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Resumen

En Chile, el cultivo del arbol de palto (Persea americana Mill.) es de gran
importancia, siendo la variedad Hass la mas cultivada. Como desecho de esta
industria, se obtiene gran cantidad de cascaras y hojas que poseen un interesante
y amplio perfil de polifenoles, siendo las procianidinas las mas importantes. Estos
desechos industriales son una alternativa para la obtencién de extractos con
antioxidantes naturales y la aplicacion de éstos sobre materias grasas, para
retrasar el deterioro termo-oxidativo de éstas. Asi, el objetivo fue estudiar el efecto
de la adicion de extractos de cascara de palta y hojas de palto (hidroalcohdlico y
acuoso) en polvo, sobre la estabilidad termo-oxidativa de aceite de girasol
sometido a 180°C. Los extractos de cascara de palta y hojas de palto (cv. Hass)
hidroalcohdlicos (EHCP y EHHP, respectivamente) y acuosos (EACP y EAHP,
respectivamente), se secaron por secado por atomizacion a 140°C usando Capsul
como carrier. Los extractos en polvo se caracterizaron de acuerdo a su contenido
de polifenoles totales (CPT) segun Folin-Ciocalteu, alfa-tocoferol (a-T) y actividad
antioxidante (AA) por DPPH y FRAP.

El aceite de girasol (AG), AG+BHA (200 ppm) y AG con la adicién de los extractos
de cascaras de palta (AG+EACP y AG+EHCP) y hojas de palto (AG+EAHP y
AG+EHHP) en una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles, se
almacenaron bajo condiciones atmosféricas y a 180°C por 28 horas, determinando
la formacion de compuestos polares y la constante de degradacién de tocoferoles.

Los resultados mostraron que el EHCP tuvo un alto contenido de polifenoles y
actividad antioxidante y fue capaz de mejorar la estabilidad oxidativa del aceite de
girasol sometido a 180°C en relacion a los otros extractos. Ademas, presento la
menor velocidad de degradacion de alfa-tocoferol, sugiriendo la regeneracion del
tocoferol por los polifenoles presentes en el EHCP y representando una potencial
alternativa para su utilizacion e incorporacion a matrices lipidicas sometidas a

altas temperaturas, agregando a estos subproductos un valor econémico.
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Summary

"Effect of the addition of extracts of avocado peel and avocado leaves powdered
on the thermo-oxidation of sunflower oil"

In Chile, cultivation of the avocado tree (Persea americana Mill.) Is of great
importance, being the Hass variety the most cultivated. As a waste from this
industry, we obtain a large amount of peel and leaves that have an interesting and
wide profile of polyphenols, with procyanidins being the most important. These
industrial wastes are an alternative for obtaining extracts with natural antioxidants
and the application of these on fats, to delay the thermo-oxidative deterioration of
these. Thus, the objective was to study the effect of the addition of extracts of
avocado peel and avocado leaves extract (hydroalcoholic and aqueous) powdered
on the thermo-oxidative stability of sunflower oil subjected to 180°C.
Hydroalcoholic (EHCP and EHHP, respectively) and aqueous (EACP and EAHP,
respectively) extracts were dried by spray-drying at 140°C using Capsul as carrier.
The powder extracts were characterized according to their content of total
polyphenols (CPT) according to Folin-Ciocalteu, alpha-tocopherol (a-T) and
antioxidant activity (AA) by DPPH and FRAP.

Sunflower oil (AG), AG+BHA (200 ppm) ang AG with the addition of peel extract
(AG + EACP and AG + EHCP) and leaves extract (AG + EAHP and AG + EHHP)
in a concentration equivalent to 400 ppm of polyphenols, were stored under
atmospheric conditions and at 180°C for 28 hours, determining the formation of
polar compounds and the degradation constant of tocopherols.

The results showed that the EHCP had a high content of polyphenols and
antioxidant activity and was able to improve the oxidative stability of the sunflower
oil subjected to 180°C in relation to the other extracts. In addition, it presented the
lower rate of degradation of alpha-tocopherol, suggesting the regeneration of
tocopherol by the polyphenols present in the EHCP and representing an alternative
potential for its use and incorporation into lipid matrices subjected to high
temperatures, adding to these by-products an economic value.



Introduccion

Las grasas y aceites de los alimentos pueden sufrir procesos de degradacion tales
como oxidacion, la cual genera como consecuencia, alteraciones en el aroma,
sabor, color, pérdida de determinados nutrientes y la formacion de compuestos
potencialmente nocivos para la salud. Para prevenir estas alteraciones, se pueden
utilizar antioxidantes, los cuales son capaces de retrasar la oxidacion de diversas
sustancias, principalmente de acidos grasos insaturados (Zamora, 2007; Mattivi,
2004).

En Chile, el cultivo del arbol de palto es de gran importancia, con mas de 32.000
ha plantadas, siendo la variedad Hass la mas cultivada (87%) (Simfruit, 2014).
Como desecho de esta industria, se obtiene gran cantidad de cascaras y hojas
que actualmente no poseen aplicaciones tecnologicas econdmicamente viables.
Sin embargo, las cascaras de palta y hojas del palto poseen un interesante y
amplio perfil de polifenoles. Las procianidinas son los principales componentes en
los extractos de cascaras de palta y hojas de palto con una 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
como antioxidantes naturales en materias grasas para retrasar la oxidacion de

éstas.

En este trabajo se estudio el efecto de la adicion de extractos de cascara de palta
y hojas de palto en polvo sobre la termo-oxidacion de aceite de girasol durante el
almacenamiento bajo condiciones atmosféricas y a temperatura de 180°C, a
través de la formacion de compuestos polares y la cinética de degradacién de
tocoferoles.



1.1.- Oxidacion lipidica.

La oxidacion lipidica es la causa de importantes cambios en el deterioro de las
propiedades quimicas, sensoriales y nutricionales de los alimentos. Ademas, los
productos de esta oxidacion se han relacionado con procesos degenerativos y
enfermedades asociadas con el estrés oxidativo a nivel celular, incluyendo al

cancer, aterosclerosis y enfermedades inflamatorias crénicas (Marmot, 2011).

La oxidacion lipidica en materias grasas ocurre mediante una serie de reacciones
complejas, donde factores tales como: la temperatura, composicion en acidos
grasos, concentracion de oxigeno, luz, ausencia de compuestos antioxidantes,
presencia de acidos grasos libres, metales, pigmentos, enzimas, compuestos

oxidados térmicamente, entre otros afecta su deterioro.

La oxidacion de lipidos insaturados ocurre principalmente por auto-oxidacion a
través de una reaccion en cadena de radicales libres que involucra 3 etapas:
iniciacion, propagacion y término (Choe y Min, 2006). La iniciacion ocurre por la
pérdida de un hidrogeno desde la posicion alilica del lipido insaturado (LH) por la
presencia de iniciadores (metales, luz 6 sensibilizadores) formando un radical
alquil (L). En la propagacion, el radical alquil (L) reacciona con el oxigeno a
velocidades controladas por difusién formando el radical peroxil (LOO¢), el cual
reacciona con otro lipido insaturado (LH), dando lugar a un hidroperdxido (LOOH)
como producto primario de la oxidacion y un nuevo radical alquil (L*) que propaga
nuevamente la reaccion en cadena. Por otro lado, la descomposicion de los
hidroperoxidos forma una serie de compuestos no radicalarios (productos
secundarios de oxidacion), como aldehidos, cetonas, alcanos, alcoholes, los

cuales son responsables de aromas y sabores indeseables (Cheftel, 1992).

Como resultado de esta oxidacion se producen ciertos tipos de deterioro en la
materia grasa tales como el deterioro hidrolitico y térmico. El deterioro hidrolitico
ocurre como resultado de la presencia de humedad en el alimento. Este involucra

la ruptura de los enlaces éster, liberando los acidos grasos y los diacilgliceridos.



Adicionalmente, la presencia de oxigeno y la exposicion a altas temperaturas,
produce alteraciones térmicas en los acidos grasos insaturados, conduciendo a la
modificacion de triacilglicéridos (TAGs) con al menos una de las tres cadenas
grasas alteradas (Choe y Min, 2009).

En el deterioro térmico las reacciones involucradas son basicamente las mismas
de la auto-oxidacion, aunque a mayor velocidad (Marmesat et al., 2010). Asi, a
temperatura ambiente o moderada, el proceso de auto-oxidacién de los lipidos en
los alimentos es relativamente lento (Marmesat et al., 2010). Sin embargo, a altas
temperaturas, las reacciones térmicas se aceleran drasticamente (Dobarganes et
al., 1988). Los hidroperdxidos practicamente estan ausentes por sobre de los
150°C, indicando que su velocidad de descomposicibn es superior, en
comparacion a la de su formacion. A su vez, por el efecto de la exposicién de
materia grasa a elevadas temperaturas por periodos prolongados, las reacciones
mas importantes que ocurren son la dimerizaciéon y polimerizacion (Fennema,
1985).

Los dimeros ciclicos se originan a elevadas temperaturas, mediante la reaccion de
Diels — Alder, cuyo producto final es un ciclohexeno tetrasustituido. Asi, si la union
ocurre entre dos acidos grasos del mismo triglicérido son dimeros intramoleculares
y entre dos moléculas de triglicéridos son dimeros intermoleculares. Los dimeros
aciclicos en cambio, son aquellos que se forman por el mecanismo de union de
radicales libres. El dimero a su vez, puede derivar en polimeros que tienen un alto
peso molecular (692 a 1,600 Daltons) y que se forman por la combinacion de -CC-
, -COC-, -COOC-, oxigeno y dienos conjugados (Moreira et al., 1999; Choe y Min,
2009). La polimerizacion se produce mas facilmente en aceites con un alto
contenido en acidos grasos linoleico y linolénico (Choe y Min, 2009); también
pueden formarse isémeros frans, posicionales y mondmeros ciclicos. Estos
ultimos, cuando existen dienos conjugados en la molécula, se ciclan formando
anillos de 5 y 6 carbonos, segun su origen, a partir de acido linoleico o linolénico
respectivamente. Los mondmeros ciclicos constituyen la fraccion mas toxica de

todas las que se forman durante la termooxidacién (Sébédio y Grandgirard, 1989;



Lopez-Varela et al., 1995; Marquez-Ruiz y Dobarganes, 1996).

A su vez, los compuestos generados por la termo-oxidacion pueden ser volatiles y
no volatiles (Choe y Min, 2006; Yanishlieva y Marinova, 2001). Los primeros, por
su naturaleza, se eliminan en gran parte durante el proceso, mientras que los
componentes no volatiles son un grupo variado, tales como: los dimeros de
triacilglicerol y polimeros, siendo estos, los principales compuestos formados en
aceites térmicamente oxidados (Choe y Min, 2009; Marmesat et al., 2007). Por lo
tanto, las reacciones termo-oxidativas son responsables del sabor deseable, el
color y la textura de los alimentos, pero también de la formacion de constituyentes
indeseables que afectan la calidad y el valor nutricional de la fuente lipidica y de

los alimentos (Velasco y Dobarganes, 2002; Kalantzakis y Blekas, 2006).

Consecuentemente, el conocimiento de los factores que afectan el deterioro de los
lipidos han permitido a la industria de alimentos manejar y retardar la oxidacion
mediante diversas estrategias, siendo el uso de antioxidantes sintéticos la

herramienta mas ampliamente utilizada (Yanishlieva, 2004).

1.2.- Antioxidantes alimentarios.

Un antioxidante se ha definido como cualquier sustancia que cuando esta
presente en bajas concentraciones en comparacion con la de un sustrato oxidable,
retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de aquel sustrato (Halliwell y
Gutteridge, 1989; Sies, 1993; Halliwell, 1995). Los compuestos antioxidantes
pueden captar radicales libres, iones de metales o donar un hidrogeno para su
estabilizacion y asi aumentar la vida util de los alimentos y retardar el proceso de
la oxidacion lipidica, que es uno de los principales motivos de deterioro de éstos
(Halliwell, 1997).

Dentro de la gama existente de antioxidantes, éstos se han clasificado como



naturales y sintéticos. Entre los sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria
se encuentran compuestos fenodlicos tales como: butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT), terbutil hidroquinona (TBHQ) y propil galato (PG). Sin
embargo, el BHA y BHT han sido restringidos por normas legislativas debido a la
controversia sobre sus posibles efectos toxicos y cancerigenos (Sherwin, 1990).
Por esta razon, en los ultimos afios ha aumentado el interés, por la busqueda de
antioxidantes provenientes desde fuentes naturales, especialmente de origen

vegetal y que contengan compuestos fendlicos (Gulgin, 2005).

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos bioactivos que
presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios
anillos fendlicos (Pokorny y Revobla, 1999). Un ejemplo lo constituyen los
polifenoles, los cuales son sintetizados por los vegetales, como producto de su
metabolismo secundario. Estos son indispensables para las funciones fisiologicas
de los vegetales, tales como su participacion en el mecanismo de defensa ante
situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.). La clasificacion
de los polifenoles se realiza en funcion del numero de anillos fendlicos y de los
elementos estructurales que presentan estos anillos; siendo los principales grupos
de polifenoles los acidos fendlicos, flavonoides, taninos (Gulgin, 2006). De los
taninos derivan las procianidinas, que son metabolitos secundarios vegetales
presentes en frutas, frutos secos, semillas, especias y hortalizas (Gu et al., 2003).
Las procianidinas también se conocen como taninos condensados y sus
principales unidades constitutivas son (+) - catequina, (-) - epicatequina, (+) -
galocatequina y (-) - epigalocatequina 3 galato. Estos flavan-3-ol oligoméricos vy
poliméricos se unen principalmente por enlaces C4-C8 y C4-C6 (Bittner et al.,
2013). Los multiples grupos hidroxilo fendlicos de las procianidinas pueden tener
capacidad antioxidante in vitro (Dorenkott et al., 2014).

Otros compuestos con actividad antioxidante corresponden a los tocoles (Gulgin,
2005; Arashisar et al., 2004), los cuales pueden ser clasificados como tocoferoles
y tocotrienoles y dentro de cada una de estas dos clases, hay cuatro isémeros (q,

B, vy 8). Estos estan formados por un anillo cromano, con un grupo hidroxilo que



puede donar un atomo de hidrégeno a los radicales libres y una cadena lateral
hidrofébica (Burton y Inglot, 1981). Los tocoferoles se encuentran principalmente

en aceites vegetales, frutos secos y semillas (Mohdaly et al., 2011).

En este contexto, los extractos vegetales obtenidos a partir de distintas partes de
las plantas (flores, semillas, hojas, etc), constituyen una fuente de antioxidantes
naturales que presentan en la mayoria de los casos, un conjunto de compuestos
bioactivos (polifenoles y otros componentes) con actividad antioxidantes. Si bien,
en los extractos vegetales no es posible determinar el efecto antioxidante que
ejerce cada compuesto en forma individual (Benavente- Garcia et al., 2000), en
muchos casos, se observa que los extractos presentan actividad antioxidante. Por
esto, en este estudio se obtendran y estudiaran extractos hidroalcoholicos y
acuosos obtenidos desde cascaras de palta y hojas de palto.

1.3.- Secado por atomizacién.

El proceso de secado por atomizacion es una operacion unitaria que consiste en la
transformacién de una solucién o dispersidbn en un material seco particulado
(Calvo et al., 2010). Finalmente, se obtiene un extracto en polvo, que tiene como
ventaja en comparacion con un extracto liquido, menor susceptibilidad al
desarrollo de contaminacion microbioldgica, menores costos de almacenamiento e
implica un ingrediente con mayor concentracion y estabilidad de los compuestos
bioactivos de interés (Oliveira et al., 2006). De este modo, en este estudio se
utilizaran extractos de cascaras de palta y hojas de palto secados por atomizacion,
usando Capsul® como carrier. Capsul es un almidén quimicamente modificado
con un componente lipofilico en su estructura, caracteristica que podria mejorar la

dispersabilidad de los extractos estudiados en el aceite.



1.4.- Palto: Fuente de antioxidantes naturales.

El palto (Persea americana Mill.), conocido también como aguacate o avocado, es
un arbol de hoja perenne originario del continente americano, siendo una especie
frutal perteneciente a la familia de las lauraceas y que puede alcanzar 12 m de
altura (Odepa, 2010). En Chile, el cultivo del arbol de palto es de gran importancia,
con mas de 32.000 ha plantadas las cuales se distribuyen mayoritariamente en las
regiones de Coquimbo, Valparaiso y Metropolitana, que concentran mas de 90%
de la superficie nacional plantada. Las variedades de palta mas importantes en
Chile corresponden a Fuerte, Negra de La Cruz, Bacon y Hass, siendo esta ultima
la unica que se produce durante todo el afio y es la mas cultivada a nivel nacional
(87% del total de la produccion anual) (Simfruit, 2014).

Como consecuencia de la gran produccion agroindustrial del palto, se producen
importantes contenidos de subproductos de esta materia prima, tales como las
hojas del palto y la cascara del fruto. En las hojas del palto, se han descrito
contenidos de polifenoles desde 1750 hasta 1930 EAG mg/100g materia seca
(Torres et al., 1987), donde los principales polifenoles identificados son los acidos:
cafeico, clorogénico, cumarico, ferulico, galico, hidroxibenzoico, protocatéquico,
pirocatéquico, resorcilico, sinapico, 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., 2010).

A su vez, en la cascara de palta se ha reportado que el contenido total de
polifenoles en promedio es de 457 mg EAG/100g (Terasawa et al., 2006) y en la
variedad Hass se ha reportado un contenido de 1260 mg EAG/100g (Wang et al.,
2010) siendo identificados compuestos tales como, procianidinas (Wang et al.,
2010; Rodriguez-Carpena et al., 2011b; Chavez et al., 2011, Kosinska et al.,
2012), antocianidinas (Prahba et al., 1980; Ashton et al., 2006); acido cinamico
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(Rodriguez-Carpena et al., 2011b), acido clorogénico (Prahba et al, 1980),
quercetina 3,4’-diglucosido, quercetina 3-O-rutindsido, quercetina 3-O-arabinosil-
glucosido, 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).

1.5.- Métodos de evaluacion de termo-oxidacién en matrices lipidicas

La evaluacion del deterioro termo-oxidativo de una materia grasa, se realiza
mediante la determinacion de compuestos secundarios que son formados luego
del proceso de oxidacién. Entre éstos se encuentra la determinacion de
compuestos polares, propuesta por Dobarganes et al. (1988) y que actualmente
corresponde al método oficial (IUPAC, 2000). Este se basa en el fraccionamiento
de una materia grasa a través de una columna de silice activada, mediante elucion
con solventes organicos como lo son el éter de petréleo y éter etilico, obteniendo
dos fracciones de compuestos. La primera fraccion corresponde a los triglicéridos
no alterados y la segunda a los triglicéridos alterados o compuestos polares
totales. Este método, ha resultado ser uno de los mas exactos, simples y
reproducibles, proporciona una medida directa de la degradacion, aplicable a

cualquier materia grasa sometida a calentamiento.

En este contexto, la adicion de los extractos de palto a una matriz lipidica (aceite
de girasol) sometida a una temperatura de 180°C, disminuiria la formacion de
compuestos de degradacion, ya que estos extractos presentan una gran variedad
de polifenoles, los cuales actuan como donadores de atomos de hidrogeno a los
radicales libres primarios (peroxil) formados durante el calentamiento del aceite
(Houhoula et al., 2003). Para que los polifenoles actuen como antioxidantes deben
ser estables a altas temperaturas, aunque se ha descrito que algunos productos
de descomposicion de los polifenoles son capaces de donar hidrogeno



nuevamente, a pesar de ser sometidos a altas temperaturas (Murakami et al.,
2004).

Asi, se ha estudiado la estabilidad térmica a altas temperaturas (180°C) de aceites
adicionados con diversos extractos vegetales, tales como: sésamo (Gehan, 2014),
granada (Esposito et al., 2014), romero (Alizadeh et al., 2014), maiz (Marina et al.,
2014), malva real (Althea rosea L.), achicoria (Cichorium intybus L.) (Raza et al.,
2014). Sin embargo, estos estudios han proporcionado resultados controversiales

y no concluyentes.

De acuerdo a estos antecedentes, los subproductos de palto (cascara y hojas),
podrian ser potenciales fuentes de antioxidantes naturales, para ser aplicados en
alimentos. Sin embargo, estudios relacionados con el efecto de extractos de palto
en la termooxidacién de materias grasas son escasos (Terasawa et al., 2006;
Rodriguez-Carpena, et al., 2011a, b), lo que motivd el estudio de estas materias

primas en esta tesis.



Hipotesis

La adicion de extractos de cascara de palta y hojas de palto (hidroalcohdlico y
acuoso) en polvo a aceite de girasol (AG), mejorara la estabilidad termo-oxidativa
(180°C), en comparacion al aceite girasol sin la adicién de extracto (control).

Objetivos del proyecto

Objetivo General:

Estudiar el efecto de la adicion de extractos de cascara de palta y hojas de palto
(hidroalcohdlico y acuoso) en polvo, sobre la estabilidad termo-oxidativa de aceite

de girasol sometido a 180°C.

Objetivos Especificos:

1.- Elaborar y caracterizar los extractos de cascara de palta y hojas de palto
(hidroalcohdlico y acuoso) en forma liquida y en polvo (secado por atomizacion).

2.- Caracterizar quimicamente el aceite de girasol.

3.- Estudiar la termo-oxidacion de aceite de girasol sometido a 180°C, con y sin la
adicion de extractos de cascara de palta y hojas de palto (hidroalcohdlico y
acuoso) en polvo, evaluando la formacion de compuestos polares y la degradacion

de tocoles.
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Materiales y métodos

2.1.- Materiales

- Las hojas de palto y cascaras del fruto, ambos de la variedad Hass, fueron
obtenidas desde arboles de mas de 10 afos de edad en la Region de
Valparaiso (localidades de Casablanca y Quillota, respectivamente).

- Capsul® (almidon de maiz ceroso modificado hidrofobicamente), se obtuvo
de National Starch S.A., Chile.

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

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

2.2.- Obtenciéon de extractos de palto (acuosos e hidroalcohdlicos) de las

cascara y hojas.

Cascara y hojas, en forma independiente, fueron escaldadas en agua a 90°C por
3 min y secadas en estufa a temperatura de 45°C por 18 h, en oscuridad. Las
cascaras y hojas secas se molieron y 400 g de cada una fueron maceradas en 2
L de etanol/agua (50:50 v/v) (extracto hidroalcohdlico) o agua (extracto acuoso)
con agitacion constante durante las primeras 6 h y luego por otras 66 h sin
agitacion, siempre a temperatura ambiente y oscuridad. Luego, los extractos se
filtraron y congelaron 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).
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Cada uno de los extractos se alimentaron a un secador por atomizacién (Spray-
Dryer Buchi B-290), a una temperatura del aire de entrada de 140°C y utilizando

Capsul como carrier en una proporcion de 5%.

2.3.- Caracterizacion de los extractos de palto (acuosos e hidroalcohdélico),
de la cascara y hojas en polvo.

La caracterizacion de los extractos de cascara de palta y hojas de palto
hidroalcohdlico (EHCP y EHHP) y acuosos (EACP y EAHP) incluyeron la
determinacién del contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante

(métodos FRAP y DPPH) y contenido de tocoferoles.

2.3.1.- Determinacion del contenido de polifenoles totales.

Se realizd6 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 (H3PW1201) y fosfomolibdico (H3zPMo012040),
conocida como reactivo de Folin-Ciocalteu. En presencia de fenoles estos acidos
se reducen a 6xidos azules de tungsteno (WgO23) y molibdeno (MogO23) (Singleton
y Rossi, 1965). La lectura se realiz6é en un espectrofotometro (UV/Vis Lambda 25,
Perkin Elmer, Singapore) a 725 nm (correspondiente al maximo de absorcion del
acido cafeico) utilizando una curva de calibracién (200-600 mg/mL, R* 0.9901)

expresada como equivalentes a acido cafeico (EAC).
2.3.2.- Determinacion de la actividad antioxidante.
La actividad antioxidante de los extractos de cascara de palta y hojas de palto
(EACP, EAHP, EHCP y EHHP) se determind aplicando los métodos de DPPH y

FRAP, de acuerdo a Brand-Williams et al. (1995) y Benzi y Strain et al. (1996),

respectivamente.
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El método de decoloracion de DPPH, se fundamenta en el cambio de color del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo hidratado, que varia desde un color violeta
intenso a amarillo palido, dependiendo de la concentracion del antioxidante. La
lectura se realiz6 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.

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 realizé en un espectrofotometro (UV/Vis Lambda

25, Perkin Elmer, Singapore) a 593 nm.

2.3.3.- Determinacion de tocoles.

La determinacion de tocoferoles en los extractos de cascaras de palta y hojas de
palto EACP, EAHP, EHCP y EHHP) 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 pL, detector de fluorescencia Merck-
Hitachi F-1050 acoplado a un computador con el software Clarity 2.4.1.43. La
deteccion se realizé a 290 nm (longitud de onda de excitacion) y 330 nm (longitud
de onda de emisidn). Se utilizé una columna LiChrocart Superspher Si-60 (5um, 4
mm d.i. x 250 mm, Merck, Alemania).
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2.4.- Caracterizacion de aceite de girasol.

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

2.5.- Estabilidad termo-oxidativa de aceite de girasol sin y con extractos de
cascara de palta y hoja de palto en polvo.

Sistemas lipidicos estudiados:

e AG control (sin adicion de extractos de palto)

e AG adicionado con una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles
de extracto acuoso de hojas (AG+EAHP)

e AG adicionado con una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles
de extracto acuoso de cascaras (AG+EACP)

e AG adicionado con una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles
de extracto hidroalcohdlico de hojas (AG+EHHP)

e AG adicionado con una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles
de extracto hidroalcohdlico de cascaras (AG+EHCP)

e AG adicionado con una concentracion equivalente a 200 ppm de
antioxidante sintético (AG+BHA)

2.5.1.- Adicion de los extractos en polvo de cascara de palta y hojas de palto
al aceite de girasol.

La adicion de los extractos de cascara de palta (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 de AG. La eleccibn de esta concentracion se

fundamenté en ensayos previos de estabilidad oxidativa (determinados por
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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 que contenian 5 g de AG con y sin la adicion de extractos de
cascara de palta y hojas de palto (acuoso e hidroalcohdlico) o BHA, se colocaron
en tubos de vidrio que se calentaron en una placa calefactora a 180°C, con
agitaciéon a 175 rpm por 28 h. Los tubos se retiraron a intervalos especificos de
tiempo, tomando muestras para la determinacion de la formacion de compuestos
polares (CP) y degradacion de tocoferoles en el aceite. Los ensayos se realizaron

por triplicado.

2.5.2- Determinacion de compuestos polares.

Los CP para muestras de los sistemas (AG; AG+EAHP, AG+EACP, AG+EHHP;
AG+EHCP; AG+BHA) se determinaron por cromatografia de adsorcidn 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 correspondio a los triglicéridos no alterados y la
segunda a los triglicéridos alterados o compuestos polares totales.

2.5.3.- Determinacion de tocoles.

La determinacién de tocoferoles para las muestras de los sistemas (AG;

AG+EAHP, AG+EACP, AG+EHHP; AG+EHCP; AG+BHA) se realizé 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.

15



2.6.- Analisis estadistico.

Las determinaciones de polifenoles totales y capacidad antioxidante de los
extractos, se realizaron en triplicados y los resultados se expresaron como el
promedio + desviacion estandar (X + DE). De esta misma forma se expresaron
también los resultados para la determinacion de compuestos polares y tocoferoles

en los sistemas lipidicos.

Para evaluar diferencias estadisticas entre los parametros analizados para los
extractos (polifenoles totales, DPPH, FRAP) y para los sistemas de AG
(compuestos polares y constante de velocidad de degradacion de tocoferoles) se
realiz6 un analisis 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 discusién
3.1.- Caracterizacion de los extractos de cascara de palta y hojas de palto.
3.1.1.- Contenido de polifenoles totales.
En la Tabla 1 se muestra el contenido de polifenoles totales (CPT), de los
extractos (hidroalcohdlicos y acuosos) de cascara de palta y hoja de palto (EHCP,
EACP, EHHP y EAHP) antes y después del secado por atomizacion, expresados

en mg EAC/ g de cascara u hoja en base seca (MS).

Tabla 1: Contenido total de polifenoles (CPT) de extractos de cascara de palta y
hojas de palto, antes y después del secado por atomizacion.

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

Extracto Extracto Extracto en polvo
EHCP 77,6 £ 5,10P 166,2 + 4,69C
EACP 53,7 + 4,12® 89,2 + 0,7°F
EHHP 51,6 + 0,32° 134,0 + 1,1¢F
EAHP 47,6 + 3,32" 67,8 + 2,52°

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), letras minusculas indican diferencias en un mismo extracto, letras mayusculas indican diferencias
entre extractos (extracto vs extracto en polvo). *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 que el CPT varié en un rango entre 47,6 y
77,6 mg EAC/ g MS de hoja o cascara, para los extractos antes del secado por
atomizacion y entre 67,8 y 166,2 mg EAC/ g MS de hoja o cascara, para los

extractos en polvo (secados por atomizacion).

Valores de CPT en extractos de cascara de palta (cv. Hass) menores al de este
estudio report6 Wang et al. (2010) en un extracto acetona: agua: acido acético
(70:29.7:0.3, viviv) (12,6 mg EAG/ g de cascara seca liofilizada), Rotta et al.
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(2016) para un extracto metandlico (10,85 mg EAG/g cascara secada en horno),
Rodriguez-Carpena et al. (2011b) en un extracto con etil acetato; (32,93 mg EAG/
g de cascara seca) y Oboh et al. (2013) en un extracto con HCl/metanol (1:1 v/v)
(30,01 mg EAG/g de cascara seca). Por otro lado, valores similares o superiores al
de este estudio de 89,97 y 78,41 mg EAG/ g de cascara seca para extractos con
acetona/agua y metanol/agua (70:30 v/v) reportd Rodriguez-Carpena et al.
(2011b) y de 77,13 mg EAG/g de cascara liofilizada para un extracto metanol/agua
(1:1 v/v) reporté Chavez et al. (2011).

En los extractos de cascara de palta, el extracto hidroalcohdlico presenté un
contenido significativamente mayor de CPT, respecto al extracto acuoso. Se
reportd que el uso de etanol/agua como solvente de extraccion es mas eficaz en la
extraccion de compuestos fendlicos respecto al agua (Mello et al, 2010). La
mayoria de los compuestos fendlicos presentes en las matrices vegetales se
almacenan en las vacuolas y se extraen comunmente con disolventes alcohdlicos
u organicos (Ganhao et al., 2010; Alothman et al., 2009; Turkmen et al., 2006). Sin
embargo, es dificil desarrollar una norma de procedimiento de extraccion de
polifenoles, porque la estructura quimica y en particular la polaridad de los
compuestos fendlicos en cada tejido determina en gran medida la capacidad de
extraccion y consecuentemente, la eficiencia del disolvente para la extraccion

(Rodriguez-Carpena et al., 2011b).

En hojas de palto (cv. Hass) Oboh et al. (2013) reporté un valor de CPT de 43,82
mg EAG/g de hoja de palto seca), siendo este valor comparable a los encontrados
en este estudio para EHHP y EAHP (51,6 y 47,6 mg EAC/g hoja seca,

respectivamente)

Por lo tanto, estos resultados demuestran que tanto el proceso de extraccion,
como el disolvente utilizado tiene un impacto significativo en la extraccion de CPT.
Sin embargo, la comparacion entre trabajos es compleja debido a diferencias tanto
en el método de extraccion como en la expresion de los resultados (equivalente de
acido galico, acido cafeico, entre otros) y condiciones agronémicas (época de
cosecha, cultivar y zona geografica entre otros). Dichas variaciones demuestran el
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desafio que significa estandarizar la obtencion continua de extractos antioxidantes

desde fuentes naturales.

En el caso de los extractos en polvo (secados por atomizacion), estos presentaron
un contenido de CPT significativamente mayor (p<0,05) en relacién a los extractos
(antes del secado por atomizacidn). Estas diferencias se deberian a que a altas
temperaturas (como las de secado por atomizacion) se produce desglicosilacion
de los polifenoles glicosilados, liberando azucares, los cuales reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se ha descrito en la literatura que el reactivo de Folin
no es especifico para polifenoles, reaccionando con moléculas reductoras como
azucares y vitamina C entre otras (Prior et al., 2005, Fernandez-Pachon et al.,
2006: Ghiselli et al., 2000).

3.1.2.- Actividad antioxidante.

La tabla 2 presenta los valores obtenidos para FRAP y DPPH (expresado como
ECs0) en los extractos de cascara de palta y hojas de palto (hidroalcohdlico y

acuoso) antes y después del secado por atomizacion.

Tabla 2: Actividad antioxidante (FRAP y DPPH) de extractos de cascara de palta y
hojas de palto, antes y después del secado por atomizacion.

Extracto FRAP (mmol Fe*?/g) ECso(mg/mL)

Extracto Extracto en polvo Extracto Extracto en polvo

EHCP 0,574#0,005¢°  1,33x0,022¢"  0,048+0,0002="  0,043+0,00052"
EACP 0,174#0,005"  0,81+0,013>%  0,061%£0,0004<*  0,052+0,00560>"
EHHP  0,22+0,004>%  0,83%0,096>%  0,055+0,0004>"  0,0630,0004¢*
EAHP  0,25+0,002¢®  0,45+0,003=°  0,106+0,0007¢*  0,075+0,0002¢"

EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EACP: extracto acuoso de cascara de palta; EHHP: extracto
hidroalcohdlico de hojas de palto; EAHP: extracto acuoso de hojas de palto. . Letras diferentes en cada columna indican
diferencias significativas (p<0,05), letras mindsculas indican diferencias en un mismo extracto, letras mayusculas indican
diferencias entre extractos (extracto vs extracto en polvo).
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Los resultados de la tabla 2, muestran que los valores obtenidos presentan
diferencias significativas entre todos los extractos (p<0,05), evidenciando que
tanto el origen (hoja o cascara) o método utilizado (FRAP o DPPH) influencian en
estos resultados.

La AA varié en un rango entre 0,17 a 0,57 (mmol Fe*?/g) para FRAP para los
extractos antes del secado por atomizacion y entre 0,45 a 1,33 (mmol Fe*?/g) para

los extractos en polvo, siendo estos resultados significativamente mayores
(p<0,05).

La comparacion de los resultados FRAP de este estudio para los extractos de
cascara de palta y hojas de palto (cv. Hass) y la literatura es escasa. Es asi que,
Rotta et al. (2016) estudiaron la capacidad antioxidante de la cascara de palta
obteniendo para un extracto liquido un valor de 0,00956 mmolFe*?/g y un valor
para extractos metandlicos de cascara deshidratada de 0,422 mmolFe*?/g. Ambos
valores fueron inferiores (especialmente el primero) a lo encontrado en este
estudio en los extractos secados por atomizacion. A su vez, Oboh et al. (2013),
determinaron valores de 29,52 y 34,64 mg EAA (equivalentes a acido ascorbico) /g
para hoja y cascara respectivamente, utilizando HCl/metanol (1:1 v/v) como
disolvente de extraccién, lo cual debido a las diferentes expresiones de resultados
hace dificil una comparacion entre ambos estudios pero que, infiriendo de los
resultados expuestos, un buen método de secado y la elecciéon del solvente
apropiados ayudaria a obtener una mayor cantidad de antioxidantes.

En cuanto al DPPH expresado como ECsg vario entre 0,048 y 0,106 (mg/mL) para
los extractos antes del secado por atomizacién y entre 0,043 a 0,075 (mg/mL) para
los extractos en polvo y al igual que con la AA, los extractos son significativamente
mayores (p<0,05), excepto para EHHP puesto que muestra un mayor valor ECsg
respecto a la muestra previo al secado, recordando que el indice ECsy muestra
valores inversamente proporcionales a la capacidad antioxidante de una muestra.

Estas diferencias se pueden deber a lo explicado anteriormente, es decir, al
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momento de hacer la medicion de CPT, el método de Folin-Ciocalteu puede
responder positivamente a azucares reductores, afectando de esta manera el

resultado final en la medicion de la actividad antioxidante para este extracto.

En comparacion de los resultados para DPPH con la literatura, se encuentran a
algunos autores tales como, Oboh et al. (2013) que estudiaron la capacidad
antioxidante de los extractos de palta (cv. Hass) expresando sus resultados como
ECso, reportando para la cascara 0.076 mg/mL y para las hojas 0,072 mg/mL.
Ambos valores fueron levemente mayores a los determinados, en general, en este
estudio. Owusu et al. (2015) por su parte, expresaron sus resultados ECs, (g/mL
hoja seca) obteniendo valores de 4,15x10°% 552 x 107% 6,57 x 10° para
extractos de acetato de etilo, metanol y cloroformo respectivamente para hojas
secadas por aire seco, reconociendo entonces las capacidades antioxidantes que
poseen las hojas de palto. A su vez, Kosinska et al. (2012) obtuvieron un valor en
ECso de 0,358 mg/mL para un extracto de hojas (cv. Hass) metandlico (80%)
secado por liofilizacion, siendo este resultado muy superior a los obtenidos en el
presente estudio.

A su vez, los resultados de FRAP y ECsy, muestran que el EHCP presentd una
mayor actividad antioxidante (tanto para los extractos previos al secado como para
los extractos en polvo), en comparacion a los otros extractos. Los valores de ECsg
también nos deja ver que la cascara de palta tiene una mayor actividad
antioxidante que las hojas de palto y esto podria atribuirse por el perfil de
polifenoles reportado por Chavez et al. (2011) y Terasawa et al. (2006), donde
dejan en evidencia que los extractos de cascara de palta poseen un alto contenido
de catequina y epicatequina. A esto se suma, lo publicado por Wang et al. (2010) y
Rodriguez-Carpena et al. (2011a) donde demostraron que la cascara de palta
tenia una alta actividad antioxidante puesto que la cascara de la palta es muy rica
en procianidinas por lo cual, la AA presente en los extractos se debe a la
presencia de diversos polifenoles y otros compuestos menores con capacidades
antioxidantes, descartando que los T (tocoles) den un aporte adicional (puesto que
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mediante un analisis quimico previo, éstos no estan presentes en los extractos), lo
cual se infiere que debido a la polaridad que presentan los T, los solventes
(etanol/agua y agua) no fueron capaces de arrastrar T provenientes tanto de las
hojas como de la cascara de palta.

3.2.- Caracterizacion del aceite de girasol.

En la tabla 3 se presenta la caracterizacion quimica del aceite de girasol (AG)

utilizado para realizar los ensayos de termo-oxidacion.

Tabla 3: Caracteristicas iniciales del aceite de girasol (Natura ®) sin antioxidantes
sintéticos adicionados, utilizado para los ensayos de estabilidad oxidativa.

Aceite de girasol (AG)

% ésteres metilicos

Ac. Palmitico C16:0 6,2
Ac. Estearico C18:0 3,8
Ac. Elaidico C18:1 w9 t 0,1
Ac. Oleico C18:1 w9 24,5
Ac. Oleico C:18 1 isbm trazas
Ac. Linoleico C18:2 w6 tt trazas
Ac. Linoleico C18:2 w6 62,4
Ac. Linolénico C18:3 w3 0,2
mg/kg Aceite

a-Tocoferol 589+ 4
B-Tocoferol trazas
5-Tocoferol trazas
y-Tocoferol trazas
Total 589+ 8,3
AGL (% ac. Oleico) 0,07 +0,114
IP (meqO2/ Kg) 1,18 + 0,001
CP % 4,45+ 0,11

AG, aceite de Girasol; AGL, acidos grasos libres; IP, indice de perdxidos;
CP, compuestos polares; a-T, alfa-tocoferol.
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El perfil en acidos grasos del aceite de girasol (AG), mostré en general, un alto
grado de poliinsaturacion representado mayoritariamente por el acido linoleico
(C18:2 w6) alcanzando un 62,4%. Estos resultados fueron concordantes con lo
descrito por Sebedio et al. (1996).

Los parametros quimicos medidos para el AG tales como: acidos grasos libres
(AGL, 0,07% acido oleico) e indice de peroxidos (IP, 1,18 mEqO, peroxido/ Kg
AG), cumplieron con los parametros establecidos en el Reglamento Sanitario de
los Alimentos (RSA, 1996) para su consumo. Estos resultados son comparables
con los reportados por Robert et al. (2001) con valores de AGL y IP de 0,06 %

acido oleico y 2,00 mEqO; peroxido/kg aceite, respectivamente.

El contenido de a-Tocoferol (589 mg/Kg AG) fue superior a los valores publicados
por Lechner et al. (1999) de 425 mg/kg aceite y Monge-Rojas y Campos (2011)
con 50 mg/kg aceite y menor a lo reportado por Branco (2009) y Kamal-Eldin
(2006) con valores de 666 mg/kg y 671 mg/kg, respectivamente.

El valor inicial para los compuestos polares (CP) fue de 4,45 %, dentro del rango
descrito en la literatura por Lumley (1988) (0,4-6,4%) y Urbancic et al. (2014) (4,01
%).

3.3.- Estabilidad oxidativa del aceite de girasol sin y con la adicién de

extractos de cascara de palta y hojas de palto en polvo.

La estabilidad oxidativa, de los sistemas lipidicos de AG control (AG sin la adicion
de extractos), AG con la adicion equivalente a 200 ppm de antioxidante sintético
BHA (AG+BHA) y AG con la adicién de extracto de cascara de palta y hojas de
palto en una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles (AG+EHCP,
AG+ EACP, AG+EHHP y AG+EAHP), se determin6 mediante la formacion de CP
durante un calentamiento continuo a 180°C por 28 h.
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3.3.1.- Evolucién de la formaciéon de CP en la matriz lipidica (AG) con y sin la

adicion de extractos de cascara de palta y hojas de palto en polvo.

El contenido de compuestos polares es una medida representativa de la alteracién
total de aceites sometidos a calentamiento (Melton et al., 1994). En la Figura 1 se
presenta la formacion de compuestos polares (expresados en %) en los sistemas
de AG sometidos a un calentamiento continuo de 180°C. Los resultados de esta
figura muestran que al inicio (0 h) no existen diferencias significativas para el
contenido de CP (p < 0,05) entre los sistemas estudiados (Anexo 1).

Compuestos Polares (%)

0 4 8 12 16 20 24 28

Tiempo (h)
B AG control M AG + EHCP AG + EACP AG + EHHP MAG+EAHP MAG+BHA

Figura 1: Evolucion de CP (%), para los sistemas AG control, AG+EHCP,
AG+EACP, AG+EHHP, AG+EAHP y AG + BHA, sometidos a 180°C.

CP: compuestos polares; AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EHHP: extracto
hidroalcohdlico de hoja de palto; EAHP: extracto acuoso de hoja de palto; EACP: extracto acuoso de cascara de palta; BHA:
butil hidroxianisol. * indica diferencias signitificativas

A medida que aumenta el tiempo de calentamiento, aumenta la formacion de
compuestos polares en todos los sistemas, estos resultados estan de acuerdo con
aquellos descritos por Matthaus (2006), Bansal et al. (2010) y Osawa et al. (2012).
Ademas, Takeoka et al. (1997) describe que los aceites ricos en acidos grasos
insaturados producen una mayor formacion de compuestos polares en relacion a

los aceites con un mayor contenido de acidos grasos saturados en su
composicion.

24



A las 4 h de calentamiento continuo, la formacion de CP fue significativamente
menor para el sistema AG+EAHP (8,36%), en comparacion al aceite control y a los
sistemas adicionados con los extractos. Sin embargo, a medida que aumento el
tiempo de calentamiento (8 h), la formacion de CP fue significativamente menor
para los sistemas de AG con extracto de cascara de palta: AG+EHCP (8,76 %) y
AG+EACP (8,74 %). Mientras que, a las 12 h y 16 h CP fue significativamente
menor para AG+EHCP (14,44 y 18,76 %, respectivamente) y AG+EAHP (14,76 y
18,38 %). A las 20 h de calentamiento continuo, AG control (26,48 %) sobrepaso
el limite de CP de 25 % establecido por el Reglamento Sanitario de los Alimentos
de Chile (RSA, 1997). A las 24 h de calentamiento, todos los sistemas estudiados
superaron el 25 % de CP. Finalmente, a las 28 h de calentamiento, todos los
sistemas superaron el 33% de CP, siendo AG+EHCP, el que presentd un
contenido de CP significativamente menor (33,7%), en comparacién con AG+BHA
(37,19 %) y AG+EAHP (38,37 %). Por lo tanto, estos resultados muestran que la
adiciéon de EHCP en polvo (equivalente a 400 ppm de polifenoles) al aceite de
girasol a 180°C, permitié disminuir significativamente la formacién de compuestos
polares en AG, en linea con la mayor AA (FRAP y DPPH) en el extracto EHCP.

La mayor actividad antioxidante de EHCP, se puede explicar por el tipo de
polifenoles presentes en este extracto, ya que todos los extractos se adicionaron
al AG en una concentracion equivalente a 400 ppm de polifenoles. Los polifenoles,
actuan como donadores de hidrogeno a radicales peroxil formados durante el
calentamiento y su potencial antioxidante depende del numero y de la posicion de
los grupos hidroxilos y su conjugacion, asi como de la presencia de sustituyentes
dadores de electrones en el anillo estructural (Kuskoski et al., 2005)

En la literatura, no fue posible encontrar estudios que utilizaran los mismos
extractos vegetales de este estudio, asi como también las condiciones
experimentales (temperatura, presencia de oxigeno, entre otros). Sin embargo, se
encuentran algunos autores (Farag et al., 2007; Delfanian et al., 2015), que han
estudiado el efecto de la adicion de otros extractos de origen vegetal retardando la
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formacion de CP, con respecto a AG control, a temperaturas de fritura (180°C). Es
asi que Farag et al. (2007), estudiaron la adicién de jugo de hoja de olivo (cv.
Kronakii) a AG en diferentes concentraciones en polifenoles (400, 800, 1600 y
2400 ppm) bajo condiciones de calentamiento intermitentemente (180 + 5 °C)
durante 5 h/d por 5 d. Los resultados mostraron que la adicién de jugo de hojas de
olivo a una concentracion de 800 ppm a aceite de girasol mejor¢ la estabilidad de
AG, siendo superior al BHT. Resultados similares se encontraron en el presente
estudio, para EHCP (400 ppm de polifenoles), siendo también superior al BHA
(200 ppm). Delfanian et al. (2015) a su vez, encontraron un mayor efecto protector
del extracto metandlico de la hoja de jujubus (Ziziphus mauritiana Lam.)
adicionado a AG (700 ppm) durante el proceso de fritura (ciclo de calentamiento
de 7 min/ 24 h), respecto a AG con antioxidantes sintéticos (BHT, BHA, TBHQ, a
100 ppm) y AG control.

Por otra parte, en todo el periodo de calentamiento, no se observdé un efecto
antioxidante importante del BHA sobre AG, lo que podria atribuirse a que el BHA,
al parecer seria mas efectivo en retardar la oxidacién en grasas animales que en
vegetales (Medina, 1997). Ademas, la descomposicion del BHA se iniciaria
alrededor de los 120°C, siendo un compuesto muy volatil en el intervalo de
temperatura de entre los 100 a 240°C (Reda, 2011).

Los resultados encontrados en la literatura y en este estudio, sugieren que la
adicién de antioxidantes naturales (extractos vegetales) a AG como es el caso de
ECHP, serian efectivos en mejorar la estabilidad termo-oxidativa a 180 °C de este
aceite, mediante una menor formacién de CP, por lo que podrian ser utilizados
como un sustituto o alternativa frente a los antioxidantes sintéticos, sin embargo,
es importante considerar la concentracion del extracto adicionado y el tiempo de
calentamiento estudiado.
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3.3.2.- Evolucion de a-tocoferol para los sistemas de AG con extracto de

cascara de palta y hojas de palto.

Una forma de monitorear la oxidacion del AG durante el proceso de calentamiento
es determinar la concentracion de antioxidantes presentes en la materia grasa,
especialmente la concentracion de tocoferoles (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996).
Los tocoferoles son los antioxidantes mas comunes que se encuentran en los
aceites vegetales (Lee et al., 2007) y se cree que la degradacion de los tocoferoles
durante la oxidacion del AG esta relacionada con su accion como antioxidante,
puesto que los tocoferoles donan su hidrogeno fendlico a los radicales peroxilo 6
alquilo del aceite dando como resultado, radicales tocoferoxil y que luego pueden
derivar a tocoferoxil semiquinona (Choe y Min, 2009). A esto se suma, que las
pérdidas de tocoferol aumentan a medida que aumenta el grado de insaturacion
del aceite (Kamal-Eldin y Andersson, 1997)

Para la evaluacién del contenido de tocoferoles, Decker et al. (2005) indicaron que
la eficacia antioxidante, puede expresarse como el porcentaje de retencion
después del tiempo bajo condiciones estandarizadas. Es asi que, en la figura 2 se
presenta el porcentaje de retencion de a-tocoferol (a—T) de los sistemas de AG
sometidos a 180°C. Los resultados muestran que, en todos los sistemas
estudiados, la concentracion de a-T disminuyé a medida que aumento el periodo
de calentamiento a 180°C. Estos resultados estan conformes por lo descrito por
Rennick y Warner. (2006); Murkovic et al. (1997) y Verleyen et al. (2001),
confirmando que altas temperaturas (180°C) producen una degradacion de o-
tocoferol en AG.
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Figura 2: Porcentajes de retencion de alfa-tocoferol de los sistemas de AG control
y adicionados con extractos de palto, sometidos a 180°C.

a-T%: porcentaje de alfa-tocoferol; AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EHHP:
extracto hidroalcohdlico de hoja de palto; EAHP: extracto acuoso de hoja de palto; EACP: extracto acuoso de cascara de
palta; BHA: butil hidroxianisol.

Es asi que, la retencion de a-tocoferol (Anexo 2) en los distintos sistemas a las 4 h
de almacenamiento a 180°C, variaron desde 57 a 72%, teniendo el sistema de AG
control la menor retencidon de a-T. Luego a las 8 y 12 h de calentamiento, no se
observaron grandes diferencias sobre la retencion de a-T entre los sistemas
estudiados. Finalmente, a las 16 h, s6lo el sistema AG+EHCP present6 un mayor
porcentaje de retencion a-T, en comparacion a los otros sistemas. Estos
resultados son concordantes con las constantes de velocidad de degradacion de
a-T para los sistemas estudiados.

A su vez, de acuerdo a la figura 3, se observa que, a las 16 h de calentamiento, la
constante de degradacién de o-T fue significativamente menor (p< 0,05) en
AG+EHCP (0,39 h™") (Anexo 3). Este comportamiento sugiere que o—T, podrian
ser regenerados por polifenoles u otros componentes menores presentes en
EHCP. Asi, Martinez de La Cuesta et al. (1995), reportaron que aceites de fritura
expuestos a altas temperaturas resisten el deterioro oxidativo, en funcién del ritmo

de destruccion del o-T y a su capacidad de regeneracion.
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Figura 3: Constantes de velocidad de degradacion de alfa-tocoferol (Kops (h™)) de
los sistemas de AG control y adicionados con extractos de palto, sometidos a
180°C a las 16 h.

AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EHHP: extracto hidroalcohdlico de hoja de palto;
Eﬁel-rl:r:ﬂ:;(ti;ac;t;:glijfzfgngizsh;)ij;ni(fjiiazsgg;(ffgg:s)extracto acuoso de cascara de palta; BHA: butil hidroxianisol. Letras
En cuanto a la comparacion de los resultados obtenidos con la literatura, es
posible encontrar a autores que han estudiado la degradacién de a-T en AG
también a 180°C. Es asi que, Réblova et al. (2009), encontré una retencion del
50% de a-T en AG (calentado en placa) a las 1,3 h, lo que indica que la
degradacion de o-T fue mas rapida respecto al presente estudio, donde a las 4 h
de calentamiento, se observé una retencion para a-T de un 57% para AG control y
un rango entre 58 a 72 % para los sistemas de AG con extracto de cascara de
palta y hojas de palto. A su vez, Kreps et al. (2016) reportaron una retencion de o-
T en el AG de 35 % a las 10 h. Esta retencion fue superior a la encontrado en este
estudio para AG control, con 34 % y 16 % a las 8 h y 12 h, respectivamente. A
esto se suma lo reportado por Barrera-Arellano et al. (2002) que luego de 8 h de
calentamiento de AG a 180°C perdio el 50% de a-T, siendo este valor concordante
con los presentados en el presente trabajo. Por su parte, Fisnar et al. (2014) luego
de 4 min de calentamiento a 220°C obtuvieron como resultado que el contenido
total de tocoferoles en AG fue aproximadamente 50% del contenido inicial (580
ppm de a-T), con lo cual queda en evidencia la influencia de la temperatura frente

a la degradacioén del a-T.
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En este contexto los tocoferoles son muy eficaces para retardar el periodo de
induccion, puesto que tanto los tocoferoles como los polifenoles donan hidrégeno
a los radicales peroxilo y alquilo de los lipidos y forman especies no radicales mas
estables (Lucarini et al., 2004). Es asi que Velasco y Dobarganes (2002)
informaron de la actividad sinérgica de a-tocoferol y compuestos fendlicos en
aceite de oliva durante su periodo de almacenamiento. Che Man y Jaswir (2000)
en tanto, para el aceite de palma a 180°C reportaron un efecto sinérgico entre
extracto de romero y salvia en aceite de palma, mientras Houhoula et al. (2003)
reportaron el sinergismo entre componentes de un extracto de orégano y aceite de
algodon a 180°C.

También Angelo y Neuza (2008) describieron el efecto sinérgico entre el AG y un
extracto de cilantro (1600 mg/Kg) por un periodo de 30 h a 180°C, obteniendo
como resultado que el extracto de cilantro retard6 la oxidacién de los lipidos y
promovio la retencion de a-T en AG. A su vez, Pellegrini et al. (2001) informaron la
evolucion de fenoles totales y a-T a temperaturas de fritura (160-190 °C) en aceite
de oliva, obteniendo un contenido similar de a-T y contenidos crecientes de
polifenoles, sugiriendo que los polifenoles son estabilizadores efectivos de a-T

durante el calentamiento.

En conclusién, en este estudio los resultados indican que, de todos los extractos
de palto estudiados, la adicion de EHCP en una concentracion de 400 mg EAC/Kg
de polifenoles, mostré un efecto antioxidante, retardando la formacion de
compuestos polares hasta las 16 h de calentamiento y aumento la retencién de o-
T en AG sometido a 180°C.
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Conclusiones

Los extractos de cascara de palta y hojas de palto, mostraron un aumento en el
CPT, después de ser sometidos al secado por atomizacion. Los extractos
hidroalcohdlicos de cascara de palta y hoja de palto, con etanol/agua (50/50 v/v),
presentaron una capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales
significativamente mayores (p<0,05) en comparacion a los extractos acuosos.

El EHCP y EHCP en polvo presentaron el mayor CPT y AA (p<0,05), en
comparacion a los otros extractos estudiados (EHCP, EAHP y EACP). Ademas, el
EHCP en polvo adicionado a AG retardd la formacion de compuestos polares
(p<0,05), mejorando la estabilidad termo-oxidativa del AG, por sobre todos los

demas sistemas estudiados hasta las 16 h de calentamiento a 180°C.

La cinética de degradacion de tocoferoles, reflejada por las constantes de
velocidad de degradacién, demostr6 que el EHCP aumenté de manera
significativa (p<0,05) la permanencia del a-tocoferol hasta las 16 h, respecto a los
otros sistemas estudiados (AG control, AG+BHA, AG+ EHHCP, AG+EAHP vy
AG+EACP).

Los extractos de subproductos obtenidos a partir de palto (cascara y hojas) son
fuente de antioxidantes naturales. La capacidad antioxidante de estos extractos y
especialmente EHCP, representan una potencial alternativa como antioxidantes
naturales para su utilizacién e incorporacién a matrices lipidicas sometidas a altas

temperaturas, agregando ademas a estos subproductos un valor econémico.
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Anexos

Anexo 1: Evolucion de compuestos polares con analisis estadistico.

Tabla 4: Evolucion de CP (%), para los sistemas AG control, AG+EHCP,
AG+EACP, AG+EHHP, AG+EAHP y AG + BHA a diferentes horas, sometidos a

180°C.
Tiempo
(hy/ 0 4 8 12 16 20 24 28
Sistema
AG 445+0,11a 573+0,04*° 11,38+0,49° 1535+0,15° 21,63+0,13° 26,48+0,49° 30,32+0,61° 36,45+0,16°°

AG+EHCP | 4,320,112 6,31+0,04° 876+0,06° 1444+0,12° 1876+0,08° 2353+041° 29,81+0,22°° 3369+0,16°
AG+EACP | 479+0,11a 6,03 +0,00®® 874+0,29° 17,08+0,56° 21,23+0,69° 24,54+061°° 2871+0,08*° 3521+0,01%°
AG+EHHP | 4,44 +0,112  722+0,07° 10,35+0,03° 1557 +0,45° 20,22+0,04° 24,91+0,81*° 28,26+0,44° 3590+ 1,59
AG+EAHP | 4,80 +0,11a  836+0,22° 11,32+045° 14,76+0,08° 1838+0,07° 2458+0,53*° 3356+0,63° 3837+1.21°
AG+BHA | 482+011a 561+0,33° 1367+0,44° 16,99+0,01° 2048+0,27°° 2306+0,75° 29,47+0,67°° 37,19+0,08"

AG: aceite de girasol; EAC: equivalente a acido cafeico; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EACP:
extracto acuoso de cascara de palta; EHHP: extracto hidroalcohdlico de hojas; EAHP: extracto acuoso de hojas. Letras
diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Anexo 2: Porcentaje de retencion de a—Tocoferol

Tabla 5: Porcentajes de retencion de alfa-tocoferol de los sistemas de AG control
y adicionados con extractos de palto, sometidos a 180°C.

Tiempo de calentamiento (h)

0 4 8 12 16

AG a-T% 100+ 4 57+11 34+11 16+6,5 3+1,3
AG + EHCP a-T% 100+ 4 65+09 52+09 44+57 17+0
AG + EHHP a-T% 100+ 4 58+4,6 44+33 27+0,6 6+5,2
AG + EACP a-T% 100+ 4 58+35 40+29 27+56 7+1,0
AG + EAHP a-T% 100+ 4 72+11,2 60+1,2 33+£1,6 4+01
AG+BHA ao-T% 100+ 4 63+81 43+7,1 28+53 11+14

Sistema

AG a-T%: porcentaje de retencion de aceite de girasol; AG + EHCP a-T%: porcentaje de retencién de aceite de girasol mas
extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; AG + EACP a-T%: porcentaje de retencion de aceite de girasol mas extracto
acuoso de cascara de palta; AG + EHHP a-T%: porcentaje de retencion de aceite de girasol mas extracto hidroalcohoélico
de hoja de palto; AG + EAHP a-T%: porcentaje de retencion de aceite de girasol mas extracto acuoso de hoja de palto.
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Anexo 3: Constante de velocidad de degradacion (Kqps (h™')) de a—Tocoferol

Tabla 6: Constantes de velocidad de degradacion (Kqps (h™')) de alfa-tocoferol en
los sistemas de AG control y adicionados con extractos de cascara de palta y
hojas de palto, sometidos a 180°C por 16 h.

Sistema Kobs (h™)
AG Control 0,8417 % 0,003'
AG + EHCP 0,3885 + 0,34°
AG + EHHP 0,6554 + 0,01°
AG + EACP 0,5997 + 0,01°
AG + EAHP 0,7065 + 0,23°
AG + BHA 0,5217 + 0,05°

AG: aceite de girasol; EHCP: extracto hidroalcohdlico de cascara de palta; EACP: extracto acuoso de cascara de palta;
EHHP: extracto hidroalcohdlico de hojas de palto; EAHP: extracto acuoso de hojas de palto; Kes (h”): Constante de
velocidad de degradacion Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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