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Resumen

El presente estudio tiene como objetivo extraer compuestos fendlicos a partir del exocarpio de
la palta Hass mediante el uso de ultrasonido. La investigacion se centra en optimizar los
pardmetros de extraccion, como la concentracion de solvente (etanol-agua) y el tiempo de
inmersion en el equipo de ultrasonido, utilizando técnicas de disefio de experimentos para
maximizar la concentracion de compuestos fenolicos, los cuales se determinaran mediante el
método de Folin-Ciocalteu.

A partir de la revision bibliogréfica, se identificaron los rangos dptimos de etanol-agua (0-25-
50%) y tiempo de extraccion (5-10-15 minutos) para la extraccion asistida por ultrasonido del
exocarpio de palta Hass. Estos rangos fueron utilizados en un disefio experimental Box-Behnken
para determinar las combinaciones éptimas, y mediante la metodologia de superficie de
respuesta, se ajusté un modelo que permitid identificar los valores 6ptimos de extraccion: 50%
(v/v) de etanol y 15 minutos de ultrasonido.

En condiciones optimas, se obtuvieron 42,0 mg GAE/g de muestra en base seca de compuestos
fenolicos, de los cuales 2,82 + 0,65 mg C3G/L de extracto corresponden a antocianinas que se
determinaron por el método de pH-diferencial. Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de
la muestra optimizada; por método DPPH se encontraron 143,6 + 1,43 umol TE/g de muestra
en base seca, y, mediante el método ORAC 269,8 + 15,3 umol TE/g de muestra en base seca.
Finalmente, se evalud la capacidad antimicrobiana del extracto optimizado identificando una
CMI de 42,0 mg GAE/g en base seca para Listeria innocua y Staphylococcus aureus, mientras
que para Saccharomyces cerevisiae es de 25,3 mg GAE/g en base seca, y, para Escherichia coli
no se logré determinar CMI.

Vale decir, el exocarpio de la cascara de palta Hass posee alta concentracién de compuestos
fendlicos con capacidades antioxidantes y antimicrobianas, lo que se sugiere que este
subproducto podria ser aprovechado por la industria para retardar la oxidacion, prevenir

enfermedades e inhibir la proliferacién microbiana.



Abstract

The present study aims to extract phenolic compounds from the exocarp of Hass avocado using
ultrasound. The research focuses on optimizing extraction parameters, such as solvent
concentration (ethanol-water) and immersion time in the ultrasound equipment, by employing
experimental design techniques to maximize the concentration of phenolic compounds, which
will be determined using the Folin-Ciocalteu method.

Based on the literature review, optimal ranges for ethanol-water concentration (0-25-50%) and
extraction time (5-10-15 minutes) were identified for ultrasound-assisted extraction of Hass
avocado exocarp. These ranges were used in a Box-Behnken experimental design to determine
the optimal combinations, and through response surface methodology, a model was adjusted
that allowed for the identification of optimal extraction values: 50% (v/v) ethanol and 15
minutes of ultrasound.

Under optimal conditions, 42.0 mg GAE/g of dry sample of phenolic compounds were obtained,
of which 2.82 + 0.65 mg C3G/L of extract corresponded to anthocyanins, determined by the pH
differential method. Additionally, the antioxidant capacity of the optimized sample was
evaluated; the DPPH method showed 143.6 + 1.43 umol TE/g of dry sample, and the ORAC
method showed 269.8 + 15.3 umol TE/g of dry sample.

Finally, the antimicrobial capacity of the optimized extract was evaluated, identifying a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 42.0 mg GAE/g of dry sample for Listeria innocua
and Staphylococcus aureus, while for Saccharomyces cerevisiae it was 25.3 mg GAE/g of dry
sample; the MIC for Escherichia coli could not be determined.

In conclusion, the exocarp of Hass avocado peel contains a high concentration of phenolic
compounds with antioxidant and antimicrobial properties, suggesting that this by-product could
be utilized by the industry to delay oxidation, prevent diseases, and inhibit microbial
proliferation.



1.Introducciodn

La industria Agroalimentaria ha experimentado un crecimiento considerable en las
ultimas décadas, impulsando significativamente la economia global. Sin embargo, este
desarrollo ha traido consigo un impacto ambiental notable, especialmente en la generacion de
residuos tanto organicos como inorgéanicos. Esta probleméatica ambiental ha motivado un
enfoque renovado en la busqueda de soluciones sostenibles y eficientes para el manejo de estos
desechos (Caballero-valdez, 2011).

En Chile, el sector agroindustrial es un protagonista notable en este escenario. Se estima
que el pais produce més de 50 mil toneladas de residuos agroindustriales anualmente, derivados
del procesamiento de actividades agricolas y descartes del procesamiento de vegetales (Chavez
etal., 2011). Esta realidad ha puesto en relieve la necesidad de desarrollar tecnologias avanzadas
y métodos para el aprovechamiento eficiente de estos residuos, con el fin de mitigar su impacto

ambiental y encontrar aplicaciones practicas y sostenibles para ellos.

Un caso destacado en la industria agroalimentaria chilena es el de la palta (Persae
americana), una fruta de origen centroamericano que ha ganado popularidad mundial por su
sabor y valor nutricional. En Chile, el cultivo del arbol de palto es de gran importancia, con mas
de 29.289 hectareas plantadas, siendo la variedad Hass la mas cultivada (90%) (ODEPA, 2018).
Como desecho de esta industria, se obtiene gran cantidad de cascaras que actualmente no poseen
aplicaciones tecnoldgicas econdmicamente viables. Sin embargo, las cascaras de palta poseen
un interesante y amplio perfil de fenoles. Las procianidinas son los principales componentes en
los extractos de cascaras de palta 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 diferentes matrices que contengan lipidos para

retrasar la oxidacion de éstas.



Ademas, recientes investigaciones han arrojado luz sobre sus potenciales efectos
antimicrobianos, atribuidos a una variedad de compuestos fitoquimicos presentes tanto en la
pulpa como en la cascara y semilla de la palta Hass. Estos compuestos incluyen fenoles,
terpenoides y acidos grasos, los cuales han mostrado actividad inhibitoria contra varios
patdgenos, tanto bacterianos como fungicos (Rodriguez-Carpena et al., 2011; Escobar et al.,
2019). Se ha identificado que tanto la cascara como la semilla de la palta Hass poseen
propiedades antibacterianas significativas, particularmente contra cepas resistentes a

antibioticos (Jiménez et al., 2020).

El presente estudio se enfoca en la extraccion de estos compuestos fendlicos de la cascara
de palta utilizando la tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido, una técnica innovadora
y sostenible que promete mejorar la eficiencia y reducir los impactos ambientales asociados con
métodos de extraccion tradicionales (Aradjo et al., 2020; Hoover, 2000; Mason, 1990). Esta
investigacion busca contribuir al campo de la tecnologia sostenible y la gestién eficiente de
residuos agroindustriales, ofreciendo una alternativa viable para el aprovechamiento de
subproductos de la industria alimentaria y potencialmente reduciendo el impacto ambiental de

la produccion de alimentos a gran escala.



2.Marco Teorico
2.1. Palta Hass

La palta, perteneciente al género Persea de la familia Lauraceae, es conocido
globalmente como “aguacate”. Su nombre proviene del nahuatl "Ahuacath", que curiosamente
significa testiculo, una referencia a su forma (Velasquez, 2005). Este fruto se caracteriza por su
sabor unico, una textura particularmente suave y cremosa, su distintivo color verde, cubierta por
una piel rugosa de color verde oscuro, que se vuelve casi negra cuando la fruta estd madura.
Este fruto posee una versatilidad culinaria que lo hace excepcionalmente popular en diversas
cocinas. Ademas de su valor alimenticio, el arbol del aguacate tiene un uso integral. En zonas
rurales, especialmente en México, su madera de alta calidad se emplea en la fabricacion de
yugos y diversos articulos artesanales. En la industria, el aguacate es fuente de una variedad de
productos como aceites, lociones, jabones, cremas y champus, aprovechando sus propiedades

nutricionales y cosméticas (Velasquez, 2005).

La variedad Hass de la palta, o Persea americana, se destaca como un pilar de la
economia que sustenta a Chile, mostrando un incremento constante en sus exportaciones afio
tras afio. Originaria del sur de México, la palta Hass es una fruta tropical y subtropical conocida
por su alto contenido de aceite. El palto se cultiva en muchos paises, pero se da mejor en lugars
con climas mediterraneos, con veranos calidos y secos, e inviernos lluviosos y frios, pero sin
presencia de heladas. Chile y Estados Unidos son los Unicos paises que cuentan con este
particular clima junto con algunos paises del mar Mediterraneo, de los cuales provienen las
paltas de mayor calidad organoléptica (Schaffer, 2013). Segin Morton (1987), la palta se
clasifica en tres grupos ecoldgicos principales: mexicano, guatemalteco y antillano, cada uno

adaptado a distintas condiciones climaticas y geograficas.



Figura 1. Palta Hass (Pesea americana Mill. ‘Hass”).

2.1.1. Composicioén nutricional

El aguacate Hass se destaca como la variedad mas cultivada y consumida globalmente,
apreciado por su sabor y alto valor nutricional. Esta preferencia se debe a su rica composicién
en nutrientes liposolubles y fitoquimicos, como sefialan Avalos et al. (2014). En su pulpa, el
aguacate Hass concentra una significativa cantidad de vitaminas, incluyendo [-caroteno,
vitamina E, retinol, acido ascorbico, tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina y acido félico.
Adicionalmente, se caracteriza por su alto contenido de &cidos grasos monoinsaturados,
especialmente acido oleico, contribuyendo a la reduccion de los niveles de colesterol total,
colesterol LDL y triglicéridos en plasma, como indican Salgado et al. (2013).

La palta, conocida por su singular conjunto de propiedades, ha sido clasificada como un
alimento funcional por la American Dietetic Association (ADA), en reconocimiento a sus
significativos beneficios nutricionales y para la salud, segun ADA (1999). Este fruto se
caracteriza por su riqueza en acidos grasos insaturados, fibra, vitaminas B y E, entre otros
nutrientes esenciales. Investigaciones en torno a la palta han revelado la presencia de
componentes lipofilicos con potencial anticancerigeno, incluyendo carotenoides. Estudios
especificos, como los mencionados por Wang (2010), han encontrado que el extracto lipofilico
de la palta inhibe el crecimiento de células cancerigenas prostaticas y promueve la apoptosis en

células de cancer de mama humano, ademas de suprimir lesiones hepaticas.
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Tabla 1. Informacion Nutricional de la palta Hass segin la USDA (2020) y Dosis Diaria Recomendada extraida
de FDA (2020).

Informacion Nutricional
Porcién: 50g
100 Porcion DDR

Energia (kcal) 160 80
Proteina (g) 2 1
Grasa Total (g) 14,7 74

Grasa saturada (g) 2,1 11

Grasa monoinsat. (g) 9,8 49

Grasa poliinsat. (g) 1,8 0,9

Ac. grasos Trans (g) 0 0
Colesterol (mg) 0 0
Hidratos de carbono disp. (g) 8,5 4,3

AzUcares Totales (g) 0,7 04

Fibra Dietética (g) 6,7 3,4
Sodio (mg) 7 35
Vitaminas y Minerales ™)
Potasio (mg) 485 243 5
Fosforo (mg) 52 26 2
Calcio (mg) 12 6 0
Hierro (mg) 0,6 0,3 2
Magnesio (mg) 29 15 3
Zinc (mg) 0,6 0,3 3
Vit A (ug) 7 35 0
Vit C (mg) 10 5 6
Vit E (mg) 2 1 7
Vit K (ug) 22 1 9
Vit B1 (mg) 0,07 0,04 3
Vit B2 (mg) 0,1 01 4
Vit B3 (mg) 1,7 0,9 5
Vit B6 (mg) 0,3 0,2 9
Vit E (Alfa-tocoferol) (mg) 2,1 1,1 7
Folato Total (ug) 81 41 10
Fenoles (mg GAE) 142 71
Beta-Caroteno (ug) 62 31
Alfa-Caroteno (ug) 24 12
Beta-Criptoxantina (ug) 28 14
Luteina + zeaxantina (ug) 271 136

(*) % en relacién de la Dosis Diaria de Referencia (DDR) para mayores de 4 afios establecido
para Chile.




2.1.2. Madurez del fruto

La maduracion de la palta es un proceso complejo que involucra cambios fisiologicos y
bioguimicos significativos, reflejados en alteraciones estructurales a nivel celular. Este proceso
conlleva un ablandamiento del mesocarpio de la fruta, como se evidencia en el incremento de
la actividad de enzimas hidroliticas de la pared celular, segin Awad y Young (1979). Durante
la maduracion, las paredes primarias de las células del parénquima se degradan debido a la
accion de enzimas como la celulasa y la poligalacturonasa, facilitando la liberacion del aceite
de los cuerpos celulares y haciéndolo méas accesible para su extraccion, como describe Mostert
E. (2007).

Ademas, la madurez de la palta se determina por caracteristicas externas como el color
y tamario, y por el contenido de aceite en la pulpa. Inicialmente, el contenido de aceite en la
palta comercial varia entre 8 y 15.5%, pero puede aumentar a valores entre 22 y 33% después
de la maduracion. Estos cambios bioquimicos internos y externos se extienden hasta que el fruto
alcanza la madurez de consumo, indicada por una textura con un grado de firmeza entre 4,0 y
1,5 Kg-f/cm2, como reporta Baudi (1997). Posteriormente, se observa una pérdida de contenido

de grasa, cambio de color y debilitamiento en la textura de la pared celular.

En cuanto al proceso de extraccién del aceite, Mostert E. (2007) enfatiza que el
contenido de agua en el fruto es un factor critico que afecta la eficacia de la extraccion. Por lo
tanto, el secado de la materia prima se convierte en una etapa preliminar necesaria. Sin embargo,
la palta es susceptible a cambios organolépticos, como alteraciones en color, olor y sabor, al
exponerse al aire 0 al molerse, y también a altas temperaturas y otros factores ambientales, segun
Osorio (2013). Estos factores deben considerarse cuidadosamente para garantizar una extraccion

eficiente y de calidad del aceite de palta.



2.2. Cascara de la Palta

La céscara de la palta, particularmente en la variedad Hass, pero también en otras, es una
fuente rica en propiedades y compuestos bioactivos Utiles para una variedad de aplicaciones.
Segun Cobo et al. (2016), la cascara de aguacate Hass contiene una diversidad de compuestos
fenolicos, incluyendo cianidinia-3-glucdsido, pelargonidin-3-O-glucdsido,
quercetinadiglucdsido, entre otros, que aportan a sus multiples propiedades bioldgicas.
Adicionalmente, se ha utilizado tradicionalmente en la medicina para tratar diversas
enfermedades, como resaltan Aradjo et al. (2018). Especificamente, la c&scara de palta Hass
posee una amplia gama de actividades bioldgicas, incluyendo propiedades antiflngicas,
antimicrobianas, antioxidantes, antidiabéticas, y mas, asociadas con extractos de residuos de la

palta.

El extracto de cascara de aguacate Hass es rico en proantocianidinas y ha demostrado
mejorar la homeostasis del colon en dietas altas en proteinas, tal como sefiala Cires (2019).
Investigaciones adicionales de Guzman et al. (2016) han revelado que una defensina de la
variedad de palta criolla es citotdxica para células cancerosas de tumor de mama, sugiriendo su

potencial en tratamientos contra el cancer.

Estos hallazgos complementan los estudios de Platt & Thomson (1992) y Rodriguez-
Saona et al. (1998), que demostraron que los extractos del epicarpio de la palta inmadura tienen
propiedades antifungicas y antibacterianas, atribuidas a compuestos como alcaloides y terpenos.
Ademas, compuestos como taninos y fenoles en el epicaripio contribuyen a su actividad
antibacteriana, como describen Jacob et al. (1971). Sin embargo, Chia & Dykes (2010) sugieren
que los compuestos antimicrobianos en frutos maduros pueden diferir, ya que en esta etapa no

necesitan proteccion contra microorganismos patogenos.

La integracion de desechos de la palta, como cascara y semilla, en la produccion de
aceites o pulpa no solo agrega valor a estos productos, sino que también ayuda a reducir los
problemas ambientales asociados con la eliminacién de estos residuos. Las cascaras son ricas

en compuestos biolégicamente activos, incluyendo fenoles, que actGan como antioxidantes y
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pueden inhibir la ureasa, un factor en la colonizacion de Helicobacter pylori. Estos compuestos
pueden ser empleados para el desarrollo de ingredientes funcionales, enriqueciendo matrices
alimentarias de manera natural y abordando problemas de salud como la obesidad, diabetes e

hipertension, segun Chavez, Aranda, Garcia, & Pastene (2011).

En conjunto, el aprovechamiento de los desechos de la palta representa una estrategia
viable para el desarrollo de productos alimentarios funcionales y una solucion ambientalmente
sostenible, alineada con el manejo eficiente de los recursos y la reduccion del impacto ambiental

de la industria alimentaria.

Figura 2. Visualizacién de la cascara de palta Hass (Pesea americana Mill. ‘Hass’). Creacion propia.

2.3. Oxidacion lipidica

La oxidacion lipidica es un proceso critico responsable de alteraciones significativas en las
caracteristicas quimicas, sensoriales y nutricionales de los alimentos, contribuyendo de manera
notable a su degradacion. Ademas, se ha establecido una correlacion entre los productos
resultantes de este proceso oxidativo y la promocién de patologias degenerativas, incluyendo
cancer, aterosclerosis y trastornos inflamatorios crénicos, enmarcados dentro del contexto del

estrés oxidativo a nivel celular (Marmot, 2011).

La oxidacion lipidica en sustancias grasas se produce a través de una cadena de reacciones

complejas, influenciadas por multiples factores. Estos incluyen la temperatura, la composicion
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de &cidos grasos, la concentracion de oxigeno, la exposicién a la luz, la ausencia de compuestos
antioxidantes, y la presencia de &cidos grasos libres, metales, pigmentos, enzimas, y compuestos
oxidados térmicamente, entre otros. Todos estos elementos contribuyen significativamente al

proceso de deterioro de las materias grasas (Alvarez, 2017).

La oxidacion de lipidos insaturados se lleva a cabo predominantemente mediante un
mecanismo de auto-oxidacion, el cual se desarrolla a través de una serie de reacciones en cadena
de radicales libres, divididas en tres fases criticas: iniciacion, propagacion y terminacion (Choe,
E, Min, D., 2006). La fase de iniciacion se inicia con la abstraccion de un hidrogeno de la
posicion alilica del lipido insaturado (LH) debido a la influencia de agentes iniciadores como
metales, luz o sensibilizadores, resultando en la formacion de un radical alquil (L¢). Durante la
fase de propagacion, este radical alquil (Le) reacciona con oxigeno, en un proceso controlado
por la difusion, para formar el radical peroxil (LOO¢). Este radical, a su vez, interactua con otro
lipido insaturado (LH), generando un hidroperéxido (LOOH) como producto primario de la
oxidacién y un nuevo radical alquil (L) que perpetua la cadena de reacciones. En la fase final,
la descomposicidn de los hidroperoxidos conduce a la formacion de una variedad de compuestos
no radicalarios (productos secundarios de la oxidacion), tales como aldehidos, cetonas, alcanos
y alcoholes (Figura 3). Estos compuestos son los responsables de los cambios indeseables en
los aromas y sabores de los alimentos (Cheftel, 1992). Este es un fenémeno que se va a producir
fatalmente en el tiempo, pero se puede retrasar con el empleo de antioxidantes/fenoles.

Inicio
RH + Iniciador ——— Re Radical alquil

Propagacion

~» Re+0, ROO-

ROO+« + RH

ROOH + Ry,

Propagacion
R- + R- _—
R* + ROO*
ROO- + ROO*

Productos no
radicalarios

Figura 3. Reaccion en cadena de la auto-oxidacion de lipidos.
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2.4. Fenoles

Los fenoles son un grupo de compuestos quimicos naturales presentes en una variedad de
plantas. Estas sustancias, a pesar de no ser nutrientes esenciales para el cuerpo humano, tienen
propiedades que pueden ejercer funciones beneficiosas en la salud. Estos se encuentran en
alimentos como las frutas, hortalizas, flores, tejidos y partes lefiosas como el tallo o la corteza.
Los fenoles son conocidos principalmente por sus propiedades antioxidantes y son objeto de

numerosas investigaciones en relacion con sus actividades biolégicas (EUFIC, 2015).

Una clase importante de fenoles son los flavonoides, que constituyen la subclase mas
abundante dentro del reino vegetal. Los flavonoides tienen un esqueleto comun difenilpirano,
compuesto por dos anillos fenilo (A 'y B) unidos a través de un anillo “C” de pirano heterociclico
(Figura 4).

Estos compuestos se encuentran mayoritariamente como glucosidos, aunque también
pueden aparecer en forma libre o como sulfatos, dimeros y polimeros. La clasificacion de los
flavonoides se hace en funcion del estado de oxidacion del anillo heterociclico y de la posicion
del anillo B, y se diferencian por el nimero y la posicion de los grupos hidroxilos y los distintos
grupos funcionales que pueden presentar (Quifiones et al., 2012). Existen 13 subclases de
flavonoides; flavonoles, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas,
proantocianidinas, flavonoides polimetoxilados, chalconas, dihidroflavonoles, aurones,
dihidrochalconas y flavonoides biflavonoides. Siendo las primeras 6 subclases mas importantes
debido a que proporcionan colores amarillos, naranjos y rojos a frutas, hortalizas y a otros

alimentos como el té verde, en donde son responsables de su astringencia (Badui, 2006).

Figura 4. Estructura bésica y sistema de numeracion de flavonoides.
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Los fenoles pueden clasificarse también segin el tipo y numero de subcomponentes
fenolicos presentes (Tabla 2). La unidad fendlica puede ser esterificada o metilada y puede
encontrarse dimerizada o polimerizada, creando nuevas clases de fenoles. Un ejemplo es el
acido elagico, un dimero del &cido galico que forma la clase de elagitaninos (Arranz et al., 2009).
Los fenoles son productos del metabolismo secundario de las plantas, estos surgen
biogenéticamente a partir de dos rutas sintéticas principales: la ruta shikimato y la ruta de acetato
(Bravo, 2009).

Tabla 2. Clase de compuestos de fenoles y su estructura basica extraido de Bravo (2009).

Clase Esqueleto basico
Fenoles Simples Ce
Benzoquinonas Ce
Acido fendlico Cs-C1
Acetofenonas Ce-C2
Acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos Ce-Cs
Fenilpropenos Cs-Cs
Cumarinas, isocoumarinas Ce-Ca
Cromonas Cs-Cs
Naftoquinonas Cs-Ca
Xantonas Cs-C1-Cs
Estilbenos Cg-C2-Cs
Antraquinonas Ce-C2-Ce
Flavonoides Cs-C3-Cs
Lignanos, neolignanos (Ce-Cs)2
Ligninas (Ce-Csa)n

Los estudios han demostrado diversos mecanismos a través de los cuales los fenoles pueden
tener un efecto beneficioso en la salud. Tradicionalmente se han estudiado por su caracter
antioxidante, siendo capaces de rebajar los niveles de radicales libres y de estimular los sistemas
endogenos de defensa antioxidante. Ademas, los fenoles pueden modular a la microbiota

colonica, influir en la reduccién de la absorcion de carbohidratos, y actuar sobre distintas vias
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de sefializacion celular, afectando a factores de transcripcion como la via de sefializacion de la
insulina y la funcion vascular. Estos mecanismos se han comprobado en ensayos preclinicos o
clinicos, dando lugar a resultados acordes con los observados en estudios epidemioldgicos.
Actualmente existe evidencia cientifica acumulada sobre el papel de estos compuestos en la
reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2, y en menor medida,
de ciertos tipos de cancer y enfermedades neurodegenerativas (Pérez-Jiménez, 2019).

2.4.1. Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos vegetales hidrosolubles no nitrogenados responsables de los
colores rojo, purpura y azul en hojas, flores y frutos. Quimicamente, son glucdsidos de
antocianidinas, compuestos que pertenecen al grupo de los flavonoides (Wagner, 1982). La
estructura quimica de las antocianinas se ve afectada por diversos factores como pH,
temperatura de almacenamiento, estructura quimica, concentracion luz, oxigeno, solventes,
presencia de enzimas, flavonoides, proteinas e iones metalicos, siendo altamente inestables y
muy susceptibles a la degradacion (Castafieda et al., 2009), debido a que el nacleo flavilio de
los pigmentos de antocianina es deficiente en electrones y por tanto muy reactivo (Mercedes el
al., 2005). Generalmente se encuentran en la cascara, pero también se pueden localizar en la
pulpa, en pétalos, flores, frutas y raices, en donde se acumulan en las vacuolas en organelos

esféricos conocidos como antocionoplastos (Mercedes et al,, 2005).

En cuanto a su solubilidad, las antocianinas son moléculas polares, por lo que los solventes
mas comunes utilizados en las extracciones son mezclas acuosas de etanol, metanol o acetona,
generalmente son estables en condiciones &cidas, ya que son sensibles a los cambios de pH
(Jiang et al., 2017), se debe tener cuidado para evitar medios &cidos fuertes porque las
antocianinas asiladas pueden degradarse (reaccion de hidrolisis) y en el caso de las antocianinas

3-mondsido, los enlaces glucdsidos pueden destruirse (Castafieda et al., 2009).

Estos compuestos tienen mdltiples beneficios para la salud. Poseen propiedades
antiinflamatorias que facilitan la recuperacion de lesiones musculares y participan en el bloqueo

de enfermedades inflamatorias, como se describe en Flavonoides.org. Ademas, previenen el
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deterioro del ADN celular, contribuyendo a la prevencion del céancer y son utiles en el
tratamiento de la diabetes, reduciendo la resistencia a la insulina y regulando la asimilacion de
glucosa en sangre (Xaéchitl et al., 2022).

En el sistema cardiovascular, las antocianinas ayudan a proteger el corazén y las arterias del
deterioro. Su efecto antioxidante es beneficioso para prevenir y tratar problemas
cardiovasculares. Ademas, tienen un impacto positivo en la vision, protegiendo los capilares de
la retina y siendo un ingrediente comun en suplementos para mejorar la vision, especialmente

Utiles para personas con diabetes (Botanica, 2023).

2.4.2. Mecanismo de accioén de los fenoles

Los fenoles, una clase de compuestos quimicos prominentes en el reino vegetal, son
reconocidos por sus propiedades antioxidantes, las cuales se manifiestan a través de varios
mecanismos biogquimicos y moleculares. Primero, su habilidad para capturar radicales libres es
quizas la mas destacada. Esta capacidad se deriva de la estructura quimica de los fenoles, que
les permite donar &tomos de hidrogeno a los radicales libres, neutralizandolos y previniendo el
dafio oxidativo a biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los grupos hidroxilo
(-OH) en sus anillos aromaticos son cruciales en esta actividad captadora de radicales (Rice-
Evans et al., 1995).

Ademas, los fenoles tienen la capacidad de quelar iones metalicos como el hierroy el cobre.
Estos metales pueden catalizar la formacion de radicales libres a través de reacciones de Fenton,
y su quelacién por los fenoles reduce su concentracion y, por lo tanto, disminuye la formacion
de radicales libres, contribuyendo asi a sus propiedades antioxidantes (Perron y Brumaghim,
2009). Paralelamente, los fenoles influyen en la actividad de enzimas antioxidantes. Pueden
inducir la expresion de enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation
peroxidasa, o inhibir enzimas prooxidantes como la NADPH oxidasa, modulando de esta

manera el estrés oxidativo en las células (Pandey y Rizvi, 2009).
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Adicionalmente, los fenoles afectan las vias de sefalizacion celular que controlan la
respuesta antioxidante. Un ejemplo notable es la activacion del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf2), un regulador clave en la expresion de genes antioxidantes y
de fase Il de desintoxicacion, lo cual subraya la complejidad de su accion antioxidante (Kensler
et al., 2007). También es importante considerar los efectos antiinflamatorios de los fenoles, que
contribuyen indirectamente a su capacidad antioxidante al reducir la formacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno durante procesos inflamatorios (Gonzélez-Gallego et al.,
2010).

En conclusion, los fenoles ejercen su actividad antioxidante a través de una variedad de
mecanismos que incluyen la captura directa de radicales libres, quelacion de metales,
modulacion de enzimas antioxidantes y de vias de sefializacion celular, y efectos
antiinflamatorios. Este abanico de acciones destaca la importancia de los fenoles en la
proteccion contra el estrés oxidativo y subraya su potencial en la promocién de la salud humana.

2.5. Generalidades sobre actividad antimicrobiana

La céascara de palta ha despertado un interés significativo en la comunidad cientifica debido
a sus notables propiedades antimicrobianas. Esta actividad se atribuye a la presencia de una
variedad de compuestos bioactivos en la cascara, como los fenoles, terpenoides, acidos grasos
y compuestos fenolicos (compuesto organico que contenga un grupo fenol), que juntos
contribuyen a su amplio espectro antimicrobiano, abarcando bacterias, hongos y posiblemente

virus (Salazar-Lo6pez et al., 2020).

En el ambito de las propiedades antibacterianas, la cascara de palta ha demostrado ser
efectiva contra diversas bacterias patdgenas. Los compuestos fendlicos y terpenoides presentes
en la cascara pueden dafiar la membrana celular de las bacterias, provocando su lisis y muerte.
Por ejemplo, se ha reportado su efectividad contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(Kosinska et al., 2012; Melgar et al., 2018). Ademas, estos compuestos tienen la capacidad de
interferir en procesos vitales de las bacterias, como la sintesis de proteinas, lo que potencia su

efecto antibacteriano (Rodriguez-Carpena et al., 2011). Ademas, estos compuestos tienen la
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capacidad de interferir en procesos vitales de las bacterias, como la sintesis de proteinas, lo que
potencia su efecto antibacteriano (Rosero et al., 2019).

Paralelamente, la céascara de palta ha mostrado también propiedades antifungicas
significativas, efectivas contra una variedad de hongos patdégenos, como Candida y Aspergillus
(Melgar et al., 2018; Rosero et al., 2019). Los mecanismos implicados incluyen la alteracion de
la membrana celular fangica y la inhibicion de enzimas criticas para su metabolismo, lo que
sugiere un posible uso de extractos de cascara de palta en la conservacion de alimentos y en la

agricultura para el control de hongos (Oelrichs et al., 1995).

Ademaés, aunque la investigacion es menos extensa, algunos estudios sugieren que los
compuestos presentes en la cascara de palta podrian poseer propiedades antivirales. Estos
podrian actuar inhibiendo la replicacién viral o interfiriendo en la maquinaria celular que los

virus utilizan para replicarse (Kumari et al., 2017).

2.5.1. Escherichia coli

Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa que forma parte de la flora intestinal de los
seres humanos y otros animales de sangre caliente. Aunque ciertas cepas de E. coli son
conocidas por causar enfermedades, la mayoria de las cepas son inofensivas y, de hecho,
desempefian roles importantes en el organismo. La E. coli no patdgena cumple funciones

esenciales en el tracto gastrointestinal y en diversos aspectos de la salud humana y animal.

Sin embargo, es importante destacar que, aunque la mayoria de las cepas de E. coli son
inofensivas, algunas pueden adquirir factores de virulencia a través de procesos como la
transferencia horizontal de genes, convirtiéndose en cepas patdgenas. Por lo tanto, el monitoreo
de las cepas de E. coli en ambientes como el suministro de agua y alimentos es crucial para la
salud publica (Kaper et al., 2004).
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2.5.2. Listeria innocua

Listeria innocua es una bacteria Gram positiva, se considera no patdgena para los seres
humanos, su estudio es crucial debido a su similitud fisiologica y genética con L.
monocytogenes, lo que la hace un organismo modelo importante en investigaciones relacionadas

con la inocuidad alimentaria y la patogénesis de Listeria.

L. innocua se encuentra comunmente en el ambiente, incluyendo suelo, agua, vegetacion y
alimentos, y puede coexistir con L. monocytogenes en muchos habitats, por lo que se considera
un microorganismo ubicuo. Esto es relevante para la industria alimentaria, ya que la presencia
de L. innocua en alimentos puede indicar la posible presencia de L. monocytogenes y, por lo
tanto, es un indicador importante en los programas de monitoreo y control de Listeria en los

alimentos (Rocourt et al., 2003).

En términos de caracteristicas fisioldgicas, L. innocua comparte muchas similitudes con L.
monocytogenes, incluyendo su capacidad para crecer a temperaturas de refrigeracion y en
condiciones de alto contenido salino y pH bajo. Esta resistencia a condiciones adversas de
crecimiento hace que Listeria spp. sea un desafio en el procesamiento de alimentos,
especialmente en productos listos para el consumo donde el control de Listeria es critico
(Meloni, 2015).

Desde el punto de vista genético, aunque L. innocua es genéticamente similar a L.
monocytogenes, carece de varios genes de virulencia presentes en el patégeno. Esto la convierte
en un organismo modelo Util para estudiar la patogenicidad de Listeria y para desarrollar

estrategias de deteccién y control en la industria alimentaria (Orsi et al., 2011).

Ademas, L. innocua se utiliza en estudios de biofilm, ya que tiene la capacidad de formar
biofilms en superficies, un atributo compartido con L. monocytogenes. Los biofilms de Listeria
son particularmente problematicos en entornos de procesamiento de alimentos, donde pueden

servir como reservorios persistentes de contaminacién (Renier et al., 2011).
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2.5.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que juega un papel dual en la salud
humana, actuando tanto como un comensal y como un patdégeno oportunista. Esta bacteria es
parte de la flora normal de la piel y las membranas mucosas en aproximadamente un tercio de
la poblacién humana, pero también puede causar una amplia gama de infecciones, desde
condiciones leves de la piel hasta enfermedades potencialmente mortales como neumonia,

meningitis, endocarditis y sepsis.

Esta bacteria, Staphylococcus aureus, es conocida por producir una toxina termoestable que
puede causar intoxicacion alimentaria, especialmente vomitos. La toxina estafilococica se
asocia con alimentos contaminados, como carnes procesadas, ensaladas que contienen
mayonesa, productos lacteos y pasteles. La contaminacion de los alimentos a menudo ocurre a
través de manipuladores de alimentos que portan la bacteria en su piel o en las vias respiratorias
superiores, lo que facilita la transmision al manipular alimentos sin una adecuada practica de
higiene. Dado que la toxina es resistente al calor, puede sobrevivir a la coccion y desencadenar
sintomas en quienes consumen los alimentos contaminados (Argudin et al., 2010; Le Loir et al.,
2003).

Otro aspecto importante de S. aureus es su habilidad para formar biofilms, estructuras
complejas de comunidades bacterianas que se adhieren a superficies y estan rodeadas de una
matriz extracelular. La formacién de biofilms en dispositivos médicos, como catéteres y
protesis, representa un desafio significativo, ya que estas estructuras protegen a las bacterias de
los antibidticos y del sistema inmunologico del huésped, y son una fuente de infecciones
persistentes (Otto, 2008).

2.5.4. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura unicelular eucariota que ha sido un organismo
clave en la investigacion cientifica, sirviendo como modelo para comprender procesos celulares

fundamentales en células méas complejas.
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S. cerevisiae se caracteriza por su capacidad de fermentar azlcares para producir diéxido de
carbono y etanol en condiciones anaerobicas, un proceso fundamental en la elaboracién de pan,
cerveza y vino (Pretorius, 2000). Ademas de su uso en la fermentacion, también juega un rol
importante como microorganismo deteriorante de alimentos &cidos, como jugos de frutas y
productos lacteos fermentados, debido a su capacidad para tolerar bajos niveles de pH (Fleet,
1992).

2.6. Extraccion ultrasénica

La extraccion ultrasonica por inmersion es una técnica de extraccion que utiliza ondas
ultrasonicas para mejorar la liberacion de compuestos activos de un material, generalmente de
origen bioldgico. Esta técnica se ha convertido en un método popular y eficiente para la
extraccion de sustancias bioactivas debido a su eficacia, eficiencia energética y capacidad para
preservar la integridad de los compuestos extraidos.

El proceso de extraccion ultrasonica implica la inmersidn de un material en un solvente, en
este caso se utiliz6 una mezcla de etanol-agua, y la aplicacion de ondas ultrasénicas de alta
frecuencia. Estas ondas generan fendmenos fisicos conocidos como cavitacion acustica, donde
la formacion y colapso de microburbujas en el liquido inducen una serie de efectos mecénicos
y térmicos. La cavitacion mejora la penetracion del solvente en el material y facilita la liberacién
y disolucion de los compuestos bioactivos en el solvente (Vilkhu et al., 2008). Este proceso es
particularmente Gtil para extraer compuestos termolabiles, ya que puede realizarse a
temperaturas mas bajas que los métodos de extraccion convencionales, minimizando asi la

degradacion térmica (Chemat et al., 2017).

Una de las principales ventajas de la extraccion ultrasonica es su eficiencia. Comparada con
métodos convencionales como la extraccion con solventes calientes o la maceracion, la
extraccion ultrasonica puede lograr rendimientos mas altos en menos tiempo y utilizando menos

solvente. Esto se debe a la capacidad de las ondas ultrasénicas para aumentar la masa y la
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transferencia de calor, lo que acelera la difusion de los solventes y la disolucion de los
compuestos deseados (Mason et al., 2011).

Ademas, la extraccion ultrasonica es una técnica versatil que puede ser optimizada ajustando
varios pardmetros, como la intensidad de ultrasonido (amplitud de onda), ciclos de extraccion,
tiempo de extraccion, la temperatura y la concentracion de solvente. Esto permite adaptar el
proceso a diferentes tipos de materiales y a los compuestos especificos que se desean extraer
(Rostagno et al., 2003).

Vale decir, la extraccion ultrasénica es un método moderno y eficiente para la extraccion de
compuestos bioactivos como los fenoles. Sus ventajas incluyen mayor rendimiento de
extraccion, menor tiempo y uso de solventes, y la capacidad de preservar la calidad de los
compuestos sensibles al calor. Su versatilidad y eficiencia la hacen una opcion atractiva en

diversas aplicaciones en la industria de alimentos.

2.7. Método de superficie de respuesta

El método de superficie de respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) es un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los que una
respuesta de interés estéa influenciada por varias variables independientes. El objetivo principal
del RSM es optimizar esta respuesta. Originalmente desarrollado por Box y Wilson en 1951, el
método ha encontrado una amplia aplicacién en diversos campos, como la ingenieria, la

quimica, la fabricacion y la investigacion cientifica (Box & Wilson, 1951).

Una de las premisas fundamentales del RSM es que la relacion entre las variables
independientes y la respuesta puede ser aproximada por un polinomio. En la practica, se suele
utilizar un modelo cuadratico, ya que ofrece un buen equilibrio entre la precision de la
estimacion y la complejidad computacional. Este modelo puede incluir términos lineales,

cuadraticos y de interaccion entre las variables independientes (Myers et al., 2016).

Una vez recogidos los datos, se ajusta un modelo de superficie de respuesta a estos datos

utilizando métodos de regresion. El andlisis de regresion proporciona estimaciones para los
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coeficientes del modelo y permite evaluar la significancia de las variables y la calidad del ajuste
del modelo. Herramientas como los graficos de contorno y los gréaficos de superficie 3D se
utilizan a menudo para visualizar la relacion entre las variables y la respuesta (Montgomery,
2017).

La optimizacion de la respuesta es el siguiente paso, donde se buscan las condiciones de las
variables independientes que maximizan o minimizan la respuesta. Esto se logra mediante
técnicas de programacion matematica, como el método del gradiente o algoritmos de busqueda
directa (Cornell, 2002).
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3.Hipotesis

La optimizacion del tiempo y la concentracion de la mezcla de solvente etanol-agua
en la extraccion asistida por ultrasonido por inmersion, resulta en una mejora
significativa en la obtencidn de extractos ricos en fenoles capaces de presentar una alta

capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana.
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4.0Dbjetivos
4.1. Objetivo general

Valorizar de la céscara residual de palta Hass mediante la demostracion de las

propiedades antioxidantes y antimicrobianas de sus compuestos fenolicos.

4.2. Objetivos especificos

» Estudiar el efecto de las variables independientes de la extraccion hidroalcohdlica
asistida por ultrasonido sobre el contenido polifendlico de la cascara de palta Hass.

= Estudiar la capacidad antioxidante de los extractos de la cascara de palta Hass para
estudiar sus propiedades bioactivas, con el fin de evaluar sus aplicaciones nutricionales
y su potencial uso como conservante natural en alimentos.

= Identificar la capacidad antimicrobiana de la c&scara de palta Hass para su uso como
aditivo en alimentos, con el fin de prevenir el crecimiento de microorganismos
patdgenos y adulterantes, mejorando la inocuidad y prolongando la vida dtil de los

productos.
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5.Materiales y Métodos

5.1. Materia prima

Palta Hass (Persea americana Mill.) utilizadas en este estudio provienen de la
comuna de Isla de Maipo, region Metropolitana de Chile, comercializadas por industria
Subsole S.A. En el laboratorio de quimica y analisis de alimentos de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile se almacenaron a

temperatura de refrigeracion (5°C).

5.2. Preparacion de muestras

La palta se lavd, despulpd y se extrajo la semilla. Posteriormente la cascara de palta se lavo
para limpiar el excedente de pulpa. Las muestras de cascaras extraidas fueron molidas en un
procesador de alimentos marca RAF modelo R. 7005A de 800 Watts. Posteriormente, se llevo
a una estufa por conveccion de marca WTC binder modelo 1824030000202 #950305 de 2,20
kW durante 24 horas a una temperatura de 40°C. Luego, se almacend en un frasco hermético
con tapa, envuelto en papel aluminio y en refrigeracion a 5°C, ademas se adicionaron bolsas de

silica gel para absorber la humedad proveniente del refrigerador que pudiese ingresar al frasco.
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5.3. Extraccion asistida por ultrasonido

Se trabajo con 10g de céscara de palta seca y molida, luego se adicionaron 100 mL de
solvente etanol-agua y se procedio a los diferentes tratamientos de extraccidn en un generador
ultrasonico. El equipo es de marca Stal.ab de modeloVCX500 que trabajé a 20 kHz y 500 W, y
se puso sobre un bafio maria de agua-hielo para controlar la liberacion de calor. Esto se realizo
a diferentes tiempos de sonicacién (sonda en contacto con el extracto acuoso) 10, 20 y 30
minutos, con pulsaciones de 5 segundos; en los cuales 5 segundos se aplicaba sonicacion y 5
segundos eran de descanso. Esto se aplicd en todos los tratamientos.

5.4. Disefio experimental 32 y Analisis estadistico

Durante la extraccion se evalud la influencia de las variables independientes:
concentracion de etanol (0, 25 y 50 % v/v) y tiempo (10, 20 y 30 min). Cada variable
independiente fue evaluada a tres niveles. Se utilizé el disefio Box Behnken (DBB), el
cual reporté un total de 9 tratamientos, con las mismas condiciones de temperatura (1°C),
amplitud de onda (100%) y pulsaciones (5 segundos on y 5 segundos off) Las corridas
fueron evaluadas de forma independiente para cada extraccion, como se muestra en
Anexo 1; Tabla 1. La respuesta medida fue la cantidad de componentes fendlicos totales

(mg GAE/ ml muestra). Las corridas se hicieron de forma aleatoria.

Los datos experimentales fueron evaluados usando un analisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de Tukey, en ambos casos se considerd un nivel de significancia
de p < 0.05. Los andlisis se realizaron con el software STATGRAPHICS CENTURION
16.103.
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5.5. Determinacion Fenoles totales (Método Folin Ciocalteau)

5.5.1. Reactivos

» Reactivo Folin-Ciocalteau BiosLabChile
= Solucion estdndar de &cido galico
= Solucidn de carbonato de sodio anhidrico al 20% p/v: utiliza agua destilada caliente para

disolver 20g de carbonato. Aforar a 100 ml. Filtrar y guardar en oscuridad.

5.5.2. Procedimiento

Se adicionaron 0,1 ml de muestra del extracto en un matraz aforado de 10 ml, se
afiadieron 4,9 ml de agua destilada y 0,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteau. Se dejé reposar por 3
minutos. Luego, se agregaron 1,7 ml de solucion de carbonato de sodio (Na2CO3) al 20%. Se
mezcléd y se completd el aforo a 10 ml con agua destilada. Se dejé reposar 30 minutos.
Simultdneamente se prepard un blanco, que es exactamente el mismo procedimiento, pero sin

muestra.

Se leyd la absorbancia en espectrofotometro UV-Vis modelo SP-UV 1000 a 765 nm y

se utiliz6 una curva de calibracion de &cido galico para transformar los datos a mg EAG/L.

5.5.2.1. Curva de calibracion de estandar acido galico

La curva de calibracion de acido gélico se realiz6 pesando 25 mg de acido géalico en
matraz aforado &mbar de 25 ml, agregando 1 mL de etanol para disolver el acido galico y se
afora con agua destilada. Se prepararon soluciones patrones entre 50 y 400 pg de acido galico/ml

(observar Tabla 2; Anexo 1).
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5.6. Determinacion de la Capacidad Antioxidante
5.6.1. Andlisis DPPH

5.6.1.1. Reactivos

= Reactivo DPPH Merk S.A.
= Metanol Merk S.A.

5.6.1.2. Procedimiento

En un matraz aforado &mbar de 10 ml se adicionaron 10 mg de DPPH y se enraz6 con
metanol. Posteriormente se tomo una alicuota de 1 ml de la solucion anterior que se deposita en

un matraz aforado de 50 ml ambar y se enraz6é nuevamente con metanol.

La solucion de DPPH preparada se ley6 contra un blanco de metanol puro en un
espectrofotometro UV-Vis de marca MundoLab, modelo SP-UV 1000 a una longitud de onda

de 517 nm para verificar que la absorbancia sea mayor a 0,5y menor a 0,8.

Luego, se mezclaron 0,1 ml de muestra de extracto de céscara de palta Hass y 3,9 ml de
solucion de DPPH que corresponde a la muestra a evaluar, seguidamente se preparé el blanco
que contenia 0,1 ml de muestra de extracto y 3,9 ml de metanol y, finalmente, se preparé el
control que contenia 3,9 ml de DPPH y 0,1 ml de metanol (Observar Tabla 3; Anexo 1). Esto se
realiz6 en triplicado y se dejaron que las tres soluciones reaccionaran durante 30 minutos en

oscuridad a 30°C para posteriormente medirlas en el espectrofotometro a 517 nm.
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5.6.2. Andlisis ORAC

5.6.2.1. Reactivos

= Cloruro de sodio

= Cloruro de potasio

» Disodio hidrégeno fosfato

= Hidroxido de sodio 10%

» Reactivo Fluoresceina Merk S.A.
» Reactivo Trolox Merk S.A.

= Radical AAPH

5.6.2.2. Procedimiento

Para preparar el buffer fosfato se pesaron 4,03 g de Cloruro de sodio, 0,11 g de cloruro
de potasio, 0,575 g de Disodio hidrégeno fosfato y 0,1 g de fosfato dipotasico para 500 mL de
agua milig. Se ajusté pH de esta soluciéon a 7.4 con hidréxido de sodio al 10%. Luego, se

mantuvo en placa calefactora para disolver los reactivos.

Se prepard la solucién stock de fluoresceina y para esto se pesaron 25 mg de fluoresceina
en un matraz aforado &mbar de 50 ml y se enrazd con buffer fosfato. De esta solucion se tomo
una alicuota de 50 pL y se enrazé con buffer fosfato en un matraz &mbar de 10 ml. De la tltima

solucién se tomaron 2 ml y se enrazé con buffer fosfato en matraz &mbar de 100 ml.

Luego, se prepar0 la solucion estandar trolox y para esto se tomo6 25 mg de trolox en un
matraz aforado &mbar de 50 ml y se enrazé con buffer fosfato (concentracion 2000 pM). Y se

realizé una curva de calibracion de estandar trolox.
Para la lectura se utilizé una placa marca NUNC en la cual se llen6 300 pL de agua
destilada en los bordes de la placa, y en los primeros pocillos se llenaron con 25 L de los puntos

de la curva expuestos en la Tabla 4; Anexo 1. Se repitieron cada punto cuatro veces hacia el
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lado, empezando de la concentracién de 100 uM, 50 uM, 25 UMy 12 uM. Luego, se continuo
con 25 pL de muestra que se dispuso en la misma fila 6 veces hacia al lado. Se agrego 25 L de
buffer en las dos ultimas lineas de la placa y se afiadié a toda la placa, excepto a los pocillos que
tienen agua, 150 pL de fluorosceina para muestras, curva y buffer. Seguidamente se agrega
automaticamente 25 uL del radical AAPH al equipo y, finalmente, se coloca la placa en el

equipo para proceder con la lectura.
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5.7. Cuantificacion de Antocianinas (Método de pH-diferencial)

5.7.1. Reactivos

= Cloruro de potasio
= Acetato de sodio

= Acido clorhidrico

5.7.2. Procedimiento

Se preparo el buffer de cloruro de potasio con 1,864 g en 1 L de agua destilada y se
ajusto a pH 1,0 con &cido clorhidrico mediante un pH-metro marca OAKLON modelo pH 2700,
y se homogeneiz6. Simultdneamente se prepar6 el buffer de acetato de sodio con 32,812 g
acetato de sodio en 1 L de agua destilada y se ajust6 a pH 4,5. Ambos buffers se sometieron en

agitacion mientras se midio el pH.

Luego, se tomdé 1 ml de muestra y se agregd 9 ml de buffer de cloruro de potasio
(pH=1,0), se agitd y se incubo durante 15 minutos y se midié contra el blanco que corresponde
al buffer de cloruro de potasio sin muestra. Se repitio el procedimiento con el buffer de acetato
de sodio a pH 4,5. Para finalmente medir la absorbancia de la muestra a 530 y 700 nm en
espectrofotémetro.

5.8. Determinacion de la actividad antimicrobiana (Método de
dilucidn en agar)

5.8.1. Materiales

= Caldo agar dextrosa Sabouraud 2%

= Caldo CASO (Casein-peptone soymeal-peptone)
= Agar papa dextrosa

= Agar TSA (Trypto-Casein Soy Agar)

= Agar Mueller-Hinton
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= Placas Petri

= Asa de siembra Drigalski

= Rastrillo bacteriologico en vidrio

= Tubos de ensayo

= Agua de peptona

= Alcohol etilico al 90%

= Algodon hidrofébico apto para autoclave
= Mecheros

= Gradillas de tubos

= Micropipeta de 1000 pL y de 100 pL

= Puntas de micropipeta de 1000 uL y de 100 pL

= Parafilm

5.8.2. Reactivacion de las cepas

Las cepas de E. coli ATCC 35218, L. innocua ATCC 33090 y S. aureus ATCC 25923
se reactivaron transfiriendo una asada de un cultivo stock congelado (Cepario) a una botella de
50 ml con caldo Tripteina Soya suplementado con Extracto de Levadura 0,6% (TSB-0,6YE), e
incubando a 35 + 1°C por 24 h bajo agitacion constante. La levadura S. cervisiae ATCC 9763
se reactivo en caldo Sabouraud 2% con incubacion por 48 horas a 28°C bajo agitacion constante.
A partir del cultivo activo se sembraron estrias en tubos de agar (TSA-0,6 YE y Agar Papa
dextrosa para las bacterias y levadura, respectivamente), se incubaron en las condiciones
mencionadas, y se guardaron en refrigeracion (4°C) para utilizar en cada ensayo, por un

tiempo méaximo de 14 dias.

5.8.3. Preparacion de los in6culos

Previo a cada ensayo se sembr6 el indculo en una botella de 50 ml con caldo (TSB-
0,6 YE o Sabouraud 2%) y se incubd en las condiciones correspondientes. Se realiz6 un recuento

en placa para determinar la densidad final de los indculos, los cuales fueron =~ 1x10° UFC/mL
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para las bacterias y 1x10" UFC/mL para S. cerevisiae. Luego, se ajustd la concentracion
microbiana a la escala 0,5 McFarland que corresponde 1x105-5x10° UFC/mL mediante

diluciones seriadas de los indculos, hasta alcanzar dichas concentraciones.

5.8.3.1.  Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria se utilizo la metodologia de
dilucion en agar. Para esto se realizaron diluciones seriadas del extracto fenolico de cascara

de palta en Agar Mueller-Hinton (15 mL). Estas diluciones abarcaron un rango de concentracion
desde los 2 mL hasta 0,1 mL de extracto de cascara de palta por placa. Para ello, las diluciones
del extracto se prepararon en tubos de ensayo con el agar fundido, luego se homogeneizaron y
vertieron en las placas de Petri para asegurar una distribucién homogénea del extracto en el
medio de cultivo.

Después de preparadas las pacas, se dejaron solidificar y se inocularon con una
suspension estandarizada del microorganismo objetivo. Vale decir que para el caso de este
estudio se inoculd 1x10*-5x10* UFC/mL de cada microorganismo y se esparcid en la superficie

del agar con un rastrillo bacterioldgico.

Una vez inoculado, las placas de Petri se incubaron 24 horas a 37°C para el caso de las
bacterias y para la levadura 48 horas a 28°C.

La CMI se interpreta segun los estandares establecidos por las organizaciones como el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) o el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2003). Por lo general, se considera que los
microorganismos son sensibles, intermedios o resistentes a un agente antimicrobiano, que en
este caso seria los fenoles extraidos de la cascara de palta, seglin sus concentraciones minimas

inhibitorias.
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Figura 6. Visualizacién de las diluciones seriadas que se aplicaron para la determinacion de la actividad

antimicrobiana de la cascara de palta.
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6.Resultados y Discusion

6.1. Disefno experimental

En el curso de la investigacion, se implement6 un disefio experimental de tipo Box-
Behnken. El proposito principal de este disefio fue la obtencion de un extracto acuoso de cascara
de palta, enfocandose en maximizar su contenido de fenoles. Posteriormente, se llevo a cabo un
proceso de optimizacién de las variables involucradas (concentracion de etanol y tiempo de
extraccion), lo cual permitio identificar las condiciones 6ptimas de operacion dentro del espectro

del rango de trabajo establecido.

La tabla 3 muestra el contenido de fenoles obtenido en los nueve experimentos realizados, 10s
cuales se obtuvieron de las combinaciones de las variables independientes concentracion de
etanol (%) y el tiempo (min) en el extracto asistido por ultrasonido. Las respuestas son el valor

de fenoles totales obtenidos mediante el método de Folin-Ciocalteau.

Tabla 3. Contenido de fenoles totales medidos en ug GAE/ml de extracto de céscara palta Hass en funcidn de las

variables independientes concentracion de etanol y tiempo sometido a extraccion.

N° | Concentracion | Tiempo | Fenoles totales Fenoles totales Fenoles totales
de EtOH (min) (LgGAE/mI) (LgGAE/gos) (MgGAE/gps)
(%viv)

1 25 15 1.776,7 17.766,7 17,8

2 25 10 1.670 16.700,0 16,7

3 0 5 776,7 7.766,7 7,8

4 50 5 1910,0 19.100,0 191

5 0 15 983,3 9.833,3 9,8

6 50 10 2.456,7 24.566,7 24,6

7 25 5 1.463,3 14.633,3 14,6

8 50 15 4.196,7 41.966,7 42,0

9 0 10 843,3 8.433,3 8,4
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En la Tabla 3, se evidencia que el contenido de fenoles en el extracto acuoso de cascara
de palta varia dentro de un espectro que oscila entre 4.196,7 y 776,7 ug GAE/ml de extracto. Se
destaca que la concentracion mas elevada se logré bajo condiciones especificas: una
concentracion de etanol del 50% v/v y un tiempo de extraccion de 15 minutos, correspondientes
a los parametros del experimento numero 8. En contraste, el contenido mas bajo de fenoles se
registrd en las condiciones del experimento 3, caracterizado por la ausencia de etanol, utilizando

Unicamente agua como solvente y un periodo de extraccion de 5 minutos.

Del andlisis de varianza (ANOVA) aplicado a los datos experimentales relativos a los
fenoles totales, se dedujo que estos se conforman adecuadamente a un modelo matematico de
segundo orden. Este modelo se basa en las variables independientes de concentracion de etanol
y tiempo de extraccion, indicando que la relacion entre estas variables y el contenido de fenoles
es cuadrética. Y la ecuacion que representa la cantidades de fenoles en funcion a las variables:

png GAE/ml = 972225 - 198,224*Etanol - 104,448*Tiempo + 3,59112*Etanol"2 + 41,6002*Etanol*Tiempo

La tabla 1 en Anexo 2 muestra que el modelo escogido es el adecuado, pues la falta de
ajuste no es significativa. Ademas, el coeficiente de correlacion R? es mayor a 0,9 lo que indica
que el modelo explica de manera adecuada el comportamiento de la concentracion de fenoles
totales con respecto a las variables independientes estudiadas. La desviacion estandar y el error
absoluto en conjunto con el estadistico Durbin-Watson y el valor de la Autocorrelacion residual,
indican que los residuos no tienen una autocorrelacion serial con un nivel de significancia del
5,0%.
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Figura 7. Diagrama de Pareto para la concentracion de fenoles totales medidas en pug GAE/ml.

En la Figura 7, se evidencia claramente que ambas variables estudiadas - la
concentracion de etanol y el tiempo de extraccion - ejercen un impacto significativo en la
concentracion de fenoles del extracto acuoso obtenido de la cascara de palta Hass. De manera
adicional, es notable la significancia del efecto de interaccion entre estas dos variables. Es decir,
la combinacion especifica de la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion influye de

manera conjunta en los resultados obtenidos.

Entre estas variables, la concentracion de etanol se destaca por tener el mayor impacto
en la extraccion de fenoles, presentando un efecto positivo. Esto implica que a medida que se
incrementa la concentracion de etanol en el solvente, se observa un aumento proporcional en la
cantidad de fenoles extraidos. Este hallazgo es fundamental para el disefio y optimizacion de

procesos de extraccion en este contexto especifico.

El andlisis del diagrama de Pareto (Figura 7) revela que el tiempo de extraccion, al igual
que la concentracion de etanol, desempefia un papel significativo y positivo en la extraccion de
fenoles del extracto acuoso de cascara de palta Hass. Esto significa que un incremento en el
tiempo de extraccion conlleva a una mayor extraccion de fenoles, haciendo el proceso mas

efectivo.

Ademas, es importante destacar que la interaccion entre la concentracion de etanol y el

tiempo de extraccion no es meramente aditiva, sino significativamente sinérgica. Esto implica
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que la combinacién de un mayor tiempo de extraccion con una mayor concentracion de etanol
no solo aumenta individualmente la eficacia de la extraccion, sino que también produce un

efecto combinado que es mayor que la suma de sus efectos individuales.

El gréfico de superficie de respuesta obtenido (Figura 8), el cual representa la
concentracion de fenoles en términos equivalentes de acido galico, constituye una herramienta
analitica esencial para visualizar el impacto de las combinaciones de las variables
independientes, es decir, la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion, sobre la
concentracion de fenoles en el extracto acuoso de céscara de palta Hass.

Este tipo de grafico permite una interpretacion gréfica de los datos donde las interacciones entre
las variables y su efecto conjunto sobre la respuesta (en este caso, la concentracion de fenoles)
se pueden observar de manera mas clara e intuitiva. Las superficies generadas en el grafico
muestran como cambia la respuesta (concentracién de fenoles) con diferentes niveles de las

variables independientes.

Superficie de Respuesta Estimada

(X 10000,0)

Acido gélico
[ %)

Etanol

Figura 8. Superficie de respuesta estimada para la concentracion de fenoles medidos en términos de

acido gélico equivalente.

La Figura 8 proporciona una representacion grafica que confirma y visualiza la

interaccion entre la concentracion de etanol y el tiempo en la extraccion de fenoles de la cascara

37



de palta. Este grafico subraya como la maximizacion tanto de la concentracién de etanol como
del tiempo de extraccion resulta en un incremento en la concentracion de fenoles en la muestra.
De manera especifica, la figura ilustra que, bajo condiciones de alta concentracion de etanol y
tiempos de extraccion prolongados, se alcanza una eficacia maxima en la extraccion de fenoles.
Esto indica una sinergia positiva entre estas dos variables, donde su efecto combinado es més
significativo que sus efectos individuales.

Por otro lado, la figura también muestra que cuando tanto el tiempo como la concentracion de
etanol son bajos, la eficacia en la extraccion de fenoles disminuye notablemente. Este patrén
demuestra la importancia de optimizar ambas variables para lograr una extraccion eficiente de

fenoles de la cascara de palta.

La observacion realizada en la Figura 7 y 8, junto con los resultados analiticos, lleva a
la conclusién de que la muestra optimizada, aquella que maximiza la concentracién de fenoles
totales en la muestra medidos en términos de acido galico equivalente, corresponde
efectivamente al experimento nimero 8 (observar Tabla 3). Este experimento se caracteriza por
el uso de una concentracion de etanol al 50% v/v y un tiempo de extraccién de 15 minutos.
Esta combinacion especifica de concentracion de etanol y tiempo de extraccién resulta ser la
mas eficaz para la extraccion de fenoles de la c&scara de palta Hass, como se demuestra en los
resultados experimentales. El alto porcentaje de etanol en combinaciéon con un tiempo de
extraccion moderadamente largo parece facilitar la liberacion y solubilizacion 6ptima de los
fenoles de la matriz de la cascara, resultando en una concentracién maxima de estos compuestos

bioactivos en el extracto.

Segun el estudio realizado por Ayala-Zavala et al. (2013) la cascara de palta hass obtuvo
una concentracion de fenoles de aproximadamente 25,4 mgGAE/g base seca mediante una
extraccion asistida por ultrasonido en etanol al 50%. Este proceso se llevo a cabo durante 20
minutos con una frecuencia de 30 kHz y un uso constante de ultrasonido, sin pulsaciones.

No obstante, se ha demostrado que la utilizacién de pulsaciones en la extraccion asistida por
ultrasonido puede incrementar significativamente la eficiencia de la extraccion de fenoles. En
este estudio se obtuvo una concentracion de 42,0 mg GAE/g de extracto en base seca al emplear
etanol al 50% en un bafio ultrasénico a 20 kHz durante 30 minutos, utilizado pulsaciones de 5
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segundos encendido y 5 segundos apagado. Esto sugiere que la implementacion de pulsaciones

en la inmersion ultrasénica puede mejorar notablemente la liberacién de compuestos fendlicos.

Tabla 4. Concentracion de fenoles medidos en mg de acido galico equivalente/g de extracto en base seca de

diferentes productos alimentarios.

Producto Alimentario Concentracion de Fenoles Referencia bibliografica
(mg GAE/g base seca)
Fresas 16,4 Hékkinen et al., 1999
Frambuesas 23,1 Hékkinen et al., 1999
Arandanos 24,6 Hékkinen et al., 1999
Moras 29,5 Hékkinen et al., 1999
Té negro 92,0 Cabrera et al., 2006
Café 37,5 (Farah, A., & Donangelo,
C. M., 2006)

Cacao 50,3 Miller et al., 2006

La Tabla 4 presenta las concentraciones aproximadas de fenoles en diversos productos
alimentarios, determinados mediante diferentes métodos de extraccion. Comparando estos
datos, observamos que el extracto hidroalcohdlico estudiado de cascara de palta Hass, con 42,0
mg GAE/g base seca, contiene una mayor concentracion de fenoles que las fresas, frambuesas,

arandanos, moras y el café. Sin embargo, su concentracién es inferior a la del cacao y el té negro.

Estos hallazgos subrayan el potencial del extracto de cascara de palta Hass como una
fuente rica en compuestos fendlicos, lo que podria tener implicaciones importantes para su uso
en la industria alimentaria y farmacéutica. La alta concentracién de fenoles en la cascara de palta
abre la posibilidad de utilizar este subproducto, que a menudo se desperdicia, como un

ingrediente funcional en el desarrollo de nuevos alimentos y suplementos nutricionales.
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6.2. Capacidad antioxidante
6.2.1. Anélisis DPPH

Se midi6 la capacidad antioxidante del extracto fendlico obtenido por el equipo de
ultrasonido mediante el método de decoloracion del radical DPPH que fue medido a una

absorbancia de 517 nm en espectrofotometro.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH para 0,1 ml de muestra optimizada.

N° | ml ml ppm (ug Abs Abs %Inh | Promedio | DV
Extracto | Metanol | muestra/mL control | muestra
metanol)
1 |01 3,9 279,23 0,450 0,348 22,67 | 23,11% | 0,402
2 (01 3,9 279,23 0,448 0,344 23,21
3 |01 3,9 279,23 0,452 0,346 23,45
23,11 + 0,402 % Inhibicién de radical DPPH

La tabla 5 sefiala que la capacidad antioxidante de la muestra evaluada a través del
método DPPH posee un porcentaje del 23,11% de inhibicion, lo que revela una actividad
antioxidante significativa. Segin Brand-Williams, Cuvelier, y Berset (1995), esta medida indica
que los componentes antioxidantes presentes en la muestra son efectivos en donar electrones o
atomos de hidrogeno al radical libre DPPH, contribuyendo asi a la reduccion de su
concentracion. La disminucién en la absorbancia medida refleja directamente esta actividad

antioxidante.

En relacion con el control, que es una solucion de DPPH sin la muestra, un 23,11% de
inhibicidn significa que la muestra logré reducir la actividad del radical libre DPPH en esa
proporcion, en 30 minutos, segun se detalla en los trabajos de Shahidi y Zhong (2015). La
desviacion estdndar de 0,402 en los resultados indica una variabilidad moderada en las
mediciones realizadas en triplicado, lo cual es un factor crucial para evaluar la precision y
reproducibilidad del ensayo (Miller y Miller, 2010).

Por otro lado, se tiene obtuvo la concentracion de equivalente, expresada en micromoles
de Trolox equivalente por gramo, en su ensayo proporciona una medida cuantitativa de la

capacidad antioxidante de la muestra.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox para un gramo de muestra de cascara de palta Hass.

N° | Absorb. Muestra | Concentracion | Concentracion
(umol TE/L) (umol TE/ges)

1 |11 142.142,9 142,1

2 0,344 145.000,0 145,0

3 10,349 143.571,4 143,6

Promedio 143,6

Desviacion estandar 1,43

Coef. Variacion 0,99

143,6 + 1,43 (umol TEss / g en base seca)

En la tabla 6 se puede observar que la capacidad antioxidante equivalente de la muestra
resulté un valor notablemente alto de 143,6 umol TE/g en base seca, acompafiado de una
desviacion estandar de 1,43. Esta medida indica una potente actividad antioxidante en la muestra
de cascara de palta, como se refleja en su comparacion con Trolox, un estandar reconocido por
su alta capacidad antioxidante (Huang, Ou, & Prior, 2005). El valor obtenido sugiere que los
compuestos presentes en la muestra son eficientes en neutralizar los radicales libres, una

propiedad clave de los antioxidantes.

Una desviacion estandar de 1,43 en la medicién aporta una perspectiva adicional sobre
la precision y la consistencia del método utilizado. Segun Miller y Miller (2010), una desviacion
estandar baja en un conjunto de mediciones indica una alta precision y confiabilidad en los

resultados experimentales.

Ademas, el coeficiente de determinacion (R2) de 0,9649 obtenido en la curva de
calibracion de Trolox (Figura 1; Anexo 2) refuerza la confianza en estos resultados. Un R2 tan
alto, cercano a 1, sugiere que la curva de calibracion proporciona un excelente ajuste para los
datos, explicando aproximadamente el 96,49% de la variabilidad en la capacidad antioxidante
medida (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). Esto indica que la curva de calibracion es
adecuada y fiable para el analisis, lo que es un aspecto critico en la cuantificacién de la capacidad
antioxidante.
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Tabla 7. Capacidad antioxidante de diferentes productos alimentarios cuantificados por el método DPPH.

Producto Capacidad antioxidante o

alimentario (umol TE/g en base seca) Referencia Bibliografica
Fresas 39,1 Sun et al., 2002
Frambuesas 48,5 Sun et al., 2002
Arandanos 93,2 Sun et al., 2002
Moras 82,4 Sun et al., 2002
Té negro 89,7 Cabrera et al., 2006
Café 84,4 Farah & Donangelo, 2006
Cacao 98,2 Miller et al., 2006

Al comparar la capacidad antioxidante de la cascara de palta hass (Tabla 6) con la de
otros alimentos presentados en la Tabla 7, se observa que la cascara de palta supera
significativamente la capacidad antioxidante de las fresas, frambuesas, arandanos, moras té
negro, café y cacao, acercaAndose mas a la capacidad antioxidante del cacao, pero aun asi
superandola. Esta notable capacidad antioxidante, junto con su alta concentracién de fenoles,
destaca el potencial que posee el extracto de cascara de palta Hass y la importancia que posee

el tipo de extraccidn que se realice.
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6.2.2. Andlisis ORAC

Se midi6 la capacidad antioxidante de la muestra de céscara de palta optimizada,
utilizando el método ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de Oxigeno). El resultado
obtenido fue de 269,8 umol Trolox equivalente/g en base seca (tabla 8). Este valor, elevado,
indica una significativa capacidad antioxidante en la muestra, lo cual es un hallazgo alentador.
Como se destaca en trabajos previos de Prior, Wu, y Schaich (2005), la relevancia biolégica de
la prueba ORAC reside en su habilidad para simular los procesos de oxidacion en sistemas

bioldgicos, especialmente en la neutralizacion de radicales peroxilos.

Tabla 8. Resultados de la capacidad antioxidante de la cascara de palta Hass medida por el método ORAC.

Concentracion Concentracion Concentracion
(umol eq (umol eq
Trolox/L) Trolox/gss) (el 8 Wi 0:3igss)
125422,5 250,8 0,25
129265,0 258,5 0,26
138105,0 276,2 0,28
142930,0 285,9 0,29
130270,0 260,5 0,26
143457,5 286,9 0,29
Promedio 134908,3 269,8 0,27
DV 7628,8 15,3 0,02
CcVv 57 57 57
269,8 £ 15,3 (umol TE/g en base seca)

La desviacion estandar de 15,3 mmol TE/g en base seca y el coeficiente de variacion de
5,7% dan indicio de que este andlisis posee una variabilidad relativamente baja, por lo que se
puede considerar que hubo precision y es reproducible en otros estudios cientificos, debido a

esto es posible indicar que hay confiabilidad en los resultados.
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Tabla 9. Capacidad antioxidante de diferentes productos alimentarios cuantificados por el método de ORAC.

Producto Capacidad antioxidante o

alimentario (umol TE/g en base seca) Referencia Bibliografica
Fresas 161,0 Zheng & Wang, 2003
Frambuesas 134,0 Wang & Lin, 2000
Arandanos 260,0 Prior et al., 1998
Moras 203,0 Wau et al., 2004
Té negro 170,0 Caoetal., 1997
Café 220,0 Miller et al., 2006
Cacao 340,0 Wollgast & Anklam, 2000

Se realiz6 una comparacién de la capacidad antioxidante medida por el método ORAC
(Tabla 9) en diferentes productos alimentarios; fresa, frambuesa, arandanos, moras, té negro,
café y cacao. En los que se observé que todos estos productos, conocidos por su gran capacidad
antioxidante, poseen un rango entre los 134 a los 340 umol TE/g en base seca. La cascara de
palta, como se observa en la Tabla 8, posee una capacidad antioxidante de 269,8 umol TE/g en
base seca, lo cudl es considerablemente alto. Esta capacidad antioxidante es superior a la

mayoria de los productos alimentarios revisados en la literatura, aunque menor que la del cacao.

La tabla 10 muestra la comparacion de los resultados de la capacidad antioxidante y la
cuantificacion de fenoles totales de una muestra, obtenidos mediante tres métodos analiticos
diferentes: Folin-Ciocalteu, DPPH y ORAC.

Tabla 10. Comparacion de los métodos de capacidad antioxidante y cuantificacién de fenoles totales para la

muestra de cascara de palta Hass.

Folin-Ciocalteau DPPH ORAC
Fenoles totales Concentracion Concentracion
(mg GAE/ggs) (umol TE/gss) (umol TE/gss)

42,0 143,6 £ 1,43 269,8 + 15,3
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Mediante el método de Folin-Ciocalteu, se determind que la muestra contenia 42 mg de
equivalente de &cido galico por gramo de muestra en base seca (mg GAE/ges), lo que indica una
concentracion sustancial de estos compuestos bioactivos. Los fenoles son conocidos por sus
efectos antioxidantes, por lo que una concentracion elevada es generalmente sindGnimo de un
alto potencial antioxidante. Este alto nivel es consistente con los valores obtenidos de los
métodos DPPH y ORAC, que miden la capacidad antioxidante directamente.

La capacidad antioxidante medida por el método DPPH fue de 143,6 £ 1,43 umol
TE/ges, mientras que el método ORAC arrojé un resultado mayor de 269,8 + 15,3 umol TE/gss.
A pesar de aquella diferencia numérica entre estos dos ultimos métodos, ambos reflejan una alta
capacidad antioxidante. La variacion en los valores otorgados por ambos métodos refleja
distintas condiciones experimentales y los tipos de radicales libres que cada método utiliza. Por
lo tanto, los valores de capacidad antioxidante obtenidos por estos métodos no son directamente
comparables.

El coeficiente de variacion asociado a cada método muestra una consistencia en los
resultados de las repeticiones experimentales, siendo relativamente baja en ambos casos. Esto
indica una buena precision en la medicion de la capacidad antioxidante. Ademas, el hecho de
que ambos métodos, DPPH y ORAC, proporcionen valores altos en la misma orden de magnitud
refuerza la validez de los resultados obtenidos. Ademas, la congruencia entre la alta
concentracion de fenoles y los altos valores de actividad antioxidante confirma el potencial
beneficioso de la muestra, subrayando su valor en posibles aplicaciones nutricionales o

farmacoldgicas.
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6.3. Cuantificacion de Antocianinas: pH-diferencial

Se determing la concentracion de antocianinas monomeéricas totales tal como se muestra
en la Tabla 11 mediante un anlisis espectrofotométrico. Este método implica medir la absorcion
de la muestra a dos longitudes de ondas diferentes (530 y 700 nm) a dos valores de pH (1.0 y
4.5), lo que permite la cuantificacion de las antocianinas monomericas ajustando por cambios

en las estructura de las antocianinas que afectan su absorcion a diferentes pH.

Tabla 11. Determinacion de antocianinas monomeéricas totales medidas en término de cianidina-3-glucdsido
mediante el método de pH-diferencial de la muestra de cascara de palta Hass.

pH=1,0 pH=45
Antocianinas | Antocianinas
N° Amplitud 530 | Amplitud 700 | Amplitud 530 | Amplitud 700 | Abs Mo_rllomencas Monomericas
otales Totales
(mg C3G/L) | (mg C3G/gss)
1 0,309 0,204 0,232 0,189 | 0,062 10353,31 2,07
2 0,338 0,204 0,234 0,194 | 0,094 15696,95 3,14
3 0,338 0,205 0,223 0,187 | 0,097 16197,92 3,24
Promedio 0,328 0,204 0,230 0,190 | 0,084 14082,73 2,82
DV 3239,47 0,65
cV 23,0% 0,23%

2,82 + 0,65 (mg eg. Cianidina-3-glucésido /g en base seca)

Los resultados obtenidos a pH 1.0 y 4.5 para las longitudes de onda de 530 y 700 nm
parecen consistentes entre si, con una ligera variabilidad entre las muestras de 0,23% (observar
Tabla 11). EIl promedio de absorbancias para pH 1.0 a 530 nm (0,328) es mayor que a 700 nm
(0,204), lo que es esperado debido a que las antocianinas tienen un pico de absorcion en torno a
los 520-540 nm. A pH 4.5, la absorbancia disminuye con respecto a las absorbancias a pH 1.0,
lo cual también es esperado ya que las antocianinas presentan un cambio en su estructura que
resulta en menor absorcion en este pH.

Las concentraciones de antocianinas monoméricas totales se expresan en dos unidades:
mg C3G/L y mg C3G/gBase seca. LOS valores son significativamente altos en ambos casos;
14.082,73 mg C3G/L y 2,82 mg C3G/gsase seca, 10 que sugiere que las muestras tienen una

concentracion considerable de antocianinas. El valor de Absorbancia (Abs) que se utiliza para
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estos célculos es el promedio de absorbancia a 530 nm menos la absorbancia a 700 nm para
cada pH, lo cual es una practica comun para corregir la lectura por turbidez o coloracién no

especifica.

El valor de desviacion estdndar (DV) y el coeficiente de variacion (CV) son indicadores
de la precision y repetibilidad de las mediciones. Un CV de 0,23% muestra una precision alta.
Ademas, este valor de antocianinas monoméricas totales es consistente con los valores arrojados
anteriormente de fenoles totales, debido a que las antocianinas son un tipo de fenol que de por
si posee propiedades antioxidantes. Aunque las antocianinas constituyen una parte del contenido
total de fenoles, su contribucion especifica y su interaccion con otros compuestos fendlicos
pueden influir en la actividad antioxidante general y en las propiedades saludables del extracto

de cascara de palta.

Tabla 12. Cantidad de antocianinas totales para diferentes tipos de productos alimentarios, medidos mediante el

método de pH-diferencial.

Producto Cantidad de Antocianinas o
alimentario (mg C3G/g en base seca) Referencia Bibliografica

Fresas 0,65 Aaby et al., 2007
Frambuesas 1,20 Wau et al., 2006
Arandanos 3,58 Kalt el al., 1999
Moras 3,89 Siriwoharn el al., 2004
Té negro 0,05 Lee et al., 2008
Cafe 0,01 Gonzélez & Ramirez, 2003
Cacao 0,12 Leeetal., 2008

Si se compara la cantidad de antocianinas que poseen los distintos productos
alimentarios dentro de la Tabla 12, considerando que la cascara de palta Hass posee 2,82 mg
C3G/g en base seca esta muestra que posee una mayor concentracion de antocianinas que las
fresas (0,65 mg C3G/g en base seca), frambuesa (1,20 mg C3G/g en base seca), té negro (0,05
mg C3G/ g en base seca), café (0,01 mg C3G/g en base seca) y cacao (0,12 mg C3G/g en base
seca). Sin embargo, los arandanos (3,58 mg C3G/ g en base seca) y las moras (3,89 mg C3G/g
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en base seca) presentan una mayor cantidad de antocianinas en comparacion con la cascara de
palta Hass. Esto destaca el potencial antioxidante de la c&scara de palta Hass, situdndola por
encima de varios alimentos conocidos por sus beneficios para la salud, aunque por debajo de los
frutos con altos niveles de antocianinas como los arandanos y las moras. Esta comparacion
subraya la importancia de la cascara de palta Hass como un recurso valioso y subutilizado en la

industria alimentaria y nutracéutica.
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6.4. Determinacion de la capacidad antimicrobiana: Método de
dilucion en agar

La Tabla 13 muestra las diferentes concentraciones de extracto de cascara de palta Hass
que se aplicaron en placas de Petri para evaluar su capacidad antimicrobiana mediante el método

de dilucion en agar.

Tabla 13. Concentraciones de extracto de cascara de palta Hass y correspondiente contenido de polifenoles que se

aplicaron para el estudio de la capacidad antimicrobiana mediante el método de dilucion en agar.

Volumen
Muestra Fenoles
de mg muestra/mL
seca » totales
extracto solucion
(mg) (mg GAE/gss)
(mL)

2 21,78 1,56 83,9
15 16,34 1,21 63,0
1 10,89 0,84 42,0
0,8 8,71 0,68 33,6
0,6 6,53 0,52 25,2
0,4 4,36 0,35 16,8
0,2 2,18 0,18 8,4
0,1 1,09 0,09 4,2

La cantidad de fenoles totales en la solucion es proporcional a la cantidad de extracto
aplicado, lo cual influye sobre el efecto antimicrobiano de los compuestos fendlicos presentes
en la cascara de palta Hass. Estos compuestos, entre los que se incluyen flavonoides y taninos,
han sido ampliamente estudiados por su capacidad para alterar las membranas celulares de los
microorganismos, lo que sugiere que el extracto podria ser una fuente prometedora de

antimicrobianos naturales.

La Tabla 14 presenta la actividad antimicrobiana del extracto de cascara de palta Hass

para diferentes microorganismos, lo que permite analizar su efectividad antimicrobiana frente a
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cepas especificas. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la concentracion
mas baja del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de microorganismos en la
placa de agar (Cowan, 1999). Esto se identifica visualmente como areas donde no hay

crecimiento bacteriano.

Tabla 14. Actividad antimicrobiana de distintas concentraciones del extracto de cascara de paltas Hass sobre
diferentes microorganismos.

Concentracion de extracto (mg de extracto seco/mL
solucion)

Microorganismo | Tipo 15 |121 [084 (068 |052 |0,35 |0,18 |0,09

S. cerevisiae Levadura - - - - + + + +

L. innocua Bacilo - - + + + + + +
Gram (+)

S. aureus Coco - - + + + + + +
Gram (+)

E. coli Cocobacilo | + + + + + + + +
Gram (-)

Se marcara con un “-” para los volimenes de extracto en los cuales no hubo crecimiento microbiano, mientras que

con un “+” para aquellos donde si hubo crecimiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 14, el extracto acuoso de cascara de
palta Hass presenta un efecto inhibidor cuando se encuentra en altas concentraciones en todos
los microorganismos, exceptuando para el caso de la bacteria Escherichia coli, lo que sugiere
que las bacterias Gram negativas presentan una mayor resistencia a los compuestos
antimicrobianos de este extracto. Esto podria explicarse por la estructura mas compleja de las
bacterias Gram negativas, que poseen una membrana externa adicional que actla como barrera

protectora frente a compuestos hidrofobicos, como los fenoles presentes en el extracto.

En contraste, Saccharomyces cerevisiae, una levadura fermentadora de aztcares, mostrd

ser el microorganismo mas sensible a los cuatro analizados, debido a que no hay crecimiento
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microbiano hasta la concentracion 0,52 (mg/mL) del extracto, en donde comienza a observarse
colonias muy chicas, pero esparcidas por toda la superficie de agar. Vale decir, que la CMI para
el caso de S. cerevisiae es 0.68 mg/mL de extracto de cascara de palta Hass, equivalente a 25,2
mg GAE/g en base seca (Tabla 13). En anexo 4; Tabla 1 es posible observar que en la
concentracion 0,52 (mg/mL) del extracto las colonias son muy pequefias y con 0,35 mg/mL se
comienzan a observar colonias de mayor tamafio, por lo que, a mayor concentracion de extracto
de cascara de palta las colonias de levadura crecen mas lento hasta que dejan de crecer. Esto
indica que este extracto es efectivo contra S. cerevisiae en concentraciones moderadas. Esto
puede explicarse por la capacidad de los compuestos fendlicos para alterar la estructura de las
membranas celulares de las levaduras, que son mas simples en comparacion con las bacterias.
El crecimiento retardado de las colonias de levadura observado a concentraciones inferiores de
extracto sugiere un efecto sobre las células eucariotas que de por si crecen mas lento en
comparacion con las bacterias, con disminucién en el tamafio de las colonias a medida que
aumenta la concentracién del extracto, lo que confirma la eficacia del extracto en este tipo de
microorganismo. Resultados similares se observaron en estudios realizados por Sepulveda et al.
(2024), donde el cinamaldehido, principio activo del extracto de canela, fue mas efectivo sobre

S. cerevisiae que sobre las bacterias L. innocua y E. coli.

Tabla 15. Resultados método de dilucion en agar frente a levadura S. cerevisiae.

2

Réplica

Para Listeria innocua, un bacilo gram positivo, la inhibicion del crecimiento ocurre a

concentraciones iguales o mayores a 1,21 mg/mL, mientras que concentraciones menores
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permiten el crecimiento bacteriano. Esto indica que la céscara de palta tiene una capacidad

antimicrobiana moderada contra esta bacteria, similar a la que se observa para S. aureus.

Staphylococcus aureus, otro coco gram positivo, sigue el mismo patron que Listeria
innocua, con inhibicidn del crecimiento bacteriano a concentraciones de 1,21 mg/mL o mayores.
Esto sugiere que las bacterias gram positivas requieren concentraciones similares del extracto
para ser inhibidas, mostrando una cierta consistencia en la respuesta de este tipo de bacterias al

extracto de cascara de palta.

Listeria innocua y Staphylococcus aureus son bacterias Gram positivas que se destacan
por tener una Unica membrana celular rodeada por una capa de peptidoglicano y ademas una
pared celular compuesta por una gruesa capa de esta misma. Se pudo observar en la Tabla 14
que ambas bacterias que son relativamente sensibles al extracto de cascara de palta debido a que
no hay crecimiento bacteriano para ambos casos hasta la concentracion de 0,84 (mg extracto
seco/mL de solucion), es decir que corresponde a una CMI de 42,0 mg GAE/g en base seca
(Tabla 9). Luego, como es posible de apreciar en Anexo 4; Tabla 2 y 3, hay un crecimiento
gradual de las colonias de bacterias, es decir, que, a mayor concentracion de extracto, menor
proliferacion de colonias y las colonias tienden a ser mas pequefias cuando se tiene una
concentracion mas alta de este extracto. Esto refuerza la idea de que las bacterias Gram
positivas, con su pared celular mas gruesa de peptidoglicano, son mas susceptibles a los
compuestos fendlicos en comparacién con las Gram negativas. Los estudios sugieren que los
fenoles alternan la sintesis de la pared celular y la integridad de la membrana de estas bacterias,
impidiendo su proliferacién (Rita Cava-Roda et al, 2021).

Finalmente, Escherichia coli (cocobacilo gram negativo) es el microorganismo
mas resistente al extracto, ya que su crecimiento no se inhibe incluso a concentraciones de 1.56
mg/mL. Esto puede sugerir que las bacterias gram negativas, como E. coli, son menos sensibles
a los compuestos fenolicos presentes en la cascara de palta, lo que podria deberse a la diferencia
en la estructura de sus membranas celulares en comparacion con las bacterias gram positivas.
E. coli posee una membrana celular interna y externa separadas por una delgada capa de
peptidoglicano, y en su membrana externa posee lipopolisacaridos que han demostrado que
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generan esta resistencia a los compuestos antimicrobianos en otros estudios (Rita Cava-Roda et
al, 2021; Francisco Sepulveda et al., 2024).

Aunque previamente se menciono que no se logro determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la bacteria Gram negativa Escherichia coli, los resultados presentados
en el Anexo 4; Tabla 4 sugieren una sensibilidad de esta bacteria al extracto acuoso de cascara
de palta. A medida que se reduce la concentracion del extracto, se observa un aumento en las
unidades formadoras de colonia, junto con la aparicion de colonias mas pequefias que no se
observan en concentraciones mas altas. A pesar de no haberse alcanzado una inhibicion total en
el rango de concentraciones estudiadas, los resultados indican que un aumento adicional en la
concentracion del extracto podria lograr la inhibicion completa de la proliferacion bacteriana de

E. coli.

Dado lo anterior, los resultados obtenidos sugieren que el extracto de cascara de palta
corresponde a una buena fuente de agentes antimicrobianos naturales. Este hallazgo se respalda
con la nocién de que las plantas y sus frutos albergan una diversidad de compuestos bioactivos,
derivados de sus sistemas de defensa contra patégenos y herbivoros. Se han documentado que
los flavonoides, fenoles, taninos, alcaloides y saponinas presentes en las plantas poseen
propiedades antimicrobianas significativas (Davicino R., Mattar M., 2007).
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7. Conclusiones

La investigacion sobre la extraccién optimizada de compuestos fendlicos asistida por
ultrasonido a partir del exocarpio de palta Hass ha proporcionado valiosos conocimientos sobre
la mejora de los procesos de extraccion de fenoles y su potencial actividad antimicrobiana y
antioxidante. A través de un disefio de experimentos que varié la concentracion de etanol como
solvente y el tiempo de extraccion, se demostrd que la extraccion optimizada, utilizando una
concentracion de etanol al 50% v/v y un tiempo de extraccion de 15 minutos, result6 en la mayor

concentracion de fenoles totales medida en acido galico, alcanzando 42 mg GAE/g en base seca.

Ademas, se evaluo la capacidad antioxidante del extracto mediante los métodos ORAC y
DPPH, con resultados significativos que respaldan su potencial como agente antioxidante. Se
determiné que el extracto de cascara de palta posee una cantidad considerable de antocianinas,
como se cuantifico mediante el método de pH-diferencial, lo que amplia su perfil antioxidante

y su potencial para aplicaciones nutricionales y de salud.

La evaluacion de la capacidad antimicrobiana del extracto optimizado revel6 resultados
prometedores. Para Listeria innocua y Staphylococcus aureus, se identifico una CMI de 42,0
mg GAE/g en base seca, mientras que para Saccharomyces cerevisiae fue de 25,2 mg GAE/g
en base seca. Aunque no se logr6 determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para
Escherichia coli, se observé una clara reduccion en el crecimiento bacteriano con el aumento
de la concentracion del extracto, por lo que se sugiere para una proxima investigacién aumentar
aun mas la concentracion de cascara de palta para asi determinar esta CMI. Estos hallazgos
sugieren un potencial significativo del extracto de cascara de palta como agente antimicrobiano
contra una variedad de microorganismos tanto patégenos como como no patdégenos que son

capaces de deteriorar las propiedades organoléptica de los alimentos.

En conjunto, los resultados de esta investigacion respaldan que se acepta la hipotesis
planteada anteriormente en este estudio. Vale decir, los compuestos fenolicos presentes en la
cascara de palta variedad Hass que fueron obtenidos mediante una extraccion asistida por

ultrasonido en condiciones optimizadas poseen propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
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Estos hallazgos no solo contribuyen al conocimiento cientifico en el campo de la extraccion de
compuestos fendlicos, sino que también tienen implicaciones importantes para la industria
alimentaria y de salud publica. Debido a que esta matriz alimentaria normalmente es un
desperdicio, lo cual ahora se demostré que puede ser utilizada por la industria alimentaria y
nutracéutica para prevenir enfermedades y ademas para retardar la oxidacién e inhibir la

proliferacion microbiana de ciertos microorganismos deteriorantes y/o patdgenos.
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9. Anexos

9.1. Materiales y Meétodos

Tabla 1. Disefio experimental de extracciones de cascara de palta Hass otorgado por

Statgraphics.

N° | Concentracion Tiempo Concentracion Tiempo
de EtOH % (min) de EtOH % (min)

1 1 1 50 15

2 -1 -1 0 5

3 0 0 25 10

4 -1 1 0 15

5 1 0 50 10

6 |0 -1 25 5

7 1 -1 50 5

8 |-1 0 0 10

9 |0 1 25 15

Tabla 2. Preparacion de la curva patron de acido gélico a partir de una disolucién concentrada
de 1000 pg/mL (disolucion madre) para la determinacion de fenoles totales en muestra de

cascara de palta Hass.

Reactivos
N° B| 1 2 3 4 5 6 7
Disolucion madre (mL) 0105 1 (15| 2 |25 3 4
Agua destilada (mL) 10195 9 |85 8 | 75| 7 6
Concentracion de &cido galico
0 | 50 [ 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 400
(Hg/mL)
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Tabla 3. Soluciones a preparar para la ejecucion de cuantificacion de la capacidad antioxidante

mediante el método DPPH para la muestra de c&scara de palta Hass.

Control | Blanco | Muestra
Extracto 0 mi 0,1 mL 0,1 pL
DPPH 3,9 mL 0mL 3,9 L
Metanol 0,1 mL 3,9 mL O uL
Volumen total 4 mL 4 mL 4 mL

Tabla 4. Curva de calibracién estandar trolox.

Solucién | Alicuota (ml) Volumen matraz (mL) | Concentracion
1 0,5 mL de solucion Stock | 10 100

2 5 mL de solucion 1 10 50

3 5 mL de solucion 2 10 25

4 5 mL de solucion 3 10 12

9.2. Método de superficie de respuesta

Tabla 1. Indicadores estadisticos del anélisis de varianza (ANOVA) para la respuesta de fenoles

totales.
Indicadores estadisticos
R-Cuadrada 94,07%
R-Cuadrada (ajustada por g.l.) 88,15%
Error estandar del est. 3640,97
Error absoluto medio 1985,18
Estadistico Durbin-Watson 1,58402 (P=0,7751)
Autocorrelacion residual de Lag 1 | -0,193876
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Tabla 2. Anélisis de la varianza (ANOVA) hecho por el programa Statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A-Etanol 5,92029E8 1 5,92029E8 44 66 0,0026
B:Tiempo 1,3120E8 1 1.3120E8 920 0,0346
AA 1,00751E7 1 1,00751E7 0,76 04325
AB 1,08161E8 1 1,08161E8 8.16 0,0461
Error total 5,30268E7 4 1,32567E7

Total (corr.) |8.94582E8 8

9.3. Resultados capacidad antioxidante por método DPPH

Curva Trolox
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Figura 1. Curva de calibracion lineal de Trolox
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9.4. Resultados capacidad antioxidante por método ORAC

Trolox Curve
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Figura 1. Curva de calibracidn lineal de Trolox

Tabla 1. Formula de la curva de calibracién lineal de trolox otorgada por el equipo de ORAC.

Curve Name Curve A B R2
Formula
Trolox Curve Y=A*X+B 0,28 12,6 0,992
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9.5. Resultados del método de dilucion en agar

Tabla 1. Resultados frente a levadura S. cerevisiae.

Vol. de | Réplica 1 Réplica 2
extract
o (mL)
2 mL

1,5mL
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1mL

0,6 mL
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0,4 mL

0,2 mL

0,1 mL
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Tabla 2. Resultados frente a bacteria L. innocua.

Vol. de | Réplica 1 Réplica 2
extract
o (mL)
2 mL

1,5mL
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0,4 mL

0

0
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Tabla 3. Resultados frente a bacteria S. aureus.

Vol. de
extract
o (mL)

Réplica 1

2mL

1,5mL

Réplica 2
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1mL

0,8 mL

0,6 mL
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0,4 mL

0,2 mL

0,1 mL
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Tabla 4. Resultados frente a bacteria E. coli.

Vol. de | Réplica 1 Réplica 2
extract
0 (mL)

2 mL

1,5mL
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1 mL

0,8 mL

0,6 mL
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0,4 mL

0,2 mL

0,1 mL
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9.6. Recuento microbiolodgico

Ecuacion para la cuantificacion de nimero de bacterias por mL medidas como unidades
formadoras de colonias/mL (UFC/mL):

X

1 1
D VSiembra
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