteccién de acrilamida.
Como fase estacionaria se utilizé una columna C18 y como fase mévil agua con H,SO,
10 mM. La longitud de onda utilizada fue 196 nm. Las muestras fueron analizadas en
HPLC durante un periodo de 8 minutos.

- Extraccion de acrilamida con soluciones de Carrez.

Se afiadio 10 mL de hexano a 1 g de papa frita molida y se coloc6 en agitaciéon du-
rante 10 min. Se descart6 la fase organica y el triturado se secé durante 10 min a 40
°C. Posteriormente, se adicion6 10 mL de agua destilada, y de manera secuencial, 500
uL de las soluciones Carrez | y Carrez Il (hexacianoferrato de potasio y sulfato de zinc,
respectivamente). Se incub6 a 30 °C durante 30 min con agitacién suave y se centrifugd
durante 20 min a 10000 rpm a 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante de la fase acuosa y
se filtré con filtro de 0,45 um. El filtrado se guardé en refrigeracién hasta su posterior
analisis.

8. Tratamiento enzimatico de los alimentos. Aplicacion de asparaginasa para disminuir
la formacién de acrilamida

Para evaluar la capacidad mitigadora en la formacién de acrilamida por parte del
extracto enriquecido en actividad ASNasa, fue necesario estandarizar un protocolo de
coccién de papas que asegure la formacion del contaminante. A su vez, se necesitd
adecuar un método de extraccion y deteccién. Luego de la puesta a punto de estos tres
factores, se procedio a los ensayos de mitigacion.

Se utiliz6 el extracto enriquecido como aditivo previo a la coccion de una muestra
de papas. Se realizaron extracciones de acrilamida y se cuantificaron por HPLC a fin de
evaluar la eficiencia del tratamiento.

- Evaluacion de la liberacién de amonio.

Se cortaron papas crudas en cubos de 1 cm?y 1 g aproximadamente. Se colocaron
en un recipiente de vidrio, 5 ml de solucién buffer carbonato de sodio 100 mM, pH 10,0,
al cual se agregaron 20 pl de extracto enzimatico enriquecido cada 60 mg de papa.
Se incubaron durante 1 h a 80 °C. Se realiz6 un control de papa sin extracto y otro de
extracto sin papa. Luego de la incubacién se tomé una alicuota de sobrenadante y se
evalué la cantidad de amonio liberado al medio por el método de Nessler.

De acuerdo a la Figura 7, se observé un aumento del 60% en la concentracién de
amonio liberado mediante hidroélisis enzimatica de la asparagina cuando las papas
fueron expuestas a los extractos con asparaginasa. Los resultados se compararon con
la cantidad de amonio liberado por las papas que no recibieron tratamiento alguno.
Por su parte, los extractos enzimaticos no revelaron cantidades significativas de amo-
nio en las condiciones evaluadas mediante el método de Nessler.
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Fig. 7: Actividad ASNasa sobre papas previo a la coccién.

Elanalisis de los cromatogramas obtenidos por HPLC, determiné que la metodologia
extractiva de acrilamida utilizando las soluciones de Carrez fue eficaz y reproducible,
mostrando sefales definidas y con bajas concentraciones de compuestos co-extraibles.
6Para validar la presencia de acrilamida, se realiz6 una prueba adicional utilizando
una muestra de papas fritas tratadas con las soluciones de Carrez (M5), a la cual se le
anadieron 20 ppm de patrén de acrilamida en una relacién 50:50. Este experimento
reveld una disminucién en la intensidad de los otros picos del cromatograma, debido a

la dilucion de la muestra, como se ilustra en las Figuras 8 A-D.
A B

Fig. 8: Cromatogramas 3D. A) Estandar acrilamida 20 ppm. B) Muestra papas con extraccion Carrez (M2). C)
Muestra papas con extracciéon Carrez (M2) + acrilamida 20 ppm (50:50). D) Solapamiento bidimensional de los 3
cromatogramas.
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- Evaluacion de la acrilamida por HPLC

Se tomaron papas adquiridas en una verduleria de la ciudad de Gualeguaychu y se
cortaron en cubos de 1 cm3 y 1 g aproximadamente. Estos cubos fueron lavados meti-
culosamente con agua destilada antes de someterse a diversos tratamientos pre-coc-
cion a 80 °C. Para estudiar la influencia del proceso previo a la fritura en la formacion
de acrilamida se realiz6 una pre-incubacién con y sin un extracto enzimatico de aspa-
raginasa termofila, durante una hora. A temperatura ambiente y a 80 °C. En el caso de
las muestras incubadas con el extracto enzimatico fue con una concentracién de 1,49
U/mL. La temperatura de pre-coccién corresponde a la temperatura de mayor activi-
dad de la enzima. Posteriormente, los cubos de papas fueron sometidos a un proceso
de fritura a una temperatura de 160 °C y dos tiempos (2 y 5 min), con la excepcién de
una muestra control que se mantuvo sin cocinar. Una vez finalizada la fritura, las mues-
tras se secaron minuciosamente utilizando papel absorbente, se molieron finamente,
utilizando un molinillo de cuchillas y se aplicé el protocolo de extraccién de acrilami-
da utilizando las soluciones de Carrez (M5).

Los tratamientos estudiados en las papas fueron:

e M1, papa cruda sin ASNasa;
e M2, papaincubada por1ha80°Csin ASNasa; luego freida durante 2 min - 160

°C.

e M3, papa incubada por 1 h a T amb. sin ASNasa; luego freida durante 2 min -
160 °C.

e M4, papaincubada por 1 h a T amb. sin ASNasa; luego freida durante 5 min -
160 °C.

e M5, papa incubada por 1 h a 80 °C con 1,0265 U de ASNasa; luego freida du-
rante 2 min - 160 °C.

Los resultados revelaron hallazgos interesantes. En primer lugar, se evidencioé que el
tiempo de fritura tuvo un impacto significativo en la formaciéon de acrilamida. Cuando
las papas se frieron durante 5 minutos (M4) en comparacién con solo 2 minutos (M2,
M3), se registré un aumento notable superior al 100% en los niveles de acrilamida. Este
hallazgo destacé la importancia del control preciso del tiempo de fritura para limitar
la exposicidon a este compuesto potencialmente dafino.

En cuanto a pre-incubacion de los cubos de papas sin el extracto enzimatico de
asparaginasa termofila, M2 y M3, se evidencié una disminucién cercana al 25% en la
formacién de acrilamida. Se sugiere que esto podria estar relacionado con la hidro6lisis
espontanea de asparagina, un aminoacido presente en las papas que es un precursor
clave de la acrilamida, bajo estas condiciones de temperatura elevada.

Por otro lado, se investigd el impacto de la enzima ASNasa terméfila en la reduccién
de la formacion de acrilamida. Los resultados mostraron una impresionante reduccién,
siendo superior al 50% en los niveles de acrilamida en las papas tratadas con esta enzi-
ma (M5). Esto sugiere que la ASNasa termofila desempefia un papel crucial en la miti-
gacion de los riesgos asociados con la acrilamida en alimentos procesados, ofreciendo
una posible solucion para la industria de la alimentacion (Figura 9).
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Niveles de acrilamida correspondien-
tes a las muestras:
M1, papa cruda sin ASNasa;

M2, papa incubada por 1 h a 80 °C sin
% ASNasa;

M3, papa incubada por 1 h a T amb. sin

Z

] % /:rtiNaZa;a incubada por 1 ha T amb. sin
% , pap p :
%
é

ASNasa freida durante 5 min;

T 7 / M5, papa incubada por 1 h a 80 °C con
2 / / 1,0265 U de ASNasa.

Fig. 9: Niveles de acrilamida en distintos tratamientos de papas.

Los resultados representados en la Figura 9, ofrecen una comprensién mas profun-
da acerca de como las variables del tiempo de coccion y la pre-incubacién pueden
ejercer una influencia considerable en la generacién de acrilamida, y al mismo tiem-
po, destacando como la intervencion de las enzimas pueden contribuir a disminuir su
formacién. Estos conocimientos resultan fundamentales para la formulaciéon de estra-
tegias eficaces destinadas al control de la acrilamida y para la mejora de la seguridad
alimentaria en beneficio de los consumidores.
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