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RESUMEN

La cascara de aguacate constituye una fuente econdémica potencial para la obtencion de
ingredientes funcionales o compuestos fendlicos (CF). Sin embargo, la microestructura
de los tejidos vegetales juega un papel importante en la bioaccesibilidad de los CF y
gran parte de ellos permanecen asociados a la fraccion indigestible (FI). Los CF
asociados a la FI podrian liberarse en el intestino grueso por accién de la microbiota y
proteger contra el estrés oxidativo. En este sentido, el objetivo de este estudio fue
evaluar la bioaccesibilidad y actividad antioxidante (AA) de los CF de la cascara de
aguacate cv. 'Hass' y caracterizar la Fl. Se determind el contenido de CF y taninos a
partir de extractos metanolicos de la cascara, asi como la AA. La bioaccesibilidad se
evalu6 mediante digestion in vitro y la FI, como la suma de polisacaridos no amiléceos,
lignina, proteina resistente, cenizas y CF. El contenido de CF totales de la céscara fue
6.11% de la materia seca de los cuales el 0.74% fueron taninos hidrolizables y
condensados que juntos mostraron una AA de 275.02 umoles equivalentes trolox (ET)/g
de peso seco (ps). Los principales componentes de la FI fueron polisacaridos no
amilaceos (54.73%) y lignina (23.19%). El contenido fendlico de la FI fue 3.86%
equivalente al 63.2% del total de CF de la céascara. Esta porcion de CF fue superior a la
fraccion bioaccesible (33%). De igual forma, los CF de la FI presentaron mas AA que
los CF bioaccesibles (108.72+8.11 pumoles ET/g ps). La AA de los CF presentes en la Fl
medida con el ensayo FRAP fue 424.73 pumoles ET/g ps. Los resultados sugieren el
potencial de la cascara de aguacate como fuente de CF con posible impacto en la salud

intestinal.

Palabras clave: Cascara de aguacate, fraccion indigestible, bioaccesibilidad,
compuestos fenolicos, actividad antioxidante.



ABSTRACT

Avocado peel is a potential economical source to obtain functional ingredients or
phenolic compounds (PC). However, the microstructure of plant tissue plays an
important role in the bioaccesibility of the PC and most of them remain within the
indigestible fraction (IF). The PC associated to IF could be released in the large intestine
by the action of the microbiota and protect against oxidative stress. In this sense, the
objective of this study was to evaluate the bioaccesibility and antioxidant activity (AA)
of PC of avocado peel cv. 'Hass' and characterize the IF. The PC content, tannins and
AA were determined from extracts of avocado peel; the bioaccesibility was evaluated by
in vitro digestion and the IF, as the sum of non-starch polysaccharides, lignin, resistant
protein, ash and PC. Peel PC content was 6.11% of which tannins hydrolysable and
condensed content was 0.74% showing together AA of 275.02 pmols trolox equivalents
(TE)/g dry weight (dw). The major components of IF were non-starch polysaccharides
(54.73%) and lignin (23.19%). Phenolic content of the IF was 3.86% that equal to 63%
of the total found in the peel. This portion of PC is higher than the bioaccessible fraction
(33%). Similarly, the AA of PC contained in the IF was higher than the bioaccessible
PC (108.72+8.11 pmols TE/g dw). The AA of PC associated to FI by FRAP assay was
424.73 umols TE/g dw. The results suggest the potential of avocado peel as source of

PC with possible impact on intestinal health.

Keywords: Avocado peel, indigestible fraction, bioaccessibility, phenolic compounds,
antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana) cv. 'Hass' es una de las frutas de mayor importancia en
México desde el punto de vista nutricional y economico (Villa-Rodriguez et al., 2011).
La industria alimentaria ha mostrado interés en el procesamiento de este fruto para
aumentar el valor agregado y rentabilidad del cultivo (Rodriguez-Carpena et al., 2011).
Sin embargo, tanto la industrializacion del aguacate como el consumo directo han
propiciado la generacion de grandes cantidades de cascara como subproducto, lo cual
repercute negativamente en el medio ambiente y constituye un costo por su disposicién

sanitaria.

Los subproductos de algunos frutos concentran gran cantidad de compuestos de
importancia en la alimentacién y en la salud humana, entre ellos, los compuestos
fendlicos (Balasundram et al., 2006; Ayala-Zavala et al., 2011). Sin embargo, los
subproductos del aguacate han recibido poca atencion, especialmente la céscara del
fruto, siendo la semilla y la porcion comestible los puntos focales de los reportes
existentes. El contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de la cascara
de aguacate se ha investigado por algunos autores (Golukcu y Ozdemir, 2010; Wang et
al., 2010; Rodriguez-Carpena et al., 2011; Wang et al., 2012). Encontrandose,
cantidades superiores respecto a otros subproductos como céscara de uva (Santos et al.,
2011), corteza de papa roja (Singh y Saldafa, 2011) y cascara de naranjilla (Contreras-
Calderoén et al., 2011). Estos subproductos han sido considerados en la literatura como
fuente de compuestos fendlicos, lo cual sugiere el potencial de la cascara como fuente de

estos bioactivos.

Los principales compuestos fendlicos que se han encontrado en la cascara de
aguacate son oligdbmeros de procianidinas, catequina, epicatequina y éacido 5-O-
cafeoilquinico (Hirasawa et al., 2008; Wang et al., 2010; Kosinska et al., 2012). Debido



a los grupos funcionales que poseen en su estructura, estos compuestos pueden asociarse
a los componentes de la matriz vegetal formando complejos con proteinas y
polisacaridos (Sanchez-Alonso et al., 2007; Vitaglione et al., 2008; Goiii et al., 2009).
Este tipo de interacciones puede repercutir en la digestibilidad de macronutrientes y en
la bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos. La bioaccesibilidad se define como
aquella fraccion de compuestos que son liberados de la matriz alimentaria en el tracto
gastrointestinal y se encuentran disponibles para su absorcion (Shim et al., 2009).
Cantidades significativas de compuestos fendlicos se absorben en el intestino delgado
(Gee y Johnson, 2001); sin embargo, una gran proporcion de compuestos fenolicos de la
dieta aparentemente no se absorbe y se concentra en el colon junto con otros compuestos
no digeribles de los alimentos (Gee y Johnson, 2001). En este sentido, la fraccién
indigestible fue definida como la parte de los vegetales que no se digiere ni se absorbe
en el intestino (Saura-Calixto et al., 2000). Los principales componentes de la fraccion
indigestible son polisacaridos no amilaceos, proteina resistente, cenizas y CF.
Actualmente, se sabe que los compuestos fendlicos que permanecen en la fraccion
indigestible pueden liberarse mediante procesos fermentativos de la microbiota, lo cual

puede tener efectos significativos en la salud intestinal (Saura-Calixto, 2010).

La concentracion de compuestos fendlicos de distintas matrices vegetales se define
comUnmente a partir de su extracto hidrofilico; no obstante, los compuestos fenélicos
bioaccesibles y los que permanecen ligados a la fraccion indigestible, no son
considerados en los ensayos de extraccion quimica convencionales (Arranz et al., 2009).
La ventaja de diferenciar el tipo de compuestos fenolicos podria servir para definir el
uso adecuado de los subproductos agroindustriales, ya sea como ingredientes
funcionales, como vehiculo para liberar antioxidantes en el intestino grueso o
simplemente como una matriz para obtener extractos ricos en compuestos fendlicos. Por
lo anterior, en consideracion de las caracteristicas estructurales de la cascara de aguacate
(alto contenido de fibra), hipotéticamente gran parte de los CF permanecen en la Fl y la
cascara de aguacate podria utilizarse como una matriz natural con beneficios a la salud
intestinal. En este sentido, el objetivo de este estudio consistio en evaluar la
bioaccesibilidad in vitro y actividad antioxidante de los CF de la cascara de aguacate cv.

'Hass' y caracterizar su fraccion indigestible.



ANTECEDENTES

Valor Nutritivo e Importancia Econdémica del Aguacate cv. 'Hass'

El fruto de aguacate cv. 'Hass' es uno de los cultivares mas populares en el mundo
(Dreher y Davenport, 2013). Contiene gran variedad de nutrientes esenciales como
acidos grasos insaturados, proteinas, vitaminas, minerales y fibra dietética.
Adicionalmente, proporciona diferentes fitoquimicos antioxidantes como carotenoides,
fitoesteroles, tocoferoles y compuestos fendlicos (Lee et al., 2004; Liu, 2004; Villa-
Rodriguez et al., 2011). EI consumo de frutos ricos en estos compuestos ha demostrado
una relacién inversa con la incidencia de enfermedades cardiovasculares y distintos tipos
de cancer, por esta razén el consumo de aguacate se ha relacionado con efectos
protectores de la salud humana (Griinewald y Beal, 1999; Ding et al., 2009; Yabhia,
2010). En este sentido, por sus caracteristicas intrinsecas (alto valor nutricional y
terapéutico) el aguacate podria considerarse como un alimento funcional (Dreher y
Davenport, 2013).

La divulgacion de los efectos benéficos de una alimentacion saludable y la
tendencia del consumidor hacia productos sanos y naturales, han estimulado el consumo
y demanda de aguacate a nivel mundial (SAGARPA, 2011). De los 4 millones de
toneladas de aguacate producidas en el mundo durante el 2010, Meéxico contribuy6 con
el 34% a la produccion global y el cultivo se convirtio en el segundo mas exportado del
pais y el quinto con mayor produccion en el territorio nacional. México también ocupa el
primer lugar en consumo de aguacate, se estima que el consumo per capita por habitante
es alrededor de 10 kg/afio. Lo anterior, ha propiciado un aumento en las superficies
plantadas asi como un incremento progresivo en los voliumenes cosechados,
pronosticandose un aumento en el futuro tanto en su cultivo como en su

industrializacion.



La Industrializacion del Aguacate

El aguacate es un fruto muy apreciado por su sabor delicado y dulce, generalmente de
consumo fresco, pero también como ingrediente en ensaladas y en la pasta conocida
como guacamole (Guzman-Geronimo et al., 2008). Actualmente, la comercializacion
del aguacate procesado se esta desarrollando en diferentes partes del mundo sobre todo
en las regiones productoras de aguacate. Los productos que se elaboran son pulpas
deshidratadas donde se utilizan distintos métodos como el de liofilizacion, aspersion,
deshidratacion osmotica, deshidratacién por microondas y otros en forma combinada
(Grajales-Lagunes et al., 1999; Jacobo-Velazquez y Hernandez-Brenes, 2011). De igual
forma, la pulpa del aguacate se esta procesando para extraer el aceite mediante procesos
de centrifugacién o prensado hidraulico, en este caso la pulpa se deshidrata ya sea por
deshidratacion solar, microondas o por secado por aspersion (spray drier) vy

posteriormente se extrae el aceite (Eyres et al., 2001).

Otros productos procesados son la pulpa congelada, en pasta y en rodajas,
guacamole y aceite extra virgen (Olaeta, 2003). La variedad 'Hass' se ha considerado la
mas adecuada para estos procedimientos por su alto contenido de pulpa y aceite. Para la
elaboracion de estos productos se destina el 16% de la produccién de aguacate y a partir
de este volumen, se obtienen 75 mil toneladas de productos con un valor de 73.7
millones de délares (CONAPA, 2010). Sin embargo, el problema que enfrenta la
industria del aguacate es que no cuenta con la capacidad técnica para el
aprovechamiento integral del fruto, lo que repercute negativamente en el medio
ambiente debido a la generacion de grandes cantidades de subproductos que

contaminan, suelos, agua de rios, lagunas y corrientes subterraneas.
Subproductos del Aguacate
Un subproducto es un residuo de la produccion que se puede utilizar directamente sin

ningun otro tratamiento, o bien, puede ser transformado para otra aplicacion industrial

(Santana-Méridas et al., 2012). Las actividades industriales generan una gran variedad



de subproductos (800,000 ton de residuos vegetales/afio), en la mayoria de los casos sin
aplicacion comercial y generadores de problemas ambientales (Ginés et al., 2008;
Herrero et al., 2010). Algunos residuos se utilizan para la formulacion de alimentos para
animales (Cerezal et al., 1995) pese a que son ricos en compuestos bioactivos benéficos
para la salud animal y humana (Machmudah et al., 2012). Por esta razon, existe el
interés en el aprovechamiento de los subproductos vegetales para obtener mayores

beneficios econdmicos y reducir el impacto ambiental (Cerezal y Duarte, 2005).

La mayoria de los subproductos presentan un contenido de compuestos bioactivos
similar o incluso mayor que la porcion comestible de los frutos (Ayala-Zavala et al.,
2011; Villa-Rodriguez et al., 2011). El consumo e industrializacion del aguacate
generan dos o tres subproductos: céscara, semilla y residuo seco de la extraccion del
aceite (pulpa desgrasada) (Rodriguez-Carpena et al., 2011). De acuerdo con reportes de
Bressani (2009), la cascara representa entre el 11 y 16% del peso de la fruta, la semilla
entre el 14 y 24% vy el residuo seco del 5 al 10%. Valores similares (Figura 1) fueron
obtenidos en el Laboratorio de Antioxidantes y Alimentos Funcionales del Centro de
investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (datos ain no publicados). Las
distintas fracciones del fruto podrian ser aprovechadas para la obtencion de compuestos
bioactivos con aplicaciones en el desarrollo de suplementos alimenticios o como

ingredientes funcionales para el desarrollo de alimentos saludables.

La Cascara de Aguacate Como Potencial Fuente de Compuestos Bioactivos

El consumo directo del aguacate como fruta fresca o procesada genera grandes
cantidades de cascara. Considerando que durante el 2013 la produccion nacional de
aguacate cv. 'Hass' fue de 1,423,005.93 toneladas (SAGARPA, 2013) y que la cascara
del fruto representa entre un 11 y 16%, teéricamente, se estarian desechando 192,106.00
toneladas de cascara al afio. A pesar de que existe interés en la recuperacion de los
subproductos vegetales para ser utilizados como fuente de compuestos bioactivos, la

cascara del aguacate 'Hass' ha recibido muy poca atencién y la informacion existente no
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Figura 1. Constituyentes en porcentaje del fruto de aguacate cv. 'Hass' obtenidos en el
Laboratorio de Antioxidantes y Alimentos Funcionales del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C.



estd muy disponible en la literatura. Bressani et al. (2009) y Rodriguez-Carpena et al.
(2011) reportaron valores de la composicion quimica proximal de la céscara de
aguacates cv. 'Hass' cultivados en Colombia y Espafia, respectivamente (Cuadro 1).
Estos autores, informaron que la humedad de este subproducto oscila alrededor del 75
%, mientras que la grasa y proteina varian del 1 al 2 %, segln la region de cultivo del
fruto. El contenido de cenizas es de 0.85 a 1.45 % y el contenido de fibra es

relativamente alto (12.28%).

Lo anterior, sugiere el bajo valor nutritivo de esta materia prima. Sin embargo, se ha
reportado que la cédscara de aguacate contiene cantidades apreciables de compuestos
bioactivos (Wang et al., 2010). Los compuestos bioactivos cumplen funciones en el
cuerpo que pueden promover la salud, produciendo bienestar o reduciendo el riesgo de
padecer alguna enfermedad (Hooper y Cassidy, 2006). Algunos procedimientos para la
obtencion de compuestos bioactivos de subproductos vegetales han sido patentados
(Cuadro 2). La cascara de cacao (Nakamura et al., 2008) y residuos de la industria
procesadora de bayas (Zufiiga et al., 2013) son algunos ejemplos de subproductos
vegetales que se han aprovechado para la obtencion de compuestos bioactivos con
aplicaciones alimentarias, incluyendo fibra dietética soluble y compuestos fendélicos
(Cuadro 2).

En la céascara de aguacate se han encontrado compuestos bioactivos como:
clorofilas, carotenoides y compuestos fenolicos (Wang et al., 2010). Los compuestos
fenolicos se han estudiado extensivamente en términos de su uso potencial en la
prevencion y el tratamiento de diferentes enfermedades (Liu, 2013). Esto ha propiciado
que en la ultima década numerosas investigaciones se enfoquen en estudiar un sinfin de
matrices vegetales como fuente de compuestos fendlicos, especialmente las frutas y los
subproductos de su procesamiento. Se ha reportado, que el epicarpio de varios vegetales
contiene mas compuestos fendlicos que la porcion comestible. Por ejemplo, Gorinstein
et al. (2001) encontraron que el contenido de compuestos fenolicos de las cascaras de

limones, naranjas y toronjas fue 15% superior al de las frutas sin cascara.



Cuadro 1. Composicion quimica* (%) de la cascara de aguacate cv. 'Hass'.

Regidn de cultivo Humedad Grasa Proteina Cenizas Fibra cruda
Colombia 75.96 1.01 1.77 0.85 -
Espafia 75.75 2.22 2 1.47 12.28%

*Valores expresados en base hiimeda.



Cuadro 2. Patentes que promueven el aprovechamiento de subproductos vegetales como fuente de compuestos bioactivos para
aplicaciones alimentarias.

Fuente vegetal

Compuestos
bioactivos

Aplicacion

No. de patente

Inventores

Residuos de industria
procesadora de bayas

Cascara de cacao

“Mezcla de vegetales y
subproductos

Pulpa y aguas
residuales de la
produccidn de aceite de
oliva
Orujo de arandano

Orujo de uva

Compuestos fendlicos

Fibra dietética soluble

Complejo fenoles-
proteinas
" Mezcla de
antioxidantes

Antocianinas y fibra
dietética

Fibra dietética con
antioxidantes
asociados

Antioxidantes en
productos susceptibles a
la oxidacion.

Fortificacién de bebidas
Suplemento dietético

Mejoramiento de la
actividad antioxidante en
aceite de oliva

Suplemento dietético
(CRAN-MAX)

Suplemento dietético
(GADF)

WO 2013171545 Al

EP 1352570 B1
US7226626 B2

US6358542 B2

US6440467 B2

WO 1999025209 Al

(Zufiiga y Soto, 2013)

(Nakamura y Nagaoka, 2008)
(atcillay Gluck, 2007)

(Cuomo y Rabovskiy, 2002)

(Mann, 2002)

(Larrauri y Saura-Calixto, 1999)

" Alforfon, semillas de girasol, soja, lupulo, semillas de mostaza, semillas de algodén, mani, semillas de cartamo, colza y semillas de lino.
Oleuropeina, acido galico, tirosol, acido hidroxitirosol.



En otro estudio realizado por Ribeiro et al. (2008) encontraron que la céscara y la
semilla de Mango 'Uba’ contienen 0.0572 y 0.08254 mg/g de materia seca de
compuestos fendlicos, estos valores fueron de 4.6 y 7.3 veces mas altos que los de la
pulpa, respectivamente. Li et al. (2006) informaron que el contenido de compuestos
fendlicos en las céscaras de granada es igual a 249.4 mg/g en comparacion con solo 24.4
mg/g de la pulpa. Otros autores también reportan un contenido mayor de compuestos
fenolicos en la cascara de otras frutas respecto a la fraccion comestible (D’Abrosca et
al., 2007; Del Caro y Piga, 2008; Contreras-Calderén et al., 2011). Adicionalmente,
Hirasawa et al. (2008) reportaron que la cascara de aguacate posee considerablemente
cantidades mas altas de compuestos fenolicos que otras porciones de la fruta. En este
sentido, es generalmente aceptable que los subproductos vegetales son una fuente
abundante de compuestos fenolicos y la cascara de aguacate podria ser una de ellas. Si
este enfoque es posible, el uso de este subproducto como fuente de compuestos
fendlicos podria ser de beneficio econdmico considerable para los productores de

aguacate o industrias procesadoras de aceite, pulpas congeladas o guacamole.

Compuestos Fendlicos (CF) de la Cascara de Aguacate

Los CF son los antioxidantes mas abundantes en la dieta y estan presentes en todos los
tejidos vegetales (Scalbert et al., 2002). Estos fitoquimicos, se sintetizan durante el
metabolismo secundario de las plantas cuando son expuestas a la radiacion ultravioleta,
dafos fisioldgicos por patdgenos o algun otro tipo de estrés (bidtico o abiotico) (Yedidia
et al., 2008; Das et al., 2012). Estructuralmente, los CF contienen un anillo aromatico
con uno 0 mas grupos hidroxilos sustituyentes que pueden variar desde moléculas
simples hasta grandes compuestos polimerizados (Figura 2). Segun su estructura, se
clasifican en: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y taninos (hidrolizables

y condensados) (Balasundram et al., 2006; Palafox-Carlos et al., 2011).

Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos subgrupos segun su estructura: acidos

hidroxibenzoico y los acidos hidroxicinamicos (Leon-Gonzélez et al., 2013). Respecto a
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Figura 2. Estructuras quimicas de los principales tipos de compuestos fendlicos.

Modificado de Scarlbert y Williamsom (2000).
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los flavonoides, son el mayor grupo de compuestos fendlicos de las plantas (Martins et
al., 2011). Las variaciones en su estructura dan como resultado las principales clases de
flavonoides, es decir, flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas, y
antocianidinas (Bravo, 1998). En la Figura 2 se observan ejemplos de CF mas comunes
presentes en los vegetales. Como se puede observar, los CF varian ampliamente en su
estructura, desde los mas simples (mondémeros y oligomeros) hasta grandes moléculas

polimerizadas de alto peso molecular como los taninos hidrolizables y condensados.

Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos, provienen de la
esterificacion de CF como é&cido géalico o elagico, respectivamente (Hartzfeld et al.,
2002). Respecto a los taninos condensados o proantocianidinas, provienen de la
esterificacion de flavonoides, como las catequinas o flavan-3-oles (Scalbert et al., 2002).
Estos compuestos presentan diversos grados de polimerizacion y pesos moleculares
superiores a 300 unidades de masa atomica. Los CF de bajo peso molecular como
monomeros y oligomeros, asi como algunas fracciones poliméricas son facilmente
extraibles y solubles en solventes organicos (Arranz et al., 2010; Saura-Calixto, 2011).
Mientras que los CF de alto peso molecular como taninos hidrolizables vy
proantocianidinas se encuentran asociados a las paredes celulares o formando complejos
con macromoléculas como proteinas y carbohidratos. En consecuencia, permanecen en
los residuos de la extraccion y para liberarlos de la matriz es necesaria la realizacion de

una hidrélisis acida.

Numerosas propiedades han sido atribuidas a los CF, entre ellas la actividad
antioxidante. Esta propiedad es debida a los grupos funcionales que poseen en su
estructura, que les permiten quelar metales, inhibir enzimas y capturar radicales libres
(Alamed et al., 2009). Algunos estudios asocian la actividad antioxidante de los CF con
la prevencion de enfermedades inflamatorias cronicas, ciertos tipo de céncer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Dai et al., 2006; Pascual-Teresa y
Sanchez-Ballesta, 2008; Pan et al., 2010). El conocimiento cada vez mas sustentado
sobre el papel que desempefian los antioxidantes en la salud, ha propiciado que muchas
investigaciones se enfoquen en el estudio de distintos materiales vegetales como

posibles fuentes de CF y otros compuestos bioactivos.
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En la c&scara de aguacate se ha reportado una concentracion de fenoles totales de
1,260 mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g peso fresco (Wang et al., 2010). En
comparacion con otros materiales vegetales descritos en la literatura como fuentes de
CF, la céascara de aguacate posee cantidades superiores de estos bioactivos. Por ejemplo,
el contenido de CF reportado en ardndano fue de 530 EAG mg/100 g, mientras que
verduras como la remolacha y zanahoria contienen 40 y 740 mg EAG/100 g,
respectivamente. Incluso, la cascara de uva (143 a 246 EAG/100 g) (Santos et al., 2011),
la corteza de papa roja (46.36 mg EAG/100 g) (Singh y Saldafia, 2011), cascara de
naranjilla (83.6 mg EAG/100 g) (Contreras-Calderon et al., 2011) y piel de manzana
'‘Golden Delicious' (Vieira et al., 2011) (128.33 mg EAG/100 g), presentaron una

concentracion menor de CF que la cascara aguacate cv. 'Hass'.

Adicionalmente, un analisis de CF por GC-MS reveld la presencia de flavonoides
como catequina, epicatequina y &cidos clorogénicos en un extracto de la cascara
(Hirasawa et al., 2008). Igualmente, Terasawa et al. (2006) identificaron (+)-catequina y
(-)-epicatequina como los CF principales de la cascara de aguacate. Ademas, se ha
reportado la presencia de procianidinas, acidos hidroxibenzoicos y é&cidos
hidroxicinamicos (Rodriguez-Carpena et al., 2011). Dada la diversidad estructural de
estos compuestos y los mdltiples grupos funcionales que poseen, facilmente pueden
interactuar con macromoléculas de la matriz vegetal viéndose comprometida la
digestibilidad de ciertos nutrientes y su posible actividad bioldgica (Palafox-Carlos et
al., 2011). En este sentido, no es suficiente conocer la concentracion y tipo de CF para
definir si un subproducto podria utilizarse como ingrediente funcional, también los
distintos tipos de interacciones deberian de considerarse como punto critico en el disefio

de alimentos funcionales.

Interacciones Entre CF y Macromoléculas de la Matriz Alimentaria

Los CF por lo general estan presentes en la matriz alimentaria, en forma libre, como

glucésidos o asociados a los componentes de la pared celular (Ledn-Gonzalez et al.,
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2013). En los tejidos vegetales, los CF interactian principalmente con los carbohidratos
y proteinas (Manach et al., 2005). En general, la union no covalente de CF con
macronutrientes es impulsada principalmente por fuerzas de van der Waals (Bordenave
et al., 2014). Sin embargo, otro tipo de interacciones pueden darse dependiendo del tipo

de CF y macromoléculas.

Particularmente, los taninos hidrolizables y condensados se unen a proteinas ricas
en aminoacidos como prolina, glicina y &cido glutamico, asi como a péptidos por dos
interacciones importantes: puentes de hidrdgeno e interacciones hidrofébicas (Cheynier,
2005). Los puentes de hidrégeno se forman entre el grupo carbonilo de los péptidos y
los hidrégenos del grupo hidroxilo de los mondémeros del tanino. Mientras que la
interaccion hidrofdbica se da entre los aminoacidos neutros y los anillos aromaticos de
los taninos. Estas interacciones dependen de la preferencia de cada molécula de tanino

para arreglarse tridimensionalmente, asi como de su estado coloidal (Cala et al., 2010).

Una de las desventajas de la formacion del complejo tanino-proteina es la
disminucion en la absorcién de este macronutriente y es el principal motivo por el cual
la ingesta de taninos puede influir negativamente en la salud (Reed, 1995). En cambio,
en medicina se ha aprovechado esta interaccion para el tratamiento de Ulceras gastricas,
debido a que la formacién de este complejo protege el estbmago y brinda una mayor
resistencia a lesiones o irritacion quimica y mecanica (de Jesus et al., 2012). También,
los taninos interactian con minerales divalentes como el hierro no hemético, lo cual
constituye otra desventaja ya que se inhibe la absorcion de los metales (Perron y
Brumaghim, 2009). Esto puede llegar a ser un problema en poblaciones de riesgo como

anémicos y poblacion vegetariana.

Otra interaccibn muy comudn en alimentos de origen vegetal se da entre
polisacéridos o fibra dietética y CF. Los CF poseen anillos aromaticos hidrofobicos y
grupos hidroxilo hidrofilicos con la capacidad de unirse a los polisacaridos de la pared
celular (Serrano et al., 2009). Este tipo de interacciones puede darse por puentes de
hidrégeno (entre el grupo hidroxilo de los CF y los atomos de oxigeno de los enlaces
glucosidicos de los polisacaridos), interacciones hidrofdébicas y enlaces éster, éste Gltimo

entre acidos fenolicos y polisacaridos (Saura-Calixto, 2010). Los CF asociados a la fibra
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dietética se caracterizan por presentar diferentes propiedades biolégicas como capacidad
antioxidante en plasma y colon, ademas de otras propiedades relacionadas con la salud
(Saura-Calixto, 2010). Este tipo de asociacion ha sido aprovechada para el desarrollo de
alimentos saludables y suplementos dietéticos que combinan los efectos benéficos de la
fibra dietética y los CF (Sanchez-Alonso et al., 2007; Pérez-Jiménez et al., 2008). Sin
embargo, una de las desventajas de este tipo de interaccion es que la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de los CF puede verse afectada, lo que a su vez repercute en las
propiedades bioldgicas que puedan ejercer a nivel intestino delgado, entre ellas la

actividad antioxidante (Palafox-Carlos et al., 2011).

En este contexto, es de suma importancia tener en cuenta el tipo de interacciones
entre los CF y los constituyentes de la matriz alimentaria ya que no basta con valores
relativos de contenido fenolico para definir el uso potencial de los subproductos
vegetales. Informacion acerca del contenido de CF que puede liberarse de la matriz
vegetal en el tracto gastrointestinal puede dar informacién valiosa acerca del uso

potencial de la cascara de aguacate para diferentes fines alimenticios.

Bioaccesibilidad de CF

Los principales efectos bioldgicos atribuidos a los CF dependen principalmente de su
bioaccesibilidad en el tracto gastrointestinal, y en segundo lugar, de su biodisponibilidad
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Shim et al. (2009) definen la biodisponibilidad
como la cantidad de un determinado compuesto que estd presente en el intestino
humano, como consecuencia de su liberacion de la matriz del alimento, y que puede
atravesar la barrera intestinal. En cambio, la bioaccesibilidad se define como aquella
fraccion de compuestos que son liberados de la matriz alimentaria en el tracto
gastrointestinal y se encuentra disponibles para su absorcion (Figura 3a) (Shim et al.,
2009). La bioacccesibilidad de CF se ve afectada por diferentes factores tales como la
matriz alimentaria y las interacciones con otros componentes de los alimentos (Boyer y
Liu, 2004). En la literatura, la informacion sobre la bioaccesibilidad de CF de

subproductos vegetales es escasa. La bioaccesibilidad in vitro de CF ha sido evaluada en
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Figura 3. Destino de los compuestos fendlicos que se consumen en la dieta. (a) Los
compuestos son liberados de la matriz en el tracto gastrointestinal por accién de las
enzimas digestivas constituyendo la fraccion de compuestos fendlicos bioaccesibles
(Shim et al., 2009). (b) Los compuestos fendlicos que no son bioaccesibles permanecen
en la fraccion indigestible y podrian liberarse en el colon por efecto de la microbiota

(Saura-Calixto, 2010).
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otros vegetales como: higos frescos y secos (Ficus carica) (Kamiloglu y Capanoglu,
2013), pistachos (Mandalari et al., 2013) y manzana (Bouayed et al., 2011). Los
resultados fueron dependientes de la matriz analizada; en hongos la bioaccesibilidad fue
alrededor del 20%, en pistachos se obtuvo la liberacion total de CF en la fase duodenal y

en manzana un 55% fueron CF dializables.

Los resultados anteriores demuestran que gran parte de los CF de los vegetales
pueden absorberse en el intestino delgado pero este proceso es dependiente de la matriz
en la cual estén embebidos los CF. De hecho, la absorcion intestinal de CF se considera
muy variable, a menudo lenta y en gran medida incompleta (Scalbert et al., 2002). Por
ejemplo, cantidades significativas de quercetina, miricetina y kaempferol, son
absorbidas en el intestino (Gee y Johnson, 2001). Pero, una gran proporcion de CF de la
dieta sigue siendo aparentemente no absorbida en el intestino delgado, y pueden
concentrarse en el ileon y lumen colorrectales (Gee y Johnson, 2001). En este sentido, la
fraccion indigestible fue definida como aquella parte de los alimentos vegetales que no
se digiere ni se absorbe en el intestino delgado, sino que alcanza el colon
proporcionando un sustrato fermentativo para la microbiota (Saura-Calixto et al., 2000).

Los principales componentes de la fraccion indigestible son: polisacaridos no
amiléaceos, lignina, proteina resistente, cenizas y CF (Figura 4). La porcion de CF que
permanecen en la fraccion indigestible pueden liberarse en el intestino grueso por
accion de la microbiota (Figura 3b) (Saura-Calixto, 2010). Los CF que son liberados de
la fraccion indigestible pueden dar origen a metabolitos absorbibles como urolitinas A 'y
B, entre otros, que también han demostrado propiedades antioxidantes y
anticancerigenas (Cerda et al., 2005; Bialonska et al., 2009; Saura-Calixto, 2010). Los
CF que no son absorbidos y los metabolitos no fermentables permanecen cierto tiempo
en el lumen del colon donde podrian contribuir a un ambiente antioxidante minimizando
los efectos pro-oxidantes que se producen a nivel intestino grueso (Selma et al., 2009).
Cabe mencionar, que solamente los CF liberados de la matriz del alimento por la accién
de enzimas digestivas (intestino delgado) y la microflora bacteriana (intestino grueso)
son bioaccesibles en el intestino y potencialmente biodisponibles. Por lo tanto, la

comprension y conocimiento de la concentracién tanto de CF bioaccebibles como de los
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Figura 4. Componentes de la fraccion indigestible soluble e insoluble de los alimentos
vegetales (Saura-Calixto et al., 2000).
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que permanecen en la fraccion indigestible, es importante para definir la bioeficacia de
estos compuestos.

Por otra parte, la concentracion de CF de distintas matrices vegetales se define
comunmente a partir de su extracto hidrofilico; no obstante, las concentraciones de CF
bioaccesibles y ligados a la fraccion indigestible, no son considerados en los ensayos de
extraccion quimica convencionales. La ventaja de diferenciar el tipo de CF puede servir
para definir el uso adecuado de los subproductos agroindustriales, ya sea como
ingredientes funcionales, como vehiculo para liberar antioxidantes en el intestino grueso
0 simplemente como matriz para obtener extractos ricos en CF. Dada las caracteristicas
estructurales de la céscara (alto contenido de fibra), hipotéticamente gran parte de los
CF permanecen en la fracciéon indigestible. Si este enfoque es posible, la cascara de

aguacate podria utilizarse como una matriz natural para mejorar la salud intestinal.
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HIPOTESIS

La concentraciéon y actividad antioxidante de compuestos fendlicos de la cascara de
aguacate cv. 'Hass', es mayor en la fraccion indigestible con respecto a la fraccion

bioaccesible.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la bioaccesibilidad in vitro y actividad antioxidante de los compuestos fenolicos

presentes en la c&scara de aguacate cv. 'Hass' y caracterizar su fraccién indigestible.

Objetivos Especificos

- Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales (fenoles totales, taninos
hidrolizables y condensados) y actividad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) de la
cascara de aguacate cv. 'Hass'.

- Obtener y determinar la composicion quimica de la fraccion indigestible soluble e
insoluble de la cascara de aguacate.

- Extraer y cuantificar los compuestos fendlicos (fenoles totales, taninos hidrolizables y
condensados) de la fraccion indigestible y determinar su actividad antioxidante por los
métodos DPPH, ABTS y FRAP.

- Determinar la bioaccesibilidad in vitro de los compuestos fendlicos de la cascara de

aguacate y su actividad antioxidante.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se adquirieron frutos de aguacate (Persea americana) cv. 'Hass' en un mercado local de
Hermosillo, Sonora (México) los cuales se cosecharon en el mes de agosto del 2013 y se
seleccionaron (n=30) aleatoriamente. Los frutos se transportaron (5-7 °C) al Laboratorio
de Antioxidantes y Alimentos Funcionales, se lavaron y desinfectaron con una solucion
de hipoclorito de sodio (200 ppm de cloro libre, pH 7) durante 2 min y se secaron a
temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, se determinaron pardmetros fisicos y
quimicos para definir el estado de madurez de los frutos previamente a la obtencién de la

cascara.

Se midié el color, firmeza, contenido de materia seca y aceite. Las variables de
color CIE L*, a* y b* se midieron en tres puntos del epicarpio de 30 frutos utilizando un
colorimetro Minolta CR-300 (Konica Minolta Sensing, Inc., EUA). Los valores de a* y

b* se utilizaron para calcular el valor Croma (Croma= (a**+b*?)Y/2

) y el angulo Hue
(°Hue= tan™ (b*a* 1)) (Odriozola-Serrano et al., 2008). La firmeza se midié en tres
puntos de la regién ecuatorial de 10 frutos por el método de puncion utilizando un
penetrémetro Chatillon (modelo DFM50, Ametek Inc., EUA), al cual se le adaptd un
cilindro de cabeza plana de acero inoxidable con un diametro de 8 mm. Los resultados
se reportaron en Newtons (N). El contenido de materia seca se determind de acuerdo a la
metodologia seguida por Ozdemir y Topuz (2004). El contenido de aceite se establecio
por extraccion Soxhlet, utilizando éter de petréleo como lo describe la IUPAC (1979) en
el método 1.122. Los resultados se expresaron como porcentaje de materia seca y aceite,

respectivamente.
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Obtencion de la Cascara de Aguacate

Se obtuvo la cascara mediante pelado de la corteza de 30 frutos (peso del fruto entre 200
y 225 g) con ayuda de un cuchillo afilado y previamente sanitizado; se descartaron las
semillas y la porcion comestible. Posteriormente, 50 g de la céascara se utilizd para
determinar la composicién quimica proximal (humedad, lipidos totales, proteina, cenizas
y carbohidratos totales por diferencia). El resto de la cascara se congel6 a -80 °C por 24
h y se deshidrat6 en un liofilizador Labconco (modelo 1, Labconco Corp., Kansa City,
EUA) a -50 °C durante 72 h. Las muestras liofilizadas se trituraron en un procesador de
alimentos (marca Oster, 1655) para la reduccion del tamafio de particula (<100 pm).
Finalmente, las muestras de cascara se colocaron dentro de bolsas de polietileno, se
sellaron herméticamente (Impulse sealer, NT 300-2) y se almacenaron en desecador

hasta su analisis.

El contenido de humedad se determiné por el método 985.14 de la AOAC (1990) y
los lipidos totales por extraccion Soxhlet, utilizando éter de petréleo como lo describe la
IUPAC (1979) en el método 1.122. El contenido de proteinas se determind por
microKjeldahl utilizando el método 960.521 de la AOAC (1990) y el contenido de
cenizas mediante el método 942.05 (AOAC, 1990). Los resultados se expresaron como
% de materia seca. A partir de este punto metodoldgico, los experimentos posteriores se
organizaron en tres etapas. En la Figura 5 se muestra un esquema con la estrategia

experimental disefiada para el analisis de la cascara de aguacate.

Etapa 1: Contenido de CF y Actividad Antioxidante de la Cascara

Obtencion de Extractos Metanolicos

Se prepararon 6 extractos metandlicos de la cascara de acuerdo a la metodologia descrita
por Palafox-Carlos et al. (2012). Se utiliz6 1 g de muestra y se homogeneiz6 con 20 mL
de una solucién de metanol:agua (80:20, v/v) utilizando un Ultra Turrax®T25 (IKA

Works, EUA). El homogeneizado se colocd durante 30 min en un sonicador (Bransonic
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Figura 5. Esquema general de la estrategia experimental para la evaluacion de la cascara
de aguacate cv. 'Hass'.
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2510, EUA) y se centrifugé (centrifuga Beckman Coultier, Allegra™ 64R, EUA) a
9,400 g durante 15 min a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante y los residuos de la extraccién
se lavaron dos veces méas con 10 mL de metanol al 80% bajo las condiciones antes
descritas. Posteriormente, los sobrenadantes se filtraron a través de papel Whatman No. 1
y el volumen obtenido se enras6 a 30 mL con metanol al 80%. El extracto obtenido se
almaceno a -25 °C para ser utilizado en la determinacion de fenoles totales y actividad
antioxidante (Figura 6). Los pellets de la extraccion (6 residuos) también fueron

almacenados a -25 °C hasta la determinacion de taninos hidrolizables y condensados.

Determinacién de CF

Fenoles totales. El contenido de fenoles totales se determind de acuerdo al método de

Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Se mezclaron 15 pL de extracto con 75 pL
del reactivo Folin-Ciocalteu (1:10, v/v) y 60 pL de carbonato de sodio al 75% (p/v).
Después de 30 min se midid la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro FLUOstar
Omega (BMG Labtech, Durham, EUA). Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de peso seco (ps).

Determinacién de taninos hidrolizables y condensados. El contenido de taninos

hidrolizables y condensados se determind a partir de los residuos de la extraccion
metanolica de la cascara de acuerdo a Hartzfeld et al. (2002) y Reed et al. (1982),
respectivamente. Para la determinacion de taninos hidrolizables, tres de los pellets
recuperados en la extraccion metanolica se sometieron a una hidrélisis con 20 mL de
metanol y 2 mL de H,SO, concentrado durante 20 h a 85 °C bajo condiciones de
agitacion constante (bafio Thermo Scientific, modelo 270) (Hartzfeld et al., 2002).
Posteriormente, los hidrolizados se enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron
a 15,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado a través de papel
Whatman No. 1y colectado en un matraz aforado de 50 mL. El residuo se sometio a dos
lavados adicionales con 10 mL de agua destilada, en cada lavado, la muestra se
centrifugo y se filtro bajo las condiciones descritas anteriormente. ElI volumen que se

recuperd de la hidrolisis y de los lavados se mezclo y se enrasé con agua destilada hasta
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Figura 6. Esquema general para la determinacion de compuestos fenolicos y capacidad

antioxidante de la cascara de aguacate cv. 'Hass'.
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un volumen de 50 mL. Esta solucion, se utilizd para la cuantificacion de taninos
hidrolizables como mondmeros de &cidos fendlicos por el método de Singleton y Rossi

(1965) descrito anteriormente. Los resultados se expresaron como mg EAG/100 g de ps.

El resto de los residuos recuperados de la extraccion metanolica (3 pellets) se
hidrolizaron para liberar las antocianinas de los taninos condensados. Se afiadieron 10
mL de una solucion que contenia 975 mL de butanol y 25 mL de HCI (37% de pureza) a
cada residuo y se colocaron en bafio maria (bafio Thermo Scientific, modelo 270) a 100
°C durante 3 h (Reed et al., 1982). Después de la hidrolisis, se recupero la solucion por
centrifugacion (15,000 rpm, 15 min y 4°C) y se realizaron 2 lavados mas con 10 mL de
la solucidn anterior. Los sobrenadantes colectados se aforaron a 50 mL y, a partir de esta
solucion, se cuantificaron taninos condensados como monémeros de antocianinas a 555
nm en un espectrofotdémetro FLUOstar Omega (BMG Labtech, Durham, EUA). Los
resultados se reportaron como mg equivalentes de cianidina (EC)/100 g de ps. Una vez
Ilevada cabo la cuantificacion de taninos hidrolizables y condensados, los extractos se

almacenaron a -25°C hasta el anélisis de actividad antioxidante.

Evaluacion de la Actividad Antioxidante

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidracilo). La actividad antioxidante se midio en los extractos

metandlicos de la cascara y en los hidrolizados preparados para la determinacion de
taninos hidrolizables y condensados, esto de acuerdo al método propuesto por Brand-
Williams et al. (1995), con algunas modificaciones. Se prepararon 2.5 mg del radical
estable DPPH« en 100 mL de metanol puro. La absorbancia de la solucion de DPPHe se
ajustd a una absorbancia de 0.70+£0.02 (t0) a 515 nm con un espectrofotometro
FLUOstar Omega (BMG Labtech, Durham, EUA). Posteriormente, 10 uL de muestra se
mezclaron con 140 pL de solucién de DPPHe, la mezcla se mantuvo en la oscuridad
durante 30 min (t30), a partir de entonces, se midié la pérdida de absorbancia
nuevamente a 515 nm. El porcentaje de inhibicion del DPPH« se calcul6 de acuerdo a la

ecuacion 1. Por ultimo, la actividad antioxidante de las muestras se expresé como
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equivalentes Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-&cido carboxilico) (ET)/g de

ps.
1)

% de Inhibicion=[(absorbancia t0-absorbancia t30)/absorbancia t0] X 100

ABTS (2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). El ensayo ABTSe+ se

Ilevo a cabo segun el método de Re et al. (1999). Este ensayo se basa en la capacidad de
los antioxidantes para secuestrar el radical cation ABTSe+. El radical ABTS<+ fue
generado por una reaccion de ABTS 7 mM con K;S,0g a 2.45 mM. La mezcla de
reaccion se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h. Transcurrido
el tiempo, la solucion de ABTS++ se diluy6 con etanol para obtener una absorbancia de
0.70+0.02 (t0) a 734 nm. Posteriormente, se afiadieron 245 pL de solucién de ABTSe+
diluida con metanol a 5 pL de muestra. La reducciéon del radical fue monitoreada
durante 6 min (t6) a 734 nm en un espectrofotdbmetro FLUOstar Omega (BMG Labtech,
Durham, EUA). El porcentaje de inhibicion fue calculado de acuerdo con la ecuacién 2
y la actividad antioxidante de las muestras se expresé como pmoles ET/g de ps.

(@)

% de Inhibicion=[(absorbancia t0-absorbancia t6)/absorbancia t0]x100

Poder antioxidante de reduccién del fierro (FRAP). El FRAP se determind en las

muestras (extractos metanolicos e hidrolizados de taninos hidrolizables y condensados)
de acuerdo con Benzie y Strain (1996). El método se basa en la capacidad de la muestra
para reducir los iones Fe** a Fe?*. En la presencia de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina) el complejo Fe?*-TPTZ presenta color azul a 630 nm. Se preparé el reactivo
FRAP con 5 mL de tampdn de acetato de sodio a 300 mM y pH 3.6, 0.5 mL de TPTZ a
10 mM en HCI (40 mM) y 0.5 mL de FeCl3*6H,0 20 mM. Brevemente, 280 pL de
reactivo FRAP se afiadieron a 20 pL del extracto o bien, del hidrolizado obtenido en la
determinacion de taninos hidrolizables y condensados. La mezcla se mantuvo durante 30
minutos en la oscuridad y, posteriormente, se midid la absorbancia a 630 nm en un
espectrofotometro FLUOstar Omega (BMG Labtech, Durham, EUA). Los resultados se

expresaron como pumoles ET/g de ps.
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Etapa 2: Determinacion de la Composicién Quimica de la Fraccion Indigestible (FI),
Contenido de CF y Actividad Antioxidante

Composicion Quimica de la FI

Los componentes de la FI se determinaron de acuerdo al procedimiento descrito por
Saura-Calixto et al. (2000) por el cual, es posible diferenciar entre los CF asociados con
macromoléculas en las formas soluble e insoluble. Este método combina tratamientos
enzimaticos utilizando condiciones fisioldgicas (temperatura y pH) con la separacion de
compuestos digeribles por dialisis, obteniéndose la FI de los alimentos o de los tejidos
vegetales. La Figura 7 muestra los principales constituyentes de la FI que se
determinaron en este estudio. La Fl estd compuesta por azlcares neutros y acidos
urénicos que son los polisacaridos no amilaceos (PNA), ademas de lignina, proteina
resistente, cenizas y CF que no se encuentran bioaccesibles en el intestino delgado y que
alcanzan potencialmente el colon. La FI total se calcul6 como la suma de la Fl insoluble
(constituida por PNA, lignina Klason, proteinas resistentes, cenizas, CF, taninos

condensados y taninos hidrolizables) y FI soluble (constituidas por PNA 'y CF).

Se colocaron 300 mg de céscara liofilizada (tamafio de particula <100 pm) en tubos
de teflon® previamente tarados y pesados. Las muestras de cascara se incubaron con las
enzimas: Pepsina (0.2 mL de una solucién a 300 mg/mL en solucién HCI-KCI 0.08 M,
pH 1.5, 40 °C, 1h, P-7000, Sigma-Aldrich), pancreatina (1 mL de una solucion a 5
mg/mL en tampén de fosfato 0.1 M, pH 7.5, 37 °C, 6 h, P-1750, Sigma-Alcrich ) y a-
amilasa (1 mL de una solucion a 120 mg/mL en tampdn Tris-maleato 0.1 M, pH 6.9, 37
°C, 16 h, A-3176, Sigma-Aldrich). Posteriormente, las muestras se centrifugaron (15
min, 3,000 g) y los sobrenadantes se retiraron. Los residuos se lavaron dos veces con 5
mL de agua destilada y todos los sobrenadantes fueron combinados. Cada sobrenadante
se incubd con 100 pL de amiloglucosidasa (A-9913, Sigma-Aldrich) a 60 °C durante 45

min.
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Figura 7. Diagrama que muestra el procedimiento para la determinacion de la fraccion
indigestible (soluble e insoluble) y compuestos fendlicos asociados de céscara de

aguacate cv. 'Hass'.
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Para eliminar los compuestos digeribles, los sobrenadantes fueron transferidos a
membranas de celulosa (D9652-30.48 m avg, Flat width 33 mm, 12400 Da., Sigma-
Aldrich) y posteriormente, se dializaron bajo una corriente de agua (7 L/h) durante 48 h
a 25 °C. Transcurrido el tiempo de didlisis, el contenido de las membranas fue colocado
en tubos falcon de 50 mL y almacenados a -25 °C hasta el anélisis de PNA, CF y
actividad antioxidante. En concreto, los productos de todos los tratamientos fueron: un
sobrenadante que fue dializado, el cual corresponde a la FI soluble y un residuo después

del tratamiento enzimatico, que corresponde a la FI insoluble (Figura 7).

Los tubos que contenian la FI insoluble se colocaron en una estufa a 100 °C durante
16 h y posteriormente se pesaron para determinar gravimétricamente el contenido de FI
insoluble en la muestra. Después, la FI insoluble se dividio en tres fracciones para
analizar sus diferentes componentes (Figura 7). Una primera fraccion se utilizd para
determinar PNA y lignina Klason, una segunda fraccion del residuo se utilizé para
determinar proteina resistente y cenizas. La tercera fraccion se utilizd para obtener
extractos metandlicos de la FI insoluble y asi poder determinar el contenido de CF,
taninos y actividad antioxidante como se describe en la etapa 1.

Determinacién de azUcares neutros, acidos urénicos v lignina klason. En la Fl soluble,

los PNA se hidrolizaron con H,SO4 1 M a 100 °C durante 90 min y se cuantificaron
como la suma de azlcares neutros y acidos urénicos expresados en porcentaje de peso
seco (% de ps). Los azucares neutros se derivatizaron a acetatos de alditol por el método
de Blakeney et al. (1983) para lo cual, 500 pL de la FI soluble hidrolizada se colocaron
bajo un flujo de N, hasta sequedad total. Posteriormente, se afiadieron 100 puL de NaBH,
y la mezcla permanecié durante 1 h a 25 °C. Enseguida, se agregaron 200 pL de
anhidrido acético y 20 pL de 1-metilimidazol como catalizador. Adicionalmente, 2 mL
de H,O y 3 mL de cloroformo fueron afadidos a la mezcla. Se recuperd la fase
cloroférmica y se llevo a sequedad con ayuda de un flujo de N,. El producto
derivatizado se resuspendio en 150 uL de acetona y se inyecto en un cromatografo de
gases (Varian CP-3800) provisto con detector FID (250 °C), una columna capilar DB-23
de 30 m x 0.25 mm (210 °C) y helio a flujo constante (3 mL/min) como gas acarreador.

Se usO mio-inositol como estandar interno y la concentracion de azUcares neutros se

31



calcul6 a partir de curvas de calibracion de ramnosa, fucosa, arabinosa, xilosa, manosa,

galactosa y glucosa (Sigma®).

Respecto a los &cidos uronicos, se determinaron con el método simplificado de
Ahmed y Labavitch (1978). A una alicuota de 200 pL del hidrolizado de la FI soluble se
le agregaron 1.2 mL de borato de sodio (12.5 mM) en H,SO, concentrado y la mezcla se
mantuvo por 5 min en bafio de agua a 100 °C. La coloracion se produjo al afadir 20 pL
de m-fenil fenol (0.15 %, p/v) diluido en NaOH al 0.5 % (p/v). Posteriormente, se midio
la absorbancia a 520 nm con un espectrofotometro FLUOstar Omega (BMG Labtech
Inc, Durham, EUA). Para la cuantificacion, se utilizé acido galacturénico (Sigma®)

como patron de calibracion.

La FI insoluble fue hidrolizada con 3 mL de H,SO4 12 M durante 1 h en bafio de
agua a 37 °C (bafio Thermo Scientific, modelo 260). Posteriormente, se afiadieron 33
mL de agua destilada y nuevamente se colocaron en bafio con agua, esta vez a 100 °C
por espacio de 90 minutos. Enseguida, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C, transcurrido el tiempo se recuperd el sobrenadante y se filtrd
a traves de papel Wathman no. 1. Se realizaron 3 lavados adicionales de los residuos con
10 mL de agua destilada centrifugando y recuperando los sobrenadantes en cada caso.
De este hidrolizado, se tomaron 500 pL y 200 pL para la determinacién de azlcares
neutros y acidos urénicos, respectivamente. Las metodologias utilizadas fueron las
descritas anteriormente. Los residuos que quedaron después de los lavados realizados se
secaron en estufa a 100 °C durante 12 h, se enfriaron y se pesaron. El peso registrado
(gravimetria) correspondid al contenido de lignina Klason de la FI insoluble (Southgate,
1969).

Determinacion de proteina resistente. EI contenido de proteina resistente de la FlI

insoluble se determind por microKjeldahl de acuerdo al método 960.521 de la AOAC
(1990). En un papel encerado se pesaron 0.2 g de FI insoluble y se colocaron dentro de
un matraz microKjeldahl de 100 mL junto con 1.5-2 g de una mezcla de catalizadores (5
g de CuSO4.5H,0 y 93 g de K,SO,). Se afiadieron 5 mL de H,SO, concentrado y se

colocaron en un digestor microKjeldahl a temperatura media hasta que la muestra quedd
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totalmente digerida. Se dejo enfriar el matraz y se agregaron 10 mL de agua destilada
para disolver bien la muestra. Posteriormente, se vacio el contenido del matraz en el

receptor de un equipo de destilacion microKjeldahl marca Labconco (modelo 6500000).

En la salida del equipo se coloco un vaso de recuperacion con 25 mL de HzBO; al
4% (p/v) y dos gotas de indicador rojo de metilo modificado (0.125 g rojo de metilo y
0.0825 g de azul de metileno en 100 mL de alcohol). Se coloc6 una solucion de NaOH al
40% (p/v) en el receptor del destilador microKjeldahl hasta que se form6 una mezcla
uniforme color café. A partir del cambio de coloracion de la solucion de H;BO3, se
cont6 un tiempo de 5 minutos y; transcurrido éste, se retir6 el vaso de recuperacion con
sumo cuidado. El destilado que se recuperd en el vaso fue titulado con HCI 0.1N,
previamente valorado con CaCOs. Se registro el volumen de HCI gastado en el vire y se
calculo el porcentaje de proteina (base seca) multiplicando el valor de nitrégeno total por

el factor 6.25 como lo indica la ecuacion 3.

(3)

(0.01401)(Normalidad del HC1) (mL gastados de HC1)(6.25)
X

100
Peso de la muestra

% Proteina=

Determinacién de cenizas. Para la determinacién de cenizas se utilizé el método 942.05

de la AOAC (1990). El procedimiento consistio en colocar crisoles de porcelana en una
mufla Termolyne tipo F6000 (Furance, EUA) a 550 °C durante 1 hora para lograr el
peso constante. Cuando la temperatura del equipo bajo, se sacaron los crisoles y se
colocaron en un desecador por un tiempo de 30 minutos. Se registré el peso de los
crisoles (peso del crisol) y 1.5 g de FI insoluble se coloco dentro de cada crisol.
Posteriormente, las muestras se pre-incineraron utilizando una placa de calentamiento a
temperatura media para evitar pérdidas por arrastre en el humo. Las muestras se
calcinaron en la mufla a 550°C durante 12 horas hasta obtener cenizas blancas.
Transcurrido el tiempo, los crisoles se enfriaron en un desecador hasta alcanzar la
temperatura ambiente. Posteriormente, se pesaron (peso del crisol con la ceniza) y se

calculd el contenido de ceniza por diferencia de peso de acuerdo a la ecuacion (4).
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(4)

(Peso del crisol con la ceniza — Peso del crisol)

% Cenizas= 100
o L-enizas Peso de la muestra x

Cuantificacion de CF y Actividad Antioxidante de la FI

La Figura 8 muestra el esquema general para la determinacion de CF de la FI de la
cascara de aguacate. En la solucion de FI soluble obtenida después de la didlisis, se
determino el contenido de fenoles totales de acuerdo con el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965) y la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS
y FRAP, descritos previamente. Mientras que en la FI insoluble, fue necesario realizar
una extraccion con metanol para la determinacién de fenoles totales y posteriormente, a
partir de los residuos de la extraccion se determinaron taninos hidrolizables (Hartzfeld et
al., 2002) y condensados (Reed et al., 1982). La actividad antioxidante (DPPH, ABTS y
FRAP) fue determinada en el extracto utilizado para la determinacion de fenoles totales
de la Fl insoluble y los hidrolizados obtenidos para la determinacion de taninos de la Fl
insoluble de acuerdo a los métodos descritos previamente. Los resultados de actividad
antioxidante fueron expresados en pmoles ET/g de ps y los de fenoles totales en mg
EAG/100 g de ps. Por ultimo, la concentracién de taninos hidrolizables y condensados

se reporté en mg EAG/100 g de ps y mg EC/100 g de ps, respectivamente.

Etapa 3: Evaluacion de la Bioaccesibilidad in vitro de los CF y Actividad Antioxidante

de la Fraccion Bioaccesible

La liberacion de CF de la matriz alimentaria se determind por digestion in vitro en dos
fases secuenciales: la digestion gastrica e intestinal (incluyendo dialisis), de acuerdo a la
metodologia descrita por Saura-Calixto et al. (2000) y Rodriguez-Roque et al. (2013),
con algunas modificaciones (Figura 9). Primeramente, se colocaron 300 mg de muestra

en tubos de centrifuga con capacidad de 50 mL. Posteriormente, se agregaron 10 mL de
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Figura 8. Esquema general para la determinacion de compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante de la fraccion indigestible de la cascara de aguacate cv. 'Hass'.
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Figura 9. Esquema general de la digestion in vitro de la cascara de aguacate cv. 'Hass'
para la determinacion de la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos.
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solucion HCI-KCI 0.2 M a pH 1.5 y se homogeneiz6 la muestra con un Ultra
Turrax®T25 (IKA Works, EUA) durante 1 minuto. Para la digestién géstrica, se ajusté el
pH a 1.5 con HCI (12 M) y se adicionaron 0.2 mL de una solucion que contenia 300
mg/mL de pepsina (P-700, Sigma-Aldrich) en solucion de HCI-KCI. La mezcla se
coloco en bafio maria (Thermo Scientific, modelo 270) con agitacion (90 rpm) a 37 °C
durante 1 hora.

Transcurrido el tiempo de la digestion gastrica, se afiadieron 4.5 mL de tampon
fosfato (0.1 M, pH 7.5) y se ajust6 el pH a 7.5 por adicion de NaOH (2 M). Enseguida se
afiadio 1 mL de una solucion que contenia 5 mg/mL de pancreatina (P-1750, Sigma-
Aldrich) en tampdn fosfato. Para simular la digestion intestinal, las muestras se
colocaron en membranas de dialisis (D9652-30.48 m avg, Flat width 33 mm, 12400 Da.,
Sigma-Aldrich) previamente hidratadas con tampon fosfato. Posteriormente las
membranas se colocaron dentro de un recipiente de vidrio que contenia 150 mL de
tampén fosfato durante 3 h a 37 °C y 90 rpm. Después de la digestion intestinal se
obtuvieron dos fracciones: una fraccion dializada y una fraccion duodenal. La fraccion
duodenal corresponde a la muestra que permanecié dentro de la membrana de dialisis
(compuestos no dializables) y se consideraron como compuestos no absorbibles. La
fraccion dializada contenia los CF que migraron hacia afuera de la membrana de dialisis

y se consideraron compuestos bioaccesibles, potencialmente biodisponibles.

Se tomaron alicuotas de la fraccion dializada para determinar la concentracion y
actividad antioxidante de los CF bioaccesibles. Se determinaron fenoles totales
(Singleton y Rosi, 1965) y actividad antioxidante por los métodos DPPH (Brand-
Williams et al., 1995), ABTS (Re et al., 1999) y FRAP (Benzie y Strain, 1996). Los
resultados de actividad antioxidante fueron expresados en pmoles ET/g de ps y los de
fenoles totales en mg EAG/100 g de ps, este valor fue utilizado para calcular el % de
bioaccesibilidad de acuerdo a la ecuacion (5) utilizada por Rodriguez-Roque et al.
(2013) y Hithamani y Srinivasan (2014).

()

Fenoles totales dializables

% de Bioaccesibilidad= - x 100
Fenoles totales en la cascara
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Andlisis de los Datos

Todos los analisis se realizaron al menos por triplicado. La informacion obtenida se
analizo por estadistica descriptiva (pruebas de normalidad, media aritmética, desviacion
estandar y coeficiente de variacion). Se realiz6 una prueba de t (t de Student) para dos
muestras independientes (CF y actividad antioxidante de la FI vs CF y actividad
antioxidante de la fraccion bioaccesible) a un a=0.05 utilizando el paquete estadistico

NCSS versién 8.0 (Number Cruncher Statistical System, 2012, Kaysville UTA, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros Fisicoquimicos del Aguacate cv. 'Hass' y Composicién Quimica de la
Céscara

Los parametros fisicos y quimicos de los aguacates a partir de los cuales se obtuvo la
cascara, se muestran en el Cuadro 3. Los valores obtenidos para L*, Hue, Cromay % de
aceite concuerdan con los reportados por Villa-Rodriguez et al. (2011) para el estado de
madurez 3 (L*=26.29+0.52, Hue=90.62+3.11, Croma=8.7920.55 y % de aceite=19.89).
Durante el proceso de maduracion, los frutos se someten a cambios fisioldgicos y
bioguimicos, incluyendo la biosintesis y acumulacion de pigmentos y antioxidantes
como CF, entre otros (Goulao y Oliveira, 2008; Villa-Rodriguez et al., 2011). Por esta
razon, es de suma importancia determinar el estado de madurez sobre todo cuando se
analiza el contenido de CF vy actividad antioxidante de alguna matriz vegetal. En este
caso, la céascara obtenida para los andlisis corresponde a frutos en estado de madurez

comercial.

La composicion quimica de la cascara se muestra en el Cuadro 3. Se encontré un
contenido de proteina que representa el 13.72% de la materia seca, cenizas alrededor del
5% vy lipidos totales en un 9.83%. Los valores anteriores son cercanos a los reportados
Bressani et al. (2009) para la cascara de aguacate cv. 'Hass'. Cabe mencionar, que la
aplicacion potencial de los subproductos depende de su composicion quimica (Happi
Emaga et al., 2007). Los subproductos con alto contenido proteico, por lo general mas
del 20% de la materia seca, son comunmente utilizados en la alimentacion animal
(Buitrago, 1990); mientras que los subproductos de bajo valor nutritivo son
aprovechados para la extraccion de otros compuestos de interés industrial (Balasundram

et al., 2006). La cascara de aguacate podria ser aprovechada para este fin, considerando
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Cuadro 3. Pardmetros fisicoquimicos del aguacate y
composicion quimica proximal de la cascara.

Aguacate Valor

Firmeza (N) 7.45+0.88
L* 25.97+0.90
Hue 83.76%5.03
Croma 8.11+0.90
Materia seca (%) 29.03+0.42
Aceite (%) 18.44+1.53
Cascara % ms

Lipidos totales 9.83+0.72
Proteina 13.72+0.14
Cenizas 5.09+0.05
*Carbohidratos totales 71.36

Valores como la mediatla desviacién estandar, humedad=75.66%, ms: materia seca.
* Calculado por diferencia (100-lipidos- proteina-cenizas).
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que es un material libre de compuestos toxicos y es un subproducto ampliamente
disponible (Rodriguez-Carpena et al., 2011).

Etapa 1: Contenido de CF y Actividad Antioxidante de la Cascara

Concentracién de CF de la Céascara de Aguacate

El Cuadro 4 muestra los resultados del contenido de fenoles totales y taninos
determinados a partir de extractos de la cascara de aguacate y sus residuos. La cascara
mostré un contenido de fenoles totales de 5,367.27+115.06 mg EAG/100 de ps. Este
valor fue cuantificado a partir de un extracto hidrofilico de la cascara y corresponde a los
CF de bajo peso molecular solubles en solvente acuoso-organico. El resultado
concuerda con los niveles mas bajos de los intervalos reportados por Rodriguez-Carpena
et al. (2011a) con un valor de fenoles totales de 8,997+3103 mg EAG/100 g ps y
7,841+2447 mg EAG/100 g ps en un segundo reporte (Rodriguez-Carpena et al.,
2011b).

El contenido de CF en céascara de aguacate cv. 'Hass' es 4 veces mayor al reportado
para cascara de manzana cv. 'Fuji' (Drogoudi et al., 2008) y similar al de la cascara de
mango 'Badami' (5,400 mg EAG/100 g ps) (Ajila et al., 2007). Incluso, la cascara de
aguacate cv. 'Fuerte' presentd un contenido de fenoles totales menor al reportado en este
estudio (4,054 mg EAG/100 g ps) (Rodriguez-Carpena et al., 2011). Los subproductos
anteriores, se consideraron fuente de CF en la literatura citada. Por lo tanto, de acuerdo a
los resultados obtenidos cabe considerar a la cascara de aguacate cv. 'Hass' como una

matriz fuente de CF.

Por otra parte, el contenido de CF reportado en la literatura se refiere normalmente a
compuestos de bajo peso molecular que son solubles en solventes acuoso-organicos
(Arranz et al., 2009). En extractos de cascara de aguacate cv. 'Hass' se han encontrado

compuestos de bajo peso molecular como acidos clorogénicos, y flavonoides tales como
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Cuadro 4. Contenido de compuestos fendlicos (fenoles totales y taninos) y actividad
antioxidante determinados a partir de extractos y sus residuos de la cascara de aguacate
cv. 'Hass'.

Actividad antioxidante (umoles ET/g ps)

Compuestos Concentracion DPPH ABTS CRAP
Fenoles totales (mg EAG/100 g ps)* 5367.27#115.06  683.19+9.57  751.54+59.06  472.85+13.59
Taninos hidrolizables (mg EAG/100 g ps) 579.88+4.64 31.19+0.39 34.62+1.62 70.24+0.38
Taninos condensados (mg EC/100 g ps) 163.25+1.32 n.d. 115.82+3.29 204.78+4.62

Valores como la mediatla desviacion estandar (n=3). EAG: Equivalentes de Acido Galico, EC: Equivalentes de
Cianidina, ps: peso seco. ET: Equivalentes Trolox. *Compuestos fendlicos solubles en metanol:agua (80:20, v/v).
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(+)-catequina y (-)-epicatequina (Hirasawa et al., 2008). También se ha reportado la
presencia de acido 5-O-cafeoilquinico y dimeros de procianidina (Kosinska et al., 2012).
Sin embargo, cantidades significativas de CF que normalmente no se consideran en los
estudios nutricionales permanecen en los residuos de los extractos, sobre todo CF de alto
peso molecular como taninos hidrolizables y condensados (Arranz et al., 2009). Esto
sugiere, que en muchos estudios sobre CF se subestima el contenido real de CF. Por lo
tanto, es importante considerar en la cuantificacion los compuestos que se encuentran en

ambas fracciones del extracto (sobrenadante y residuo).

Los CF presentes en el residuo de los extractos metandlicos fueron determinados. El
contenido de taninos hidrolizables y condensados fue de 579.88+4.64 mg EAG/100 g ps
y 163.25+1.32 mg EC/100 ps, respectivamente. Un estudio realizado por Wang et al.
(2010) revel6 la presencia de oligébmeros de procianidinas o taninos condensados en la
cascara de aguacate cv. 'Hass'. El contenido total de procianidinas reportado por dichos
autores fue 3,890+50 mg/100 g de peso fresco, un resultado hasta 95 veces superior al
que se obtuvo en nuestro estudio (40.81 mg EC/100 g de peso fresco). Estas diferencias
pueden deberse a que en el estudio de referencia utilizaron procianidinas de cocoa y
mora azul para generar las curvas estandar. Sin embargo, los taninos condensados
procedentes de diversas fuentes vegetales difieren quimicamente y tienen distinto grado
de polimerizacion, por esta razon la utilizacion de taninos de plantas como patrones para
la cuantificacion, puede ser inapropiado (Schofield et al., 2001). Otro factor que pudo
haber influido en la inconsistencia de los resultados es el solvente utilizado para la
extraccion, en nuestro estudio se utilizéd n-butanol acidificado y los autores citados
emplearon acetona/agua/acido acético (70:29.7:0.3, v/v/v). Variaciones en las
concentraciones de taninos condensados han sido reportadas con el uso de distintos
solventes (Chavan et al., 2001). Ademas, el contenido de CF de los distintos vegetales
podria verse afectado por diversos factores, como la variedad, las condiciones
agrondmicas, la manipulacion postcosecha, asi como el estado de madurez de la fruta y

condiciones de almacenamiento (Kevers et al., 2007).

En comparacion con otros materiales vegetales como cebada (Hordeum vulgare), la

cascara de aguacate posee una concentracion mayor de taninos condensados respecto a
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74.2£3.0 mg/100 g de peso freso reportado en dicho cereal (Gu et al., 2004). En
subproductos de Opuntia ficus-indica no se detecté la presencia de estos compuestos
(Bensadon et al., 2010). Mientras que en assai (Euterpe oleraceae) se encontr6 una
concentracion de taninos hidrolizables y condensados de 1,590 mg/100 g de ps y 1,240
mg/g ps, respectivamente (Rufino et al., 2011). Estos concentraciones son 2.9 y 7.6
veces superiores a las de la c&scara de aguacate. También, en residuos de la decoccion
H. sabdariffa cv. ‘Criolla’ se encontr6 una concentracion mayor de taninos hidrolizables
(850 mg/100 g) y condensados (1,850 mg/100g) (Sayago-Ayerdi et al, 2014). No
obstante, el impacto positivo de la ingesta de taninos no depende Unicamente de la
concentracion a la que se encuentran en el material vegetal sino también del tipo de
tanino, de la fuente de la cual proviene, asi como de su bioaccesibilidad y absorcion en

el intestino (Serrano et al., 2009).

La cascara aguacate solo contiene 0.74% de taninos y estos compuestos no fueron
tan abundantes como los CF de bajo peso molecular (5.37%). Sin embargo,
posiblemente esta concentracion puede potenciar algin efecto fisiol6gico positivo para
la salud. Adicionalmente, una alta concentracién de CF de bajo peso molecular
encontrada en la cascara de aguacate sugiere el potencial de este subproducto como

fuente natural para la obtencion de extractos ricos en CF.

Actividad Antioxidante de la Cascara de Aguacate

El Cuadro 4 muestra los resultados de actividad antioxidante determinada a partir de
extractos de la cascara de aguacate cv. 'Hass' y sus residuos (hidrolizados de taninos
condensados e hidrolizables). Los CF de bajo peso molecular (fenoles totales)
contribuyeron en mayor medida a la actividad antioxidante de la cascara de aguacate. El
valor obtenido para DPPH fue 683.19+9.57 umoles ET/g de ps. Este valor fue cercano a
lo reportado por Wang et al. (2010) y Rodriguez-Carpena et al. (2011). Los taninos
condensados a pesar de que se encontraban en menor proporcion presentaron alta
actividad antioxidante, alrededor del 30% de la actividad antioxidante total. Un estudio

sobre la actividad antioxidante de taninos condensados, demostrd su capacidad para
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secuestrar radicales libres e inhibir la oxidacion de tejidos incluso mejor que las
vitaminas C y E, consideradas como potentes antioxidantes (Fine, 2000). Mediante un
estudio in vitro, se demostrd que los taninos condensados tienen afinidad por neutralizar
el radical libre hidroxilo (*OH) (Fine, 2000). Ademas, se informé que estos compuestos
tienen la capacidad de actuar como inhibidores no competitivos de la enzima xantina

oxidasa, una enzima generadora de radicales libres en el metabolismo celular.

Sumado a lo anterior, Wang et al. (2010) reportaron que los taninos condensados
fueron los CF del aguacate que contribuyeron en mayor medida a la capacidad
antioxidante. Dichos autores encontraron una buena correlacion (r=0.79) entre la
concentracion de estos compuestos y la actividad antioxidante. También, Rufino et al.,
(2011) evaluaron la actividad antioxidante de CF de bajo peso molecular y taninos
hidrolizables de Euterpe oleraceae utilizando el ensayo FRAP, encontrando valores de
128.44+44 y 109.87+5.19 pumoles ET/g de ps, respectivamente. Los valores de actividad
antioxidante de la cascara de aguacate obtenidos en el ensayo FRAP fueron
472.85+13.59 umoles ET/g de ps para fenoles totales y 70.24+0.38 umoles ET/g de ps
para taninos hidrolizables. Por lo tanto, la actividad antioxidante atribuida a CF de bajo
peso molecular es 3.7 veces mayor a la reportada para Euterpe oleraceae. En este
sentido, cabe la posibilidad de considerar a la cascara de aguacate como fuente de
antioxidantes comparada con dicho fruto, el cual se considerd fuente de antioxidantes en
base a los resultados obtenidos en su estudio.

Etapa 2: Composicién Quimica de la FI, Contenido de CF y Actividad Antioxidante

Composicion Quimica de la FI

El Cuadro 5 muestra la composicion quimica de la FI de la cascara de aguacate,
incluidos azlcares neutros, acidos uronicos, lignina Klason, proteina resistente y
cenizas. El 96.85% de la materia seca no fue digerido por enzimas gastrointestinales. La

mayor parte de la Fl es de naturaleza insoluble (89.39%) y s6lo un 7.46% corresponde a

45



Cuadro 5. Composicion quimica de la fraccion indigestible (FI) de la cascara de

aguacate cv. 'Hass' (% ps).

Componente FI soluble Fl insoluble FI total

Azulcares neutros totales 0.48 34.40 34.88

Arabinosa 0.04+0.001 2.55+0.01 2.59

Fucosa 0.02+0.0002 4.75+0.02 4.77

Galactosa n.d. 1.01+0.03 1.01

Glucosa 0.26+0.01 22.24+0.74 22.50

Manosa 0.008+0.0004 1.71+0.02 1.72
Ramnosa n.d. n.d. -

Xilosa 0.15+0.0001 2.14+0.01 2.29

Acidos urénicos 6.98+0.16 12.87+0.20 19.85

Lignina Klason - 23.19+0.71 23.19

Proteina resistente - 13.53+1.19 13.53

Cenizas - 5.40+0.10 5.40

Fl Total 7.46+0.31 89.39+0.78 96.85

Valores como la media + la desviacion estandar. ps: peso seco, n.d.: no detectado.
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FI soluble. La fraccion soluble, a pesar de estar en menor proporcion, es de 2.5 hasta 4
veces superior a las concentraciones de fibra dietética soluble reportadas por Velderrain-
Rodriguez (2013) para frutas tropicales como papaya (2.91%), mango (2.42%) y pifia
(1.82%). Las frutas tropicales son utilizadas como fuente de fibra soluble en la industria
de bebidas, la FI soluble de la céscara podria ser aprovechada en este ramo de los
alimentos; sin embargo, una técnica de extraccion y purificacion debera ser estudiada
para su explotacion adecuada. Un procedimiento para la extraccion de fibra dietética
soluble de cascara de cacao fue patentado por Nakamura y Nagaoka (2008). La
extraccion se lleva a cabo bajo presion a un rango de temperatura que va de 100 a 130
°C y pH entre 2 y 6.5. El producto final es una fibra soluble que puede utilizarse para la
fortificacion de bebidas y como aditivo alimentario. Un proceso similar podria disefiarse

para la extraccion de fibra soluble de la cascara aguacate.

Los principales constituyentes de la FI fueron PNA (suma de azlcares neutros y
acidos uronicos) en un 54.73% vy lignina (23.19%). La glucosa y xilosa fueron los
principales azUcares neutros de la FI soluble, mientras que fucosa y glucosa fueron los
principales monosacaridos en la Fl insoluble. La fucosa es una aldosa constituyente de
pectinas, hemicelulosa y de algunas glicoproteinas (Reiter et al., 1993). Un alto
contenido de glucosa (22.50 %) sugiere la presencia de celulosa. De hecho, la celulosa,
hemicelulosa y la pectina son los principales polisacaridos del aguacate (Hirasawa et al.,
2008). Estos carbohidratos no digeribles pueden llegar al colon y ser fermentados por las
enzimas de la microbiota. Algunos de los metabolitos generados durante la fermentacién
colénica de carbohidratos principalmente butirato, se reportan como benéficos para la
salud intestinal (Wong et al., 2006).

Cabe mencionar que la informacion sobre el contenido de carbohidratos no
digeribles de la cascara de aguacate es muy limitada. Hasta el momento, solamente se ha
encontrado en la bibliografia un estudio realizado en Colombia por Bressani (2009) que
reporta el 54% de fibra cruda. Por lo tanto, en vista del interés actual sobre los efectos
biolégicos de compuestos no digeribles y el poco conocimiento sobre su contenido en

los subproductos, es necesario realizar estudios para su caracterizacion.
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Respecto a la lignina, se considera el segundo polimero orgdnico mas abundante en
las plantas (15-40%), después de la celulosa (Ghaffar y Fan, 2013). En plantas y tejidos
vegetales, estos compuestos juegan un papel importante al unirse de manera covalente a
hemicelulosas brindando fuerza y rigidez a los tejidos que componen a la pared celular
(Vanholme et al., 2008). El contenido de lignina no se ha reportado previamente en la
cascara de aguacate. No obstante, se sabe que la lignificacion disminuye la digestibilidad
de algunos componentes de las paredes celulares de los vegetales (Jung, 1989). Y,
algunos CF como &cido p-cumarico y acido ferulico suelen asociarse a estos polimeros
(Scalbert et al., 1985). Estos dos aspectos son importantes en el estudio de subproductos
vegetales como fuente de ingredientes funcionales. Una desventaja de la presencia de
lignina en una matriz vegetal seria que puede afectar la digestibilidad de otros
compuestos, una ventaja es que podria ser utilizada como un vehiculo de &cidos

fendlicos con destino al intestino grueso.

Adicionalmente, la proteina resistente fue cuantificada como un componente de la
FI, encontrandose en un 13.53%. La proteina que resiste el proceso de digestion
constituye la principal fuente de nitrégeno para la microbiota, se estima que entre 3y 9 ¢
de proteina resistente alcanzan el intestino grueso diariamente, dependiendo de la forma
fisica de la matriz alimentaria y del tipo de proteina que se consume (Chacko y
Cummings, 1988). Los taninos forman complejos facilmente con proteinas viéndose
comprometida la digestibilidad de este nutriente. Lo cual no es del todo negativo ya que
en modelos experimentales de Ulcera gastrica, se ha demostrado que el complejo tanino-
proteina promueve la reparacion de tejidos y presenta efectos anti-Helicobacter pylori
(de Jesus et al., 2012).

Los compuestos inorganicos, que permanecen en los residuos despues de la
digestion, también se cuantificaron como parte de la FI de la cascara de aguacate. Los
minerales (cenizas), probablemente se adhieren a la pared celular de los vegetales,
después de la digestion enzimatica (Saura-Calixto et al., 2000). Por lo tanto, no serian
absorbidos en el intestino delgado, la absorcion de estos micronutrientes podria tener
lugar en el colon después de la fermentacion de polisacaridos de la pared celular. En la

FI de la céascara de aguacate, estos compuestos constituyen una pequefia fraccion
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(5.40%). Se ha reportado que los taninos interactian con minerales divalentes, entonces
esta podria ocasionar una mala absorbcion en el intestino delgado (Perron y Brumaghim,
2009).

Habitualmente, en las determinaciones actuales de compuestos no digeribles como
fibra dietética el contenido de lignina, proteina y cenizas suelen restarse de la
cuantificacion. Sin embargo, hay evidencia cientifica sobre el hecho de que la fibra
dietética solo representa una parte de los sustratos que escapan de la accion de las
enzimas digestivas en el intestino delgado (Saura-Calixto et al., 2010; Rufino et al.,
2011). En este sentido, las metodologias actuales para la cuantificacion de compuestos
no digeribles, deberian actualizarse para estar acorde a los conceptos actuales. Es
evidente, que los CF suelen asociarse a los distintos constituyentes de la matriz
alimentaria. Especificamente, la FI de la cascara de aguacate incluye componentes que
suelen asociar distintos CF. Estos compuestos podrian liberarse en el intestino grueso y
actuar como antioxidantes minimizando el estrés oxidativo que se produce en el colon.
Estudios sobre interacciones de CF con macromoléculas, metabolismo de CF y
fermentacion colénica de este material vegetal, son necesarios para comprobar lo

mencionado anteriormente.

Concentracion de CF de la FI

En el Cuadro 6 se observan los resultados del contenido fendlico de la FI soluble
(sobrenadante de la digestion enzimatica) e insoluble (residuo de la digestién
enzimatica). La concentracion total de CF asociados a la FI fue 3.86% (fenoles
totales+taninos hidrolizables y condensados) de la materia seca (3,854.81 mg/100 g) que
representa el 63% del total encontrado en la cascara (6.11%). En su mayoria, se
encontraron CF de bajo peso molecular asociados principalmente a la fraccion soluble
(2,165.52+40.11 mg EAG/100 g ps). También, se encontrd un alto contenido de taninos
en su mayoria, hidrolizables (954.72+19.45). Esto indica que gran parte de los CF de la
cascara del aguacate no se liberan de la matriz alimentaria y podrian no ser absorbidos

en el intestino delgado.
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Cuadro 6. Contenido de fenoles totales y taninos determinados a partir de la fraccién
indigestible de la cascara y después de la digestion gastro-intestinal in vitro (CF
biaccesibles y no digeribles).

Fenoles Totales Taninos hidrolizables Taninos condensados

Muest
uestra (mg EAG/100 g ps) (mg EAG/100 g ps) (mg EC/100 g ps)

Fraccion indigestible
Insoluble 492.85+4.94 954.72+19.45 250.7247.12
Soluble 2,165.52+40.11 - -
Fraccion bioaccesible 2,006.49+34.59* - -

Valores como la mediatla desviacion estandar (n=3). EAG: Equivalentes de Acido Galico; EC:
Equivalentes de Cianidina: ps: peso seco, CF: Compuestos Fendlicos.*Equivale al 33% de
bioaccesibilidad.
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Los valores obtenidos en la cuantificacion de taninos de la FI fueron superiores a los
encontrados en la cascara liofiliza mediante extraccion quimica. Se sabe que los CF que
son liberados por la extraccion e hidrélisis quimica pueden diferir de los liberados en el
intestino humano (Arranz et al., 2010); posiblemente, debido a que se trata de
procedimientos que involucran distintos tratamientos de la muestra. Los taninos
determinados en la cascara fueron producto de una extraccion mecénica con solventes
acuosos-organicos e hidrdlisis. La cuantificacion de taninos en la FI consistio en someter
la muestra a un tratamiento enzimatico bajo condiciones fisioldgicas y posteriormente se
realiz6 la extraccién acuosa-organica y la hidrolisis. No obstante, otras investigaciones
utilizan el valor de CF cuantificado mediante extraccion con solventes, como referencia
para determinar la proporcion de CF liberados de la matriz alimentaria bajo condiciones

fisioldgicas (Bouayed et al., 2012; Hithamani y Srinivasan, 2014).

Son escasos los estudios que evaltan el contenido de CF que permanece en la FlI.
Rufino et al. (2011) reportaron que la FI de assai (Euterpe oleraceae) contenia CF de
bajo peso molecular a una concentracion de 1,120+130 mg/100 g de ps en la fraccion
soluble y 420+20 mg/100 g de ps en la insoluble. Estos valores son menores a los
obtenidos para la cédscara de aguacate donde los fenoles totales en la FI soluble e
insoluble fueron de 2,165.52+40.11 y 492.85+t4.94 mg EAG/100 g de ps,
respectivamente. El contenido de taninos hidrolizables y condensados en assai fue
570450 y 1,940+100 mg/100 g ps, respectivamente. En la céscara de aguacate, se
encontrdé una concentracion mayor de taninos hidrolizables (954.72+19.45 mg
EAG/100g de ps) y menor para taninos condensados (250.72+7.12 mg EC/100 g de ps).
Estos compuestos al estar asociados a la FI, podrian llegar intactos al colon
convirtiéndose en sustratos fermentables para la microbiota. La fermentacion de esos
compuestos puede liberar metabolitos antioxidantes que posiblemente favorezcan la
salud intestinal (Gonthier et al., 2003; Cerda et al., 2005).

Los taninos presentan efectos benéficos para la salud, tales como anti-inflamatorio,
anti-ulcera y efecto neuroprotector (Li et al., 2004; Souza et al., 2007; Nobre-Junior et
al., 2008). Ademas, los taninos que se obtienen de frutos son mucho mas benéficos para

la salud que aquellos extraidos de fuentes como resinas o cortezas de arbol, los cuales
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pueden contener residuos tdxicos (Mennen et al., 2005). No se encontraron estudios en
la literatura sobre toxicidad de la cascara de aguacate. En la medicina tradicional se
utiliza cominmente para el tratamiento de malestares estomacales, hasta el momento no
hay registros sobre algun riesgo potencial para la salud tras la ingesta de compuestos
derivados de la céscara de aguacate. Lo anterior, propone un potencial de la céscara de
aguacate como fuente de compuestos relacionados con efectos protectores de la salud

humana.

Actividad Antioxidante de la FI

En el Cuadro 7 se pueden observar los resultados de actividad antioxidante de CF
asociados a la FI soluble e insoluble de la cascara de aguacate. En general, los CF de la
FI mostraron alta actividad antioxidante, principalmente los taninos condensados. Estos,
presentaron alrededor del 60% de la actividad antioxidante total, sequido por los CF de
bajo peso molecular (fenoles totales) y en menor medida, los taninos hidrolizables. Los
CF de bajo peso molecular presentes en la FI soluble mostraron mayor actividad
antioxidante por los tres métodos ensayados, respecto a los de la fraccion insoluble. En
el fruto de assai se encontré que la actividad antioxidante (ensayo FRAP) de la FI
soluble fue 46.82+4.65 pmoles ET/g de ps (Rufino et al., 2011). Mientras que los
taninos hidrolizables y CF de bajo peso molecular de la fraccién insoluble, mostraron
una actividad antioxidante de 11.64+0.84 y 11.91+0.92 pumoles ET/g de ps,
respectivamente. En la cascara de aguacate, la FI soluble mostr6 una actividad
antioxidante medida por el mismo ensayo de 68.79+4.29 umoles ET/g de ps. En la FI
insoluble, los taninos hidrolizables y condensados mostraron una actividad antioxidante
de 119.91+£1.55y 196.66%7.24 umoles ET/g de ps, respectivamente.

Los CF de bajo peso molecular de la FI insoluble presentaron una actividad
antioxidante equivalente a 39.37+£1.76 umoles ET/g de ps. Los valores encontrados en la
cascara de aguacate son superiores a los reportados en el fruto de assai, una fruta
considerada fuente de fibra dietética antioxidante por el contenido de CF y actividad

antioxidante asociada a compuestos no digeribles, como la fibra dietética. Saura-Calixto
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Cuadro 7. Actividad antioxidante (umoles ET/g de ps) determinada a partir de extractos
y sus residuos de la fraccion indigestible de la cadscara de aguacate cv. 'Hass' y de
después de la digestion gastro-intestinal in vitro (CF bioaccesibles y no digeridos).

Muestra CF DPPH ABTS FRAP
Fraccidn indigestible
Soluble Fenoles totales 49.85+0.95 52.37+0.23 68.79+4.29
Insoluble Fenoles totales 33.24+1.76 33.48+1.80 30.37+1.76
Taninos hidrolizables 47.54+0.69 44.92+1.14 119.91+1.55
Taninos condensados n.d. 106.39+0.60 196.66x7.24
Fraccidn bioaccesible Fenoles Totales 33.92+7.51 159.19+11.71 108.72+8.11

Valores como la mediatla desviacion estandar (n=3). ET: Equivalentes Trolox, CF: Compuestos

fendlicos.ps: peso seco, n.d.: no determinado.
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(1998) propuso por primera vez el concepto de fibra dietética antioxidante, bajo los
criterios de que 1 g de fibra debe tener capacidad antioxidante equivalente a al menos
200 mg de vitamina E. Otro criterio es que el contenido de fibra debe ser mayor que el
50% de la materia seca y dicha capacidad antioxidante debe ser intrinseca.
Particularmente, la FI de la c&scara de aguacate concentra cantidades importantes de CF
con actividad antioxidante intrinseca e incluso mayor a la reportada para una fruta a la
cual se le ha atribuido este concepto. Por lo tanto, la cascara de aguacate puede

proponerse como fuente de fibra dietética antioxidante.

Etapa 3: Bioaccesibilidad in vitro de los CF y Actividad Antioxidante

En el Cuadro 6 se reporta la concentracion de CF bioaccesibles de la cascara de aguacate
determinados después de la digestion gastrointestinal in vitro con membrana de dialisis.
La concentracion de CF bioaccesibles (dializables) fue de 2,006.49+34.59 mg EAG/100
g de ps. Este valor fue utilizado para calcular el porcentaje de bioaccesibilidad (ecuacion
5) que fue 33 % del contenido fendlico total. Esta fraccion de CF puede liberarse de la
matriz alimentaria por efecto de las condiciones quimico-enzimaticas de la digestion,
por lo tanto, se encuentran potencialmente disponibles para su absorcion. La liberacion
de los CF a lo largo del tracto gastrointestinal, es crucial para la bioeficacia de los CF en
el organismo (Porrini y Riso, 2008). No obstante, para su adecuado aprovechamiento,
los CF bioaccesibles deben absorberse a nivel intestinal y estar presentes en el torrente
sanguineo, donde seran transportados a los distintos tejidos del cuerpo humano
(D’Archivio et al., 2010).

La bioaccesibilidad de CF en diferentes matrices vegetales ha sido el punto focal de
investigaciones recientes, por ejemplo, en semillas de mijo se reportd el 25.5 % de
bioaccesibilidad (Hithamani y Srinivasan, 2014) y en manzana 'Golden Delicious' el
21.60 % (Bouayed et al., 2012). Estos valores son menores que el reportado para la
cascara de aguacate, estas diferencias pueden atribuirse a que los CF presentes en la

cascara de aguacate son mas estables que los de semilla de mijo y manzana. Los

54



principales CF de la cascara de aguacate son flavonoides, mientras que en las semillas de
mijo y manzana son los taninos (5.93 mg/g) y &cidos hidroxicinamicos, respectivamente.
Se ha reportado que algunos CF como epigalocatequina y taninos hidrolizables como
penta-galoil glucosa son inestables a pH mayor a 7 (Krook y Hagerman, 2012). Ademas,
Bouayed et al. (2012) reportaron que alrededor del 41-77% del &cido clorogénico
bioaccesible, el acido hidroxicinamico mas abundante en las manzanas, se degradd
durante la digestion intestinal, con isomerizacion parcial a &cido criptoclorogénico y
acido neoclorogénico. La digestion intestinal se lleva a cabo a un pH de 7.5; por lo tanto,
es probable que los CF de semillas de mijo y manzana se degradaran durante esta etapa
digestiva, viéndose comprometida la bioaccesibilidad de dichos compuestos.

En contraste, en pulpa y céscara de mango 'Ataulfo’, la bioaccesibilidad fue 56%
(Velderrain-Rodriguez, 2013) y 40.53% (Blancas-Benitez, 2014), respectivamente.
Estos valores son superiores a los de la cascara de aguacate, las diferencias pueden
atribuirse a los constituyentes de la matriz alimentaria, uno de los principales factores
involucrados en la liberacién de los compuestos bioactivos presentes en los alimentos
(Porrini y Riso, 2008). Particularmente, la cascara de aguacate es rica en carbohidratos,
lignina y proteina, estds macromoléculas fueron practicamente indigestibles bajo las
condiciones quimico-enzimaticas utilizadas en este estudio. La presencia de estos
compuestos en la matriz analizada posiblemente fue el factor principal que limito la
liberacion de CF y en consecuencia, la mayor parte de los CF de la cascara de aguacate
permanecieron asociados a la FI. Sin embargo, tanto los CF bioaccesibles como los que
permanecen en la FI pueden ejercer algun efecto fisioldgico en el organismo, teniendo
esto en consideracion, los estudios sobre caracterizacion de ingredientes funcionales

deberian de considerar el contenido fendlico de la fraccion bioaccesible e indigestible.

Por otra parte, la actividad antioxidante de la fraccion de CF bioaccesibles de la
cascara de aguacate evaluada por los métodos DPPH, ABTS y FRAP se muestra en el
Cuadro 7. Los valores obtenidos fueron: 33.92+7.51, 159.19+11.71 y 108.72+8.11
pumoles ET/g de ps para DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. Los resultados de
actividad antioxidante de CF bioaccesibles suelen ser muy diferentes entre un método y

otro. Esto, debido a los diferentes mecanismos antioxidantes en los que se basa cada
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método analitico, ya sea transferencia de atomos de hidrogeno o transferencia de
electrones (Prior et al., 2005). De hecho, se ha sugerido que el método FRAP es mas
adecuado para la medicion de capacidad antioxidante en digestion gastrica debido a que
la reaccion es favorecida en medio acido; mientras que ABTS, resulta una técnica mas
adecuada para la medicion de la capacidad antioxidante a nivel intestinal por el pH
alcalino del medio (Tagliazucchi et al., 2010).

La actividad antioxidante medida por los tres métodos fue inferior a la que
presentaron los CF de la FI. En primera instancia, este resultado puede atribuirse a que la
concentracion de CF de la FI fue superior respecto a la fraccion de CF bioaccesibles. Se
ha reportado que la actividad antioxidante de los CF depende de su concentracion, de su
estructura y del tipo de interacciones que puedan tener entre ellos ya sean sinérgicas,
aditivas o antagdnicas (Palafox-Carlos et al., 2012). Por lo tanto, es probable que alguno
de estos factores haya influido en los valores de actividad antioxidante obtenidos.
Ademas, una menor actividad antioxidante de los CF bioaccesibles podria atribuirse a
los cambios de pH durante la transicion de la etapa gastrica a la etapa intestinal que
podrian ocasionar cambios en las moléculas fendlicas, afectar su estabilidad y en

consecuencia las propiedades antioxidantes.
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CONCLUSION

La céscara de aguacate cv. 'Hass' constituye una fuente natural para obtener extractos
ricos en CF con actividad antioxidante. La mayor proporcion de compuestos fenolicos y
actividad antioxidante, se encontré en la fraccion indigestible y sélo el 33% del
contenido fenolico fue bioaccesible, lo cual corrobora la hipotesis de nuestro trabajo.
Los principales constituyentes de la fraccion indigestible fueron polisacaridos no
amilaceos, lignina y proteina resistente. A esta porcion no digerible de la céscara de
aguacate se asocian principalmente CF de bajo peso molecular, sin embargo, los taninos
presentaron una mayor actividad antioxidante. Esto sugiere el potencial de la cascara de
aguacate cv. 'Hass' como ingrediente funcional o fuente de antioxidantes, para el
desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos, que promuevan beneficios a la salud

intestinal del consumidor.

57



RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio donde la cascara de aguacate
presento alto contenido de CF y actividad antioxidante tanto en la matriz natural como
en la fraccion indigestible. Serd importante realizar un analisis cualitativo y cuantitativo
del perfil fendlico por Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de Masas
(LC/MS). Ademas, estudios sobre interacciones de estos compuestos con
macromoléculas por espectroscopia infrarroja, metabolismo de CF y fermentacion
coldnica de este material vegetal ya sea in vivo o in vitro, serdn cruciales para el pleno
esclarecimiento de la bioeficacia de estos compuestos. La informacion obtenida servira
como punto de partida para definir la utilizacion adecuada de la cascara de aguacate en
aplicaciones alimentarias o farmacéuticas. El desarrollo y evaluacion de capsulas
comprimidas de liofilizados de céscara de aguacate y en combinacion con pulpa, es un
enfoque interesante para dar el primer paso en cuanto al aprovechamiento de los

compuestos bioactivos de este subproducto en el desarrollo de suplementos alimenticios.
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