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RESUMEN

México cosecha mas del 30% del aguacate (Persea americana Mill.) cv. 'Hass' a
nivel mundial, siendo su principal productor y exportador. Tanto la pulpa como sus
subproductos (cascara y semilla) presentan propiedades nutricionales vy
compuestos bioactivos como fibra dietaria (FD) y compuestos fendlicos,
posicionandolo como un alimento de elevada calidad nutritiva. Por lo tanto, la
valorizacion de sus subproductos permitiria reducir los problemas ambientales
asociados al desecho de los mismos favoreciendo el establecimiento de una
economia circular. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la FD de la cascara
de aguacate 'Hass' para su aplicacion en “hot cakes” libres de gluten. Para ello, se
extrajo la FD mediante dos métodos: alcalino (MA) y asistido por ultrasonidos
(MU). Los rendimientos de ambas extracciones presentaron diferencia no
significativa de 1.34 % (MA 81.29 % y MU 82.40 %, respectivamente). Sin
embargo, se encontraron diferencias (p<0.05) en la composicién fitoquimica como
compuestos fendlicos totales (CFT) y en la capacidad antioxidante siendo MU
significativamente superior (CFT: 58.68 mg EAG/g y DPPH: 267.11 pmoles
ETrolox). Para las propiedades tecno-funcionales se observaron valores inferiores
(p<0.05) para la fibra dietaria obtenida por MA a comparacion de la fibra obtenida
por MU (capacidad de retencion de agua y aceite 20.2 % y 44.27 % inferiores,
respectivamente). Por lo que se seleccion6 MU como método para obtener DF con
propiedades antioxidantes, siendo las mejores condiciones disolvente 1:40,
amplitud del 20 % y tiempo de 40 minutos. Se formularon cuatro harinas de “hot
cakes” libres de gluten empleando un disefio unifactorial en 5 niveles de la FD con
propiedades antioxidantes, presentando propiedades fisicas, quimicas y tecno-
funcionales adecuadas y sin diferencias estadisticas entre ellas. Finalmente, los
‘hot cakes” adicionados en FD presentaron un perfil de textura y una aceptacion
sensorial similar al control sin adicionar FD por lo que se sugiere el empleo de la
adicionada en 4 g por porcion. Los resultados sugieren que la FD con
propiedades antioxidantes extraida de la cascara de aguacate 'Hass' puede ser

utilizados como ingrediente bioactivo contribuyendo a la revalorizacion de los



subproductos del aguacate mediante la obtencién de productos alimenticios de

alto consumo con un alto valor agregado.
ABSTRACT

Mexico harvests more than 30% of the avocado (Persea americana Mill.) cv. 'Hass'
worldwide, being its main producer and exporter. Both the pulp and its by-products
(peel and seed) have nutritional properties and bioactive compounds such as
dietary fiber (DF) and phenolic compounds, positioning it as a food of high
nutritional quality. Therefore, the valorization of its by-products would reduce the
environmental problems associated with their disposal, favoring the establishment
of a circular economy. The objective of this work was to characterize the DF of
'Hass' avocado peel for its application in gluten-free hot cakes. For this purpose,
DF was extracted by two methods: alkaline (AM) and ultrasound-assisted (UM).
The yields of both extractions presented a non-significant difference of 1.34 % (AM
81.29 % and UM 82.40 %, respectively). However, differences (p<0.05) were found
in phytochemical composition as total phenolic compounds (TPC) and in
antioxidant capacity with UM being significantly superior (TPC: 58.68 mg EAG/g
and DPPH: 267.11 umoles ETrolox). For techno-functional properties, lower values
(p<0.05) were observed for dietary fiber obtained by AM compared to fiber
obtained by UM (water and oil holding capacity 20.2 % and 44.27 % lower,
respectively). Therefore, UM was selected as the method to obtain DF with
antioxidant properties, the best conditions being solvent 1:40, amplitude of 20 %
and time of 40 minutes. Four gluten-free hot cake flours were formulated using a
unifactorial design in 5 levels of DF with antioxidant properties, presenting
adequate physical, chemical and techno-functional properties and without
statistical differences among them. Finally, the “hot cakes” with added DF
presented a texture profile and sensory acceptance similar to the control without
added FD, suggesting the use of the added DF at 4 g per serving. The results
suggest that FD with antioxidant properties extracted from 'Hass' avocado peel can
be used as a bioactive ingredient contributing to the revaluation of avocado by-

products by obtaining high consumption food products with high added value.

Vi



INDICE GENERAL

RESUMEN ... et e et e e e et e e e e e e e e eeanns Y
AB S T R A T e et e et e et et e et et e e e e aa e e e era e aeee Vi
INDICE TABLAS ..ottt Xii
INDICE FIGURAS ...t e e e e e e e e e eees Xiv
I, INTRODUGCCION .....ootiiiiiieciecteciece e ete ettt et eae e eeeeaeeaesteeteeaesteeaesaeean e 1
[I. ANTECEDENTES. ... .o eennas 3
[I.1. Generalidades del fruto del aguacate .............ccoovvvviiiiiiieeiieeeece e, 3
[1.1.1. Aguacate variedad ‘Hass’ ...........ooovuiiiiiii i 3
[1.1.1.1. Morfologia del aguacate cv. ‘Hass’............cccceeeiiii 4

I1.1.2. Usos del aguacate ‘Hass’ y generacion de desechos.................cooeeee. 5
[1.2. Produccion y consumo de agUACALE ...........uveeiieeeeeeiiiiiiiiiiieee e e e e eiiieeeee e 6
[1.2.1. Produccion MuNdial ............oooiiiiiiiiiieieeeee e 6
11.2.2. Produccién de aguacate €n MEXICO .........cc.uuveeriiieeeeiiiiiiiiiieee e 7
[1.3. Composicion nutrimental del aguacate ‘Hass’ ...........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 7
I I 0= Lo 1 - RO EEUTT 8
I1.4. Perfil fitoquimico de cascara de aguacate cv. ‘Hass' ..........ccccccvveeeeiieeeeeennnns 8
[1.5. Pigmentos presentes en la cascara de aguacate cv. ‘Hass' ...................... 10
[1.5. 1. ANEOCIANINAS ..o e e e e e e e e e e 10
I1.6. Bioactividad de extractos obtenidos a partir de residuos de aguacate........ 11
[1.6.1. Actividad antioXidante ...........cooeeiiiiieie e 11
[1.7. Toxicidad de la cAscara de aguacate...........cccceeeevivieiiiiiiiie e e 13
10 O TR T ] > 13
[1.L10.1. Generalidades. ... 13
[1.10.2. Fibra dietaria antioXidante............coooeeeieiiei 14

vii



[1.10.3. Fibra en la cascara de aguacate ‘Hass’ .............cccceeeeiiiii e, 14

I1.11. Enfermedades asociadas a la ingesta de gluten...............ccccevvvviicinneeenn. 15
[1.11.1. GeNEralidades...........coviiiiiiiiiiiiiiii et 15
11.L11.2. Prevalencia mundial.............cccouiiiiiiiiioiiiieeee e 16
11.11.3. Prevalencia €N MEXICO.........cccuuuiiiiiiiiee et 16

[1.14. Alimentos libres de gluten .........cooooiiiiieiii e 17

[1.15. Desarrollo de “hot cakes” libres de gluten..............oueeeiiiiiiiiiiciiiiciee e, 17

NI, JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt 19
IV, OBJIETIVOS ..t e e e e e e e eees 20
[V.1. ODJEtIVO GENETAL........uuiiiiiiiiiiiiiiii e 20
[V.2. Objetivos €SPECITICOS .....coiiiiiiiiiiiiiie e 20
V. MATERIALES Y METODOS ......coiiiiieceeeee et ee et ae st ste e ereaneas 20

V.1 MAEEIIAIES ...t 20
V.1.1. Material Vegetal............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
V. 1.2, REACHIVOS. ...ttt e e e e 21

Y27 =3 o o (o] (oo |- 21
V.2.1. Obtencién de fibra dietaria a partir de cascara de aguacate ‘Hass’ ..... 21

V.2.1.1. Tratamiento alCaliNO..........cccuuuiiiiiiiiiiii e 21
V.2.1.2. Tratamiento asistido por ultrasonidos de alta frecuencia ............... 22
V.2.3. Determinacion del rendimiento de concentrado de fibra obtenido........ 23
V.2.3. Obtencion de extractos etanolico de fibra dietaria...........cccccccovinnnnee. 23
V.2.3.1. Compuestos fenolicos lIbres ... 23

V.2.4. Determinacion de compuestos biactivos asociados a la fibra de cascara

de aguacate CV. HaSS ......ci i 23

V.2.4.1. Determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT) .................. 23

viii



V.2.4.2. Determinacion de flavonoides totales libres .......ccoccevvvieieieneieen.. 24
V.2.4.3. Determinaciéon de taninos condensados libres........ccovoveeeeevenien.n. 24
V.2.4.4. Determinacion de saponinas totales ............cccceeeveeeeeeeiieiiiiiciin e, 24

V.2.5. Determinacion de capacidad antioxidante de la fibra de cascara de

AQUACALE CV. ‘HASS ....ceiiiiii i 25
V.2.5.1. MEtodo DPPH ..., 25
V.2.5.2. MEtOAO ABTS ... i 26
V.2.5.3. MEtOdO FRAP ... 26

V.2.6 Caracterizaciéon tecno-funcional de la fibra dietaria de cascara de

AQUACALE HASS ....eiiiiiiiiiiiiiitii ittt 27
V.2.6.1. Capacidad de retencion de agua ..........cccoeevervviiiieeeeeeeeeiiiiee e 27
V.2.6.2. Capacidad de retencion de acCeite..........ccceevvvvviiiieeeeeeeeeiiiicee e 27
V.2.6.3. Capacidad de adsorcion de glucosa ............cevvveeieeeeeiieiiiiiiiiie e, 28

V.2.7. Elaboracién de harinas para “hot cakes” libres de gluten y adicionadas

en fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass’ ........cccoovvviiiiiiiiiiiiiiie e, 28

V.2.8. Caracterizacion quimica de las harinas para “hot cakes” libres de gluten

adicionados con fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass'............cccccvvvvvinnnnnee 29
V.2.8.1. Determinacion de humedad ............c.oooiiiiiiiiiiieiiiee e 29
V.2.8.2. Determinacion de ProteiNas .........cccceeueiiiuiiiiiiiieeee e 30
V.2.8.3. Determinacion de lipidoS.........coouuuiiiiiiii e 30
V.2.8.4. Determinacion de CENIZAS ..........ccoueeeiiiiiiiiiiiiiee e 31
V.2.8.5. Determinacion de Carbohidratos............cccuveeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 32
V.2.8.6. Determinacion de fibra total dietaria.............ccccccoerviiiiiiiiiiiinns 32

V.2.8.6.1. Fibra dietaria insoluble ... 32
V.2.8.6.2. Fibra dietaria soluble.............cccoooii 33
V.2.9. Distribucion del tamafio de particula ... 33



V.2.10. Determinacion de la capacidad de absorcidén de agua y de aceite..... 33
V.2.11. Analisis MicrobiolOgICO ........ccoovviiiiiiiie e 33
V.2.12. Elaboracién de “hot cakes” a partir de la harina formulada ................ 34

V.2.13. Determinacion de las propiedades fisicas de los “hot cakes” libres de

gluten adicionados con fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass'.................... 34
V.2.13.1. Determinacion de dimensiones y el peso de los “hot cakes”........ 34
V.2.13.2. VoluMEN €SPECITICO ..o 35
V.2.13.3. Analisis de perfil de textura (TPA) .......cccuiiiiiiieeee e 35

V.2.14. ANAIISIS SENSOMAL.....ccciiiiiiiiiiiiiiiie e 36

V.2.15. ANAliSiS StadiStiCO .....ccoiiiiiiiiiiiiiee e 37

VI.  RESULTADOS Y DISCUSION .....cocoiiieiteieecieceeete ettt 38
VI.1. Caracterizacién quimica de las cascaras de aguacate ‘Hass’ ................... 38

VI.2. Composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de cascara de aguacate

‘Hass’ en diferentes estados de madurez...............ccccceeeeiiiiiiiiiiiie e 40
VI.2.1. Compuestos DIOACLIVOS ........cccoeeiiiiiiiiie e 40
VI.2.1.1. Compuestos fENOLICOS ........cccoviiiiiiiiie e 40
VI.2.1.2. SAponiNas totaleS........ccooveeeeeeeeeeeeeeeee 43
VI.2.2. Capacidad antioXidaNte ..............uuuuuuuuimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeaaaes 44
VI.3. Obtencidn de fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass'....................... 46
VI.3.1. Tratamiento @lCAlIINO ............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 47

VI1.3.1.1. Rendimiento de fibra dietaria y compuestos bioactivos asociados... 47
VI.3.1.2. Capacidad antioXidante ...........cooeeeeiieeiiieeeeeeeeeeeeee e 49
VI.3.2. Tratamiento URFASONICO ........uiiieeeeiiieeiiiiiie e e eeeeeeie e e e e e e e e 51
VI1.3.2.1. Rendimiento de fibra dietaria y compuestos bioactivos asociados... 52
VI1.3.2.2. Capacidad antioXidante ...........cccceviuiiiieieiiiiie e 54

VI1.3.3. COmMpOSICION d€ SAPONINAS......cceeeeiieieiiiiiiee e e eeeeeeeee e e e e e e 56



V1.3.4. Composicion quimica de fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’.. 57
VI1.3.5. Propiedades tecno-funcionales..............cccoeviieeiiiieiiiiiiie e 58

VI.3.6. Efecto de los métodos de extraccion en las propiedades fitoquimicas y

tecno-funcionales de la fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass'................ 62

VI1.3.7. Harinas para “hot cakes” libres de gluten adicionadas en fibra dietaria de

cascara de aguacate ‘Hass ... 63
V1.3.7.1. COMPOSICION QUIMICA ......eeiiiiiiiieeeeee e 63

VI.3.7.2. Propiedades tecno-funcionales de las harinas para “hot cakes”

adicionadas en fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass'.............cc.......... 65
VI.3.7.2. Distribucion del tamafio de particulas...........cccccceeeeiiieiiiiiiiiicceee e, 66
VI.3.7. Analisis MiCrobiolOQICO .......cceviieiiiiiicc e 68

VI.3.8. Desarrollo de “hot cakes” libres de gluten adicionados en fibra de cascara

de aguacate HasS .........coouiiiiiiiiiiiiii 68
V1.3.8.1. Caracterizacion fiSICa ..........uuuriiieeiiiiiiiiieeee e 68
VI1.3.8.2. Perfil d@ TeXIUIA .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 69
V1.3.8.3. ANAIISIS SENSONIAl ......ccoiiiiiiiiiiee e 70

VII.  CONCLUSIONES ... ..ottt e e e e eees 74
VI BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt eteanens 75
DX, ANEXOS et aee 95

Xi



INDICE TABLAS

Tabla 1. Produccién y area dedicada al cultivo del aguacate cv. ‘Hass’ a nivel
MUNAIAL (20L18-2021) ...uuiieeeeeeeeeeiei et e ettt e e e e e e e e e eeeabsa e e e e eeeeeeeenes 6
Tabla 2. Principales ingredientes empleados en la formulacion de "hot cakes" y su
L8] 03 o o B PP 18
Tabla 3. Disefio experimental de extraccidn alcalina de fibra dietaria. ................. 21
Tabla 4. Disefio experimental de extraccibn de fibra dietaria asistida por
ultrasonidos de alta frECUBNCIA. .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
Tabla 5. Formulaciones de harinas para "hot cakes" adicionadas en fibra dietaria
de cascara de aguacate "HasSS .........ooouuiiiiiiiieeee e 28
Tabla 6. Composicion quimica de la cascara de aguacate ‘Hass’ en diferentes
€Stad0S UE MAUUIEZ. ..o 38
Tabla 7. Composicién fitoquimica de la cascara de aguacate 'Hass' en diferentes
€Stad0S UE MAUUIEZ ... 41
Tabla 8. Concentracion de saponinas presentes en la cascara de aguacate 'Hass'
en diferentes estados de MAadUIEZ ............uuiiiieiiiiiiiiici e 44
Tabla 9. Capacidad antioxidante de cascara de aguacate en diferentes estados de
0= T [ =72 45
Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre los compuestos fitoquimicos y la
capacidad antioxidante de la cascara de aguacate 'Hass' ...........ccccccceeeeenviinnnnee. 46
Tabla 11. Rendimiento de fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass' obtenida
por tratamiento alCaliNo. .............uuuiiiiii i 47
Tabla 12. Capacidad antioxidante de fibras dietarias alcalinas obtenidas bajo
diferentes CONAICIONES...........uuuiiie e e e e e e e enananas 50
Tabla 13. Rendimiento de la fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass' obtenida
POr tratamiento UIFASONICO. .........uuuiiiieeeeeieeee e e e e e eeeanes 52
Tabla 14. Composicion fitoquimica de fibras dietarias obtenidas por método
asistido POr URraSONIOS.........ooo e 53
Tabla 15. Capacidades antioxidantes de las fibras dietarias obtenidas por el

MEtodo asistido POr UIFrASONITO........c.ceeiiiieeiie e e e 55

Xii



Tabla 16. Composicion de saponinas en concentrados de fibra obtenidos por los
tratamientos alcalino y asistido por ultrasonido. ...........c.coeevvviiiiiiiieeeeeecec e, 56

Tabla 17. Composicion quimica de la fibra dietarias de cascara de aguacate 'Hass'

Tabla 18. Propiedades tecno-funcionales de fibras dietarias obtenidas a partir de
cascara de agUACAte "HaSS' .......ccocieeeeiiieeiiiiei e e e et e e e e e e e e e e e e e ana 59
Tabla 19. Composicion quimica de las harinas para "hot cakes" adicionados con
diferentes concentraciones de fibra dietaria de cdscara de aguacate 'Hass' ........ 64
Tabla 20. Propiedades tecno-funcionales de harinas para “hot cakes” libres de
gluten y adicionados con diferentes concentraciones de fibra de céascara de
AQUACATE HASS' ... it 65
Tabla 21. Masa de harina para “hot cakes” retenida en los diferentes tamarios de
[OF= L[ U | = R E PP 66
Tabla 22 Resultados microbiolégicos de las harinas para “hot cakes” libres de
gluten adicionadas en fibra de cascara de aguacate 'Hass'................ccccevvvvvvnnnnnn. 68
Tabla 23. Parametros fisicos de los "hot cakes" adicionados en fibra dietaria de
cascara de aguacate 'Hass' formulados...........ccccoeeeeieii e, 69
Tabla 24. Perfil de textura de los “hot cakes” obtenidos ..........cccccvvvvvvviiiiiiininnnnn. 70

Xiii



INDICE FIGURAS

Figura 1. Fruto del aguacate Hass' .............uuuiiiiiiiiiiiiiiii 4
Figura 2. Produccion de aguacate en México (2014-2021) (FAOSTAT 2023). ...... 7
Figura 3. Estructura de 3-O-glucosido de cianidina (Escobar, 2022). .................. 11

Figura 4. Composicion fitoquimica de la fibra dietaria obtenida por el tratamiento
=1 [>T ST 49
Figura 5. Proyeccion de las diferentes variables estudiadas en el Primer y
SeguUNAO COMPONENLE. .. .oiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eenaaaaaas 63
Figura 6. Distribucion del tamafio de particulas de las harinas para "hot cakes"
(0] 10101 F=To = TSP 67
Figura 7. Aspecto general de los “hot cakes” adicionados en fibra de cascara de
aguacate ‘Hass’ y control evaluados en la prueba sensorial...............ccoovvvvivvnnnnnn. 72
Figura 8. Resultados de la evaluacion sensorial de los "hot cakes" adicionados en

fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass'..........cccceeeviiiiiiiiiiiiii e 73

Xiv



Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles
necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales

investigaciones futuras.

Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual se declard y
dio reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual presentadas

en el documento.

Lorraine Salgado Ledn

XV



l. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) cv. ‘Hass’ es una fruta climatérica cuyo
origen se encuentra en América siendo México uno de sus mayores consumidores
en los ultimos afos. Esta fruta posee gran reconocimiento a nivel mundial por su
valor nutritivo y concentracion de compuestos bioactivos, dentro de los cuales se
encuentran vitamina E, &cido ascorbico, &cidos grasos poli insaturados, fibra
dietética, carotenoides, compuestos fendlicos, saponinas y fitoesteroles, entre

otros.

En los ultimos afios, la produccién, exportacién y consumo de aguacate a nivel
mundial han tenido un aumento sostenido. Particularmente, México se situa en los
primeros lugares a nivel mundial. En 2021 el volumen de produccién de aguacate
en México alcanzo los 2.44 millones de toneladas métricas, lo que signific6 un
aumento de aproximadamente 50 000 toneladas con respecto al afio anterior,
aportando el estado de Michoacan el 75 % de estas. Ademas, México es uno de
sus mayores consumidores, llegando a un consumo per capita de 11 kg en 2022
segun cifras de STATISTA (2024), lo cual representdé un incremento de 2.5 kg
respecto al afio anterior. El procesamiento industrial de la pulpa del aguacate para
la obtencion de productos como guacamole, pulpa y aceite, genera grandes
cantidades de semillas y cascaras como principales deshechos. La cascara de
aguacate representa hasta un 13 % del peso total del fruto y la semilla hasta un 18
%, representando hasta un 31 % del peso del fruto los residuos sélidos, lo que hoy
en dia se refleja en toneladas de subproductos que son utilizados en bajas

proporciones como alimento animal, composta u otras aplicaciones.

Estos subproductos son una considerable fuente de compuestos fitoquimicos,
particularmente, la cascara se ha reportado como fuente de fibra dietaria, acidos
organicos, compuestos fendlicos (flavonoides, catequinas, procianidinas),
saponinas entre otros. Estos compuestos pueden ser extraidos y aportar

beneficios para la salud humana como agentes fitoquimicos en formulaciones de



alimentos o cosméticos, para llegar a productos mas “naturales y limpios”, los
cuales han presentado un notable crecimiento en su demanda por los

consumidores en los ultimos anos.

Uno de los componentes mayoritarios presentes en la cascara es la fibra dietaria
la cual suele representar alrededor del 50 % de los carbohidratos de esta matriz
Muchas investigaciones han asociado un aumento en el consumo de este
componente con la prevencion y conservacion de la salud. La fibra insoluble, se ha
relacionado con una capacidad de reducir el tiempo de transito del bolo fecal en el
intestino, resultando eficiente en la reduccion de los sintomas de estrefiimiento y
en una rapida eliminacion de sustancias toxicas. Por otra parte, la fibra soluble, es
capaz de ser fermentada, de forma parcial o total por la microbiota intestinal,
produciendo generalmente compuestos benéficos como acidos grasos de cadena
corta (AGCC) (principalmente acido acético, propionico y butirico), gases (dioxido
de carbono, metano, y dihidrégeno) y acido lactico. La inclusién de la fibra dietaria
dentro de alimentos ha resultado en la prevencion y mejoramientos de patologias
como las enfermedades gastrointestinales, enfermedades cardiovasculares,

obesidad, diabetes tipo 2, entre otra.

Por otra parte, los pacientes con alguna patologia asociada a la ingesta de gluten
se han caracterizado por presentar microbiotas desequilibrada con aumento de la
presencia de patdgenos y la disminucion de bacterias benéficas (Bifidobacterias,
asi como otros padecimientos gastrointestinales asociados, por lo cual el
incremento del consumo de fibra dietaria puede ser de gran utilidad. Hasta la
fecha no existe tratamiento farmacéutico disponible, los sintomas se pueden evitar
mediante el consumo de una dieta libre de gluten. Actualmente se encuentran en
el mercado una gran diversidad de productos dentro de los cuales se tienen
diversos tipos de panes. Los “hot cakes” o panqueques encabezan la lista de los
desayunos mas consumidos en México segun una encuesta realizada en 2018, sin
embargo, es necesario el incremento de alternativas libres de gluten y adicionados

en fibra dietaria con propiedades antioxidantes de estos productos en el mercado



para pacientes con patologias asociadas a la ingesta de gluten u otros

consumidores que tengan preferencia por este tipo de alimentos.

Es por esto que el objetivo del presente fue caracterizar la fibra dietaria y los
compuestos bioactivos asociados de la cascara del aguacate (Persea americana

Mill.) cv. ‘Hass’ para su aplicacién en “hot cakes” libres de gluten.

[I.  ANTECEDENTES

II.1. Generalidades del fruto del aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.) es una fruta climatérica tropical y subtropical
de forma generalmente ovalada y alargada, que ha experimentado una creciente
aceptacion en los consumidores del mundo debido a su elevado contenido
nutricional (Del Castillo-Llamosas et al., 2021). Otros factores que han motivado
este crecimiento, son las diferentes opciones que existen para su consumo tanto
en fresco como procesado, y su inclusién cada vez mas elevada en otros sectores
como la industria cosmética, farmacéutica, entre otras (Lister et al., 2021; Salazar-
Lopez et al., 2021). Ademas, es la fruta mas importante y la Unica comestible de la
familia Lauraceae por lo que posee un elevado valor comercial (Aradjo et al.,
2018)

Este fruto es originario de México y Centroamérica, existiendo evidencia de su
consumo en México durante los ultimos 10 000 afios (Araudjo et al., 2018). Su
distribucion natural va desde México hasta Perd, incluyendo Centro Ameérica,
Colombia, Venezuela y Ecuador. Resulta destacable su presencia en los estados
mexicanos de Michoacan, Chiapas, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, entre otros
(Araujo et al., 2018; Bernal et al., 2020).

[1.1.1. Aguacate variedad ‘Hass’

El aguacate variedad ‘Hass’ es un hibrido de las razas guatemalteca y mexicana,
considerado en la actualidad como el cultivar mas importante desde el punto de

vista comercial y el mas producido a nivel mundial, gracias a la calidad de sus



frutos, su alto rendimiento productivo, resistencia y maduracion tardia
destacandose Meéxico, Chile y Estados Unidos como principales productores
(Yahia & Woolf, 2011).

[113 ”

El fruto del aguacate (Persea americana Mill.) cv. “Hass’ ha sido cada vez mas
reconocido por sus altos niveles nutritivos y riqueza de compuestos bioactivos, los
cuales incluyen vitaminas E, acido ascorbico, acidos grasos poliinsaturados, fibra

dietética, carotenoides y fenoles solubles (Saavedra et al., 2017).

[1.1.1.1. Morfologia del aguacate cv. ‘Hass’

El aguacate es un fruto esférico, ovalado, con corteza gruesa y quebradiza y
superficie &spera; la pulpa es cremosa, con excelente sabor sin fibra y finales del
proceso de maduracion y es de color crema amarilla (Araujo et al., 2018) (Figura
1). De acuerdo con el estado de madurez, la cidscara presenta un color que puede
ir desde verde opaco hasta morado oscuro. Los frutos son retenidos en la planta
hasta por 6 meses posterior a su madurez fisioldgica, sin pérdida marcada en la
calidad (Bernal et al., 2020).

Figura 1. Fruto del aguacate ‘Hass’.

Durante la maduracion del fruto se aprecia una marcada disminucién del brillo y de
la dureza. Ambos parametros son fundamentales para la clasificacion del
aguacate en la industria por la facilidad con la cual pueden determinarse. Sin
embargo, estas mediciones pueden sobreestimarse debido a los dafios mecanicos
gue presenta la fruta luego de su cosecha (Cowan & Wolstenholme, 2015). El

proceso de maduracién del aguacate se correlaciona con un aumento significativo
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del contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides en la semilla y un
aumento de los monosacéaridos glucosa y fructosa (Sanchez-Quezada et al.,
2021).

1.1.2. Usos del aguacate ‘Hass’ y generacion de desechos

Entre los usos que tiene el aguacate destacan su consumo como fruta fresca, la
extraccion y el empleo del aceite y su incursion en la industria cosmética (en
jabon, champu, etc.). Al comparar con muchas frutas que tipicamente tienen un
caracteristico sabor dulce o acido, los aguacates tienen una consistencia suave,
cremosa, un sabor agradable y sutil. Ademas, pueden consumirse de forma
procesada como guacamole, producto para untar diferentes productos alimenticios
(Garcia-Vargas et al., 2021). El aceite extraido a partir del fruto, se puede emplear
para cocinar o como aderezo, salsas 0 adobos y en la industria cosmética (luego
de ser refinado) se adiciona en productos para el cuidado de la piel como
protectores  solares, lociones, cremas limpiadoras y humectantes,
acondicionadores para el cabello y bases de maquillaje (Lister et al., 2021;
Salazar-Lopez et al, 2021). Existen otros usos menos convencionales y
extendidos a nivel mundial como su inclusiéon en la reposteria, la industria de
bebidas o su uso como biocombustible (Rodriguez-Martinez et al., 2022; Yahia &
Woolf, 2011).

Otra aplicacién prospectiva de los residuos de aguacate es la extraccion y
purificacion de fibra dietaria con propiedades antioxidantes, ingrediente muy
demandado en la actualidad para su incorporacion en otros productos de diversa
naturaleza. En alimentos puede ser capaz de reducir su contenido caldrico,
mejorar la salud intestinal de quien lo consuma y disminuir su absorcion de grasas,
entre otros efectos. (Khorasaniha et al.,, 2023; Popoola-Akinola et al.,, 2022%
Rouhou et al., 2018).

El procesamiento industrial del fruto para la obtencion de derivados genera
grandes cantidades de semillas y cascaras como principales deshechos, que
actualmente se desperdician con minimas aplicaciones comerciales valiosas y
generan enormes volumenes de contaminantes organicos (Del Castillo-Llamosas
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et al., 2021; Salmeron-Ruiz, 2014). La cascara de aguacate llega a representar
entre un 11 a un 16 % del peso del peso total del fruto; la semillas entre un 14 y un
24 %, los residuos solidos entre un 5y un 10 %, lo que hoy en dia se refleja en
toneladas de subproductos descartados sin mas aplicacibon que para la
alimentacion animal (Figueroa et al., 2021; L6pez-Cobo et al., 2016).

Las decisiones sobre el tratamiento de los subproductos deben involucrar dos
aspectos fundamentales A) la factibilidad relacionada con los costos y beneficios
econOmicos para la industria; B) el impacto que pueden tener el empleo de estos

subproductos para la sociedad y el medio ambiente (Figueroa et al., 2021).
[I.2. Producciéon y consumo de aguacate

11.2.1. Produccion mundial

La produccién de aguacate se da en mas de 60 paises (FAOSTAT, 2023), siendo
la variedad Hass la de mayor disponibilidad durante todo el afio. (Rodriguez-
Carpena et al., 2011).

Las estadisticas recientes reflejan un aumento sostenido en la produccion,
exportacion y consumo del aguacate ‘Hass’ (L6pez-Cobo et al., 2016). Durante el
afo 2016 el total de hectareas dedicadas a este cultivo fue de 677,209 ha,
mientras que en el afio 2022 estas se habian incrementado un 22 % hasta llegar a
un total de 871,653 ha a nivel mundial. Igualmente, la produccién sufrié un
incremento 2,772,634.36 entre estos afios, lo cual representd un aumento de un
31.46 %. La Tabla 1 muestra la produccién y el area cosechada a nivel mundial
desde 2016 hasta el 2021.

Tabla 1. Produccion y area dedicada al cultivo del aguacate cv. ‘Hass’ a nivel
mundial (2018-2021)

Afo Area cosechada (ha) Produccién (t)
2018 738397.00 6904127.88
2019 758354.00 7273569.06



2020 818593.00 8219648.30
2021 871653.00 8810452.45

Fuente: FAOSTAT (2023)

[1.2.2. Produccién de aguacate en México

Segun estadisticas, en 2021 un total de 248 000 ha fueron dedicadas al cultivo de

aguacate y el volumen de produccion de este fruto alcanzé los 2.44 millones de

toneladas métricas, lo que representd un incremento de casi 50.000 toneladas

métricas en comparacion con la cantidad reportada el afio anterior. De ellas, un
75% procedian del estado de Michoacan (Figura 2) (FAOSTAT, 2023).

A fines del afio 2022 en México se produjeron 2,540,715 toneladas del fruto,

concentrando en Michoacan la mayor superficie cultivada con 183 385 ha y
aportando el 70.6% del total nacional (SIAP, 2022) .

250000

200000

150000

100000

50000

o

Produccion de Aguacate en México

mmm Area cosechada (ha) mmmm Rendimiento(hg/ha) Produccion (t)

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

o

Figura 2. Produccién de aguacate en México (2014-2021) (FAOSTAT 2023).

[1.3. Composicion nutrimental del aguacate ‘Hass’

El perfil nutricional comprende vitaminas (B1, B2, C, D y E), acidos grasos

monoinsaturados, polifenoles, alta concentracion de proteinas, fibra dietética,



fitoesteroles entre otros. Debido a la presencia de estos compuestos se le ha
relacionado con diversas propiedades benéficas para la salud, como antioxidante,
antiobesogénica, hipoglucemiante, antihipertensiva y antimicrobiana, entre otras
(del Castillo-Llamosas et al., 2021; Ranade & Thiagarajan, 2015). Sin embargo, las
concentraciones dependeran de la parte del fruto.

11.3.1. Cascara

Araujo et al. (2021) reportaron la siguiente composicion quimica de la cascara de
aguacate en base seca: 3.57 + 0.11 % de cenizas, 2.87 £ 0.22 % de lipidos, 4.47 +
0.55 % de proteinas, 67.80 + 0.42 % de fibra insoluble y 21.01 + 0.57 % de fibra

soluble

Por otra parte, Del Castillo-Llamosas et al. (2021) reportaron a la lignina como
componente principal de la cascara de aguacate, la cual represento el 41.92 %. El
contenido de glucanos fue de 19.43 % y el de la hemicelulosa de 26.51 %. La
fraccion extraible constituida fundamentalmente por azucares monoméricos Yy
acidos organicos represento el 8.01 %. Finalmente, el contenido de cenizas fue de
2.87 %.

Velderrain-Rodriguez et al. (2021b) determinaron también la composicién quimica
de macronutrientes del extracto etandlico liofilzado de la cascara presentando:
39.36 % de carbohidratos, las proteinas constituyeron el 2.82 % y los lipidos,
humedad y cenizas fueron 7.68 %, 14.45 % y 7.34 % respectivamente. El aporte

energético resultante fue de 226.04 kcal/100 g.
[1.4. Perfil fitoguimico de cascara de aguacate cv. ‘Hass’

Los compuestos fitoquimicos son generados por las plantas durante los procesos
metabdlicos que en ella se desarrollan. Forman parte de la defensa quimica
natural y generalmente poseen alguna actividad biolégica para los individuos que
los consumen (antimicrobiana, antioxidante etc.) (Cerda-Opazo et al., 2021;
Trujillo-Mayol et al., 2021; Figueroa et al. 2021). Estos compuestos participan en

los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente y su produccion puede



inducirse cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas (Lopez-Cobo
et al., 2016).

La cascara de aguacate es una mezcla compleja de metabolitos donde destaca la
presencia en concentraciones elevadas de compuestos fendlicos como catequina
y compuestos poliméricos: proantocianidinas, glucésidos de quercetina, dimeros
de procianidina de tipo A y B, trimeros de procianidina de tipo A, &cido
cafeoilquinico, acido cumaroilquinico a los cuales se le atribuye gran parte de la
capacidad antioxidante de estos subproductos (Araujo et al., 2021; L6épez-Cobo et
al., 2016; Velderrain-Rodriguez et al., 2021).

Figueroa et al. (2018) identificaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) un total de 61 compuestos fendlicos y
otros compuestos polares en cascara de aguacate, entre ellos acidos organicos
como el &cido succinico, &cidos hidroxibenzoéicos, derivados de alcoholes
fendlicos, flavonoides como catequinas, dimeros, trimeros y tetrameros de

procianidinas, asi como otros compuestos polares.

De igual forma, otro estudio realizado en cascara de aguacate cv. ‘Hass’ utilizando
extraccion asistida por microondas (MAE por sus siglas en inglés) y cromatografia
liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS por sus
siglas en inglés) demostr6 la presencia de una amplia variedad de polifenoles y
compuestos polares. Se identificaron cerca de un total de 53 compuestos y estos
fueron clasificados en diferentes familias: acidos organicos, acidos fendlicos,
flavonoides, catequinas, procianidinas y otros compuestos polares, resultando las
procianidinas como el grupo quimico mayormente representado con un total de 25

compuestos detectados en la muestra (Figueroa et al., 2021).

Por otra parte, Velderrain-Rodriguez et al. (2021) compararon la composicion de
los subproductos de aguacate, encontrandose una mayor concentracion de
compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides) y carotenos en la cascara
de aguacate que en sus semillas. Asi mismo, presenté una capacidad antioxidante

superior en las tres determinaciones realizadas (inhibicién de radicales 1,1-difenil-



2-picrilhidrazil o DPPH; &cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina sulfénico) o ABTS;

y por medio de la técnica del poder antioxidante reductor férrico o FRAP.

Otros productos alimenticios han incorporado de forma funcional la cascara del
aguacate ‘Hass’ en su composicion. Tal es el caso, del desarrollo de un té a partir
de este subproducto con elevado contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante, asi como aceptabilidad sensorial (Rotta et al., 2015). De forma
similar, Miranda et al., (2021) propusieron la sustitucién parcial de harina de trigo
por harina obtenida a partir de cdscara de aguacate para el desarrollo de pastas
comerciales, obteniéndose un enriquecimiento en el contenido de fibra, asi como

de compuestos fendlicos en dichas formulaciones.
II.5. Pigmentos presentes en la cascara de aguacate cv. ‘Hass’

Varios estudios han demostrado que las diferentes partes de los aguacates
poseen concentraciones considerables de pigmentos vegetales.
Fundamentalmente, clorofilas, carotenoides y antocianinas (Araujo et al., 2018;
Ramos-Aguilar et al., 2021). La distribucién de estos y concentraciones de estos
en las diferentes partes del fruto varia considerablemente con los estados de
madurez (Wang et al., 2010). Este tipo de compuestos se caracterizan por
degradarse con relativa facilidad frente a diversos factores quimicos y fisicos,
como el pH, luz, temperaturas altas, oxigeno, iones metalicos, entre otros (Li et al.,
2021).

I1.5.1. Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos naturales solubles en agua que pertenecen al
grupo quimico de los flavonoides. Estos compuestos aportan coloraciones rojo,
purpura y azules en plantas y tienen un papel fundamental en la propagacion de

estas y sus mecanismos de defensa (Ghosh et al., 2022; Sharma et al., 2021).

En el 2006 se determind que las concentraciones de antocianinas aumentaban
continuamente durante la maduracion del aguacate ‘Hass’. El 3-O-glucésido de

cianidina representdé casi la totalidad de la concentracibn de antocianinas
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detectada (98 % aproximadamente) (Ashton et al., 2006). La estructura quimica de

este compuesto se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Estructura de 3-O-glucosido de cianidina (Escobar, 2022).
I1.6. Bioactividad de extractos obtenidos a partir de residuos de aguacate

Los extractos acuosos y etandlicos obtenidos a partir de residuos de aguacate han
sido utilizados de forma tradicional debido a las propiedades biolégicas que
presentan (Trujillo-Mayol et al., 2020). De estos extractos se han reportado
actividades biologicas como larvicida, antifingico, antimicrobiano, antioxidante,
antiprotozoario, antidiabético, antihipertensivo, hipocolesterolémico y
antimicobacteriano, asi como actividad inhibitoria de la oxidacién de lipidos y
proteinas (Aprilianto et al., 2019; Cerda-Opazo et al., 2021; Jimenez et al., 2021;
Louis et al., 2020; Oboh et al., 2014; Odo et al., 2013; Torres et al., 2018).

Los compuestos bioactivos presentes en extractos de residuos de aguacate se
han utilizado de forma directa o como ingrediente de otras formulaciones tienen
cada vez mas perspectivas de uso. De forma particular destaca el empleo de las
procianidinas como agentes antitumorales contra células B16F10 (melanoma)
(Cerda-Opazo et al., 2021).

11.6.1. Actividad antioxidante

Los compuestos antioxidantes son sustancias con la capacidad de eliminar o
quelar radicales libres e inhibicion de enzimas oxidantes como las EROs (especies

reactivas del oxigeno), que estan asociadas con muchas enfermedades cronico-
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degenerativas no transmisibles (ECNTs) entre las cuales se pueden citar
dislipidemias, sobre-peso, obesidad, enfermedades cardiovasculares, diabetes e
incluso el cancer (Adegbola et al., 2017; Araujo et al., 2021; Pérez-Torres et al.,
2021; Unuofin & Lebelo, 2020).

Los compuestos fendlicos son considerados como antioxidantes primarios. El
poder antioxidante de estos estd ligado a sus propiedades reductoras como
agentes donantes de hidrogeno (HAT. por sus siglas en inglés) o por mecanismo
de donacién de electrones (SET. por sus siglas en inglés), lo cual indica su
potencial como secuestrantes de radicales libres y su capacidad de quelacion de
metales, especialmente, hierro y cobre, disminuyendo la formacion de radicales

libres catalizada por metales (Ge et al., 2021).

Las capacidades antioxidantes de los subproductos de aguacate han mostrado
efectos dependientes de la dosis y el método de extraccion seleccionado en cada
caso (Rodriguez-Carpena et al., 2011).

Figueroa et al. (2021) describen posibles aplicaciones del extracto de cascara de
aguacate (optimizados con microondas), debido a la alta capacidad inhibidora de
proteinas como las matrices de metaloproteinasas (MPP) en concentraciones
relativamente bajas y la alta capacidad antioxidante. Esta propiedad es de interés
para la industria alimentaria porque define a los productos que la tienen como
ingredientes antioxidantes con propiedades conservantes en alimentos como
embutidos o para la formulacion de alimentos nutracéuticos con actividad
antioxidante y antienvejecimiento. Las MMP son proteasas extracelulares que son
capaces de degradar especificamente un gran nimero de sustratos dentro de los
cuales se encuentran componentes basicos de la membrana y la matriz
extracelular como varios tipos de colagenos, elastina, fibronectina, gelatina y
proteoglicanos, entre otros. Estas enzimas estan asociadas tanto a procesos
normales como patolégicos como cancer, inflamacion, artritis y enfermedad

periodontal, entre otros (Jacobsen et al., 2007).

Ferreira & Santos (2022) propusieron el empleo de un extracto obtenido a partir de

la cdscara de aguacate como sustituto de conservadores sintéticos en mayonesas,
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mostrando una capacidad antioxidante similar a analogos sintéticos y capacidad
para inhibir el crecimiento microbiano dentro de las formulaciones, sin alterar sus

caracteristicas fisicas.
II.7. Toxicidad de la cascara de aguacate

Tremocoldi et al. (2018) determinaron el potencial toxico del extracto etandlico de
cascara de aguacate ‘Hass’ sobre una linea celular de macréfagos de raton (RAW
264.7), el cual resulté no téxico hasta concentraciones de 10 pg/mL, clasificandose

como potencialmente seguro para el consumo humano.

Un estudio en 2021 determind la toxicidad de un extracto etanélico-acuoso (35 %)
de cascara de aguacate ‘Hass’ sobre una linea celular de fibroblastos de raton
(L929), induciendo un bajo un efecto citotdxico, con una concentracion inhibitoria
media (ICso0) de 908.6 pug/mL, por lo que puede considerarse como potencialmente

seguro para el consumo humano (Rodriguez-Martinez et al., 2021).

Estos resultados contribuyen a potencializar los usos de los subproductos del
aguacate, especialmente de la cascara ya que no han presentado hasta la
actualidad algun efecto nocivo para la salud, aunque son necesarios mas estudios

gue garanticen la completa inocuidad de estos desechos (Araujo et al., 2021).
[1.10. Fibra

11.10.1. Generalidades

La fibra dietaria abarca diferentes tipos de polimeros de carbohidratos y otras
sustancias, que se encuentran formando parte de las paredes celulares de los
vegetales (Armstrong et al., 2021), los cuales que no son capaces de ser digeridos
en intestino delgado de los individuos monogastricos (Cronin et al., 2021). Puede
clasificarse de diferentes formas segun sus caracteristicas de solubilidad,

viscosidad y su capacidad de ser fermentada (Popoola-Akinola et al., 2022).

Varios estudios han comprobado las diferencias entre los subtipos de fibra con

respecto a sus beneficios a la salud y el mecanismo por el cual causan este efecto
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en el consumidor (Popoola-Akinola et al., 2022; Yin et al., 2022). La fibra insoluble,
constituida principalmente por celulosa y lignina, entre otros componentes se ha
asociado con la capacidad de reducir el tiempo de transito del bolo fecal en el
intestino y aumentar el volumen de este, debido a su capacidad de absorber agua
e hincharse, resultando eficiente en la reduccién de los sintomas de estrefiimiento
(Ding et al., 2020). Ademas, incrementan la velocidad de transito intestinal,
favoreciendo una rapida eliminacion de sustancias téxicas o potencialmente

cancerigenas (Fardet, 2010; Khorasaniha et al., 2023).

Por su parte, la fibra soluble cuya composicion incluye pectina, arabinoxilano, -
glucanos entre otros constituyentes, se han asociado con su capacidad de ser
fermentados (parcial o total), por la microbiota intestinal, produciendo compuestos
benéficos como AGCC (4cido acético, butirico, propiénico y lactico) y gases como
dioxido de carbono (COz); metano (CHa4) y dihidrégeno (Hz). Estos AGCC juegan
un rol vital como sefalizadores celulares y fuentes energéticas. (Ding et al., 2020;
Khorasaniha et al., 2023; Okrathok et al., 2023).

11.10.2. Fibra dietaria antioxidante

Un concepto asociado a la fibra dietaria es el de fibra dietaria antioxidante dada
por Saura-Calixto en 1998, definiéndola como aquella que contiene cantidades
considerables de compuestos antioxidantes (fundamentalmente compuestos
fendlicos) atrapados en su matriz. Para considerarse como fibra dietaria
antioxidante, se debe cumplir con los requisitos de representar al menos un 50 %
del producto original en base a materia seca, 1 g de dicha fibra debe poseer una
capacidad de inhibir la oxidacion lipidica equivalente a 200 mg de vitamina E
(método de tiocianato) y una capacidad de inhibicién de DPPH de al menos 50 mg
de Vitamina E. Asimismo, esta capacidad antioxidante debe ser intrinseca del

material (Angulo-Lopez et al., 2022).

[1.10.3. Fibra en la cascara de aguacate ‘Hass’

La cascara de aguacate es una fuente abundante de fibra. Salmeron-Ruiz en
2014 caracterizaron la fraccion indigerible de este subproducto y determiné que el
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89.39 % de esta fue de naturaleza insoluble (constituida fundamentalmente por
azucares neutros, acidos uroénicos y lignina) y s6lo un 7.46 % de naturaleza
soluble. Davila et al. (2017), por otra parte, identificaron la presencia en este
subproducto de 27.58 % de celulosa y un 25.3 % de hemicelulosa. Un estudio
realizado en 2021 reflejé que la lignina representaba un 41.92 % de este material,
los glucanos un 19.43 % y la hemicelulosa 26.51 % (Del Castillo-Llamosas et al.,
2021). Por otra parte, Araujo et al. (2021) determinaron que la fibra insoluble
representaba un 67.80 % y la soluble un 21.01 %. Estos estudios previos
fundamentan de forma tedrica que la cascara de aguacate como materia prima es

fuente de fibra dietaria.
[I.11. Enfermedades asociadas a la ingesta de gluten

11.11.1. Generalidades

Existen diversos tipos de patologias asociadas al consumo de alimentos que
contienen gluten. La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cronica del
intestino delgado, inmunomediada, dada por la exposicion al gluten de la dieta y
prolaminas relacionadas, en individuos genéticamente predispuestos,
caracterizadas por autoanticuerpos especificos contra transglutaminasa tisular 2 y
endomisio (Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021). Por otra parte, la alergia al trigo (AT) es
una reaccién inmunoldgica adversa a proteinas presentes en este cereal, esta
reaccion estd mediada por anticuerpos IgE especificos, aunque existe AT no
mediada por IgE (Remes-Troche et al., 2018). Finalmente, la sensibilidad al gluten
es una condicién en la que los sintomas se desencadenan debido a la ingesta de
gluten sin que se encuentren presentes los anticuerpos ni atrofia de las
vellosidades especificos de la enfermedad celiaca (Catassi et al., 2013; Sabenca
et al., 2021).

Los pacientes diagnosticados con EC poseen microbiota desequilibrada con una
disminucién de bacterias benéficas como bifidobacterias y un aumento de
microorganismos patogenos, lo cual se ve reflejado en la funcionalidad de su
microbiota (Gobbetti et al., 2018).
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Un estudio determind que el consumo de una dieta libre de gluten condujo a
reducciones de las poblaciones bacterianas intestinales beneficiosas, mientras
que la ingesta de polisacaridos complejos no mostré estas modificaciones (De
Palma et al., 2009). Por lo que la adicion de fibra dietaria en productos libres de
gluten aporta beneficios para la salud de quien los consume, dado que son
capaces de modular la microbiota que en este tipo de pacientes se encuentra
alterada debido al desbalance nutricional causado ya sea por la propia
enfermedad o por la exposicion continua a una dieta libre de gluten (Gobbetti et
al., 2018).

11.11.2. Prevalencia mundial

Estudios recientes han estimados una incidencia de EC es del 0.6 % en Asia, del
0.5 % en Africa y 0.4 % en América del Sur. Ademas, esta ha sufrido un
incremento a lo largo de los afios estimado en 0.6 % en el periodo de 1991 a 2000
y de 0.8 % entre 2001 y 2016 (Singh et al., 2018).

La prevalencia de esta enfermedad puede variar ampliamente entre paises a
pesar de encontrarse proximos geograficamente. Este hecho ha provocado que
los investigadores tomen en cuenta exposiciones ambientales como posibles

factores de riesgo para el desarrollo EC (Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021).

11.11.3. Prevalencia en México

La enfermedad celiaca era considerada como una patologia de baja incidencia en
México, en los ultimos diez afios de acuerdo a estimaciones epidemiolégicas que
entre 800 000 y 1 000 000 mexicanos podrian presentarla (Remes-Troche et al.,
2018). A su vez otros autores han estimado que los casos no diagnosticados
podrian representar entre unas cinco y diez veces las cifras de las personas

diagnosticadas en México (Rubio-Tapia et al., 2013).

Segun gobierno federal: “En México, se estima que 0.9 % de la poblacion, padece
la enfermedad celiaca, un 0.7 % tiene alergia al trigo y de 1 a 25 % tiene
sensibilidad al gluten no celiaca o padece de intestino irritable/dispepsia, de
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acuerdo con los datos de la Revista de Gastroenterologia de México y la Revista

de Medicina Interna” (Instituto de Salud para el Bienestar, 2022).
[1.14. Alimentos libres de gluten

Las dietas libres de gluten se reconocen comunmente como el Unico tratamiento
para los trastornos asociados a la ingesta de gluten principalmente presente en el
trigo. Sin embargo, en la actualidad, un nimero elevado de personas sin este tipo
de padecimiento se estan inclinando por este tipo de dieta. La razon fundamental
de este crecimiento es la idiologia de este sector de la poblacion de que estas
alternativas diarias son mas saludables que sus equivalentes que contienen
gluten, sumado a la busqueda de pérdida de peso, 0 para minimizar el riesgo de
padecer en el futuro este tipo de patologias (Gobbetti et al., 2018; Sabenca et al.,
2021).

Sin embargo, este tipo de alimentos ha presentado numerosas deficiencias en
cuanto a su textura y otras caracteristicas sensoriales, esto debido
fundamentalmente a la ausencia de las redes tridimensionales continuas que
forma el gluten y que son responsables de las propiedades reoldgicas de las
masas (Krupa-Kozak et al., 2021). En consecuencia, esto ha llevado a que los
tecndlogos en alimentos aumenten la busqueda de alternativas que resuelvan
estas limitaciones y satisfaga las necesidades actuales con proyeccion al mercado
futuro, principalmente en alimentos con alto consumo poblacional como los “hot

cakes”.

[1.15. Desarrollo de “hot cakes” libres de gluten

Los “hot cakes” o panqueques son panes de coccion rapida de forma plana y
redonda que en México se consumen preferentemente en los horarios de
desayuno o cena y que, por lo regular, se preparan en casa a partir de harinas
comerciales (PROFECO, 2023). Son ampliamente consumidos alrededor del

mundo y pueden servirse con diversidad de coberturas tanto dulces como salados
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(Zzhang, 2012). En el caso particular de México, se encuentran entre los cinco

desayunos mas consumidos segun un estudio realizado en el 2018 (Juarez, 2020).

Entre las principales ventajas de estos productos son la amplia disponibilidad en el
mercado y la rapidez y sencillez con que se preparan. Por otra parte, su principal
desventaja su alto aporte cal6rico (PROFECO, 2023).

Los ingredientes que mas frecuentemente se encuentran en este producto se

encuentran listados en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales ingredientes empleados en la formulacion de "hot cakes" y su
funcién

Ingrediente Caracteristicas
Harina Las mas frecuentemente empleadas son las de trigo, maiz, arroz
y avena
Agente leudante  Son los responsables de la incorporacion de gases a la masa
mediante la generacion de CO,. Pueden ser agentes biologicos
como levaduras o quimicos como el bicarbonato de sodio.
Emulsificantes Mejoran la textura y la uniformidad de la masa. Aumenta el
volumen de la masa y su fortaleza. Reduce la velocidad de la
rancidez por lo que alargan la vida de estante del producto.
Otros Sal; azlcar; grasa.
Fuente: Mendoza et al. (2007)

La NORMA Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008 define a los panes dulces
como producto que puede ser elaborado con harina, agua, huevo, azlcares,
grasas o0 aceites comestibles, levaduras, al que se le pueden o no incorporar
aditivos para alimentos, frutas en cualquiera de sus presentaciones, sal y leche;
amasado, fermentado, moldeado y cocido al horno o por fritura en grasas

0 aceites comestibles.

Por otra parte, la NORMA Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, Bienes y
Servicios. Alimentos y Bebidas No Alcohdlicas Con Modificaciones En Su
Composicion, Especificaciones Nutrimentales, (1994) establece que los productos
adicionados de fibra son aquellos en los que el contenido de fibra es igual o mayor

de 2.5 g/porcion en relacion con el contenido del alimento original o de su similar.
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ll.  JUSTIFICACION

En la actualidad, México se sitta como el principal productor y exportador de
aguacates a nivel mundial y uno de sus principales consumidores. Los
subproductos generados por el procesamiento de esta fruta para la obtencién de
aceite, guacamole, pulpa, entre otros, son la semilla y la cascara, que llegan a
representar hasta un 50 % de su peso, los cuales son subutilizados, generando
altos indices de contaminacion, elevados costos de eliminacion y pérdida de
nutrientes valiosos. Estos compuestos obtenidos a partir de este desecho organico
pudieran ser empleados como complementos o suplementos nutricionales en
diversidad de alimentos, productos cosméticos o farmacéuticos, sustituyendo
componentes sintéticos mas contaminantes y menos compatibles con la salud

humana.

Por otra parte, los pacientes con patologias asociadas a la ingesta de gluten
presentan desbalances en su microbiota, los cuales pueden deberse a la
enfermedad en si o la exposicion continua a una dieta libre de gluten. El
enriquecimiento con fibra dietaria de productos libres de gluten puede contribuir a
revertir o disminuir este efecto, por su capacidad de modular el microbiota

intestinal.

Esta tesis de investigacion contribuyo6 a la caracterizacion de los subproductos del
aguacate, de forma particular de la cascara, proponiendo su empleo funcional en
un alimento, con el fin de contribuir a la valorizacion de este subproducto, y a la
disminucién de la contaminacién ambiental generada por este tipo de deshecho

agroindustrial.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Caracterizar la fibra y los compuestos bioactivos asociados a la cascara del
2

aguacate (Persea americana Mill.) cv. ‘Hass’ para su aplicacion en “hot cakes’

libres de gluten.
IV.2. Objetivos especificos

1. Extraer la fibra de la cascara de aguacate (Persea americana Mill.) ‘Hass’ y
determinar su capacidad antioxidante, asi como sus compuestos bioactivos
asociados.

2. Caracterizar las propiedades tecno-funcionales de la fibra de cascara de
aguacate (Persea americana Mill.) ‘Hass’.

3. Desarrollar “hot cakes” enriquecidos con la fibra de cascara de aguacate
(Persea americana Mill.) ‘Hass’ como alternativa para individuos
intolerantes al gluten con aceptacion sensorial.

4. Caracterizar fisica, quimica, tecnofuncional y sensorialmente los “hot cakes”
enriquecidos con fibra de cascara de aguacate (Persea americana Mill.)

‘Hass’.
V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Materiales

V.1.1. Material Vegetal

Las cascaras de aguacate (Persea americana Mill.) cv. ‘Hass’ fueron obtenidas a
partir de aguacates en diferentes estados de madurez basados en los parametros
de porcentaje de materia seca y color descritos por Burdon et al. (2015) y
Sanchez-Quezada et al. (2021) respectivamente. Los frutos completos fueron
recolectados en supermercados locales de la ciudad de Querétaro, Querétaro

durante el primer semestre del afio 2023. Las cascaras se lavaron primeramente
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con agua destilada y posteriormente con solucién de hipoclorito de sodio 200 ppm
para luego ser almacenadas congeladas libres de pulpa hasta su procesamiento a
-17 °C. Para su procesamiento fueron secadas en estufa por 5 horas a 75 °C para
posteriormente ser molidas y tamizadas por malla 60 hasta un tamafo de
particulas menor a 250 um. La harina de aguacate se emple6 como control en los

ensayos realizados en la fibra de cascara de aguacate ‘Hass’.

V.1.2. Reactivos

Todos los reactivos empleados en esta investigacion se obtuvieron de las
compafias (marca) Sigma-Aldrich y J.T. Baker, a menos que se sefalara lo

contrario.
V.2. Metodologia.

V.2.1. Obtencion de fibra dietaria a partir de cascara de aguacate ‘Hass’

Previamente a los procesos de extraccion y con la finalidad de remover azlucares
libres, acidos organicos y otras sustancias solubles la muestra fue tratada con
etanol al 90 % en una relacion muestra/solvente de 1:10 por 90 min con agitacion
a 350 rpm. Posteriormente se centrifugdé la mezcla a 2500 g por 15 min y el
residuo sélido se dejé secar a 60 °C por 12 h segun la metodologia propuesta por
Devi et al. (2023)

V.2.1.1. Tratamiento alcalino

Esta metodologia se realiz6 siguiendo la propuesta por Devi et al., (2023) con

modificaciones. Se siguié un disefio factorial 32 descrito en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental de extraccion alcalina de fibra dietaria.

Corrida Experimental

Factor
1 2 3 4 5 6 7 8 9
X1 -1 -1 -1 0 0 0 1 1 1
X2 -1 0 1 -1 0 1 -1 0 1
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Donde:

X1: Concentracion molar de NaOH (-1 =0.1M; 0=0.5M; 1 =0.7 M)
X2: Relacion muestra/solvente (g/mL) (-1 = 1:10; 0 = 1:25; 1 = 1:50)

La muestra se coloco en contacto con NaOHac) en la concentracion y proporcion
correspondiente durante 30 min. Una vez terminada la extraccion se neutralizo la
mezcla empleando HCI en la misma concentracion molar del NaOHac) empleado.
Se dejaron en reposo cada una de las mezclas por 30 min para luego ser
centrifugadas a 3000 g por 15 min a 20 °C. Posteriormente el residuo obtenido fue
lavado con etanol al 80 % v/v y centrifugado nuevamente a 3000 g por 10 min a 20
°C para finalmente ser secado en estufa a 50 °C por 12 h para obtener de esta

forma el concentrado de fibra dietaria.

V.2.1.2. Tratamiento asistido por ultrasonidos de alta frecuencia

Esta metodologia se realiz6 siguiendo la propuesta por Ding et al. (2020) con
modificaciones empleando un ultrasonido de alta frecuencia Hielscher UP400St
(Hielscher ultrasonics, Alemania). Se siguié un disefio factorial 32 descrito en la
Tabla 4.

Tabla 4. Disefio experimental de extraccion de fibra dietaria asistida por
ultrasonidos de alta frecuencia

Corrida Experimental
Factor

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

X1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 o o0 1 1 1 1 1 1
X2 -1 1 0 0 1 1 -1 1 0 0 1 1 -1 -1 0 0 1 1
X3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Donde:

X1: Tiempo de extraccion (-1 = 10 min; 0 = 25 min; 1 = 40 min)
X2: Proporcion de muestra/solvente (-1 = 1:10; 0 = 1:25; 1 = 1:40)
X3: Amplitud (-1 = 20 %; 1 = 50 %)
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Las muestras se colocaron en la camara de extraccidon ajustando las variables de
tiempo, proporcion y amplitud correspondiente respetando las condiciones

propuestas en el disefio experimental.

V.2.2. Determinacion del rendimiento de concentrado de fibra obtenido

Este pardmetro se determind para cada una de las condiciones de extraccion

empleando la siguiente formula:

masa (concentrado de fibra)

% Rendimiento = masa (muestra)

V.2.3. Obtencion de extractos etandlico de fibra dietaria
V.2.3.1. Compuestos fendlicos libres

El extracto etandlico para la caracterizacion fitoquimica (compuestos fendlicos
libres) de la fibra dietaria se realizé siguiendo la metodologia de Cardador-
Martinez et al. (2002) con modificaciones para cada una de las condiciones de
extraccion. Se pesé 1 g la muestra a la cual se le adicionaron 10 mL de etanol,
posteriormente se cubrieron los matraces con aluminio para protegerlos de la luz,
y con parafiim para evitar la evaporacion del solvente. Los recipientes se
colocaron en agitacion constante durante 24 h. Posteriormente, se centrifugaron a

4000 g durante 10 min a 4 °C para conservar el sobrenadante.

V.2.4. Determinacion de compuestos biactivos asociados a la fibra de

cascara de aguacate cv. ‘Hass’
V.2.4.1. Determinacién de compuestos fendlicos totales (CFT)

Esta determinacion se realiz6 mediante la técnica descrita por Singleton et al.
(1999) empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu adaptado a microplacas de 96
pozos. Se colocaron en cada pozo 25 pL del extracto de la muestra, 25 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu (disuelto 1:1 en agua destilada) y 200 pL de agua
destilada. Se incubaron durante 5 min a 40 °C aislado de la luz. Posteriormente se

afiadieron 25 pL de carbonato de sodio al 10 %. Se incubaron nuevamente por 30
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min a 40 °C aislado de la luz. Finalmente, se ley6 la absorbancia de la muestra a
760 nm empleando un espectrofotometro Multiskan ASCENT (ThermoLab
Systems, version 1.3.1). La concentracion de fenoles totales se determind
mediante una curva de calibracion de acido galico. La concentracion final se
expres6 como mg equivalentes de &cido galico (EAG) por g de muestra en base

Seca.

V.2.4.2. Determinacion de flavonoides totales libres

Esta determinacion fue realizada empleando el método de Oomah et al., (2005)
adaptado a microplaca de 96 pozos. Se colocaron 50 pL del extracto etandlico de
la muestra en cada pozo. Posteriormente se afiadieron 180 pL de metanol y 20 uL
de 2-aminoetildifenilborato al 1 % en metanol. Se agité la mezcla hasta lograr la
homogeneidad. Finalmente se leyé la absorbancia de la muestra a 404 nm
empleando un espectrofotometro Multiskan. La concentracion de flavonoides se
determind mediante curva de calibracion de rutina, los resultados se expresaron

como mg equivalentes de rutina (RE) por g de muestra en base seca.

V.2.4.3. Determinacion de taninos condensados libres

Esta determinacion se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Deshpande
& Cheryan, (1987). Se tomaron 50 pL del extracto y se adicionaron 200 pyL de
reactivo de vainillina 0.5 % (vainillina 1 % en metanol y HCI 8 % en metanol en una
relacion 1:1) y se colocaron en una placa de 96 pozos. Se preparé un blanco de la
misma manera, pero sustituyendo la muestra por 50 pL de metanol y 200 pL de
HCI 4 %. Los taninos condensados se cuantificaron a 492 nm en un lector de
microplacas. Los resultados se obtuvieron mediante curva de calibracién de (+)-
catequina. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de (+)- catequina

por g de muestra.

V.2.4.4. Determinacién de saponinas totales

Esta cuantificacion se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Hiai et al.

(1976). Se tomaron 10 g del material vegetal previamente pulverizado y
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desengrasado a los cuales se le afladieron 100 mL de metanol 50 % (v/v). La
mezcla se agitd por 24 h protegido de la luz. Posteriormente, se centrifugd a 3000
g por 10 min y se conservo el sobrenadante. Al residuo se le realizé la misma
extraccion por 24 h descrita con anterioridad, se centrifugd a 3000 g por 10 min y
se mezclaron los sobrenadantes. Se evapor6 el metanol en rotoevaporador a 42
°C y se centrifugd nuevamente la fase acuosa a 3000 g por 10 min. Se realizaron
3 extracciones con iguales volumenes de cloroformo para la eliminacion de
pigmentos y 2 extracciones con n-butanol. Se evapor6 a sequedad este solvente.
El residuo se resuspendio en 10 mL de agua. Se tomaron alicuotas de 250 yL a
las cuales se les afiadieron 250 pL de solucion de vainillina al 8% m/vy 1 mL de
H2S0a4 (ac) al 72% v/v. Esta mezcla se incubo a bafio maria a 60 °C por 10 min para
luego someter la muestra a bafio de hielo por 4 min. Se leyd la absorbancia
inmediatamente a 544 nm. Los resultados se obtuvieron con una curva de
calibracion de diosgenina y se reportaron como mg equivalentes de diosgenina por

g de muestra seca.

V.2.5. Determinacién de capacidad antioxidante de la fibra de cascara de

aguacate cv. ‘Hass’
V.2.5.1. Método DPPH

La técnica de DPPH se basa en determinar la capacidad de una muestra para
donar protones (H*) y de esta forma estabilizar al radical artificial 2-2 difenil-1-
hidroxil (morado) a su forma reducida (amarilla). Esta determinacion se realizé
empleando la metodologia propuesta por Fukumoto & Mazza (2000), adaptado a
microplaca de 96 pozos. La medicion se realizd por triplicado. Se afiadieron a
cada pozo 20 pL del extracto de la muestra a los cuales posteriormente se
adicionaron 200 pL de la solucion de DPPH. Para la solucion control, se
afiadieron a la microplaca 20 pL de metanol con 200 pL de la solucibn DPPH y
como blanco se emple6é 20 ul de metanol y 200 pl del solvente con el que se
realizo el extracto. Las muestras se leyeron en el espectrofotometro cada 10 min a

una longitud de onda de 540 nm hasta completar 90 min. Los valores se
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compararon con una curva de calibracion de Trolox y se expresaron como pmoles

equivalentes de este estandar por g de muestra seca (TEAC).

V.2.5.2. Método ABTS

La determinacion de actividad antioxidante por el método de inhibicion del radical
ABTS+- [acido 2,2-azino(bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] se realizé siguiendo
la metodologia descrita por Nenadis et al. (2004), adaptada a microplaca. Se
prepararé una solucién acuosa de 7 mM de ABTS+e« de los cuales se tomaron 5
mL y se le adicionaron 88 uL de la solucidén de persulfato de potasio K2S20s (140
mM). Se conservo la mezcla a la luz durante 12 h para la generacién del radical
activado. Posteriormente, se realiz6 una dilucion mezclando 250 pL de la solucion
en 10 mL de etanol y se ajusto la absorbancia ente 0.8 y 1.0. Se colocaron 20 ul
del extracto, blanco, estandar y control en cada pocillo de la microplaca, a estos se
les adicionaron 230 pL de ABTS+e, transcurrido un min se leyé0 en
espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO, Software UV Win Lab v.2. 85.
04, 2000) a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados obtenidos se

expresaron como pmol equivalentes de Trolox por g de muestra seca (TEAC).
V.2.5.3. Método FRAP

La capacidad antioxidante medida por la generacion de color por la formacion del
complejo hierro ferroso-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) se determinod siguiendo
la metodologia descrita por Benzie & Strain (1996) adaptada a microplaca. Este
ensayo reporta la capacidad de la muestra de reducir el ion Fe3* que se encuentra
formando un complejo con el TPTZ (cobrizo) a su forma reducida Fe?*,
generandose una coloracion azul. Se colocaron 25 ul de muestra en cada pocillo y
se adicionaran 175 pl de la solucién de trabajo FRAP. Posteriormente se leyeron a
595 nm en espectrofotdmetro. Los resultados obtenidos se expresaron como pmol

equivalentes de Trolox/g de muestra seca (TEAC).

26



V.2.6 Caracterizacién tecno-funcional de la fibra dietaria de céascara de

aguacate ‘Hass’
V.2.6.1. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua fue determinada siguiendo la metodologia
siguiente: Se tomaron 0.5 g del concentrado de fibra dietaria (seca y molida) a los
cuales se les afadieron 3.75 mL de una solucion tampon de fosfato (0.8 M, pH
6.3). La mezcla se agité en vortex por 10 seg y dej0 reposar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 h. Posteriormente, se centrifugé a 3000 g por 20 min a
15 °C. Se decant0 el sobrenadante y se peso el residuo. Finalmente, la capacidad
de retencién de agua se expres6 como g de agua retenida por g de muestra y se

determiné empleando la siguiente ecuacion (Rouhou et al., 2018):

m2 —ml
CRA=————
ml

Donde:
m1: Peso inicial de la muestra
m2: Peso de la muestra después de la centrifugacion

V.2.6.2. Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencién de aceite fue determinada siguiendo la metodologia
propuesta por Rouhou et al. (2018) con modificaciones. Se tomaron 0.5 g del
concentrado de fibra dietaria (seca y molida) a los cuales se les afadieron 3.75 mL
de aceite vegetal. La mezcla se agitd y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 1 h y posteriormente se centrifugé a 3000 g por 20 min a 15 °C. Se
decantd el sobrenadante y se pesé el residuo. Finalmente, la capacidad de
retencion de aceite se expresd como g de aceite vegetal retenido por g de muestra

y se determin6é empleando la siguiente ecuacion:

m2 —ml
CRO = ———
ml

Donde:
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m1: Peso inicial de la muestra
m2: Peso de la muestra después de la centrifugacion

V.2.6.3. Capacidad de adsorcion de glucosa

Se determind de acuerdo con la metodologia propuesta por Chu et al. (2019) con
modificaciones. Se tomaron 50 mg de la fibra dietaria obtenida y se mezclaron con
10 mL de solucién de glucosa a concentracion conocida de 100 mM. Se agito la
mezcla a 37 °C durante 6 h y posteriormente se centrifugaron a 3000 g por 15 min.
El contenido de glucosa en el sobrenadante se determiné por el método DNS

empleando una curva de calibracion de glucosa.

V.2.7. Elaboracién de harinas para “hot cakes” libres de gluten y adicionadas

en fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass’

Las harinas fueron elaboradas en las instalaciones de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, en la Planta piloto del programa de Posgrado en Alimentos, siguiendo
las buenas practicas de manufactura que marca la NOM-120-SSA1-1994 y en
conformidad con la NOM-247-SSA1-2008.

Las formulaciones de las harinas fueron realizadas con base a una receta casera
con modificaciones siguiendo un disefio unifactorial en cinco niveles, donde solo
se modificé la proporcion de fibra dietaria afiadida. Las mezclas se muestran en la
Tabla 5. El resto de los componentes se mantuvieron fijos en las siguientes
cantidades: azucar refinada (14 g); polvo de hornear (3.50 g); bicarbonato de sodio
(1.75 g); y sal (1.15 g) por cada 100 g de harina.

Para la elaboracion de la harina se mezclaron los todos los ingredientes secos

pasandolos por un tamiz hasta lograr la completa uniformidad de la mezcla.

Tabla 5. Formulaciones de harinas para "hot cakes" adicionadas en fibra dietaria
de cascara de aguacate 'Hass'

INGREDIENTES

FORMULACION Harina de Fibra dietaria

arroz (g) (@) Azicar (9) Sal (9)
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HO 79.60 0.0 14.0 1.15

H2.5 77.10 25 14.0 1.15
H3.0 76.60 3.0 14.0 1.15
H3.5 76.10 35 14.0 1.15
H4.0 75.60 4.0 14.0 1.15

Las cantidades estan expresadas en g. HO: Harina sin adicionar; H2.5: Harina adicionada con 2.5 g
de fibra dietaria por porcién; H3.0: Harina adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por porcion; H3.5:
Harina adicionada con 3.5 g de fibra dietaria por porcion; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g de
fibra dietaria por porcion.

V.2.8. Caracterizacion quimica de las harinas para “hot cakes” libres de

gluten adicionados con fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass’

Para el analisis quimico de la muestra vegetal se siguieron las metodologias
descritas por AOAC (Horwitz & AOAC International, 2002).

V.2.8.1. Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad fue determinado mediante el método 925.23 (AOAC).
Se tomaron 3 g de la muestra y se colocaron en crisoles de porcelana secos y
previamente tarados. Posteriormente fueron colocados en estufa a 130 °C por 3 h.
Pasado ese tiempo se colocaron los crisoles con la muestra en desecador hasta
alcanzar temperatura ambiente, para finalmente pesar y determinar el porcentaje
de humedad por la diferencia entre el peso inicial y el peso de la muestra
deshidratada mediante la ecuacion siguiente:

(Pi+Pm) - Pf

% Humedad = P

100

Donde:
Pi: Peso inicial del crisol a peso constante (g)
Pm: Peso de la muestra ()

Pf. Peso final del crisol con la muestra deshidratada (g)
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V.2.8.2. Determinacién de proteinas

La determinacion de proteinas se realizo siguiendo el método 920.15 (AOAC). En
un tubo Kjeldahl se colocaron 0.5 g de muestra al que se le agrego6 una pastilla de
catalizador (sulfato de cobre y sulfato de potasio) y 10 mL de acido sulftrico
concentrado. Un blanco fue preparado de la misma forma, en ausencia de
muestra. Se colocaron los tubos en el digestor empleando una rampa de
temperatura por 1 h hasta apreciar una coloracion verde translicido en la muestra.
Se procedié a realizar la destilacion del tubo Kjeldhal, para lo cual se le
adicionaron 50 mL de hidréxido de sodio al 32 % v/v y se dej6 destilar hasta
obtener un volumen aproximado de 150 mL el cual se recibi6 en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, que contenia 60 mL de acido bdrico rojo de metilo y verde

de bromocresol como indicadores.

Finalmente, se tituld la mezcla con &cido clorhidrico (0.1 N) y se determiné el
nitrdgeno total multiplicado por el factor de conversion equivalente al porcentaje de
proteina presente en este alimento (6.25). Los resultados se obtuvieron a partir de

la siguiente ecuacion:

.y (A-B)C
% Nitrégeno = —p X 1.401

% Proteina = % Nitrégeno x 6.25
Donde
A: Volumen de HClac) consumido para titular la muestra (mL)
B: Volumen de HClc) consumido para titular el blanco (mL)
C: Concentracion del HClac) (Normalidad)
D: Peso de la muestra (g)

V.2.8.3. Determinacién de lipidos

Los lipidos totales se determinaron mediante el método 920.39 (AOAC). En un
cartucho de papel de filtro se colocaron 1 g de muestra para ser colocado en el
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compartimiento de extraccibn de Goldfish, donde se dispuso un vaso a peso
constante, al cual se le adicioné éter de petréleo hasta completar 1/5 partes de su
volumen. Se dejo la extraccion por un tiempo de 4 h. Transcurrido la totalidad del
tiempo de extraccion se recupero el vaso el cual se puso a secar en estufa al 70
°C con la finalidad de retirar los residuos de solvente. Finalmente se coloc6 el vaso
en un desecadora hasta lograr temperatura ambiente para ser pesado. Los

resultados de lipidos totales se determinaron empleando la siguiente formula:

(Pi+Pm)—Pf

0% Lividos —
% Lipidos P

100

Donde:

Pi: Peso inicial del vaso a peso constante (g)
Pm: Peso de la muestra (Q)

Pf: Peso final del vaso con los lipidos (Q)

V.2.8.4. Determinacion de cenizas

El contenido de cenizas se determind siguiendo el método 945.46 (AOAC). Se
emplearon 3 g de muestra, los cuales se colocaron en crisoles de porcelana a
peso constante. Las muestras se calcinaron primero en una plancha de
calentamiento hasta que todo el humo hubiera finalizado. Posteriormente, se
introdujeron en una mufla a temperatura de 550 °C hasta obtener cenizas de color
blanco o gris claro. Finalmente se colocaron los crisoles en desecadores hasta
alcanzar temperatura ambiente y se pesaron; el procedimiento se repiti6 hasta
obtener un valor de peso constante. Por diferencia de pesos se calculé el
porcentaje de cenizas empleando la siguiente formula:

(Pi+ Pm) — Pf .

100
Pm

% Cenizas =

Donde:

Pi: Peso inicial del crisol a peso constante (g)
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Pm: Peso de la muestra (g)
Pf: Peso final del crisol con las cenizas (g)

V.2.8.5. Determinacion de Carbohidratos

Se determinaran por diferencia de peso.

V.2.8.6. Determinacion de fibra total dietaria
V.2.8.6.1. Fibra dietaria insoluble

Esta determinacion se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Shiga et al.
(2003). Se pulverizd y desgraso la muestra, a la cual se le adicionaron 50 mL de
buffer de fosfato (0.08 M, pH: 6), y seguidamente 100 uL de la enzima a- amilasa
termoestable, se cubrié con un papel de aluminio con el objetivo de protegerlo de
la luz, la mezcla se incub6 en bafio maria a 95 °C por 30 min con agitacion cada 5
min, se atemper6é y se ajusté el pH a 7.5 con NaOH (0.275 N). Se continué
adicionando 100 pL de proteasa (50 mg/mL) y se incubd a 60°C por 30 min con
agitacion continua a 20 rpm, se atemper6é nuevamente y se ajusto el pH a 4.5 con
HCI (0.325 N). Finalmente se adicioné 300 pL de amiloglucosidasa y se incub6 a
60 °C por 30 min con agitacion continua a 20 rpm atemperando. Después de
incubarse se filtr6 con papel Whatman No. 4 a peso constante, y se realizaron dos
lavados con 15 mL de agua destilada a 60 °C. El filtrado obtenido después de los
dos lavados se recuperé y almaceno para determinacion de fibra soluble, como se
describe mas adelante. Por otro lado, el papel filtro junto con la muestra se secé
en una estufa a no mas 60 °C por 24 h, hasta peso constante y finalmente se
peso. La fibra insoluble fue el remanente en el filtro. Los resultados se expresaron

en porcentaje de base seca por g de muestra mediante las siguientes formulas:

% FDJ — Papel con muestra — Papel inicial 100
0 B Peso de la muestra x
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V.2.8.6.2. Fibra dietaria soluble

De la determinacion anterior (fibra dietaria insoluble), se conservoé el residuo del
filtrado, al cual se le adicion6 etanol al 80 % v/v en una proporcion 1:1 viv, y se
dej6 reposar por 24 h hasta obtener un precipitado. El precipitado se filtr6 con
papel Whatman No. 42 hasta lograr peso constante, se lavd en dos ocasiones con
15 mL de acetona al 80%. Se dej6 secar el papel filtro a una temperatura de 60 °C
por 24 h hasta peso constante. Finalmente se peso el papel filtro, siendo su
contenido la fibra soluble. Los resultados se expresaron en porcentaje de base

seca por gramo de muestra mediante la siguiente formula:

Papel con muestra — Papel inicial
% FDS = x 100
Peso de la muestra

V.2.9. Distribucion del tamafio de particula

La distribucion del tamafio de particula fue realizada empleando un juego de
tamices de mallas 20, 40, 50, 60, 80, 100. Se tomaron 10 g de harina, la cual se
tamiz6 durante 15 min con agitacion hasta lograr la separacion segun el tamafio
de particula. De cada malla se recolectd la muestra y se calcul6 el porcentaje del

peso inicial que retenido en cada malla.

V.2.10. Determinacién de la capacidad de absorcion de aguay de aceite

Para ambos ensayos se siguieron las mismas metodologias propuestas para la
fibra dietaria (Ver V.2.6.2 y V.2.6.3)

V.2.11. Anélisis microbiolégico

La calidad microbiologica del producto final consté de un analisis microbioldgico
por el laboratorio LECRIMA-UAQ (Laboratorio para la evaluacion y control de
riesgos microbianos en alimentos, Universidad Autonoma de Querétaro) que
incluyo los siguientes ensayos: conteo de bacterias mesofilas aerobias en placa,
conteo de microorganismos coliformes totales en placa y conteo de mohos y
levaduras en alimentos, de acuerdo a lo descrito en las normas NOM-092-SSA1-
1994, NOM-111-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994 cumpliendo asi los analisis
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establecidos NOM-247-SSA1-2008, Productos y servicios. Cereales y sus

productos.

V.2.12. Elaboracién de “hot cakes” a partir de la harina formulada

Los “hot cakes” fueron elaborados en las instalaciones de la Universidad
Autonoma de Querétaro, en la Planta piloto del programa de Posgrado en
Alimentos, siguiendo las buenas practicas de manufactura que marca la NOM-
120-SSA1-1994 y en conformidad con la NOM-247-SSA1-2008.

Se realizaron en base a una receta casera con modificaciones. Se emplearon 100
g de harina para “hot cakes” enriquecida con fibra de aguacate ‘Hass’ a la cual se
le afiadieron aproximadamente 120 mL de agua, 10 mL de saborizante
(mantequilla, DEIMAN), 10 mL de aceite vegetal, 4.5 mL de vinagre y 1 huevo

entero.

Se tomaron 15 mL de la mezcla por vez y se distribuyeron sobre un sartén caliente

ayudados de un molde. Una vez aparecieron las burbujas se volte6 el “hot cake

hasta su completa coccion por ambos lados.

Las harinas y otros ingredientes empleados para la elaboracién de los “hot cakes”,
fueron obtenidos de marcas comerciales libres de gluten.

V.2.13. Determinacion de las propiedades fisicas de los “hot cakes” libres de

gluten adicionados con fibra de cascara de aguacate cv. ‘Hass’
V.2.13.1. Determinacién de dimensiones y el peso de los “hot cakes”

Se determinaron las dimensiones de los “hot cakes” elaborados de forma manual
por triplicado con ayuda de un vernier. Ademas, se determiné igualmente el peso

de los mismos.
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V.2.13.2. Volumen especifico

La medicion del volumen especifico (VE) se realiz6 después de una hora haber
sido cocidos por completo los “hot cakes”. Se determindé mediante el método de

desplazamiento de semillas al colocar el “hot cake” en el volumenometro.

Este parametro se determiné midiendo el volumen de las semillas desplazados por
el espacio ocupado por el pan. El volumen especifico del “hot cake” se calculd

empleando la siguiente ecuacion:
VE = Vneto (HC)/P(HC)
Donde:
Vneto: Volumen neto del “hot cake”
P: Peso del “hot cake”

V.2.13.3. Andlisis de perfil de textura (TPA)

El perfil de textura se determin6 empleando el texturometro (Brookfield CT3,
Metek), empleando la metodologia propuesta por Cho et al. (2019) con
modificaciones: velocidad del cabezal 1 mm/s, porcentaje de compresion de 15 %
y los intervalos entre las 2 compresiones de 5 s. Se emple6 ademas una celda de

carga de 25 Kkg.

De esta manera se evaluaron los parametros de dureza, elasticidad, cohesividad y
gomosidad a partir de los datos fuerza vs tiempo. Se calculé la dureza como la
fuerza maxima en la primera compresion, la elasticidad como la distancia que
recupera el producto en la segunda compresion, la cohesividad se calcul6 como el
trabajo necesario para comprimir la muestra por segunda vez respecto al que fue
necesario para comprimirla la primera vez y finalmente la gomosidad se obtuvo a
partir del producto de la dureza por la cohesividad. Cada determinacion se realizo
por triplicado.
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V.2.14. Anédlisis sensorial

Se realiz6 una evaluacion sensorial integrada por 60 panelistas no entrenados, en
un rango de edades entre 18 y 60 afios. EI nUmero de participantes se determino
debido a que es el tamafio minimo de un panel sensorial para evaluar la

aceptabilidad de un producto (Portero, 2018).

El reclutamiento de los jueces se llevd a cabo mediante la difusion de la invitacion
a participar en la evaluacion sensorial entre la comunidad universitaria que cumpla
con los siguientes criterios de inclusién: personas sanas no entrenadas, sin
exclusion de género en un rango de 18-60 afios y con aptitud para comunicarse y
describir sensaciones percibidas. Fueron excluidos del estudio las personas que
posean alguno de los siguientes criterios: personas que presenten reacciones
alérgicas a alguno de los ingredientes antes descritos 0 que presenten alguin

padecimiento que les impida su apreciacion sensorial.

Como parte del procedimiento inicialmente, se le leyé al panelista el
consentimiento informado, antes de brindar los alimentos a probar. En caso de
estar de acuerdo con la informacion presentada se procedié a llenar los datos
correspondientes en el documento entregado tales como; fecha, edad y sexo.
Seguido del llenado de estos datos personales, se evaluaron 2 pruebas:
preferencia y agrado empleando una escala hedoénica, en esta seleccioné las
escalas de acuerdo con su preferencia por la formulacién. En caso de no querer
ser participe del estudio firmaron con la presencia de 2 testigos una carta de

revocacion del consentimiento informado.

Para el primer analisis se les proporcioné a los panelistas 1 muestra de cada
formulacion con un coédigo aleatorio conformado con 3 numeros aleatorios. Es
importante recalcar que, entre cada muestra, el panelista debié tomar agua para

limpiar su paladar.
La escala heddnica de 9 puntos empleada fue la siguiente:

1. Me disgusta muchisimo

2. Me disgusta mucho
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Me disgusta bastante

Me disgusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me gusta ligeramente

Me gusta bastante

Me gusta mucho

© © N o o b W

Me gusta muchisimo

Se les pidi6 a los participantes que observen, huelan y prueben el alimento y
califiquen la aceptacion. Los pardmetros a evaluar fueron: color, olor, sabor,

textura y apariencia general.

La prueba de preferencia consisti6 en ordenar de forma decreciente las
formulaciones segun el agrado general de las mismas. Ademas, fue evaluada la

intencion de compra de las formulaciones.

V.2.15. Analisis estadistico

Para las determinaciones nutrimentales, nutracedticas y fisicoquimicas, los
resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar. Para todas
estas determinaciones se realizaron 3 réplicas independientes. Se realiz6 una
prueba de analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) y las diferencias
entre medias se analizaron por la prueba estadistica Tukey-Kramer. Se establecio

gue hubo diferencia significativa si p<0.05.

Para el andlisis sensorial la unidad experimental fue de 1 “hot cake” por cada
formulacién. Las variables evaluadas fueron: olor, color, sabor, textura y
apariencia general. Para en analisis estadistico se utilizé la prueba de Chi

Cuadrado.

Para todas las pruebas estadisticas se emple0 el software estadistico Minitab v.
17.0 (SAS, Cary, Estados Unidos).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Caracterizacion quimica de las cascaras de aguacate ‘Hass’

Los resultados de los pardmetros quimicos en base seca de las cascaras de
aguacates en diferentes estados de madurez se muestran en la Tabla 6. Durante
la maduracion se activan diferentes procesos metabdlicos en todos los tejidos
vegetales que involucran reacciones quimicas y bioquimicas dentro del fruto
dando lugar a cambios en la composicién quimica durante las diferentes etapas de
madurez (Alkaltham et al., 2021).

Tabla 6. Composicion quimica de la cascara de aguacate ‘Hass’ en diferentes
estados de madurez.

. MUESTRA

PARAMETRO CAl CAM CASM
Humedad total* 75.25+0.79¢ 80.40+0.412 77.48 +0.34°
Proteinas 8.93+0.43%2 8.89+£0.094 8.51+£0.094
Lipidos 10.47 £0.322 10.52 £0.382 9.67 +0.21°
Cenizas 3.39+0.032 3.51+0.042 3.41+0.052
Carbohidratos 77.21+0.23° 77.08+0.50° 78.40+0.212
Fibra dietaria total 61.33+0.75° 66.89 +0.32 2 66.62 +0.31 2
Fibra dietaria insoluble  53.10 +0.24 ¢ 62.86 +0.50 2 61.47 +0.29°
Fibra dietaria soluble 8.23+0.60 2 4.03+0.22¢ 5.16 +0.33P

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes
expresados como porcentaje en base a materia seca. El contenido proteico fue calculado como el
contenido de nitrégeno multiplicado por el factor 6.25. Las medias en un mismo renglén con
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica Tukey. CAI
(Cascara de aguacate inmaduro); CAM (Cascara de aguacate maduro); CASM (Cascara de
aguacate sobremaduro). *Base Himeda

Se encontraron diferencias significativas entre todas etapas de maduraciéon en el
contenido de humedad. En una primera etapa este se incrementa en un 6.40 % y
para el final de la maduracién disminuye en un 3.63 %. La deshidratacion que
ocurre en la cascara se deriva del aumento de la tasa de respiracion al final de la
maduracion como medida de barrera natural del fruto frente a patdgenos, cambios
climaticos y otros factores externos (Sanchez-Quezada et al., 2021). Saavedra et
al. (2017) y Garcia-Vargas et al. (2021) reportaron valores similares para la

humedad de cascaras de aguacates maduros de 72.15y 71 % respectivamente.
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No se encontraron diferencias significativas en la composicion proteica entre los
diferentes estados de madurez (8.51-8.93 %) y estos resultados coinciden con el
intervalo reportado por otros autores como Bressani (2009) y Permal et al. (2020)

quienes reportaron 8.28 y 8.1 % respectivamente.

En cuanto al contenido lipidico de la cascara, se observé una menor concentracion
en el estado sobremaduro comparado con el maduro de un 8.08 %. Esta
disminucién podria estar asociada a la formacién de complejos con carbohidratos
u otras macromoléculas, lo cual podria causar una menor cuantificacién de estos o
al propio consumo metabdlico del fruto. Bressani (2009) y Velderrain-Rodriguez et
al. (2021b) reportaron valores en el rango de 9.14 y 7.68 % respectivamente, muy
semejantes a los valores encontrados en este trabajo. Pedreschi et al. (2019)
describe que el contenido de lipidos en la cdscara de diferentes variedades de
aguacates esta conformado mayoritariamente por acidos grasos monoinsaturados
y la mayor parte son sintetizados durante las primeras etapas de desarrollo hasta
su cosecha. Por esta razén se sugiere que el contenido no se modifica de manera

importante durante la maduracion comercial del fruto.

De igual forma, no se encontraron cambios significativos en el contenido de
cenizas de la cascara con la maduracion del fruto. Estos resultados se encuentran
dentro del intervalo reportado para cascara de aguacate maduro de la misma
variedad entre 2.00 y 3.57 % (Araujo et al., 2021; Del Castillo-Llamosas et al.,
2021; Morais et al., 2016). Estos porcentajes se atribuyen principalmente a la

presencia de potasio, calcio, magnesio y sodio (Morais et al., 2016).

No existen diferencias estadisticas grandes en cuanto a la composicion de
carbohidratos pues estos se incrementan ligeramente en un 1.68 % en el dltimo
estado de madurez, esto podria asociarse a la disminucion del contenido lipidico.
Estos resultados son similares a lo reportado por Salmeron-Ruiz (2014) con un
71.36 % y Colombo & Papetti (2019) presentando un rango de 62 a 73.3 %. Por
otra parte, la fibra dietaria total mostré un incremento de un 8.31 % en el estado
maduro con respecto al inmaduro, probablemente debido al incremento de la fibra
dietaria insoluble en un 15.53 %, la cual solo disminuye en un 2.21 % al final de la
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maduracion. También estos porcentajes son similares al reportado por Araujo et
al. (2021) con un 67.80 % y se encuentran ligeramente superiores a lo encontrado
por Morais et al. (2016) los cuales reportaron un 43.9 %. Por otra parte, la fibra
soluble disminuye inicialmente en un 51 % durante la primera etapa de
maduracion y se incrementa ligeramente durante la segunda. Los valores
encontrados en esta investigacion fueron ligeramente inferiores a lo reportado por
Salmeron-Ruiz (2014) quien cuantific6 un 7.46 % de fibra soluble. Esta
disminucién esta asociada a la degradacion de la pectina que ocurre dentro de la
lamina media de la pared celular, proceso natural esencial en el ablandamiento del

fruto durante la maduracion (Jia et al., 2023).

Todas las variaciones en los pardmetros medidos en la composicion y el estado de
madurez se pueden atribuir a los cambios bioquimicos y a fisiolégicos que ocurren
con la activacion del metabolismo en todos los tejidos del fruto durante la

maduracién (Kolodyaznaya et al., 2020).

VI.2. Composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de cascara de
aguacate ‘Hass’ en diferentes estados de madurez

VI.2.1. Compuestos bioactivos
VI.2.1.1. Compuestos fenélicos

Los cambios en la composicion fitoquimica de la cascara de aguacate ‘Hass’
durante la maduracion del fruto se muestra en la Tabla 7. Donde se observ6 que
La madurez del fruto no solo es determinante en la composicién quimica de los
tejidos, sino que tiene una influencia directa en los compuestos bioactivos

presentes en ellos.

Se encontraron diferencias significativas entre los estados de madurez para todos
los compuestos bioactivos analizados. La mayor proporcion de los compuestos
fendlicos se encontraban de forma libre (70-76 %) y solo una pequefia porcion se
encontraba ligada (24-30 %). Los compuestos fendlicos ligados estan unidos a

macromoléculas de la pared celular mediante enlaces covalentes por lo cual
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requiere de tratamientos méas exhaustivos y agresivos para su extraccion y
cuantificacion lo que pudiera resultar en una subestimacion de los mismos
(Rocchetti et al., 2022). El estado maduro (CAM) presentd una disminuciéon los
compuestos fendlicos de un 4055 % y un 4941 % (libres y ligados

respectivamente) con respecto0 al estado inmaduro.

Tabla 7. Composicion fitoquimica de la cdscara de aguacate 'Hass' en diferentes
estados de madurez

MUESTRA
COMPONENTES
CAl CAM CASM
. b c a
Libres  108.30 + 6.83 64.38 + 4.05 125.6 + 3.20
CFT L. d a c b
1gados
(mg EAG/G) g 45.27 + 0.84 22.25 +0.10 42.42 +0.55
b c a
Totales 15358 +7.45 87.28 + 3.35 168.02 + 3.28
. b c a
Libres 14.00 + 0.26 11.25 + 0.52 18.08 + 0.52
. b
FT (mg ER/g)  Ligados 8.37+0.10 4.59 +0.22 8.24+013
b c a
Totales 2237 +0.36 15.85 + 0.50 26.32 + 0.51
Libres 373.61+256° 149.07+0.69°¢ 416.03+5.952
TCT (mg EC/g) Ligados 0.44 +0.03 2 0.18+0.01° 0.40 + 0.00 2
Totales 374.05+253b 14925+0.68¢ 416.43+5.952

Los resultados son el promedio + desviacién estandar de dos experimentos independientes y estan
expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG), miligramos equivalentes de
rutina (mg ER) o miligramos equivalentes de catequina (mg CE) por gramo de muestra seca. Las
medias en un mismo renglén con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun
la prueba estadistica Tukey-Kramer. CAl: Cascara de aguacate inmaduro; CAM: Cascara de
aguacate maduro; CASM: Céascara de aguacate sobremaduro. CFT: Compuestos fendlicos totales;
FT: Flavonoides totales; TCT: Taninos condensados totales.

Por otra parte, la CASM presentd un incremento de 48.50 % y 46.01 % en las
fracciones libres y ligadas respectivamente con respecto a la CAM. Esta tendencia
descendente de forma inicial y ascendente al final de la madurez se ve reflejada
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en el resto de compuestos fendlicos determinados. Los resultados de este trabajo
coinciden con lo reportado por Nyoman et al. (2021) y Salazar-Lépez et al. (2021)
quienes informaron una concentracion de 59.55 y 5357 mg GAE /g

respectivamente para cascara de aguacates maduros.

Los flavonoides en esta matriz se encuentran mayoritariamente de forma libre (62-
72 %) e igualmente sufren cambios en su concentracion segun el estado de
madurez: Una disminucién en una primera etapa de un 19.64 % para los libres y
un 45.16 % para los ligados en la CAM con respecto a la CAl y un incremento en

la CASM entre un 37 y un 45 % para ambas fracciones con respecto a la CAM.

Los taninos condensados o0 proantocianidinas son sustancias poliméricas
derivadas de los flavonoides; este tipo de compuesto fue el encontrado mayor
concentracion en la cascara de aguacate, con respecto al resto de los compuestos
fendlicos, coincidiendo con lo reportado por Figueroa et al. (2018) quienes
identificaron a este grupo quimico como el mayoritario en este subproducto.
Practicamente la totalidad de estos compuestos se encuentran de forma libre y al
igual que los componentes anteriores experimentan una disminucion en las CAM
con respecto a la CAl de un 60.10 % y un incremento en la CASM de 64.16 % con
respecto a la CAM. Salazar-Lépez et al. (2021) determinaron una concentracion
de 163.25 mg CE/g para taninos condensados en cascara de aguacate maduro.

La disminucion de compuestos fendlicos totales en la CAM con respecto a la CAl
fue descrita por Al-Juhaimi et al. (2021) quienes encontraron que las cantidades
eran menores en el estado maduro que en el inmaduro. Sin embargo, este
comportamiento era dependiente del método de secado seleccionado. Esta
tendencia puede estar asociada a que los mismos son degradados para la
biosintesis de otros compuestos o0 se asocian de forma covalente con otros
componentes quimicos de la célula vegetal (Alkaltham et al., 2021; Arena et al.,
2012).

Por otra parte, el incremento en la CASM con respecto a la CAM de la presencia
de estos compuestos podria deberse fundamentalmente a la sintesis de cianidina-

3-0O-glucdsido la cual es una antocianina perteneciente al grupo de los flavonoides
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y es responsable de la aparicion de la pigmentacion violeta oscura de la cascara
constituyendo hasta el 98 % de las antocianinas presentes en este material (Cox
et al.,, 2004; Ramos-Aguilar et al., 2021). La concentracion de estos compuestos
se incrementa en la Ultima etapa de madurez, incrementandose hasta en un 90 %

con respecto al estado inmaduro.

VI.2.1.2. Saponinas totales

Es notable la presencia en este subproducto de una elevada concentracion en de
saponinas, fundamentalmente esteroidales, las cuales constituyen una defensa
quimica natural de las plantas frente a patégenos. Las dosis reportadas en este
trabajo para este subproducto se encuentran muy por debajo de las dosis toxicas
de este tipo de compuesto por lo cual el empleo en alimentos resulta seguro. Los
valores reportados en este trabajo son superiores a los cuantificados para
extractos metandlicos de cascara de aguacate de origen asiatico (8.87 + 0.03 %)
(Rahman et al., 2022) aunque los autores no reportan la variedad ni el estado de

madurez.

De igual forma son similares a los establecidos a las encontradas en otras
especies vegetales como Arachis hypogyea y Spinacea oleracea (Nguyen et al.,
2020). Las saponinas muestran un decremento de un 27 % al incrementar la
madurez del fruto, lo cual puede asociarse al incremento de la actividad
enzimatica en el fruto durante su maduracion (fundamentalmente ubiquitina-ligasa)
(Diaz Puentes, 2009).

Las saponinas se consideran de forma general como un compuesto antinutricio,
sin embargo, estudios recientes destacan los diversos efectos benéficos que
pueden llegar a presentar. Generalmente, son reconocidas como seguras cuando
son ingeridas oralmente, debido a su baja capacidad para atravesar el torrente
sanguineo y cuando lo hacen su actividad hemolitica se ve disminuida por el resto
de los componentes plasmaticos (Nguyen et al.,, 2020). En 2017 Zhang et al.
evaluaron la toxicidad de extractos de saponinas esteroidales, categorizandose

como no toxico ya que presentd una dosis letal 50 (DLso) superior a 3000 mg/kg, lo
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cual al compararlo con las concentraciones encontradas en la CAM implicaria el
consumo de aproximadamente 200 g de cascara en estado maduro seca e integra
por kg de peso, valores muy por encima las adiciones realizadas a los “hot cakes”
formulados en el presente trabajo.

Tabla 8. Concentracion de saponinas presentes en la cascara de aguacate 'Hass'
en diferentes estados de madurez

. MUESTRA
Saponinas
DG/g) 19.74 +0.29 2 16.03+0.78 b 14.34 +0.24 ¢

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes y estan
expresados como miligramos equivalentes de diosgenina (mg DG) por gramo de muestra seca. Las
medias en un mismo renglén con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segin
la prueba estadistica Tukey-Kramer. CAl: Cascara de aguacate inmaduro; CAM: Cascara de
aguacate maduro; CASM: Cascara de aguacate sobremaduro.

VI.2.2. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las cascaras de aguacates en diferentes estados de
madurez mostrd diferencias significativas con respecto a los métodos estudiados
(DPPH, ABTS y FRAP) (Tabla 9). Al igual que para la composicion fitoquimica, la
madurez de la cascara tiene un papel determinante en esta propiedad.

Dentro de los resultados se observa que para el ensayo de DPPH la capacidad
antioxidante de la fraccion libre practicamente no se modifica en entre los
diferentes estados de madurez (diferencia menor a un 2 %) sin significancia
estadistica (p>0.05). Sin embargo, la capacidad antioxidante de la fraccion ligada
experimenta un decrecimiento en la CAM con respecto a la CAl de un 23.48 % y
un incremento de 14.97 % en la CASM con respecto a CAM siendo estos cambios
significativos estadisticamente (p<0.05). Asi mismo, es importante sefialar que, en
correspondencia con los valores de compuestos fitoquimicos, la fraccién libre
presento entre el 65y 72 % de la capacidad antioxidante total por este método. Lo
anterior se corresponde con lo reportado por Salazar-Lopez et al. (2021) quienes
reportaron una capacidad antioxidante de 683.19 uM ET/g de muestra seca por

esta metodologia.
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Por otra parte, el comportamiento de las muestras en el ensayo de ABTS+- fue
similar a los resultados obtenidos en el ensayo de DPPH, donde la fraccion libre
experimento una disminucion de un 3.17 % en la primera etapa de madurez y un
aumento en la segunda etapa de un 8.34 % ambos significativos. Los cambios de
la fraccidn ligada fueron mayores: ocurre una disminucion en la primera etapa de
maduracion de un 32.71 % y un incremento en la segunda de un 38.24 %. De
igual forma la fraccion libre presentd la mayor parte de la capacidad antioxidante
por este método (60-70 %). Los resultados obtenidos por otros autores son

superiores a lo reportado por este trabajo (Salazar-L6pez et al., 2021).

El ensayo de FRAP muestra que en el estado 6ptimo la capacidad antioxidante de
la fraccion libre disminuye un 9.39 % con respecto al estado inmaduro y se
incrementa en el estado sobremaduro un 29.48 % con respecto al estado de
madurez Optimo. La fraccion ligada sigue el mismo comportamiento en diferentes
porcentajes (17.83 % y 31.19 % respectivamente), ambos cambios significativos
(p<0.05). La fraccion libre presenté entre un 70 y un 75 % de la capacidad
antioxidante total por esta metodologia. Igualmente, otros autores han reportado
valores similares a los de este trabajo (Salazar-Lépez et al., 2021).

Tabla 9. Capacidad antioxidante de cascara de aguacate en diferentes estados de
madurez

MUESTRA
Técnica
CAl CAM CASM
Libres 619.93 +0.54 b 628.89 + 5.48 2 633.37£4.842
DPPH Ligados 323.88£4.98 2 24784 +£2.69°¢ 291.47 +7.07
Totales 943.81£5.402 876.74 £6.18° 924.84 +8.70 P
Libres 235.56 +2.15° 228.07 £ 0.69°¢ 248.83+£1.232
ABTS Ligados 148.16 £ 6.77 2@ 99.69 +6.41 P 161.42+1.0572
Totales 383.72+4.62° 327.75+7.09°¢ 410.25+1.012
FRAP Libres 449.05 +6.38 " 406.88 +5.84 ¢ 576.99 +5.30 @
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Ligados  172.39+4,57° 141.65+3.26 ¢ 205.85 +5.582
Totales 621.44 +9.65° 54853 +£2.64 ¢ 782.84 +£2.622

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes,
expresados como milimoles equivalentes de Trolox por gramo de materia seca. Las medias en un
mismo renglén con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba
estadistica Tukey-Kramer. CAl: Céscara de aguacate inmaduro; CAM: Cascara de aguacate
maduro; CASM: Céascara de aguacate sobremaduro.

Es importante sefialar que varios autores ya han correlacionado de forma directa
la capacidad antioxidante con la concentracién de compuestos fendlicos presentes
tanto en esta matriz como en otras similares (Araujo et al., 2021; Sanchez-
Quezada et al., 2021).

Por lo cual se sugiere que la presencia de los compuestos fendlicos esté
directamente relacionada con la capacidad antioxidante resultante de la matriz.

Para comprobar lo anterior se llevo a cabo la correlacion de los resultados (ver
Tabla 10). Para la cascara de aguacate ‘Hass’ todos los coeficientes de
correlacion entre los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante medida por
los diferentes métodos fueron positivos y cercanos a 1. El método que mostrd una
mayor correlacion directa fue el ensayo de ABTS+e, lo cual puede ser indicativo
del mecanismo por el cual la mayoria de estos compuestos ejercen su capacidad
antioxidante.

Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre los compuestos fitoquimicos y la
capacidad antioxidante de la cidscara de aguacate 'Hass'

COEFICIENTES DE CORRELACION

DPPH ABTS FRAP
CFT 0.902 0.988 0.842
FT 0.790 0.998 0.937
TCT 0.911 0.985 0.831

Las correlaciones fueron estimadas empleando el método de correlacién de Pearson. CFT:
Compuestos fendlicos totales; FT: Flavonoides totales; TCT: Taninos condensados totales.

VI.3. Obtencién de fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’

Existen una gran diversidad de métodos para la extraccion de fibra dietaria a partir
de matrices vegetales. Estos pueden clasificarse en segun su naturaleza en

fisicos, quimicos, fisico-quimicos, enzimaticos o bioldgicos. Se conoce que la
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eleccion del método influye directamente en el rendimiento, composicion,
microestructura y propiedades tecno-funcionales que tendra el aislado de fibra
(Ding et al., 2020b; Karra et al., 2020).

VI.3.1. Tratamiento alcalino

El tratamiento alcalino es un método quimico ampliamente utilizado en el cual se
emplean generalmente hidroxidos como NaOH, KOH o Ba(OH)2 en solucién. Este
método es capaz de liberar varios polisacaridos de la pared celular debido a la
ruptura de varios enlaces covalentes y puentes de hidrégeno como los enlaces
tipo éster entre la celulosa y la hemicelulosa solubilizando parte del material (Gil-
Lépez et al., 2019; Tejada-Ortigoza et al., 2016). Ademas, es capaz de solubilizar
proteinas por desnaturalizacion y saponificar los lipidos, lo cual incrementa la
pureza de la fibra obtenida (Karra et al.,, 2020). Las principales variables a
considerar son la concentracion del alcali, el tiempo de extraccion y la proporcion

entre la muestra y el solvente empleado (Al-Shaaibi et al., 2022; Devi et al., 2023).

VI.3.1.1. Rendimiento de fibra dietariay compuestos bioactivos asociados

El rendimiento de fibra dietaria obtenido por el tratamiento bajo diferentes

condiciones de molaridad y proporcion de solvente y se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Rendimiento de fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass' obtenida
por tratamiento alcalino.

Muestra Rendimiento (%) Muestra Rendimiento (%)

FA (0.2M/10mL) 7435+3.373% FA(0.5M/50mL) 74.98+0.752
FA (0.2M/25mL) 79.12+0.363% FA (0.7M/10mL) 78.20+0.35%
FA (0.2M/50mL) 74.18+0.73% FA (0.7M/25mL)  70.67 +1.09 2
FA(05M/10mL) 7335+140% FA(0.7M/50mL) 71.87+5.72%

FA (0.5M/25mL) 81.30+0.432
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Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las
medias con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica
Tukey-Kramer. FA (Fibra alcalina). Los primeros dos digitos en la muestra indican molaridad de
NaOH vy los otros dos la proporcién de solvente empleado por gramo de muestra.

Se encontr6 solo un 10.63 % de diferencia entre el maximo y minimo rendimiento
sin diferencia significativa (p<0.05). Cabe resaltar que hasta donde se ha revisado
la literatura estos son los primeros datos en cscara de aguacate. Para otras
matrices se encontraron resultados similares, Wang et al. (2021) y Devi et al.
(2023) quienes extrajeron fibra dietaria a partir de kiwi y semillas de calabaza de
botella (Lagenaria siceraria), respectivamente, mediante tratamientos alcalinos y
observaron que conforme incrementa la concentracion de alcali el rendimiento de
fibra dietaria va disminuyendo. Esta misma tendencia fue descrita por Huang et al.
(2010) y Sun et al. (2018), autores que asocian este comportamiento a la
degradacion de los polisacéridos debido a la accién de las altas concentraciones
de hidréxido de sodio sobre residuos de trigo y soya respectivamente. Igualmente
se ha informado que mantener en niveles medios la proporcion de solvente
conduce a la obtencion de un mayor rendimiento, esto debido a que el incremento
de la superficie de contacto de entre la muestra y el disolvente permite una mayor
difusion dentro de la muestra lo que se refleja en un mayor rendimiento (Devi et
al., 2023).

En cuanto a la composicién fitoquimica (Figura 6) es importante destacar que el
tratamiento alcalino disminuye de forma considerable la presencia de compuestos
fendlicos en la céascara de aguacate en estado maduro, esto se debe
principalmente a la naturaleza altamente soluble y poco estable de este tipo de
compuestos los cuales se caracterizan por ser sensibles a cambios de
temperatura, pH, a la presencia de oxigeno, entre otros factores (Martini et al.,
2021). Los compuestos fendlicos totales disminuyen entre un 77 % y un 92 %; los
flavonoides totales entre un 60 % y un 85 % y los taninos condensados entre un
95 % y un 99 %, siendo este el componente con la mayor pérdida durante la

extraccién ya que en su mayoria se encontraban en la fraccion libre.
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Figura 4. Composicion fitoquimica de la fibra dietaria obtenida por el tratamiento
alcalino. Los resultados son el promedio + desviacién estandar de tres experimentos
independientes y estdn expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mg
GAE), miligramos equivalentes de rutina (mg RE) o miligramos equivalentes de catequina
(mg CE) por gramo de materia seca. Las medias con diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. CFT: Compuestos
fenolicos totales; FT: Flavonoides totales; TCT: Taninos condensados totales.

El uso de molaridades elevadas de NaOH (0.7 M) condujo a la menor
conservacion de compuestos bioactivos, debido al elevado poder corrosivo y
oxidante de este alcali que conlleva a la degradacion de una mayor cantidad de
compuestos. La condicion con mejores resultados en la conservacion de estos
compuestos fue FA (0.5 M/ 10 mL), la cual, al no tener una concentracion tan
elevada y la proporcion de solvente mas pequefa, limita la solubilizacién y pérdida

de los mismos en el medio de extraccion.

VI.3.1.2. Capacidad antioxidante

Al igual que la presencia de compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante de

las muestras disminuye significativamente con respecto a la matriz original al
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aplicar el tratamiento alcalino para todas las condiciones probadas se observa en
la Tabla 12. Los porcentajes de conservacion de la capacidad antioxidante con
respecto a la matriz origina se encuentran entre un 3 y un 18 % para el método de
DPPH; entre un 23 y un 28 % para el método ABTS (el de mejor porcentaje de
conservacion) y entre un 8 y un 22 % para el método FRAP. En este caso las
mejores condiciones para este método de extraccion igualmente fueron en las que
se emplearon las menores concentraciones de solvente y menor proporcién con
respecto a la muestra. El aumento de las concentraciones de élcali (0.7M) al igual
que para los compuestos fendlicos condujo a una disminucién significativa de la

capacidad antioxidante.

En otras matrices ha sido reportado el efecto del tratamiento alcalino sobre la
actividad antioxidante de la fibra dietaria obtenida por este método.Alsafran et al.
(2024) identificaron una reduccion de un 74.9 % en la capacidad antioxidante de la
fibra dietaria alcalina obtenida a partir de Pulicaria undulata por el método de
ABTS, esto debido a la solubilizacién de parte de los compuestos responsables de
esta actividad en el medio de extraccion.

Hasta el momento no se han reportado datos en la literatura referente a la
capacidad antioxidante de fracciones de fibra dietaria de cédscara de aguacate
obtenidas tratamientos alcalinos. Sin embargo, es importante resaltar que pese a
la agresividad de este solvente (NaOH) la conservacion de la capacidad
antioxidante resulté prometedora.

Tabla 12. Capacidad antioxidante de fibras dietarias alcalinas obtenidas bajo
diferentes condiciones

Muestra DPPH (mmol ABTS (mmol FRAP (mmol
ETrolox/q) ETrolox/g) ETrolox/g)
FA (0.2 M/ 10 mL) 1052'117?13 5/0? 3 85'8:,87_25 0/20)9 : 86'(23810'/?)2 a
FA©2M25mL) LTS b T Tasy b 5% b
FA (0.2 M/ 50 mL) 68'&3.;‘“32(;/34 b 77(22506«;31 b 65(:152.5710'/88 C
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FA (0.7 M/ 25 mL) ND 55&2;-'800-/36 ’ 36-2‘8?91“7 %6 °
FA (0.7 M/ 50 mL) ND 5353 ;—'530-/00)1 i 35-?81'6’—;; %/;)())3 °

Los resultados son el promedio + desviacion estdndar de tres experimentos independientes y
estan expresados como pmoles equivalentes de Trolox (TEAC) por gramo de materia seca. Las
medias en una misma columna con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. FA (X/Y): Fibra alcalina (Molaridad de
NaOH/Proporcién de solvente por gramo de muestra)

A partir de los resultados anteriores se seleccionaron Unicamente las condiciones
FA (0.2 M/ 50 mL); FA (0.5 M/10 mL); FA (0.5 M/ 25 mL) para la determinacion de
composicibn de saponinas y propiedades tecno-funcionales ya que estas
presentaron los mejores resultados de rendimiento, composicidn quimica y

fitoquimica.

VI.3.2. Tratamiento ultrasénico

El tratamiento ultrasonico es una de las tecnologias emergentes mas empleadas
en la actualidad para la extraccion de fibra dietaria a partir de diferentes matrices
alimenticias (Karra et al., 2020). Esta tecnologia es capaz de generar ciclos cortos
de altas y bajas presiones en el medio creando microburbujas que estallan de
forma violenta, fendbmeno conocido como cavitacion. Las fuerzas de corte
generadas por este proceso permiten una mayor penetracion del solvente en la
matriz y una mayor disrupcion de los componentes de la pared de las células

vegetales, liberandolos de una forma mas eficiente (Tejada-Ortigoza et al., 2016).
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VI.3.2.1. Rendimiento de fibra dietariay compuestos bioactivos asociados

El rendimiento de fibra dietaria obtenida mediante el tratamiento ultrasénico de las

muestras se muestran en la Tabla 13.

Los resultados muestran que no existieron diferencias entre la mayoria de los
tratamientos en el rendimiento de fibra dietaria alcanzado. Solo existio un 8.62 %
entre el maximo y el minimo rendimiento, mostrando la similitud de los resultados
y la poca influencia de cada pardmetro individual en el resultado. Sin embargo, es
importante resaltar que los resultados de rendimiento obtenidos empleando la
amplitud de 50 % fueron ligeramente inferiores a los obtenidos en sus similares
con la amplitud del 20 % esto probablemente debido a que amplitudes de
ultrasonido superiores a 35 % pueden provocar formacién excesiva de burbujas en
el disolvente, por lo tanto, limita la eficiencia de la transmision de energia en el
medio; reduciendo el rendimiento de extraccion (Devi et al., 2023).

Tabla 13. Rendimiento de la fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass' obtenida
por tratamiento ultrasonico.

Rendimiento (%)
Condiciones

Muestras (10’) Muestras (25’) Muestras (40’)

FU (10 mL/20%) 82.40+0.92 2 82.10+0.51 2 81.62 +0.88 &°¢
FU (10 mL/50%) 81.24 + 0.84 &°¢ 81.06 + 0.42 &€ 80.16 + 0.24 ad
FU (25 mL/20%) 78.25 £ 0.25 &f 77.85+1.16 Pf 77.43 £0.28 °f
FU (25 mL/50%) 73.78+1.217 74.98 £0.92 75.80 + 1.53 ¢f
FU (40 mL/20%) 78.51 +0.28 € 75.70 £ 0.59 of 75.69 £ 0.67 f
FU (40 mL/50%) 74.34 £0.96 74.50 £2.13 ¢ 74.06 £ 2.78 °f

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las
medias con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica
Tukey-Kramer. FU (X/Y): Fibra ultrasénica (Proporcion de solvente por gramo de
muestra/amplitud).

Cinco de las 18 condiciones ensayadas presentaron un resultado similar al

maximo obtenido por el tratamiento alcalino, lo cual implica una mejora
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considerable en cuanto al uso de reactivos ya que, en esta técnica solo se emplea

agua.

De igual forma, aunque sin ser significativas las diferencias, proporciones de
solventes y tiempos de extraccion mayores, condujeron un rendimiento
ligeramente menor probablemente asociado a una mayor solubilizacion de
componentes de la matriz, lo cual es similar a lo reportado por otros autores
(Ibrahim et al., 2024). Un comportamiento similar fue descrito por Wang et al.
(2013) quienes asociaron este comportamiento a probable destruccion y
degradacion de los polisacaridos bajo la accidn cortante de la onda ultrasénica por

periodos de tiempo prolongados.

Con respecto a la composicion fitoquimica (Tabla 14), es importante sefialar que al
igual que el tratamiento alcalino el tratamiento asistido por ultrasonidos produce
una disminucién significativa en la presencia de compuestos fendlicos. De forma
particular los CFT disminuyen entre un 32 y 85 %, los FT entre un 21y 82 % y los
TCT entre un 62 y 90 % para todas las condiciones evaluadas en este proyecto.
La proporcion entre compuestos fendlicos totales libres y ligados fue diferente para
cada una de las condiciones probadas, llegado la fraccion libre a representar entre
un 18 y un 73 % del total. Las condiciones que conservaron una mayor
concentracion de compuestos fendlicos fueron aquellas con un tratamiento de 40
minutos. Este comportamiento se ha asociado a que el proceso de cavitacion
permiti6 una mayor ruptura de los componentes de la pared celular y por lo tanto
una mayor liberacion de estos compuestos, por lo cual su biodisponibilidad
también se incrementd (Sun et al., 2018). Ademas, este método condujo a una
mejor conservacion de los compuestos fenodlicos que el método alcalino debido a

la ausencia de un agente oxidante como el NaOH.

Tabla 14. Composicion fitoquimica de fibras dietarias obtenidas por método

asistido por ultrasonidos

Condiciones CFT (mg EAG/g)
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Muestras (10’)

Muestras (25’)

Muestras (40’)

FU (10 mL/20%) 23.36 £ 0.48 M 29.55 +0.58" 46.68 + 0.83 ¢
FU (10 mL/50%) 41.07 £0.92 ¢ 27.33+0.38™ 58.68 £1.402
FU (25 mL/20%) 25.58 +0.34 9h 22.16 +0.55' 49.26 +1.50 °°
FU (25 mL/50%) 23.13+0.43" 13.51 £0.03 k 46.74 £ 0.45 ¢
FU (40 mL/20%) 15.12 +0.53 k 21.54 +1.09' 47.20 +1.00 “d
FU (40 mL/50%) 17.48 +0.57 23.46 £ 0.07 M 51.13+0.50 "
FT (mg ER/g)

FU (10 mL/20%) 4.44 +£0.03 9" 554 +0.04 ¢ 10.09 + 0.09 be
FU (10 mL/50%) 10.08 + 0.26 b° 496 +0.02f 1251 +0.27 2
FU (25 mL/20%) 4.70+0.08 4.29 +0.07 9" 9.41+0.154

FU (25 mL/50%) 4,58 +0.06 2.86 £ 0.271 9.28 +0.06 ¢

FU (40 mL/20%) 3.25+0.031 3.54+0.31F 10.15 +£0.04 ®
FU (40 mL/50%) 4.05+0.08" 4.32 +0.03 9 9.69 + 0.07 ¢

TCT (mg EC/Q)

FU (10 mL/20%) 25.79+0.35 33.76 +0.45 ¢ 55.12+2.392
FU (10 mL/50%) 4440+ 1.57° 33.69+0.87 ¢ 5544 +1.37%2
FU (25 mL/20%) 28.54 + 0.33 17.93 + 0.831 28.71 +1.69 ¢
FU (25 mL/50%) 21.97 +0.34 9h 6.07 + 0.54! 3842+161°
FU (40 mL/20%) 13.59 +1.06 16.41 +£1.93 Kk 16.41 +1.93 Kk
FU (40 mL/50%) 13.91 +1.08k 20.41 +2.26 N 20.41 +2.26 M

Los resultados son el promedio + desviacion estdndar de tres experimentos independientes y
estan expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG), miligramos
equivalentes de rutina (mg ER) o miligramos equivalentes de (+)-catequina (mg EC) por gramo de
materia seca. Las medias en una misma columna con diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica Tukey. CFT (Compuestos fendlicos totales); FT
(Flavonoides totales); TCT (Taninos condensados totales).

VI.3.2.2. Capacidad antioxidante

Los resultados de la capacidad antioxidante de las muestras se muestran en la
Tabla 15.
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Las conservaciones de la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS
y FRAP respectivamente de las fibras dietarias obtenidas por el método
ultrasénico con respecto a la cascara de aguacate maduro sin tratar, se
encontraron entre un 6 - 31 %, entre 21 - 53 % y entre 30-100 % para las
diferentes condiciones, resultando superior en un 34.05 %, 47.01 %y 21.48 % con
respecto a la extraccion alcalina, respectivamente, comportamiento similar a la

conservacion de los compuestos bioactivos.

Tabla 15. Capacidades antioxidantes de las fibras dietarias obtenidas por el

meétodo asistido por ultrasonido

Condiciones

FU: Fibra alcalina

DPPH (umoles ETrolox/g)

Muestras (10’)

Muestras (25’)

Muestras (40’°)

FU (10 mL/20%)
FU (10 mL/50%)
FU (25 mL/20%)
FU (25 mL/50%)
FU (40 mL/20%)
FU (40 mL/50%)

94.04 + 6.69 9"
184.42 +9.38 ¢
147.11 +8.65°¢

75.53 £ 3.84!

83.10 £ 2.76 N

93.47 £ 4.31 9N

128.55+5.96f
131.90 + 8.17 ¢
107.96 £2.20°9
54.95 + 9.09 )
107.39+3.86 ¢
141.31 +£1.06 ¢

211.59 + 6.51 bc
267.11+9.592
225.14 +1.58°
228.44 + 477"
195.51 +2.27
191.87 + 4.66 ¢

ABTS (umoles ETrolox/g)

FU (10 mL/20%)
FU (10 mL/50%)
FU (25 mL/20%)
FU (25 mL/50%)
FU (40 mL/20%)
FU (40 mL/50%)

142.05 +0.58"
119.02 £1.15 9
124.58 +2.49 <
117.62 + 1.09 de
7253 +7.18"N
107.37 £ 4.51°¢

7227 £1.24N
91.72+0.92°9

127.55+2.01 <

69.34 +6.61"
97.58 +£2.21 ™
90.16 +5.31 9

141.42 +3.06°
17148 +2.93 72
132.17 £5.13 ¢
134.77 £7.16 ¢
133.31+5.87 k¢
128.21 + 4.93 <«

FRAP (umoles ETrolox/g)

FU (10 mL/20%)
FU (10 mL/50%)
FU (25 mL/20%)
FU (25 mL/50%)
FU (40 mL/20%)
FU (40 mL/50%)

200.65 +5.34 f
415.81 +7.14 b
229.29+8.43°¢
200.76 + 3.76f
111.42 +1.63'
148.87 £5.41"

226.33 +5.13 ¢
249.70 +6.41 ¢

170.86 + 1.45 9

74.75 £ 1.68

168.71 £5.43 9

190.40 £3.12 9

418.13 +£2.81
549.24 +6.82 2
396.09 +6.61 ¢
433.15+4.50°
399.86 + 15.06 ©
344.08 +21.13 ¢

Los resultados son el promedio + desviacidon estandar de tres experimentos independientes y
estan expresados como pmoles equivalentes de Trolox (TEAC) por gramo de materia seca. Las
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medias en mismo ensayo con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la
prueba estadistica Tukey-Kramer. FU (X/Y): Fibra ultrasénica (Proporcién de solvente por gramo
de muestra/amplitud)

La capacidad antioxidante presentd los mejores resultados en las condiciones en
las cuales la extraccidon se realizé por los periodos de tiempo mas largo (40°),
condiciones en las cuales la presencia de compuestos bioactivos fue mas

elevada.

Dong et al. (2023) describieron un incremento en la capacidad antioxidante por el
método FRAP de un 21.89 % en muestras de Dendrocalamus brandisii tratadas
por ultrasonidos, esto asociados a la exposicion de grupos funcionales generadas

por el proceso de cavitacion y el tratamiento térmico.

A partir de los resultados anteriores se seleccionaron Unicamente las condiciones
FU (10 mL/ 50 %); FU (25 mL/ 50 %); FA (40 mL / 20 %) para la determinacion de
composicién de saponinas y propiedades tecno-funcionales.

VI.3.3. Composicion de saponinas

La composicion de saponinas de las fibras dietarias obtenidas bajo diferentes
condiciones de extraccion se muestran en la Tabla 16. Estos al ser compuestos
altamente solubles en medios acuosos, se pierden facilmente en el medio de
extraccion durante los tratamientos alcalinos y asistidos por ultrasonido,
conservandose solo entre un 1 y un 12 % de la fraccion inicial existente en la
matriz (Xu & Yu, 2021).

Tabla 16. Composicion de saponinas en concentrados de fibra obtenidos por los
tratamientos alcalino y asistido por ultrasonido.

MUESTRA ?r?goé‘[i)r/‘g’ Retencién (%)
. FA (0.2 M/ 50 mL) 0.31+0.03 ¢ 1.93
= FA (0.5 M/ 10 mL) 0.78+0.03 b 4.87
< FA (0.5 M/ 10 mL) 0.15 +0.00 0.94
g o  FU(OmL/50%) 0.69 +0.01 ¢ 4.30
[&]
= S FU(25mL/50%) 1.86 + 0.02 11.60
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FU (40 mL / 20%) 0.54+0.01¢ 3.36
CAM 16.03 £ 0.78

Los resultados son el promedio + desviacidon estandar de tres experimentos independientes y
estan expresados como miligramos equivalentes de diosgenina por gramo de muestra seca. Las
medias en una misma columna con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. FA (X/Y): Fibra alcalina (Molaridad de
NaOH/Proporcién de solvente por gramo de muestra); FU (X/Y): Fibra ultrasénica (Proporcién de
solvente por gramo de muestra/amplitud)

El mejor rendimiento de saponinas para el método alcalino resultd el de
proporcion de solvente mas pequefia [FA (0.5 M/ 10 mL)] ya que se limita la
solubilizacion y pérdida de las mismas. Para el método asistido por ultrasonidos el
mejor rendimiento se encontr6 en la condicibn FU (25 mL/ 50%). Estas
condiciones de extraccion permiten una buena difusién de la energia en el medio
sin provocar la degradacion de la mismas ni su solubilizacion excesiva. El
segundo método resultd superior hasta en un 58 % con respecto al primero. Si se
quiere lograr una mejor conservacion de este tipo de compuestos (saponinas) se
deben generar otro tipo de estrategias ya que el porcentaje presente en la
cascara de aguacate ‘Hass’ es considerable. Otros autores han obtenido un mejor
rendimiento de saponinas mediante el empleo de maceraciones etandlicas de la

cascara (Rumipamba, 2021).

VI1.3.4. Composicion quimica de fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’

El efecto del método y las condiciones de extraccion en la composicion quimica de

las fibras dietarias obtenidas se aprecian en la Tabla 17.

Tabla 17. Composicion quimica de la fibra dietarias de cascara de aguacate 'Hass'

MUESTRA
Alcalino Asistido por Ultrasonidos
Parametro FA FA FA FU FU FU
(0.2 M/ 50 (0.5M/ 10 (0.5M/ 10 (20 mL/ 50 (25 mL/ 50 (40 mL/ 20

mL) mL) mL) %) %) %)
Proteinas 9.73+0.142 8.38+0.10° 8.21+0.17¢ 8.78+0.12° 9.41+0.022 9.32+0.082
Lipidos 257+0.16° 1.35+0.10¢ 1.82+0.20¢ 3.87+0.19% 3.52+0.032 3.33+0.032
Cenizas 9.66+0.23° 14.34+0.07?2 13.16+0.31° 3.47+0.019 243+0.02°¢ 1.78+0.05f
CH 78.05+0.25¢ 75.93+0.06% 76.80+0.69° 83.87 +0.32° 84.64 +0.01®* 85.57 +0.102
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FDT 78.23+1.34° 73.08+0.73° 73.53+1.25° 81.52+2.09P 85.19+1.25% 86.80+0.67%
FDI 72.46+1.01¢ 64.28+0.43¢ 65.50+1.25¢ 71.69+0.10¢ 78.03+0.86" 82.08 +1.21%
FDS 5.78+0.33% 8.80+0.30® 8.03+0.00% 8.67+0.72% 6.59+0.23" 4.72+0.54¢

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes y estan expresados como
porcentaje en base a materia seca. El contenido proteico fue calculado como el contenido de nitrégeno multiplicado
por el factor 6.25. Las medias en un mismo renglén con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. CH (Carbohidratos); FDT (Fibra dietaria total); FDI (Fibra dietaria
insoluble); FDS (Fibra dietaria soluble). FA (X/Y): Fibra alcalina (Molaridad de NaOH/Proporcién de solvente por
gramo de muestra); FU (X/Y): Fibra ultrasénica (Proporcion de solvente por gramo de muestra/amplitud)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en todos los
pardmetros quimicos entre las diferentes condiciones y métodos ensayados. Con
respecto a la matriz original (10.52 %) disminuyen de forma significativa la
presencia de lipidos y se mantienen similares las concentraciones de proteinas y
cenizas (8.89 y 3.51 % respectivamente); este Ultimo Unicamente en el caso del
meétodo asistido por ultrasonido, pues en el método alcalino se generan residuos
de NaCl al neutralizar el NaOH que incrementan de forma significativa este
resultado lo que se sugiere de debe a la presencia de sodio).

Por otra parte, ambos métodos incrementan de forma significativa la proporcion
de carbohidratos vy fibra dietaria presente en la muestra con respecto a la matriz
original (77.08 y 66.89 %). Sin embargo, es importante destacar que las
condiciones del método de extraccion asistido por ultrasonidos generaron
muestras con una pureza mayor (porcentaje de fibra de dietaria total mayor),
probablemente asociada una mayor eficacia de este método para extraer la fibra
dietaria (Devi et al., 2023).

VI.3.5. Propiedades tecno-funcionales

Las propiedades tecno-funcionales de las fibras dietarias son de vital importancia
ya que las mismas pueden asociarse directamente con las funcionalidades y
beneficios de determinado ingrediente y en cuales matrices pudiera ser
incorporado con mayor éxito (Karra et al., 2020). Los tratamientos y el método de
extraccion de fibra dietaria seleccionado en cada caso tienen una influencia directa

en estas propiedades y a su vez estas estan relacionadas con otros factores como
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condiciones ambientales y estructura quimica de los polisacaridos constituyentes
de la fibra dietaria, porosidad, tamafio de particula, fuerza iénica, pH, temperatura

entre otras (Tejada-Ortigoza et al., 2016).

Las propiedades tecno-funcionales de las fibras dietarias obtenidas bajo diferentes

condiciones de extraccién se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Propiedades tecno-funcionales de fibras dietarias obtenidas a partir de
cascara de aguacate 'Hass'

MUESTRA (gﬁisg) @5332/@ (m#%ﬁglm
o FA (0.2 M/ 50 mL) 3.99 £ 0.08 ’ 1.95+0.13" ND
g FAO5M 10mL) 335:013°  166:010°  042+013"
FA(O5M 10mL) 361022  193:001° 0574013
g FUI0mL/50%) 3524013 287+0.17 21.07+0.34
\g FU(25mL/50%)  395+0.27 " 2.95+0.01" 7.25+0.09
S5 FUMOMLI20%)  500%011° 353+008  21.84+022

d d
CAM 2.45 +0.07 1.55 + 0.03 ND

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las
medias en un mismo renglén con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun
la prueba estadistica Tukey-Kramer. CRA: Capacidad de retencion de agua; CRO: Capacidad de
retencion de aceite; CAG: Capacidad de adsorcién de glucosa; ND: No detectable por el método.
CAM: Cascara de aguacate maduro. FA (X/Y): Fibra alcalina (Molaridad de NaOH/Proporcién de
solvente por gramo de muestra); FU (X/Y): Fibra ultrasénica (Proporcién de solvente por gramo de
muestra/amplitud)

De forma general se observo una mejora de las propiedades tecno-funcionales
con ambos métodos de extraccion con respecto a la matriz original. Sin embargo,
es importante sefialar que los resultados de la fibra dietaria obtenida con
extraccion asistida por ultrasonidos fueron superiores a las fibras obtenidas por el
método alcalino. Este comportamiento es similar a lo reportado por Wang et al.
(2021) quienes concluyeron que la extraccion alcalina conduce a estructuras

mucho mas planas (menos porosa en la superficie) en la fibra dietaria debido a la
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elevada accion oxidante del NaOH por lo que sus propiedades se tecno-
funcionales se ven disminuidas al compararla con la fibra dietaria obtenida por

otros métodos de extraccion sobre la misma matriz (Actinidia deliciosa).

De igual forma, se ha reportado que el proceso de cavitacion generado por el
ultrasonido conduce a cambios tridimensionales en la estructura de la muestra
como la aparicion de cadenas mas cortas lo cual se ha relacionado con una
mejora de las propiedades tecno-funcionales de las muestras obtenidas por este
método (Sun et al., 2018).

Se ha reportado que las fibras dietarias con elevada capacidad de retencion de
agua resultan de utilidad para evitar la sinéresis o la pérdida de humedad en
alimentos y con esto pueden contribuir a su estabilidad fisica durante su vida de
anaquel (Tejada-Ortigoza et al., 2016). Ademas, son capaces de elevar el volumen
de las heces y con ello facilitar la eliminacion de desechos al enlentecer la
liberacién de nutrientes en el intestino o ser empleados para modificar la textura y
la viscosidad de los alimentos (Rouhou et al., 2018). Esta propiedad se define
como cantidad de agua retenida por gramo de fibra dietaria seca bajo condiciones
definidas y se constituye de la suma de agua ligada, agua hidrodinamica y
principalmente agua fisicamente ligada (Devi et al., 2023).

Los resultados obtenidos por las fibras dietarias obtenidas en este trabajo son
similares a los presentados por Chu et al. (2019) y a su vez son comparables con
los valores de capacidad de retencién de agua de la celulosa comercial de soya
esto coincide con el hecho de que la mayor proporcién de fibra dietaria presente
en la cascara de aguacate ‘Hass’ es de naturaleza insoluble (Salazar-Lopez et al.,
2021). La fibra dietaria con mejores resultados fue la obtenida por el método
asistido por ultrasonidos con amplitud del 20 % y proporcion de solvente de 40 mL
por gramo de muestra, resultando superior al resto de las extracciones. Por otra
parte, no se encontraron diferencias significativas en este parametro para el resto
de las condiciones de extraccion de ambos métodos. Estos resultados
corresponden con el hecho de que por este método y bajo estas condiciones de

obtuvieron los mejores resultados de pureza en la muestra (86.80 %), lo cual
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contribuye directamente al incremento de las propiedades tecno-funcionales (Chen
et al., 2013).

La capacidad de retencion de aceite se refiere a la cantidad de aceite retenido por
gramo de muestra luego de ser incubada y centrifugada. Esta propiedad resulta de
beneficio en productos con un alto porcentaje de grasa ya que se ha asociado con
una menor pérdida de esta luego del cocinado. Por lo tanto, una mayor
conservacion de la textura, y con algunas propiedades biolégicas como la
eliminacion de sales biliares y la disminucion del colesterol sérico (Wang et al.,
2015).

Los resultados muestran que el proceso de extraccion asistida por ultrasonidos
condujo a la obtencion de fibra con capacidades de retencion de aceite superiores
y a su vez comparables con las obtenidas por otros autores que han empleado
metodologias similares a las de este trabajo (Devi et al., 2023; Ding et al., 2020).
Al igual que para la capacidad de retencién de agua, para esta propiedad la mejor
condicion fue la obtenida por el método asistido por ultrasonidos con amplitud del
20 % y proporcion de solvente de 40 mL por gramo de muestra (hasta un 50 %
superior al resto de las extracciones), lo cual nuevamente se puede asociar a una
mayor eficiencia del proceso de extraccion bajo estas condiciones lo cual se
sugiere pudiera implicar la mejora de esta funcionalidades en la harina formulada

en esta investigacion.

Finalmente, la capacidad de adsorcion de glucosa es una propiedad que
determina en qué medida la fibra dietaria une de forma superficial a esta molécula
y con esto puede retrasar o reducir la digestion y absorcién de la misma en el
tracto gastrointestinal, provocando una reduccion de glucosa en sangre (Chu et
al., 2019). Esta se define como cantidad de glucosa adsorbida por gramo de fibra
dietaria seca. Los resultados de la fibra dietaria obtenida por el método alcalino
fueron significativamente inferiores a los de la fibra obtenida por el método asistido
por ultrasonidos y son similares a los reportado por Chen et al. (2013) y Sun et al.

(2018) quienes realizaron extracciones alcalinas para residuos de soya ricos en
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fibra dietaria del tipo insoluble; por lo cual se recomienda el empleo de estas, ya

que puedes tener un mayor impacto en la salud del consumidor.

VI.3.6. Efecto de los métodos de extraccion en las propiedades fitoquimicas
y tecno-funcionales de la fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’

Se realizé un analisis de componentes principales con el objetivo de identificar
correlaciones multivariantes entre las diferentes propiedades de las fibras dietarias
obtenidas por los métodos de extraccion empleados en el presente trabajo (Figura
5). Los componentes principales 1,2 y 3 explican el 93.8 % del total de variaciones

de los datos.

Se puede apreciar que existen una correlacion positiva entre la presencia de
proteinas y fibra dietaria con la capacidad de retencion de agua. Estas dos
macromoléculas se han relacionado directamente con esta capacidad. Se ha
reportado una correlacién positiva entre este parametro y el contenido de
proteinas presentes en diferentes cultivos de avena (Németh et al., 2021). De igual
forma ha sido descrito que los tratamientos fisicos como ultrasonidos a muestras
pueden provocar la desnaturalizacion y la exposicion de grupos funcionales
polares que pueden favorecer la capacidad de las muestras de retener agua
(Chen et al., 2020). Por otra parte, la FDI que es el componente mayoritario de la
muestra se ha relacionado de forma directa con la capacidad de retencién de agua
la cual le confiere en parte, las principales propiedades fisiolégicas de estas como
aumento del volumen fecal, eliminacién de sustancias toxicas, entre otras (Sang et
al., 2022).

La presencia de taninos se correlaciona directamente con la capacidad
antioxidante determinada por el método FRAP. Los taninos son los compuestos
fendlicos presentes en mayor proporcion en la muestra por lo cual es de esperarse
gque sean los que en mayor medida se relaciones con la capacidad antioxidante

total de la muestra.
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Figura 5. Proyeccion de las diferentes variables estudiadas en el Primer y
Segundo componente. CAG: Capacidad de adsorcién de glucosa, CFT: Compuestos
fendlicos totales, CH: Carbohidratos, CRA: Capacidad de retencion de agua, CRO:
Capacidad de retencion de aceite, FDI: Fibra dietaria insoluble, FDS: Fibra dietaria
soluble, FDT: Fibra dietaria Total, FT: Flavonoides totales, TCT: Taninos condensados
totales

VI.3.7. Harinas para “hot cakes” libres de gluten adicionadas en fibra dietaria
de cascara de aguacate ‘Hass’

VI.3.7.1. Composicidon quimica

La fibra dietaria incluida en las harinas para “hot cakes” fue la obtenida por el
método asistido por ultrasonidos en las condiciones siguientes: tiempo: 40
minutos, amplitud: 20 % y proporcion de solvente: 1:40 basado en los resultados
de rendimiento y composicion quimica y fitoquimica y propiedades tecno-
funcionales. La composicion quimica final de las harinas para ‘hot cakes” se
muestran en la Tabla 19. No se apreciaron diferencias estadisticas significativas
en los parametros de humedad, proteinas, lipidos y cenizas. Solo se modifico la
composicion de fibra dietaria debido a la adicibn externa propuesta en este
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trabajo. De igual forma es importante sefialar que la composicion proximal se
encuentra en el rango de lo que han reportado otros autores para este tipo de
productos (Jorge et al., 2017). Otro aspecto a considerar es que los porcentajes de
fibra dietaria presentados en este trabajo son significativamente superiores a otras
formulaciones disefiadas con anterioridad (Adonu & Amponsah, 2022). El
contenido de humedad de las harinas resulta de vital importancia para la
conservacion de las mismas, particularmente desde el punto de vista de la
inocuidad microbiana de este tipo de alimentos (Marta et al., 2023). El limite
establecido para este tipo de alimentos es de un 14 % de humedad y todas
nuestras muestras se encontraron por debajo de este rango (Sumardiono et al.,
2022) por lo que cumple con el pardmetro requerido.

Tabla 19. Composiciéon quimica de las harinas para "hot cakes" adicionados con
diferentes concentraciones de fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass'

Parametro MUESTRA
H2.5 H3.0 H3.5 H4.0
Humedad  g803+0.05% 7.98+0.04% 7.99+0.12% 835+0.228 7.68+0.20°
Proteinas  §68+0142 657+0.042 6.77+0.33% 658+0.01% 6.46+0.022
Lipidos 0.65+0.29% 1.18+0.16% 0.73+0.21* 0.52+0.14% 0.56+0.01°2
Cenizas 482+027% 6.00+0.332% 505+0.30° 4.82+0442% 535+0.66°
CH 87.85+0.12% 86.25+0.53> 87.46+0.19% 88.07+0.29% 87.62+0.64
FDT 1076 +026° 12.25+0.69 14.11+0.142 13.71+0.11% 15.14+0.36°2
FDI  719+052°c 9.33+041° 10.74+0.47%* 10.15+0.10%® 10.97 +0.17°
FDS 356+0.782 2.93+0.28° 3.37+0.342 356+0.01% 4.17+0.19°

Los resultados

de fibra dietaria por porcion.

son el promedio

+ desviacion estandar de tres experimentos independientes y estan
expresados como porcentaje en base a materia seca. El contenido proteico fue calculado como el contenido
de nitrégeno multiplicado por el factor 6.25. Las medias en un mismo renglén con diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. CH: Carbohidratos; FDT: Fibra
dietaria total; FDI: Fibra dietaria insoluble; FDS: Fibra dietaria soluble. HO: Harina sin adicionar; H2.5: Harina
adicionada con 2.5 g de fibra dietaria por porcion; H3.0: Harina adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por
porcion; H3.5: Harina adicionada con 3.5 g de fibra dietaria por porcién; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g

Con la adicion de fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’ se logré el
incremento de la presencia de este macronutriente hasta en un 28.92 %, siendo la
proporcion mayoritaria de naturaleza insoluble por lo que se clasifican como

harinas adicionadas en fibra dietaria.
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VI.3.7.2. Propiedades tecno-funcionales de las harinas para “hot cakes”

adicionadas en fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’

Las propiedades tecno-funcionales de las cinco harinas formuladas se muestran
en la Tabla 20. Se puede apreciar que no existieron diferencias estadisticas entre
ellas por lo que se puede sugerir que la inclusion de la fibra dietaria en estas
cantidades no condujo a una mejora de estas propiedades. Sin embargo, y al
compararlo con resultados presentes en la literatura la capacidad de retencion de
agua de las muestras se encontraron dentro del rango reportado por Akshata et
al., (2019) tanto para una harina formulada a base de harina convencional como
una a base de harina de arroz, y correlacionan de forma directa la composicion de
carbohidratos y proteinas con el valor de CRA.

Tabla 20. Propiedades tecno-funcionales de harinas para ‘hot cakes” libres de

gluten y adicionados con diferentes concentraciones de fibra de cascara de
aguacate 'Hass'

Harina CRA % CRO %
HO 1.10+0.202 109.80 1.26 +0.07 @ 125.68
H2.5 1.19+0.062 119.21 1.34 +0.022 134.32
H3.0 1.14+0.102 113.84 1.36+0.012 141.22
H3.5 1.24+0.022 123.94 1.32+0.042 144.80
H4.0 1.12+0.132 112.22 1.35+0.042 135.49

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes y estan
expresados como gramos de agua/aceite por gramo de muestra. Las medias en una misma
columna con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segln la prueba estadistica
Tukey-Kramer. CRA: Capacidad de retencion de agua; CRO: Capacidad de retencion de aceite.
HO: Harina sin adicionar; H2.5: Harina adicionada con 2.5 g de fibra dietaria por porcién; H3.0:
Harina adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por porcion; H3.5: Harina adicionada con 3.5 g de
fibra dietaria por porcién; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g de fibra dietaria por porcion.

La capacidad de retencién de agua también se ha asociado con una mayor
capacidad de reconstitucion y mejores propiedades en la textura de la masa
generada (Marta et al., 2023), lo que representa una caracteristica para el

cumplimiento de la calidad del producto.

Al igual que la capacidad de retencién de agua de las harinas, para la capacidad
de retencion de aceite no se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, el

valor de este parametro para harina que fue formulada sin adicionar fibra dietaria
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es menor que el resto de las harinas (6.67 %). De igual forma los valores
reportados para esta propiedad en este trabajo fueron superiores a los reportados
por otros autores para harinas de otros cereales (Badia-Olmos et al., 2023). Esta
propiedad ha asociado con la presencia en la muestra de grupos hidréfobos y
lipidos en la muestra y se ha relacionado con aspectos deseables en la muestra
como conservacion del sabor y palatabilidad. Ademas, resulta de vital importancia
en productos tipo salsas y de forma particular en panes de coccion rapida como
‘hot cakes” (Obinna-Echem et al., 2024).

VI.3.7.2. Distribucién del tamafio de particulas

La distribucion del tamafio de particulas de las harinas resulta de vital importancia
ya que garantiza la uniformidad de la mezcla y disminuye la posibilidad de la
presencia de defectos como la sedimentacion de particulas mas grandes. Ademas
de asocia de forma directa con las propiedades tecno-funcionales y las posibles
aplicaciones y comportamiento de las mezclas (Cornejo-Villegas et al., 2013;
Bressiani et al., 2017).

El porcentaje de muestra retenido en cada uno de los tamices empleados en este
estudio para las diferentes mezclas de harinas para “hot cakes” formuladas se
muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Masa de harina para “hot cakes” retenida en los diferentes tamafios de

particula.
Tamafio de Harina para “hot cakes” retenido en cada tamiz (%)
pa(r;"rz‘)”a HO H2.5 H3.0 H3.5 H4.0
0.00 6.22+£0.89 2 449+187°?2 3.70+£1.68¢2 448+1.012 7.71+£2.00%2
149 6.28+1.182 575+£0.9472 7.07+£091°2 503+1.302 7.11+£158%2
177 23.76 £2.962 24.42 +0.462 19.64 £ 1.67 @ 21.39 £ 3.55¢2 20.69+0.882
250 48.36 £ 6.712 52.17 £ 5432 51.08+2.212 51.02+2.762 4972 +1.252
400 1521 +£1.94+2 12.38 £2.93 2 17.94+1.19°2 17.69 £ 3.48 2 1464 £0.41 72
841 0.16 £ 0.05°¢ 0.79+0.41 2 0.90+0.13+2 0.33+0.14 ¢ 0.10+0.09°

Los resultados son el promedio + desviaciéon estandar de tres experimentos independientes y estan expresados
como porcentaje de muestra retenida. Las medias en el mismo renglén con diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05) segln la prueba estadistica Tukey. HO: Harina sin adicionar; H2.5: Harina adicionada con
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2.5 g de fibra dietaria por porcion; H3.0: Harina adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por porcion; H3.5: Harina
adicionada con 3.5 g de fibra dietaria por porcién; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g de fibra dietaria por porcion.

Para todas las harinas formuladas entre un 80 y un 87 % de las particulas tuvieron
un tamanio inferior a 250 um. Se ha establecido en la literatura que harinas con un
tamafio de particulas mas pequefio resultan de utilidad en productos de panaderia
ya que son capaces de incrementar la capacidad de retencion de agua entre otras
propiedades deseables en este tipo de productos; esto debido al incremento de la

superficie especifica capaz de interactuar con el agua (Kim & Shin, 2014).

Ademas, la forma de curva que presenta la distribucién del tamafio de particulas
de las harinas (Figura 6) sin presencia de picos indica precisamente la ausencia
de granulados o particulas agregadas, por lo que se aprecia la uniformidad en el

tamafio de particulas (Cristiano et al., 2019).

Distribucion del tamafio de particulas

IS ! @
IS} o 1S}
*

Porcentaje de retencion
w
o

20 X
®
10
X %
0 L
0.00 149 177 250 400 841
Tamafo de particulas
HO.0 H2.5 H3.0 H3.5 *-H4.0

Figura 6. Distribucion del tamafio de particulas de las harinas para "hot cakes"

formuladas. Los resultados son el promedio * desviacion estandar de tres experimentos
independientes. HO: Harina sin adicionar; H2.5: Harina adicionada con 2.5 g de fibra dietaria por
porcién; H3.0: Harina adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por porcién; H3.5: Harina adicionada
con 3.5 g de fibra dietaria por porcion; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g de fibra dietaria por
porcion.
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VI.3.7. Andlisis microbioldgico

Los resultados de los andlisis microbiologicos realizados a las diferentes harinas

se muestran en la Tabla 22.

Todos los valores obtenidos en el presente trabajo se encuentran por debajo de
los valores de referencia para este tipo de productos reportado por la NOM-247-
SSA1-2008, lo cual asegura su inocuidad desde el punto de vista microbiolégico.

Tabla 22 Resultados microbiologicos de las harinas para “hot cakes” libres de
gluten adicionadas en fibra de cascara de aguacate 'Hass'

Harinas BMA (UFC/g) M (UFC/qg) L (UFC/g) CT (UFCl/g)
HO <10 <10 <10 <10
H2.5 <10 <10 <10 <10
H3.0 <10 <10 <10 <10
H3.5 <10 <10 <10 <10
H4.0 <10 <10 <10 <10
Referencia 100 000 200 No aplica 100

BMA (Bacterias mesdfilas aerobias); M (Mohos); L (Levaduras); CT (Coliformes Totales); HO:
Harina sin adicionar; H2.5: Harina adicionada con 2.5 g de fibra dietaria por porcién; H3.0: Harina
adicionada con 3.0 g de fibra dietaria por porcion; H3.5: Harina adicionada con 3.5 g de fibra
dietaria por porcién; H4.0: Harina adicionada con 4.0 g de fibra dietaria por porcion.

VI.3.8. Desarrollo de “hot cakes” libres de gluten adicionados en fibra de
cascara de aguacate ‘Hass’

VI1.3.8.1. Caracterizacion fisica

Las caracteristicas fisicas principales de los “hot cakes” formulados se muestran
en la Tabla 23. Se puede apreciar que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de ellos. Los porcentajes de variacion
para el largo, ancho y altura fueron de 5.79 %, 7.49 % y 14.38 % respectivamente
y en cuanto al peso solo se encontré una diferencia de 1.75 g entre el minimo y
maximo valor obtenido. Lo anterior indica que se logr6 uniformidad en cuanto a la
formay el peso de los “hot cakes” obtenidos. De igual forma es importante sefalar

que el volumen especifico, que constituye en la actualidad uno de los atributos
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mas importantes en la calidad de cualquier tipo de pan y uno de las mayormente
relacionados con la eleccion del consumidor (Monteiro et al.,, 2021) present6
resultados en el rango de los reportados por (Ma et al., 2021). Jiang et al. (2021)
refieren que la adicion de fibra dietaria puede llegar a afectar el volumen especifico
de los panes, esto debido a que este macronutriente interacciona de forma
significativa con el agua presente en la muestra, afectando de forma directa la
textura de los panes. Sin embargo, las proporciones usadas en el presente trabajo
al parecer no influyeron de forma negativa en este indicador lo cual coincide
también con lo reportado por Kucerova et al. (2013).

Tabla 23. Parametros fisicos de los "hot cakes" adicionados en fibra dietaria de
cascara de aguacate 'Hass' formulados

Dimensiones Volumen
Muestra Largo (mm) Ancho (mm) Altura (mm) Peso () eS(F::E/ZI)CO
HC-0 3449+1942 3421+x1.762 11.79+1.452 7.73x0.852 257+0.482
HC-25 36.61+1.262% 36.93+1.862 12.30+1.922% 8.68+1.152 2.32+0.632
HC-3.0 35.18+0.982 3544+0.842 12.64+0932 853+1882 222+0.64°2
HC-3.5 3583+2162% 3582+1.182 13.18+0.592 948+1.282 229+0.20°
HC-4.0 3457+0.212 3453x0502 13.77+t1.442 942+1622 249+0.132

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las medias en
una misma columna con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba
estadistica Tukey-Kramer. HC-0: “Hot cake” sin adicionar; HC-2.5: “Hot cake” adicionado con 2.5 g de fibra
dietaria por porcién; HC-3.0: “Hot cake” adicionado con 3.0 g de fibra dietaria por porcién; HC-3.5: “Hot
cake” adicionado con 3.5 g de fibra dietaria por porcién; HC-4.0: “Hot cake” adicionad con 4.0 g de fibra
dietaria por porcion.

VI1.3.8.2. Perfil de Textura

La Tabla 24 muestra los resultados del andlisis del perfil de textura de los
diferentes ‘hot cakes” formulados en este trabajo. La textura es una de las
cualidades mas importantes en la calidad de los “hot cakes”. Con anterioridad ha
sido reportado que la dureza de este tipo de producto es significativamente
superior cuando se trata de formulaciones libres de gluten, con respecto a los
tradicionales (Marta et al., 2023). En el caso de este parametro podemos apreciar

en los resultados tendencia decreciente conforme se incrementa la adiciéon de fibra
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dietaria. Nuestros resultados son inferiores a los reportados por Rakmai et al.,
(2021) quienes desarrollaron “hot cakes” a base de diferentes tipos de harina de
arroz adicionados con maltodextrinas resistentes apreciandose de igual forma una
disminucién de la dureza (51.19 - 21.38 N) directamente proporcional al
enriquecimiento. Este mismo comportamiento se aprecia en el parametro de
gomosidad (18.93 — 36.77 N) el cual es la fuerza necesaria para desintegrar una

muestra de alimento a un estado tal que facilite su ingesta.

Por otra parte, no se entraron diferencias entre las muestras en el parametro de
cohesividad (0.72-0.76), estos valores se encuentras similares a los rangos
establecidos por Cho et al. (2019) y Rakmai et al. (2021). Asi mismo, algunos
comportamientos atipicos en este ensayo pueden estar asociados a la variabilidad

del tamafio y forma de los “hot cakes” obtenidos.

Tabla 24. Perfil de textura de los “hot cakes” obtenidos

Parametro
Muestra Elasticidad
Dureza (N) Cohesividad Gomosidad (N)
(mm)

HC-0 1477 +0.752 470+0.19° 0.72+0.05° 10.25+0.28 2
HC-2.5 13.02 +2.83 % 13.28+0.162 0.72+0.07 @ 8.81+1.28%
HC-3.0 6.74+£0.65° 4.86 +0.07 ° 0.75+0.02° 5.00 + 0.35 b¢
HC-3.5 7.82 +0.54 ¢ 6.09+221°" 0.74 £ 0.022 5.84 +0.43 ¢
HC-4.0 7.75+ 1.47 "¢ 4.86 +0.05° 0.76 £ 0.03 @ 5.81+1.00°

Los resultados son el promedio * desviacidn estandar de 10 experimentos independientes. Las
medias en una misma columna con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05)
segun la prueba estadistica Tukey-Kramer. HC-0: “Hot cake” sin adicionar; HC-2.5: “Hot cake”
adicionado con 2.5 g de fibra dietaria por porcién; HC-3.0: “Hot cake” adicionado con 3.0 g de fibra
dietaria por porcién; HC-3.5: “Hot cake” adicionado con 3.5 g de fibra dietaria por porcion; HC-4.0:
“Hot cake” adicionad con 4.0 g de fibra dietaria por porcion.

VI1.3.8.3. Andlisis Sensorial

La aceptabilidad general de las formulaciones desarrolladas en el presente trabajo
fue evaluada mediante una prueba sensorial empleando una escala hedonica de 9
puntos. De forma general, no existieron diferencias significativas entre los
resultados de los principales indicadores evaluados en la prueba sensorial para

todas las formulaciones. Ademas, todos los ‘hot cakes” fueron aceptados
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sensorialmente con puntuaciones entre 5 y 9 puntos para todos los indicadores
evaluados. Como se aprecia en los resultados, el “hot cake” control resultd
superior al resto de las formulaciones (adicionados en fibra de céascara de
aguacate ‘Hass’) en 3 de los cinco atributos evaluados. La puntuacion del color del
control (7.48) resulté entre un 12 y un 21 % superior al resto de las formulaciones
(5.93 - 6.52) siendo esta la mayor diferencia. La inclusion de la fibra sin duda fue
un factor que condicioné el color de la muestra ya que como se aprecia en la
Figura 7 la coloracion de los “hot cakes” adicionados en fibra (los primeros 4 de
izquierda a derecha) en todos los casos resultaron cafés lo cual no result6 del

agrado de los panelistas.

El 25 % de los panelistas que deseaban una mejoria en el producto (40 en total)
refirieron este parametro (color) como el principal a mejorar. En un menor nimero
de panelistas se evalud el mismo control, pero con la adicion de color similar a los
‘hot cakes” adicionados en fibra, sin embargo, no se encontraron diferencias con
el control sin la adiciébn del color. Por otra parte, las puntuaciones de las
formulaciones adicionadas en fibra dietaria de cascara de aguacate ‘Hass’ en el
aspecto de olor fueron entre un 86 y un 96 % del agrado del control en este
pardmetro (7.04). Sin embargo, es importante sefialar que en todos los casos se
uso6 la misma esencia por lo cual esta diferencia pudiera estar asociada a otros

factores. Ademas, solo 3 panelistas indicaron el olor como el principal a mejorar.

Finalmente, en cuanto a la apariencia general del producto, solo existi6 una
pequefia diferencia con respecto a la puntuacion de la formulacion control (7.48)
de entre un 8 y un 17 %. De igual forma solo el 10 % de los panelistas

seleccionaron a este indicador como el principal a mejorar.
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Figura 7. Aspecto general de los “hot cakes” adicionados en fibra de cascara de
aguacate ‘Hass’ y control evaluados en la prueba sensorial. Harina sin adicionar
(387); Harina adicionada en 2.5 g por porcioén (104); Harina adicionada en 3.0 g
por porcion (631); Harina adicionada en 3.5 g por porcion (097); Harina adicionada
en 4.0 g por porcion (442).

A diferencia de los anteriores indicadores, tanto en el sabor como la textura la
formulacion que mejores resultados presentoé fue la formulacion de los “hot cakes”
adicionado con 2.5 g por porcion: 7.00 (sabor) y 6.96 (textura), aunque estas
diferencias fueron minimas (2.14 y 0.57 % con respecto al control). Tanto el sabor
como la textura fueron los indicadores que los panelistas identificaron como los
principales a mejorar, ya que el 20 % y el 52.5 % de ellos, los indicaron como la

principal mejoria a realizar en el producto (Figura 8).
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Sensorial: Prueba de Agrado
Atributo Sabor
8

Atrl_buto_ Atributo Olor
Apariencia
Atributo Textura Atributo Color
HC-0.0 HC-2.5 HC-3.0 HC-3.5 e===HC-4.0

Figura 8. Resultados de la evaluacion sensorial de los "hot cakes" adicionados en
fibra dietaria de cascara de aguacate 'Hass'

En todos los indicadores evaluados las formulaciones con la mayor adicién de
fibra dietaria (3.5 y 4.0 g por porcion) presentaron las puntuaciones mas bajas. Se
ha descrito que los productos libres de gluten generalmente presentan una textura
deficiente debido a la ausencia de las redes tridimensionales generadas por el
gluten (Krupa-Kozak et al., 2021). Ademas, se ha reportado que la inclusion de
fibora dietaria en alimentos puede conducir a la generacion de texturas
desagradables y propiedades sensoriales deficientes (Jiang et al., 2021). Los
resultados de este trabajo confirman lo descrito anteriormente. Sin embargo, otros
autores ya han concluido que pequefias inclusiones de fibra dietaria en productos
de panaderia no afectan en la evaluacion sensorial de los productos (Kucerova et
al., 2013).

Finalmente, se les cuestiond a los panelistas por la intencién de compra de alguna
de las muestras evaluadas a lo cual el 92.59 % respondié de forma afirmativa,

indicando la aceptacion potencial del producto en futuros consumidores.
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VII.

1.

CONCLUSIONES

La cascara de aguacate ‘Hass’ en los diferentes estados de madurez
estudiados en el presente trabajo resultd ser fuente abundante compuestos
nutricios y bioactivos con una elevada capacidad antioxidante. La cascara
de aguacate en estado maduro presentd la mayor proporcion tanto de
carbohidratos de fibra dietaria (esta ultima fundamentalmente del tipo
insoluble) por lo cual fue el seleccionado para la extraccion de este
macronutriente.

Si bien no se encontraron diferencias estadisticas en los rendimientos de
fibra dietaria obtenidos por los métodos alcalino y asistidos por ultrasonidos,
el segundo resulté superior tanto en la conservacion de compuestos
fendlicos y su resultante capacidad antioxidante, asi como en las
propiedades quimicas y tecno-funcionales de las muestras obtenidas por
este.

Todas las harinas y “hot cakes” o panqueques adicionados en fibra dietaria
formulados en el presente trabajo presentaron propiedades quimicas,
fisicas tecnofuncionales y sensoriales similares al control por lo que la
adicidén en estas proporciones no afectdé de forma significativa la calidad y

aceptabilidad del producto final.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1: Porcentajes y porcentajes acumulados de cada componente del PCA

Componente : Porcentaje
Princi:))al (PCA) Porcentaje acumulaéo
PC1 59.4 59.4
PC2 27.8 87.3
PC3 6.5 93.8
PC4 3.8 97.6
PC5 2.4 100
PC6 0.0 100
PC7 0.0 100
PC8 0.0 100
PC9 0.0 100
PC10 0.0 100
P11 0.0 100
P12 0.0 100
P13 0.0 100
P14 0.0 100
P15 0.0 100
P16 0.0 100

P17 0.0 100




Anexo 2: Participacion de cada variable en cada componente a partir del andlisis de componentes principales (PCA).
Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17
Humedad -0.234 -0.072 -0.437 0.163 0.685 0.148 0.278 0.125 -0.064 -0.078 0.208 0.056 0.227 -0.076 0.125 -0.094 0.005
Cenizas -0.314 0.003 -0.005 -0.061 0.079 0.415 -0.152 -0.611 0.263 0.073 0.219 -0.143 -0.231 0.099 -0.243 -0.124 0.207
Lipidos 0.299 0.096 0.197 0.085 -0.101 0.188 0.036 0.238 0.276 -0.154 0.508 -0.026 -0.102 0.138 0.482 -0.259 0.255
Proteinas 0.183 -0.220 0.453 0.483 0.354 -0.002 -0.164 -0.201 0.211 0.035 -0.155 0.404 -0.056 -0.164 0.055 0.049 -0.135
CH 0.312 0.004 -0.102 -0.008 -0.129 0.052 0.534 -0.137 0.327 -0.278 -0.179 0.075 0.139 -0.302 -0.271 0.128 0.382
FDT 0.306 -0.099 -0.024 0.088 -0.026 0.398 -0.173 -0.160 -0.278 0.228 0.058 -0.312 0.347 -0.148 0.226 0.486 0.115
FDI 0.283 -0.198 0.034 0.031 0.033 0.102 -0.127 -0.152 -0.610 -0.423 -0.052 0.037 0.004 0.08 -0.185 -0.452 0.165
FDS  -0.162 0.371 -0.242 0.102 -0.176 0.059 -0.230 -0.248 0.081 -0.265 -0.359 0.02 0.111 -0.332 0.478 -0.231 -0.089
CFT  -0.249 -0.277 -0.057 0.073 -0.119 0.406 -0.323 0.574 0.106 -0.022 -0.231 0.066 -0.115 -0.228 -0.161 -0.018 0.280
FT -0.216 0.109 0.574 -0.339 0.286 0.225 0.202 0.088 -0.004 -0.253 -0.345 -0.256 0.144 0.158 0.139 0.054 -0.003
TCT  -0.062 0431 0.242 -0.171 0.001 0.132 0.114 0.036 -0.278 0.468 0.110 0.407 0.142 -0.314 -0.087 -0.221 0.206
DPPH 0236 0.271 -0.021 0.355 0.140 -0.041 -0.055 0.136 0.181 0.321 -0.257 -0.479 0.177 0.15 -0.259 -0.385 0.037
ABTS  0.219 0.308 -0.201 0.037 0.224 0.133 0.099 0.033 -0.182 0.085 -0.298 0.075 -0.682 0.182 0.138 0.235 0.171
FRAP  0.086 0.437 0.100 0.055 0.144 0.042 -0.206 0.152 -0.028 -0.377 0.334 -0.178 -0.143 -0.366 -0.361 0.214 -0.288
CRA  0.198 -0.318 0.007 -0.405 0.215 -0.169 0.001 -0.035 0.059 0.199 -0.014 -0.321 -0.302 -0.542 0.153 -0.248 -0.059
CRO  0.303 -0.046 -0.158 -0.229 -0.093 0.537 0.124 0.044 0.144 0.072 -0.079 0.208 0.035 0.120 -0.083 -0.162 -0.625
CAG  0.268 0.115 -0.165 -0.463 0.313 -0.158 -0.508 0.012 0.253 -0.061 -0.048 0.244 0.257 0.188 -0.056 0.082 0.225
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