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RESUMEN

Las materias grasas especialmente aquellas poliinsaturadas, sufren deterioro
oxidativo cuando son sometidas a altas temperaturas produciendo una serie de
nuevos compuestos volatiles y no volétiles, que pueden alterar las propiedades
organolépticas y nutricionales del alimento. En este contexto, la adicion de
antioxidantes sintéticos ha sido la herramienta mas utilizada por la industria, para
retardar la oxidacion de los lipidos en los alimentos. Sin embargo, éstos estan
siendo cuestionados por los consumidores, lo que abre las puertas a la busqueda
e identificacion de nuevas fuentes naturales de antioxidantes.

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto de la adicion de extractos
(hidroalcohdlico y acuoso) de cascara y hojas de palto (Var. Hass) en polvo, sobre
la estabilidad oxidativa del aceite de girasol sometido a 80°C.

Los extractos de hojas y cascara de palto (Var. Hass) se prepararon utilizando
agua como solvente de extraccion (EAHP y EACP, respectivamente) y etanol:agua
(50:50 v/v) (EHHP y EHCP, respectivamente). Los extractos acuosos e
hidroalcéholicos con Capsul como carrier se sometieron a secado por atomizacién
a 140°C.

Los extractos (EHCP, EACP, EHHP y EAHP) antes y después del secado por
atomizacion, se caracterizaron segun su contenido de polifenoles totales (Folin-
Ciocalteau), tocoferoles (HPLC-detector de fluorescencia) y actividad antioxidante
(FRAP y DPPH). Los resultados obtenidos mostraron que los cuatro extractos
después del secado por atomizacion, presentaron un aumento en el contenido de
polifenoles totales y capacidad antioxidante, siendo mayor para EHCP.

La estabilidad termo-oxidativa del aceite de girasol (AG) con la adicion de 400 ppm
de los extractos de hoja y cascara en polvo (EHCP, EACP, EHHP y EAHP), se
sometieron a calentamiento a 80°C hasta 216 h. Los resultados mostraron que
solamente el BHA y EHCP disminuyeron significativamente (p<0,05) la formacion
de compuestos polares y la constante de velocidad de degradacion de tocoferoles,
respecto al AG (control), presentando un mayor efecto el BHA.
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SUMARY

Oils and fats, especially those polyunsaturated suffer oxidative deterioration when
they are submitted at thermal conditions, producing new compounds volatile and
non-volatile. In this context, the addition of synthetic antioxidants has been the
most used tool by the industry to delay the lipid oxidation in food. However, they
are questioned by consumers. Therefore, there is a growing interest in using
antioxidants from natural sources.

The aim of this work was to study the effect of the addition of powder extracts from
avocado skins and leaves (hydro-alcoholic and aqueous) on the oxidative stability
of sunflower oil storage at 80°C.

The extracts of avocado peels and leaves (Var. Hass) were elaborated using water
(ALAE y APAE, respectively) or ethanol:water (50:50 v/v) (APHE y ALHE,
respectively) as extracting solvents. The aqueous and hydroalcoholic extracts were

dried by spray-drying at 140°C using Capsul as carrier.

The extracts (ALAE, APAE, APHE y ALHE) before and after spray-drying were
characterized according to their total content of polyphenols (Folin-Ciocalteau),
tocopherols (HPLC-Fluorescence detector) and antioxidant activity (FRAP and
DPPH). The results showed an increase of total polyphenols content and

antioxidant activity after spray-drying, being higher for APHE.

The thermal oxidative stability of sunflower oil (SO) with the addition of 400 ppm of
powder avocado peels and leaves extracts (ALAE, APAE, APHE y ALHE) were
storage at 80°C until 216 h. The results showed that only BHA and APHE
diminished significantly the polar compounds formation and degradation rate

constants of tocopherols respect to SO (control), being the BHA the most effective.
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ABREVIATURAS

EAC: Equivalente &cido cafeico

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia
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CP: Compuestos polares

EHCP: Extracto hidroalcohdlico de cascara de palto
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AA: Actividad antioxidante

BHA: Butilhidroxianisol
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AGL: Acidez libre

a —T: Alfa tocoferol

TBHQ: Terbutilhidroquinona

T: Tocoles

ASPA: Antes del secado por atomizacién

PSPA: posterior al secado por atomizacion



INTRODUCCION

La oxidacion de los lipidos es una de las principales causas de deterioro de grasas
y aceites produciendo compuestos de degradacion volatiles o no volatiles que
pueden alterar las propiedades nutricionales y organolépticas (Choe y Min, 2007).
En este contexto, el uso de antioxidantes sintéticos constituye la herramienta méas
ampliamente utilizada por la industria de los alimentos para disminuir la oxidacion,
aunque estan siendo cuestionado por sus posibles efectos adversos a
concentraciones elevadas (Shahidi y Zhong, 2010). Asi, los antioxidantes de
origen natural son una alternativa al uso de antioxidantes sintéticos, entre los que
podemos distinguir dos grupos: liposolubles donde se encuentran los tocoles
(tocoferoles y tocotrienoles) e hidrosolubles donde se encuentran los polifenoles

(principalmente flavonoides y acidos fendlicos).

Una fuente importante de antioxidantes naturales son los extractos vegetales. En
este proyecto se utilizard como fuente de antioxidantes naturales la cascara y las
hojas de palto, Var. Hass (subproductos de la elaboracion industrial), debido a que
estudios han demostrado que los extractos de estos contienen una cantidad
importante de polifenoles, con mayor contenido de procianidinas, y alta actividad
antioxidante (Brune y van Lelyveld, 1982; Torres et al., 1987; De Almeida et al.,
1998; Terasawa et al., 2006; Ding et al., 2007; Wang et al., 2010; Rodriguez-
Carpena et al., 2011 a, b; Chavez et al., 2011) y por tanto, podrian ser utilizados
para retrasar la oxidacién de materias grasas que se han expuesto a un proceso

térmico.

Finalmente, a través de esta investigacion se pretende incrementar la estabilidad
oxidativa del aceite de girasol, sometido a una temperatura moderada de 80°C,
mediante la adicion de extractos hidroalcohdlicos y acuosos de cascaras y hojas
de palto (en polvo), y asi alargar la vida Gtil de éste. En este estudio el etanol se
selecciond como solvente de extraccidén de polifenoles, debido a que este solvente

esta permitido en alimentos (RSA, 1996). La estabilidad del aceite de girasol sin y



con los extractos de cascara y hoja de palto, se seguira a través de la formacion

de compuestos polares y la cinética de degradacién de tocoferoles.

Por ultimo, con esta investigacion se pretende generar nuevos conocimientos para
la utilizacién de antioxidantes naturales, extraidos de subproductos del palto, para

ser aplicados en la industria alimentaria.
1.1.- Oxidacion lipidica

Los lipidos son un componente importante en los alimentos por su contribucion en
la palatabilidad, saciedad y nutricion, ademas son importantes constituyentes
estructurales y funcionales de las células en los sistemas biolégicos. Sin embargo,
este diverso grupo de sustancias puede sufrir una serie de reacciones oxidativas
que llevan a la pérdida de su calidad quimica y nutricional (Marquez-Ruiz et al.,
2010).

La oxidacion lipidica es una reaccion natural favorecida por muchos factores tales
como la temperatura, composicion en acidos grasos, la presencia de oxigeno y
luz, ausencia de compuestos antioxidantes, presencia de acidos grasos libres,
metales, pigmentos, enzimas y compuestos oxidados térmicamente (Choe y Min,
2007; Yanishlieva y Marinova, 2001). La oxidacién de lipidos puede ocurrir por tres
mecanismos: autooxidacién, foto-oxidacion y oxidacién enzimética, sin embargo,
la autooxidacién es la que ocurre con mas frecuencia e involucra un mecanismo
mediado por radicales libres en tres etapas: inicio, propagaciéon y término

(Yanishlieva y Marinova, 2001).

En la iniciacién, un radical libre o iniciador (luz o metales) sustrae uno de los
atomos de hidrégeno del carbono adyacente al doble enlace de un acido graso
insaturado (LH), formandose un radical alquil (L") (Belitz, 1997; Yanishlieva y
Marinova, 2001).

En la propagacion, el radical alquil (L"), formado en el inicio, reacciona con el
oxigeno atmosférico originando un radical peroxil (LOO") el cual reacciona con

otras moléculas de &acidos grasos insaturados, sustrayendo un atomo de



hidrogeno en la posicion alilica o bis alilica para formar el hidroperéxido (LOOH) y
un nuevo radical alquil (L), que propaga la reaccion. Los hidroperéxidos
constituyen los productos primarios de la oxidacion (Belitz, 1997).

Al término, los radicales tienden a dimerizar para terminar la reaccion en cadena.
Los radicales libres provenientes de la descomposicién de los hidroperoxidos se
asocian para formar una serie de compuestos no radicalarios estables, como
aldehidos, cetonas, alcanos, alcoholes, los cuales son responsables de aromas y

sabores indeseables y de cambios en el color (Cheftel, 1992).

Cuando una materia grasa se somete a temperatura de fritura en presencia de un
alimento, ademas del deterioro oxidativo se produce un deterioro hidrolitico y
térmico (Dobarganes et al., 1988), este Ultimo ocurre basicamente por el mismo
mecanismo que el de autooxidacion, pero en forma mucho méas acelerada
(Marmesat et al., 2010). El deterioro térmico se caracteriza por la formacion de
dimeros producto del cambio de la estructura 1,4-pentadieno del acido graso,
pasando a posiciones en las que se encuentran conjugados, los cuales mediante
cicloadicién 1,4 originan los aductos de Diels-Alder. Estos se pueden producir
tanto entre dos moléculas de diferentes triglicéridos como también dentro de una
misma o por unién de dos &cidos grasos (Warner et al., 2004). El dimero puede
derivar en polimeros (compuestos de alto peso molecular), también pueden

formarse isémeros trans, posicionales y monoémeros ciclicos.



1.2.- Antioxidantes alimentarios.

Los antioxidantes alimentarios son moléculas organicas, de origen natural o
sintético, que pueden definirse como cualquier sustancia que, a muy bajas
concentraciones, comparado con la especie oxidable, sea capaz de prevenir o
retardar la oxidacion (Yanishlieva y Marinova, 2001). Se ha descrito que los
antioxidantes aumentan la vida atil de un alimento rico en grasas entre un 15 a un
200% (Maestro-Duran y Borja-Padilla, 1993).

Los antioxidantes sintéticos son los mas utilizados por la industria alimentaria,
corresponden a compuestos fendlicos como el Hidroxibutilanisol (BHA),
Butilhidroxitolueno (BHT), Terbutilhidroquinona (TBHQ) y el Galato de Propilo.
Entre sus ventajas de uso se pueden mencionar su alta eficiencia, estabilidad y
bajo costo, sin embargo, a altas temperaturas son volatiles y se descomponen con
facilidad. Por otra parte, existe algin cuestionamiento sobre su uso por el posible
efecto como promotores cancerigenos (Ito et al., 1986; Thompson y Moldeus,
1988; Gharavi et al., 2007). Estos antecedentes sugieren que es necesaria la

busqueda de moléculas alternativas de origen natural con efectos antioxidantes.

Los antioxidantes naturales, se encuentran presentes en practicamente todos
los vegetales, microorganismos, hongos e incluso en los tejidos animales
(Barclay y Vinquist, 2003), donde tienen multiples efectos bioldgicos. La mayoria
corresponden a compuestos fendlicos, entre los cuales, los principales grupos son

los tocoles (tocoferoles y tocotrienoles) y polifenoles (Shahidi y Zhong, 2010).

Los polifenoles son compuestos secundarios del metabolismo de vegetales,
siendo ampliamente distribuidos en estas especies. Estos contribuyen al color,
sabor (amargor y astringencia) y estabilidad oxidativa en los alimentos (Pandey y
Rizvi, 2009). En general, poseen dos rutas de biosintesis, la del &cido siquimico y
la del acetato. Asi, de acuerdo a su estructura, pueden dividirse en diferentes
clases, encontrandose desde moléculas simples, como los acidos fendlicos, hasta

compuestos altamente polimerizados, como los taninos condensados. Estos

4



polifenoles existen en los vegetales en diferentes cantidades, siendo los

flavonoides el grupo mayoritario (Mufioz et al., 2007).

La accién antioxidante in vitro de los polifenoles se debe a la capacidad de
atrapar, tanto radicales libres (por donacion de un atomo de hidrégeno), como
iones metalicos (agente quelante) (Mufoz et al., 2007). El radical intermediario
fenoxil, que se forma, es relativamente estable, inhibiendo la fase de propagacion
al reaccionar con otros radicales libres. La actividad antioxidante de polifenoles
varia en funcion de su estructura quimica y de su solubilidad (Martinez-Florez et
al., 2002).

Por otro lado, una sub-clase de flavonoides que ha producido interés por sus
potenciales efectos beneficiosos en la salud, corresponde a las procianidinas (PC).
Estas se encuentran en la mayoria de los alimentos, tales como: uvas, cocoa, té,
palta (semilla y cascara), entre otros. Las PC son compuestos que tienen como
precursores a mondmeros de catequinas y epicatequina unidas por enlaces C4—
C8 ylo C4-C6. La condensacion de unidades monoméricas pueden formar
oligbmeros (condensacién de 2 a 5 unidades) y polimeros (mas de 5 unidades)
(Serra et al., 2010). A las PC se les han descrito efectos biolégicos antioxidantes
(Puiggro’s et al., 2009), anti-inflamatorios (Serra et al., 2010) y antidiabéticos (Hsi
et al., 2009). Sin embargo, el efecto de PC como antioxidantes en alimentos ha

sido escasamente estudiado.

De acuerdo a estos antecedentes, existe un gran interés en la busqueda de
nuevas fuentes naturales de antioxidantes, como es el caso de los extractos
vegetales. Estos se pueden obtener desde distintas partes de las plantas (hojas,
semillas, frutos, flores, entre otros) y estan formados generalmente por una mezcla
de compuestos bioactivos, los cuales son afines a la polaridad del disolvente
utilizado y que se relaciona con la estructura quimica del o los compuestos de
interés (Naczk and Shahidi, 2006; Jiménez et al., 2011). Si bien, en los extractos

vegetales no se pueden identificar e interpretar las propiedades antioxidantes de



cada compuesto en particular, si pueden presentar una actividad antioxidante
superior en comparacion a la de cada compuesto en forma individual (Benavente-
Garcia et al., 2000). Disolventes como metanol, acetona, etil acetato, agua y sus
mezclas, se han utilizado para la extraccion de polifenoles presentes en cascara

de palta y hojas de palto (Ojewole y Amabeokn, 2006).

1.3.- Secado por atomizacion

El secado por atomizacion es el método méas utilizado en la industria de los
alimentos para transformar un producto liquido en un polvo, de forma econdmica,
simple y continda. Consiste en la atomizacion de un fluido en forma de gotas
mindsculas en un medio de secado en caliente para obtener un material sélido
(Martin et al., 2009).

Las ventajas de un extracto seco en comparacion a uno liquido, se traducen en
menor contaminaciéon microbiolégica y costos de almacenamiento, mayor
concentracion y estabilidad de los activos o compuestos de interés, entre otras
(Oliveira et al., 2006). Por esto, en este estudio se utilizaron extractos de palto
secados por atomizacién, usando como carrier Capsul®, el cual es un almidén
guimicamente modificado que incorpora en su estructura un componente lipofilico,
permitiendo una mayor estabilidad en emulsiones aceite en agua (Shahidi y Han,

1993), lo que podria mejorar la dispersabilidad de los extractos en un aceite.
1.4.- Palto: Fuente de antioxidantes naturales.

El Palto (Persea Americana Mill) es un arbol de hoja perenne de zonas tropicales y
subtropicales, también conocido como avocado y aguacate en los paises
centroamericanos. En Chile se cultiva desde la | a la VII region, principalmente en
la Region de Valparaiso. Las principales variedades de palto cultivadas en el pais,
corresponden a la Negra de La Cruz, Bacon y Hass, siendo esta ultima la de
mayor importancia de cultivo, con el 67% del total nacional (ODEPA, 2009).

A partir de la produccion industrial de palta, se obtienen distintos subproductos,

entre los cuales se encuentran las hojas y cascaras del fruto. Ademas, se han



reportado distintos efectos beneficiosos a infusiones de hojas, como
antihipertensivo (Gupta et al., 1979; Adeboye et al., 1999; Owolabi et al., 2005),
anticonvulcionate (Ojewole y Amabeokn, 2006), hipoglicémico (Antia et al., 2005),
analgésico, anti-inflamatorio (Adeyemi et al., 2002), antiviral (De Almeida et al.,
1998) y hepatoprotector (Etkor et al., 2006), los cuales se han atribuido a los
polifenoles (Rodriguez-Carpena et al., 2011 a,b; Brune y van Lelyveld, 1982;
Torres et al., 1987; De Almeida et al., 1998; Ding et al., 2007; Terasawa et al.,
2006).

Los principales polifenoles identificados en hojas de palto son los acidos: cafeico,
clorogénico, cumarico, ferdlico, galico, hidroxibenzoico, protocatéquico,
pirocatéquico, resorcilico, sinpico, siringico y vanillico (Brune y van Lelyveld,
1982; Torres et al., 1987; De Almeida et al., 1998; Ding et al., 2007), flavonoides
como apigenina, isoramnetina, kaempferol 3-O-arabinopiranosido, kaempferol 3-
O-B-glucopiranosido, kaempferol 3-O-ramnopiranosido, luteolina, luteolina 7-O-
glucosido, rutina, quercetina, quercetrina, quercetina 3-O-arapiranosido,
quercetina 3-O-B-glucopiranosido, quercetina 3-O-B-D glucosido y epicatequina
(De Almeida et al., 1998; Ding et al., 2007; Owolabi et al., 2005). Se ha descrito un
contenido de polifenoles totales para hojas de palto de la Var. Hass desde 1750 a
1930 EAG mg/100g MS (Torres et al., 1987)

En cascara de la palta se han identificado: procianidinas (Wang et al., 2010,
Rodriguez-Carpena et al., 2011b; Chéavez et al., 2011; Kosinska et al., 2012),
antocianidinas (Prahba et al.,, 1980; Ashton et al.,, 2006), acido cinamico
(Rodriguez-Carpena et al., 2011b), acido clorogénico (Prahba et al, 1980),
quercetina 3,4’-diglucosido, quercetina 3-O-rutinosido, quercetina 3-O-arabinosil-
glucésido, quercetina 3-O-galactésido (Kosinska et al.,, 2012) y epicatequina
(Prahba et al, 1980; Terasawa et al., 2006; Ding et al., 2007; Hirasawa et al., 2008;
Rodriguez-Carpena et al., 2011b; Chavez et al., 2011; Kosinska et al., 2012). En
cuanto al contenido total de polifenoles, en la cascara de palta se han reportado
valores de 457 mg EAG/100g (Terasawa et al., 2006), en la Var. Hass de 1260 mg



EAG/100g (Wang et al., 2010) y 3293 a 8997 mg EAG/100g en materia seca (MS)
(Rodriguez-Carpena et al., 2011(a,b); Chavez et al., 2011).

De acuerdo a estos antecedentes, las hojas del palto y cascaras del fruto son
subproductos de bajo costo y alto contenido de polifenoles, siendo atractivas
fuentes naturales de antioxidantes. Sin embargo, hay pocos estudios que han
evaluado el efecto de estos extractos sobre la estabilidad oxidativa en materias

grasas (Terasawa et al., 2006; Rodriguez-Carpena, et al., 2011a, b).

1.5.- Métodos de evaluacion de la estabilidad oxidativa.

La estabilidad termooxidativa de lipidos generalmente se sigue por la
determinacion de compuestos secundarios de oxidacion como valor de anisidina y
compuestos polares (CP) (IUPAC, 2000) entre otros. La formacion de compuestos
polares y su distribucién en especies de alteracion, representa el método mas
adecuado para la evaluacion de la oxidacion lipidica sometidas a condiciones
aceleradas de almacenamiento (Dobarganes et al., 1988). Los compuestos
polares se determinan por extraccion en fase sélida, en columna abierta, donde la
primera fraccion corresponde a los triglicéridos no alterados y la segunda a los

triglicéridos alterados o compuestos polares totales (IUPAC, 2000).

En este contexto, el mecanismo de accién de los polifenoles sobre la estabilidad
oxidativa de los aceites sometidos a altas temperaturas, se relacionaria con la
capacidad de los polifenoles para actuar como donantes de atomos de hidrogeno
a los radicales libres primarios (peroxil) formados durante el calentamiento del
aceite, previniendo de esta manera las reacciones de polimerizaciéon (Houhoula et
al., 2003). Este mecanismo considera que los polifenoles sean estables a esas
temperaturas. Se ha descrito que algunos productos de la descomposicion de los
polifenoles son capaces de donar un hidrogeno nuevamente, aumentando su

potencia antioxidante (Murakami et al., 2004).



Ademas, se ha evaluado la actividad antioxidante de extractos en aceites, como:
extractos de hojas de Inca mufia (Chirinos et al., 2011), sésamo (Mohdaly et al.,
2011), hojas de olivo (Jiménez et al., 2011), té verde y negro (Zhu et al., 2009),
cascara de granada (Igbal et al., 2008), entre otros. Sin embargo, los resultados
de estos estudios son controversiales, encontrandose efectos antioxidantes altos,

bajos 6 moderados.
1.5.- Hipétesis

La adicion de extractos (hidroalcohélico y acuoso), de cascara y hojas de palto
(Var. Hass) en polvo, al aceite de girasol (AG) sometido a 80°C, mejorard su
estabilidad oxidativa en comparaciéon al control (aceite de girasol, sometido a la

misma temperatura, sin extractos).
1.6.- Objetivos del proyecto

Objetivo General:

Estudiar el efecto de la adicion de extractos (hidroalcohdlico y acuoso) de cascara
y hojas de palto (Var. Hass) en polvo, sobre la estabilidad oxidativa del aceite de

girasol sometido a 80°C.

Objetivos Especificos:

1.- Elaborar y caracterizar los extractos de cascara y hojas de palto (Var. Hass) en

polvo por secados por atomizacion.
2.- Caracterizar quimicamente el aceite de girasol.
3.- Estudiar la oxidacién de aceite de girasol sometido a 80°C, con y sin la adicién

de extractos (hidroalcoholico y acuoso) de cascara y hojas (Var. Hass), en polvo,

evaluando la formacién de compuestos polares y la degradacion de tocoles.



MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales.

Las hojas de palto y cascaras del fruto, ambos de la Var. Hass, seran
obtenidas desde arboles de més de 10 afios de edad en la Region
de Valparaiso (localidades de Casablanca y Quillota,
respectivamente).

Capsul® (almidén de maiz ceroso modificado hidrofébicamente), se
obtuvo de National Starch, SA, Chile.

Modelo lipidico: aceite de girasol (AG) (Helianthus annus) sin
antioxidantes sintéticos, marca Natura®, se adquiri6 en un
supermercado local.

Antioxidante sintético: BHA (hidroxibutilanisol), se utiliz6 con fines
comparativos, de acuerdo a limite legal permitido de 0,02%.

2.2.- Obtencién de extractos de palto (acuosos e hidroalcohdlicos) de las
cascara y hojas.

Hojas y cascaras, en forma independiente, fueron escaldadas en agua a 90°C

por 3 min y secadas en estufa a temperatura de 45°C, en oscuridad. Las hojas y

cascaras (400 g secas y molidas) fueron maceradas en 2 L de etanol/agua

(50:50 v/v) (extracto hidroalcohdlico) o agua (extracto acuoso), durante 72 horas

(las primeras 6 h con agitacion) a temperatura ambiente y oscuridad. Luego los

extractos fueron filtrados y congelados a -20°C. Asi los extractos de palto

estudiados fueron: extractos de hojas de palto acuoso (EAHP) e hidroalcohdlico

(EHHP) y extractos de cascara de palta acuoso (EACP) e hidroalcohdlico

(EHCP).

Cada uno de los extractos se someti0 a secado por atomizacién, usando un

secador Spray-Dryer Biichi B-290, a 140°C, utilizando Capsul como carrier en una

proporcion de 5%.
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2.3.- Caracterizacion de los extractos de palto (acuosos e hidroalcohdlico),

de las hojas y la cascara en polvo

Los andlisis de la caracterizacién de los extractos de cascara y hojas de palto
acuosos e hidroalcohdlico incluiran contenido de polifenoles totales, capacidad

antioxidante (métodos FRAP y DPPH) y contenido de tocoferoles.

2.3.1.- Determinacién del contenido de polifenoles totales (CPT)

Se realiz6 mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, de
acuerdo a Singleton y Rossi. (1965). En este ensayo, los fenoles se oxidan con
una mezcla de acidos fosfotungstico (HsPW1201) y fosfomolibdico (H3PM012040),
conocida como reactivo de Folin-Ciocalteu. En presencia de fenoles estos &cidos
se reducen a oxidos azules de tungsteno (Wg0O23) y molibdeno (MogO23) (Singleton
y Rossi, 1965). La lectura se realizd en un espectrofotometro (UV/Vis Lambda 25,
Perkin Elmer, Singapore) a 725 nm (correspondiente al maximo de absorcion del
acido cafeico). Los resultados se expresaron como equivalentes de &cido cafeico
(EAC).

2.3.2.- Determinacion de la actividad antioxidante (AA):

La actividad antioxidante de los extractos de palto se determinaron por los
métodos espectrofotométricos: DPPH y FRAP, de acuerdo a Brand-Williams et al.
(1995) y Benzi y Strain et al. (1996), respectivamente.

El método de decoloracion de DPPH, se fundamenta en el cambio de color del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo hidratado (DPPH) que varia desde un color
violeta intenso a amarillo pélido, dependiendo de la concentracion del antioxidante.
La lectura se realizdé en un espectrofotometro (UV/Vis Lambda 25, Perkin Elmer,
Singapore) a 517 nm (Brand-Williams et al., 1995). Los resultados obtenidos para
DPPH se expresaron como ECs, cantidad de antioxidante necesaria para
disminuir en un 50% el porcentaje de decoloracién del radical DPPH (Brand-
Williams et al., 1995) y puede expresarse en diferentes equivalencias de acuerdo

al tipo de antioxidante que se esté utilizando.
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El método de FRAP, determina la capacidad antioxidante de forma indirecta. Se
basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe*® a Fe*?,
El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido al complejo
ferroso coloreado. La lectura se realizdé en un espectrofotometro (UV/Vis Lambda

25, Perkin Elmer, Singapore) a 593 nm.

2.3.3.- Determinacién de tocoles (T):

La determinacion de tocoferoles en los extractos de cascaras y hojas de palto se
realiz6 por HPLC con detector de fluorescencia, de acuerdo al método de la AOCS
Ce 8-89 (AOCS, 1993). El equipo estuvo compuesto de una bomba Merck-Hitachi
L-6200 A (Merck, Darmstadt, Alemania), inyector Rheodyne 7725i, loop 20 L,
detector de fluorescencia Merck-Hitachi F-1050 acoplado a un computador con el
software Clarity 2.4.1.43. La deteccion se realiz6 a 290 nm (longitud de onda de
excitaciéon) y 330 nm (longitud de onda de emisién). Se utilizé una columna

LiChrocart Superspher Si-60 (5um, 4 mm d.i. x 250 mm, Merck, Alemania).

2.4.- Caracterizacion de aceite de girasol (AG)

El AG se caracterizé por su perfil en acidos grasos por GC (AOAC, 2003), indice
de peroxido (AENOR, 1991), acidez (AOCS, 1993) y contenido de tocoles por
HPLC (AOCS, 1993).

2.5.- Estabilidad termo-oxidativa de aceite de girasol sin y con extractos de

cascaray hoja de palto en polvo.

Sistemas lipidicos estudiados:

e AG control (sin adicion de extractos de palto)
e AG adicionado con extracto acuoso de hojas de palto (AG+EAHP)
¢ AG adicionado con extracto acuoso de cascaras de palto (AG+EACP)

e AG adicionado con extracto hidroalcoholico de hojas de palto(AG+EHHP)
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e AG adicionado con extracto hidroalcohdlico de cascaras de palto
(AG+EHCP)
e AG adicionado con 200 ppm de antioxidante sintético (AG+BHA)

2.5.1.- Adicion de los extractos de cascaray hojas de palto, en polvo, al
aceite de girasol.

La adicion de los extractos de cascara (EACP y EHCP) y hojas de palto (EAHP y
EHHP) en polvo al AG, se realizd en una concentracion equivalente a 400 ppm de
polifenoles/kg aceite. La eleccibn de esta concentracion se fundamentdé en
ensayos previos de estabilidad oxidativa (determinados por Rancimat), donde se
estudiaron concentraciones de 400 y 700 ppm y no se observaron diferencias

significativas en los tiempos de induccion entre ellas.

Los sistemas de AG (5 g) con y sin la adicién de extractos de cascara y hojas de
palto (acuoso e hidroalcohdlico) o BHA, se colocaron en tubos de vidrio que se
calentaron en una placa calefactora a 80°C, con agitacién a 175 rpm. Los tubos se
retiraron a intervalos especificos de tiempo para la determinacién de la formacién
de compuestos polares (CP) y degradaciéon de tocoferoles en el aceite. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

2.5.2- Determinacién de compuestos polares en los sistemas lipidicos (AG;
AG+EAHP, AG+EACP, AG+EHHP; AG+EHCP; AG+BHA).

Los CP se determinaron por cromatografia de adsorcién en columna abierta, de
acuerdo a Dobarganes et al. (1988). El método se basa en el fraccionamiento de
una materia grasa a través de una columna de silice activada, mediante elucion
con distintos solventes organicos, obteniendo dos fracciones de compuestos. La
primera fraccion correspondiente a los triglicéridos no alterados y la segunda a los

triglicéridos alterados o compuestos polares totales.
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2.5.3.- Determinacion de tocoles en los sistemas lipidicos (AG; AG+EAHP,
AG+EACP, AG+EHHP; AG+EHCP; AG+BHA)

La determinaciéon de tocoferoles se realizd6 por HPLC con detector de
fluorescencia, de acuerdo al método de la AOCS Ce 8-89 (AOCS, 1993), que se

describid en 2.3.3.

2.6.- Andlisis estadistico

Para las determinaciones de polifenoles totales y capacidad antioxidante de los
extractos, se realizaron triplicados de las muestras y los resultados se expresaron
como el promedio + desviacién estdndar (X = DE). De esta misma forma se
expresaron también los resultados para la determinacién de compuestos polares y

tocoferoles en los sistemas lipidicos.

Para evaluar diferencias estadisticas entre los pardmetros analizados para los
extractos (polifenoles totales, DPPH, FRAP) y para los sistemas de AG
(compuestos polares y constante de velocidad de degradacién de tocoferoles) se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, mediante el software

Statgraphics Plus version 7.0, con un nivel de significancia de un 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Caracterizacion de los extractos de hojas y cascara de palto
3.1.1.- Contenido de polifenoles totales (CPT)

En la Tabla 1 se muestra el contenido de polifenoles totales (CPT), de los
extractos (hidroalcohdlicos y acuosos) de céscara y hojas de palto, Var. Hass,
(EHCP, EACP, EHHP y EAHP) antes y después del secado por atomizacion,

expresados en mg EAC/ g de materia seca de hoja o cascara.

Tabla 1: Contenido de polifenoles totales (CPT) de extractos de cascara y hojas

de palto (Var. Hass), antes y después del secado por atomizacion.

Contenido de Polifenoles Totales (mg EAC/ g de MS de hoja o ciscara)

Extracto ASPA* PSPA*
EHCP 77,6 £5,1P 166,2 + 4,64
EACP 53,7+t 4,12 89,2 +0,7P
EHHP 51,6 £ 0,32 134,0+1,1¢
EAHP 47,6 + 3,32 67,8 £ 2,52

ASPA: Antes del secado por atomizacién; PSPA: Posterior al secado por atomizacion; EAC:
equivalente a acido cafeico; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara; EACP: extracto acuoso de
cascara; EHHP: extracto hidroalcohdlico de hojas; EAHP: extracto acuoso de hojas. Letras
diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05). *Valores fueron expresados
en base a materia seca (MS), humedad final para cascara y hojas de 8% y para polvos obtenidos
por secado por atomizacién de 4%.

Los resultados de la tabla 1 muestran diferencias significativas (p<0,05) en CPT,
de acuerdo al tipo de subproducto de palto (hojas o cascara) y disolvente utilizado.
El CPT vario en un rango entre 47,6 a 77,6 mg EAC/ g MS de hoja o cascara, para
los extractos antes del secado por atomizacion y entre 67,8 a 166,2 mg EAC/ g
MS de hoja o cascara, para los extractos después del secado por atomizacién. Los
mayores valores de CPT los poseen los extractos en polvo, esto se deberia a que
durante el proceso de secado por atomizacion, los polifenoles condensados y/o
polfenoles conjugados se hidrolizan aumentado el numero de grupos hidroxilos

que reaccionen con el reactivo de Folin-Ciocalteau (Kim et al., 2006).
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Tanto en los extractos liquidos como en aquellos en polvo, se encontré que el
mayor CPT fue para el EHCP. En los sistemas en polvo, la extraccién de
polifenoles con etanol/agua (50/50 v/v) fue mas eficiente que sblo con agua, estos
resultados podrian atribuirse a la polaridad del disolvente (constante dieléctrica)
utilizado (Naczk y Shahidi, 2006) y a la afinidad de los compuestos fendlicos
presentes en los extractos. Hamid et al. (2010) y Dorta et al. (2013) reportaron que
mezclas de disolventes, tales como: etanol/agua; metanol/agua y acetona/agua,
en la extraccion de polifenoles de extractos vegetales de guayaba y mango,
respectivamente, fueron mas eficientes en la extraccion de compuestos fendlicos

que los disolventes puros (Naczk y Shahidi, 2006; Hamid et al., 2010).

Por otro lado, es muy complejo optimizar un procedimiento de extraccion
adecuado para la recuperacion de todos los compuestos fendlicos presentes en
los extractos de origen vegetal, debido a que éstos contienen una mezcla de
clases de compuestos fendlicos. La extraccion de los polifenoles dependera
entonces de la afinidad y solubilidad de éstos en el disolvente de extraccion
utilizado, considerando que en los extractos vegetales, se pueden encontrar
compuestos de bajo peso molecular, asi como también sustancias altamente
polimerizadas (Naczk y Shahidi, 2006)

Resultados de CPT en céascara de palto (Persea Americana Mill), Var. Hass, se
han reportado por varios autores. Rodriguez-carpena et al. (2011b), estudiaron los
CPT de extractos obtenidos con acetato de etilo; acetona/agua (70:30 v/v) y
metanol/agua (70:30 v/v), con valores de CPT de 32,93; 89,97 y 78,41 mg EAG
(equivalentes a acido galico)/g de materia seca (MS), respectivamente, siendo
este ultimo valor similar al obtenido por Chavez et al. (2011) (77,13 mg EAG/g de
cascara) en extractos acuosos liofilizados y en el presente estudio en EHCP (77,6
mg EAC/ g de céascara) previo al secado. Otros autores han reportado un CTP de
19,7 mg EAG/g de cascara en extractos acuosos liofilizados (Calderén-Oliver et

al., 2016); 25,32 mg EC (equivalente de catequina)/g de cascara MS en extractos
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metanol/agua (80:20 v/v) liofilizados (Kosinska et al., 2012) y 30,01 mg EAG/g de
cascara en extractos liquidos utilizando como disolvente HCL/metanol (1:1 v/v)
(Oboh et al., 2013). Estos resultados muestran el efecto del tipo del solvente de

extraccion sobre el CPT.

Por otra parte, la comparacion de los resultados de CPT para extractos de hoja de
palto de la Var. Hass (Persea Americana Mill) es aun mas compleja, debido a la
falta de estudios disponibles en la literatura. Oboh et al. (2013) utilizaron como
disolvente de extraccion, mezclas de HCl/metanol (1:1 v/v), reportando un CPT de
43,82 mg EAG/g de hoja. Este valor fue similar a los encontrados para EHHP y
EAHP sin secar (51,6 y 47,6 mg EAC/ g de hoja, respectivamente), a pesar de las

diferentes condiciones utilizadas en cada estudio.

La comparacion de CPT de este estudio con aquellos de la literatura, es limitada,
debido a las diferencias en: métodos de extraccién (pretratamiento del material
vegetal, disolventes de extraccion, entre otros), forma de expresion de los CPT en
cada estudio (equivalente a acido cafeico, galico 6 catequina) y aspectos
tecnolégicos como operaciones de secado por atomizacion o liofilizado (Ranalli et
al., 2006.; Ahmad et al.,, 2014). Ademas, se deberia considerar la ubicacién
geografica, etapa de madurez de los vegetales, el tamafio de la particula de la
materia vegetal (Ranalli et al., 2006), presencia de sustancias interferentes (E;j.
terpenos y clorofilas), condiciones de almacenamiento que influyen en la
solubilidad de los compuestos fendlicos en el disolvente, la cinética de
transferencia de masa del producto y las fuerzas de las interacciones matriz-soluto

(Hamid et al., 2010), entre otros.

Por otro lado, se debe considerar que el método de Folin-Ciocalteau, a pesar de
ser ampliamente utilizado para estimar el contenido de polifenoles totales, tiene la
desventaja de no ser un reactivo especifico para los compuestos fendlicos ya que

puede reducir otros compuestos, tales como, aminas aromaticas, acido ascérbico,
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acidos organicos y compuestos reductores como azucares, entre otros (Tabart et
al., 2009 y Prior et al., 2005).

3.1.2.- Actividad antioxidante (AA)

La Tabla 2 muestra la actividad antioxidante (AA), de los extractos de céscara y
hoja de palto Var. Hass (EHCP, EACP, EHHP y EAHP), de acuerdo a los métodos
FRAP y DPPH (expresado como ECsy).

Tabla 2: Actividad antioxidante (FRAP y DPPH) de extractos de hojas y cascara

de Palto (Var. Hass), antes y después del secado por atomizacion.

FRAP (mmol Fe*?/q) ECs0(mg/ml)

Extracto ASPA PSPA ASPA PSPA
EHCP 0,57+ 0,005d 1,33+0,022¢  0,048+0,00022 0,043+0,00052
EACP 0,17+0,0052 0,81+0,013>  0,061+0,0004¢ 0,052+0,0056P
EHHP 0,22+0,004b 0,83+0,096> 0,055+0,0004b 0,063+0,0004¢
EAHP 0,25+0,002¢ 0,45+0,0032  0,106+0,00074 0,075+0,00024

ASPA: Antes del secado por atomizacion; PSPA: posterior al secado por atomizacién; EHC:
extracto hidroalcohdlico de céascaras; EAC: extracto acuoso de cascaras; EHH: extracto
hidroalcohdlico de hojas; EAH: extracto acuoso de hojas. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas (p < 0,05)

Los resultados de la tabla 2 muestran diferencias significativas (p<0,05) en AA, de
acuerdo al tipo de subproducto de palto (hojas o cascara) y al método utilizado
(FRAP y DPPH).

La AA varié en un rango entre 0,17 a 0,57 (mmol Fe*?/g) para FRAP y entre 0,048
y 0,106 (mg/ml) para ECso en los extractos liquidos y entre 0,45 a 1,33 (mmol
Fe*?/g) para FRAP y entre 0,043 a 0,075 (mg/ml) para ECso en los extractos en
polvo. La AA (medida por FRAP) para los extractos en polvo fue significativamente
mayor (p<0,05) respecto a los extractos liquidos. Sin embargo, para ECs, (DPPH),
este comportamiento se observé solamente en EACP y EAHP. Estos resultados

son concordantes con los obtenidos por Vega-Galvez et al. (2009), quienes
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estudiaron el efecto del secado por aire sobre la capacidad antioxidante del
pimiento rojo a diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80 y 90 °C) y tiempo (a mayor
temperatura, menor tiempo de secado), encontrando que a mayores temperaturas
de secado (80 y 90°C), las muestras revelaron una capacidad antioxidante mas

alta que las muestras sometidas a temperaturas inferiores.

Tanto en los extractos liquidos como en polvo, se observa que la mayor AA,
entregada por FRAP y DPPH (ECs), fue para EHCP, lo cual, podria explicarse por
su mayor CPT y/o perfil de polifenoles y/o otros compuestos menores presentes
en el extracto. Asi, estudios como el de Chavez et al. (2011) y Terasawa et al.
(2006), reportaron que extractos de cascara de palta poseen un alto contenido de
catequina y epicatequina, formando especificamente, por procianidinas,

compuestos que podrian aumentar la AA de estos extractos.

Por lo tanto, la AA encontrada en cada extracto de palto es atribuible a distintos
factores, entre los cuales se encuentran el perfil de polifenoles (Rice-Evans et al.,
1996) y la presencia de otros compuestos menores con propiedades
antioxidantes. Sin embargo, en este estudio se descarta la presencia de tocoles,
ya que se corrobord por un andlisis quimico previo, que éstos no estan presentes

en los extractos.

Si se comparan los resultados de AA determinados por FRAP y DPPH, de los
otros extractos (liquido y en polvo), sin considerar el de EHCP, no se observan
claros efectos del tipo de subproducto (cascara u hoja) y disolvente. Este resultado
podria atribuirse a los distintos mecanismos antioxidantes de cada método,
mientras FRAP determina la AA mediante la capacidad reductora por transferencia
de electrones, el DPPH lo hace por la capacidad para neutralizar radicales libres
(Karadag et al., 2009). Estas diferencias en los mecanismos, hacen necesario la

utilizacién de mas de un método para medir la AA de extractos vegetales.
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La comparacion de los resultados de FRAP para extractos de cascara y hojas de
palto (Persea Americana Mill) Var. Hass, obtenidos en el presente estudio, con la
literatura, es escasa. Oboh et al. (2013), determinaron valores de 29,52 y 34,64
mg EAA (equivalentes a acido ascérbico)/g (hoja o cascara), respectivamente,
utilizando HCl/metanol (1:1 v/v) como disolvente de extraccion.

Por otro lado, en cuanto a DPPH, existen estudios previos en extractos de cascara
de palta (Var. Hass) con acetato de etilo, acetona/agua (70:30 v/v) y metanol/agua
(70:30 v/v), obteniendo valores de DPPH de 17,85, 88,94 y 71,92 mmol ET
(equivalente a Trolox) /g de materia fresca, respectivamente (Rodriguez-Carpena
et al. 2011b). Wang et al. (2010) reporté un valor de 0,189 mmol ET/g MS y
Kosinska et al. (2012) en extractos metandlicos un ECsp de 0,358 mg (MS).

Por ultimo, la comparacion con la literatura de los resultados de FRAP y DPPH
para los extractos hidroalcoholicos de hojas y cascara de palto (Var. Hass), no fue

posible porque no se encontraron estudios similares por otros autores.

3.2.- Caracterizacion quimica del aceite de girasol (AG)

En la tabla 3 se presenta la caracterizacion quimica del aceite de girasol utilizado,

para realizar los ensayos de estabilidad oxidativa.

Los valores de ésteres metilicos del aceite de girasol (AG) obtenidos mediante
CG, mostraron en general, un alto grado de poliinsaturacién representado
mayoritariamente por el &cido linoleico C18:2n6 en un porcentaje de 52%. Estos
resultados son concordantes con los encontrados por otros autores (Tuberoso et
al., 2006). De acuerdo a los valores obtenidos mediante indice de peroxido (IP) y
acidez libre (AGL) (1,18 megO,/ Kg de aceite y 0,07% expresado como &cido
oleico, respectivamente), indican que este aceite cumple con los requisitos
establecidos en el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA, 1996) para su
consumo y son concordantes con lo descrito por otros autores en IP, con valores
de 2,0 y 1,21 meqO,/ Kg de aceite y 0,06% y 0,13% para AGL (Urbancic et al.,
2014 y Robert et al.,2001). En cuanto al contenido de tocoferoles (antioxidante

natural), se determindé un valor total de 601 mg/Kg, siendo el a-tocoferol, el
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mayoritario con 589 mg/kg aceite. Estos resultados son similares a los descritos
por Robert et al. (2001); Carelli et al. (2005) y Urbancic et al. (2014).

Tabla 3: Caracteristicas iniciales del aceite de girasol (Natura ®) sin antioxidantes

sintéticos adicionados, utilizado para los ensayos de estabilidad oxidativa.

Sistema Lipidico (AG)
% ésteres metilicos

C14:.0 0,1
C16:0 5,7
C18:0 3,3
C20:0 0,3
C22:0 0,7
C24.0 0,3
Cl6:1 0,1
C18:1 37,3
C20:1n9 0,19
C18:2n6 52,0
C18:3n3 0,08
mg/kg Aceite
a-Tocoferol 589+5,9
B-Tocoferol Trazas
O-Tocoferol Trazas
y-Tocoferol Trazas
Total 601 £ 8,3
CP (%) 45+0,11
IP (meqO,/ Kg de Aceite) 1,18 +0,001
AGL (% expresado como ac.
Oleico) 0,07 + 0,243

X = DE: promedio + desviacion estandar; AG: aceite de girasol, CP: compuestos polares; IP: indice
de peréxidos; AGL: acidez libre

Por otra parte, se observo un porcentaje inicial de compuestos polares de 4,5 %,
los que son acordes a los descritos en AG por Urbancic et al. (2014) y Crapiste et
al. (1999) con valores de 4,01 % y 4,20%, respectivamente.
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3.3.- Estabilidad oxidativa del aceite de girasol (AG) sin y con la adicion de

extractos de cascaray hojas de palto, secados por atomizacion (en polvo).

La estabilidad oxidativa, de los sistemas lipidicos de AG control (AG sin la adicion
de extractos), AG con la adicién de 400 ppm de los extractos de cascara y hoja de
palto (AG+EHCP, AG+ EACP, AG+EHHP y AG+EAHP) y AG mas 200 ppm de
BHA (AG+BHA) (para fines comparativos), se determindé mediante la formacion de
compuestos polares (CP), durante un calentamiento continuo a 80°C por 216

horas.

3.3.1.- Evolucién de la formacion de CP en la matriz lipidica (AG) con y sin la

adicion de extractos de cascaray hojas de palto (en polvo).

La figura 1 presenta la formacién de compuestos polares (expresados en %) a
través del tiempo, en los sistemas de AG, sometidos a un calentamiento continuo
de 80°C (tabla se adjunta en anexo). Los resultados muestran que todos los
sistemas lipidicos, sin calentamiento (O horas), contienen porcentajes iniciales de
CP similares (4,45 a 4,82%) y a medida que aumentan las horas de calentamiento,
se incrementa la formacion de CP. El cambio de pendiente que este grafico indica
el inicio de las etapas avanzadas de la oxidacion y al término del periodo de
induccion (Marquez-Ruiz et al., 1999). Existe un leve aumento en CP para todos
los sistemas lipidicos, hasta las 144 h (dia 6), especialmente para AG+EHCP
(10,1%), seguido de AG+EHHP y AG+BHA, ambos con CP de 12%.
Posteriormente a las 192 h de calentamiento (dia 8), se observa un aumento
notorio en el porcentaje de CP de 22,4; 252 y 28,9%, para los sistemas
AG+EAHP, AG+EACP y AG control, respectivamente, superando los dos ultimos
sistemas, el valor maximo de CP permitido para aceites de fritura (25%) por el
Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile (RSA, 1996). En este mismo
tiempo (192 h), s6lo AG+EHCP y AG+BHA, disminuyeron significativamente
(p<0.05) la formacion de compuestos polares (12,9 y 12,5%, respectivamente), en
comparacion a los otros sistemas lipidicos. Posteriormente, a las 216 h (dia 9) de

calentamiento, soOlo el sistema AG+BHA, fue capaz de disminuir en forma
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significativa (p<0.05) la formacion de CP a un 14%. Por lo tanto, bajo las
condiciones estudiadas, solo la adicion de EHCP a AG, hasta las 192 h, permitié
alargar la vida util de éste, en comparacion a AG control y AG con la adicion de los
otros extractos. La menor formacion de CP en el sistema AG+EHCP, es acorde a
un mayor CPT y AA determinada por FRAP y DPPH.

Figura 1: Evolucion de CP (%) para los sistemas AG control, AG+EHCP,
AG+EACP, AG+EHHP, AG+EAHP y AG + BHA sometidos a calentamiento (80°C).

50 4
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130
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20
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0 24 48 96 144 192 216
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CP: compuestos polares; AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohélico de cascara de
palto; EHHP: extracto hidroalcohdlico de hoja de palto; EAHP: extracto acuoso de hoja de palto;
EACP: extracto acuoso de cascara de palto; BHA: hidroxibutilanisol.

En este contexto, el mecanismo de accion de los polifenoles esta relacionado con
la capacidad para actuar como donadores de atomos de hidrégeno a los radicales
peroxil (Perron y Brumaghim, 2009), formados durante el calentamiento,
previniendo de esta manera las reacciones de polimerizacion que se producen
como consecuencia de tratamientos con elevadas temperaturas (Houhoula et al.,
2003). Se ha descrito que algunos productos de la hidrolisis de los polifenoles
complejos son también capaces de donar un hidrogeno nuevamente, aumentando

su potencia antioxidante (Murakami et al., 2004).
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En la literatura, no se encontraron estudios que replicaran las condiciones
experimentales (tempertaura, presencia o ausencia de oxigeno, luz, método para
seguir la oxidacién, entre otras) y los tipos de extractos vegetales utilizados en el
presente estudio. Los resultados se compararan con estudios que utilizan
temperaturas inferiores y superiores (Tavasalkar et al., 2012; Farag et al., 2007,
Botega et al., 2009; Angelo y Neuza, 2008). Estos estudios han evaluado el efecto
de la adicidén de extractos de origen vegetal al AG sobre la estabilidad oxidativa de
este aceite. Tavasalkar et al. (2012), estudiaron la formacion de CP en sistemas
de AG adicionados con mezclas de antioxidantes naturales (extractos de romero,
té verde, &cido carndsico y carnosol) en una concentracion de 0,1% ( E0,1%) y de
0,02% de antioxidantes sintéticos (terbutilhidroquinona (TBHQ) y butilhidroxianisol
(BHA)). Estos sistemas se sometieron a un calentamiento continuo a 50°C por 90
dias encontrando valores de CP a los 90 dias de 5,1; 5,4 y 8,1%, para los
sistemas de AG+TBHQ, AG+E0,1% y AG control, respectivamente. Los dos
primeros sistemas fueron capaces de disminuir la formacion de CP, en relacién al
AG control. Un comportamiento similar al que se encontré en el presente estudio
con la adicion de EHCP (13%), BHA (12,5%) y el AG control (29%), sometidos a
192 horas de calentamiento a 80°C. Las diferencias en CP entre ambos estudios
podria explicarse por la temperatura (50 y 80°C, respectivamente) y el tipo de

extracto utilizado.

Por otra parte, se han reportado otros estudios donde también han determinado el
efecto antioxidante de extractos vegetales en AG, retardando la formacion de CP,
con respecto al AG control, a temperaturas de fritura (180°C). Farag et al. (2007)
que adicionaron jugo de hojas de olivo en cantidades equivalentes a 1600 y 2400
mg EAC/Kg por 5 h/dia durante 5 dias. Botega et al. (2009), los cuales adicionaron
un extracto comercial de Carob fruit (Ceratonia siliqua), Exxenterol®, en
concentraciones de 50 mg por kg de aceite, durante periodos continuos de
calentamiento de 2, 8 y 16 horas. Angelo y Neuza. (2008), estudiaron un extracto
acuoso de cilantro (CE) en una concentracion de 1.600 mg/kg, durante un tiempo

de calentamiento de 30 horas.
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Cabe destacar que en el presente estudio, durante las 216 h totales de
calentamiento a 80 °C, el sistema adicionado con el antioxidante sintético
(AG+BHA), fue el que presenté la menor formacion de CP en el tiempo, en
comparacion a los otros sistemas estudiados. Este comportamiento fue similar al
reportado por Farhoosh et al. (2010), quienes adicionaron TBHQ (100 ppm) a AG
sometido a 180°C por un periodo de 32 horas. Estos resultados sugirieron que la
adicibn de antioxidantes sintéticos bajo condiciones termo-oxidativas, son
efectivos sobre la estabilidad oxidativa de la materia grasa. Contrariamente, en
sistemas de fritura donde se incorpora un alimento, el efecto de los antioxidantes
sintéticos es menor, lo cual se ha atribuido a la volatilizacion y/o degradaciéon de
los antioxidantes sintéticos por efecto de la humedad incorporada en el sistema
(Choe et al., 2007; Warner et al., 2009). Esta explicacion podria ser corroborada
por los resultados obtenidos en dos estudios: Urbancic et al. (2014) y Basuny et al.
(2013), demostraron que los extractos de romero y jugo de cascara de berenjena
fueron mas efectivos, en ciclos avanzados de fritura de alimentos, que los
antioxidantes sintéticos (TBHQ, BHA y BHT), en la formacién de CP.

3.3.2.- Evolucién de a-tocoferol para los sistemas lipidicos con y sin la
adicion de extractos (AG+EHCP, AG+EACP, AG+EHHP, AG+EAHP, AG+BHA

y AG control), sometidos a calentamiento de 80°C.

La tabla 4 presenta el porcentaje de retencion de a-tocoferol de los sistemas de
AG (en anexo se adjunta tabla de los contenidos de a-tocoferol), calentados a
80°C. Los resultados muestran que en todos los sistemas estudiados, a medida
gue aumenta el tiempo de calentamiento, disminuye el porcentaje de retencion de
a-tocoferol. Estos resultados son acordes con lo encontrado por Barrera-Arellano
et al. (2002), los cuales estudiaron matrices lipidicas con distintos grados de
insaturacién y sometidas a 180°C (oleina palma, oliva, girasol alto linoleico, girasol
alto oleico, colza y soja), demostrando que la pérdida de tocoferoles es progresiva

durante el tiempo de calentamiento, independiente de los niveles iniciales de
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tocoles. Ademas, se reportd que los aceites mas poliinsaturados presentan una

mayor retencién de tocoferoles durante el tratamiento térmico.

Tabla 4: Porcentajes de retencidn y cinéticas de degradacion de alfa-tocoferol (a—
T) de los sistemas de AG control y adicionados con extractos de palto, sometidos
a 80°C.

Tiempo de calentamiento (h) Kobs (h™)
Sistema 0 24 48 96 144
AG a-T% 100 77 48 32 3 0,022 + 0,002°
AG + EHCP a-T% 100 77 59 34 8 0,017 + 0,00007°
AG + EHHP o-T% 100 78 43 38 5 0,019 + 0,0002*
AG + EACP ao-T% 100 75 64 12 0 0,030 + 0,00074
AG + EAHP a-T% 100 66 55 41 0 0,028 £ 0,002d
AG + BHA ao-T% 100 48 44 37 11 0,013 £ 0,0004a

a-T%: porcentaje de alfa-tocoferol; AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohdlico de
cascara de palto; EHHP: extracto hidroalcohélico de hoja de palto; EAHP: extracto acuoso de hoja
de palto; EACP: extracto acuoso de cascara de palto; BHA: hidroxibutilanisol. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p< 0,05)

Los porcentajes de retencion, de a-tocoferol en los distintos sistemas a las 24 h de
almacenamiento a 80°C, variaron desde 48 a 78%, teniendo el sistema de
AG+BHA la menor retencion de a-T. Sin embargo, posterior a las 24 h (48 y 96 h),
no se observo un efecto importante sobre la retencion de a-tocoferol, por parte de
los sistemas de AG adicionados con los extractos. Sélo a las 96 h se produce una
disminucion importante en a-tocoferol en el sistema con EACP y en los otros
sistemas, a las 144 h. Las constantes de degradacion para a-tocoferol (a-T), de
los distintos sistemas de AG hasta las 144 h de calentamiento, mostraron que el
sistema de AG+BHA (0,013 h™) fue significativamente menor (p< 0,05) respecto
del sistema AG+EHCP (0,017 h™), mostrando el BHA un mayor efecto protector de
a—T en AG. Este comportamiento sugiere que los a-T, podrian ser regenerados
por grupos fendlicos de BHA y polifenoles u otros componentes menores
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presentes en EHCP, como describieron Pekarinnen et al. (1999) y Marinova et al.

(2008) en sistemas modelos.

La interaccion entre polifenoles y a-tocoferol, se ha descrito en quercetina en una
emulsion aceite/agua (Becker et al., 2007), miricetina, quercetina y rutina en
linoleato de metilo a 40° C (Pekkarinen et al., 1999), quercetina y catequina en
linoleato de metilo a 50° C (Pedrielli y Skibsted, 2002) y miricetina en triglicéridos
de aceite de girasol a 100°C (Marinova et al., 2008). Un efecto sinérgico también
se ha descrito con la adicidon de extracto de romero y salvia en aceite de palma
(Che Man y Jaswir, 2000) y de orégano en aceite de algodén (Houhoula et al.,
2003), ambos a 180°C. ElI mecanismo que describe la interaccion entre
flavonoides y tocoferoles no esta aun bien comprendido. Se ha sugerido la
regeneracion del tocoferol desde su radical por un flavonoide o que los flavonoides

sean regenerados por los tocoferoles.

En este contexto, existen algunos estudios que han demostrado un efecto
protector de los polifenoles sobre a-tocoferol en AG, pero a altas temperaturas
(180°C). Como Angelo y Neuza. (2008) quienes adicionaron polifenoles presentes
en un extracto acuoso de cilantro (1600 mg/Kg) por un periodo de 30 horas y
Botega et al. (2009) quienes lo hicieron con un extracto comercial de Carob fruit
(Exxenterol, 50 mg/Kg) por 2, 8 y 16 horas. Ambos trabajos demostraron que el

AG con extracto aumento la retencidon de a —T, en comparacion a AG control.

Por lo tanto, los sistemas de AG+BHA y AG+EHCP, presentaron menores
constantes de degradacién de a-tocoferol y menores formaciones de CP. En el
caso de AG+EHCP, este comportamiento podria ser atribuido a mayor CPT, AA
y/o perfil de polifenoles y compuestos menores con propiedades antioxidantes

presentes en el extracto.

El grado de proteccion de los compuestos antioxidantes presentes en los extractos

sobre las matrices lipidicas, dependeria de las estructuras quimicas de éstos
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(reactividad quimica hacia radicales peroxil y otros), como ha sido reportado

previamente por Pedrielli y Skibsted. (2002) en sistemas modelos

Entre los extractos de palto estudiados, la adicion de EHCP en una concentracion
de 400 mg EAC/Kg a AG mostré6 un efecto antipolimerizante, retardando la
formacién de polimeros hasta las 192 horas. Este comportamiento puede ser
atribuido a la presencia de polifenoles (y/u otros compuestos menores con
propiedades antioxidantes), ya sea por un efecto directo o por regeneracion de los
tocoferoles presentes en el aceite (Houhoula et al.,, 2003), sugiriendo que la
estructura quimica de los polifenoles tiene importancia en la proteccion de la
degradacion de un aceite. Un efecto antipolimerizante superior al de EHCP, se

observé con la adicién de BHA a AG en una concentracion de 200 ppm.
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CONCLUSIONES

Del trabajo realizado se obtienen las siguientes conclusiones:

1. Los extractos de cascara y hojas de palto, mostraron un aumento en el
CPT, después de ser sometidos al secado por atomizacion. EI EHCP fue el
que obtuvo mayor CPT (p<0,05), tanto pre como post secado, en
comparacion a los demas extractos estudiados (EHHCP, EAHP y EACP).
Ademas, obtuvo una mayor AA pre y post secado por atomizacion, por
sobre todos los extractos estudiados (p<0,05). Con respecto a los
disolventes utilizados, para la obtenciéon de los extractos de cascara y hoja
de palto, aquellos que se obtuvieron mediante etanol/agua (50/50 v/v),
presentaron una mayor capacidad antioxidante y un mayor contenido de
polifenoles totales en comparacion a sus similes obtenidos mediante

solucién acuosa (p<0,05).

2. ElI EHCP, retardd la formacion de compuestos polares en el AG (p<0,05),
durante el periodo de calentamiento hasta las 192 horas, en comparacion al
control (AG sin extractos adicionados). Sin embargo, el antioxidante
sintético (BHA) agregado al AG, evitO que se superara el 25% de
compuestos polares (limite establecido), durante todo el periodo de
calentamiento (216 horas) y mejoré la estabilidad oxidativa del AG, por
sobre todos los demas extractos adicionados (EHCP, EHHCP, EAHP y
EACP) y al AG control.

3. La cinética de degradacion de tocoferoles, reflejada por las constantes de
degradacion calculadas, expresadas en kobs(h™), demostré que el EHCP
aumento de manera significativa (p<0,05) la permanencia del a-tocoferol en
comparacion al aceite control. Por otra parte, el antioxidante sintético BHA
aumentd aun mas la retencion del a-tocoferol en forma significativa (p<0,05)
en comparacion a todos los extractos adicionados (EHCP, EHHCP, EAHP y
EACP) y al AG control.
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4. De acuerdo a las condiciones estudiadas, sélo el EHCP presentd un efecto
antioxidante sobre el AG y mejoré su estabilidad oxidativa hasta las 192
horas de calentamiento. Sin embargo, este efecto fue superado soélo por el

antioxidante sintético (BHA).
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