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RESUMEN
Después de obtenerse el aceite de aguacate a nivel industrial, el 72% de sus componentes
(semilla y pulpa desgrasada residual: RA) son desechados. Estos residuos contienen
compuestos fendlicos (CFs) que pueden emplearse en la reformulacion de productos
carnicos, que originalmente no los contiene, aumentando su valor agregado. El objetivo de
esta tesis doctoral fue evaluar el efecto de la adicion de extractos de residuos de aguacate
sobre el contenido de compuestos fendlicos en un jamoén horneado artesanal de cerdo y su
comportamiento en un modelo de digestion in vitro. Se realizo la caracterizacion del RA 'y
se optimizd el proceso de extraccion de CFs empleando la extraccion asistida con
microondas. Se elaboraron 5 jamones: jamoén control (C), adicionado con 1, 3, 5y 10% de
extracto optimizado que fueron sometidos a digestibilidad in vitro teniendo en cuenta los CFs
para calcular su bioaccesibilidad (%BA). Adicionalmente, se realizaron estudios de vida de
anaquel (21 dias) de pardmetros como color, textura, capacidad de retencion de agua (CRA),
contenido de CFs, capacidad antioxidante y formacion de productos de oxidacion lipidica.
Se identificd la presencia de acido clorogénico, 5-O-cafeoilquinico, epicatequina-galato,
epicatequina-glucopiranosil y quercetina en el residuo de aguacate. El modelo estadistico
mostré6 que empleando etanol (100%), una potencia de salida de 477.7 W y tiempos de
exposicion de 3.05 min, se obtienen los valores mas elevados de CFs (31.24 mg EAG/g PS).
La bioaccesibilidad oscild entre 48.2 y 65.66%. El incremento del extracto aumento los CFs
en las fracciones bioaccesibles. Los estudios de vida de anaquel mostraron que el extracto
contribuy6 al desarrollo de tonalidades rojas (a*) y estabilizo el pH en los jamones con
cantidades superiores al 3%, aunque existié una disminucién de la CRA. La capacidad
antioxidante aumentd con el tiempo, particularmente en jamones con mayor adicion de
extracto, sugiriendo una efectiva actividad antioxidante. Igualmente, se evidenci6 una
reduccion significativa de productos de oxidacion lipidica (TBARS), especialmente en
jamones con 10% de extracto. Estos hallazgos indican que los extractos de residuos de
aguacate pueden mejorar la estabilidad oxidativa y contribuir al desarrollo de productos

carnicos con atributos sensoriales y tecnologicos mejorados.

Palabras clave: residuos de aguacate, compuestos fendlicos, optimizacion, bioaccesibilidad,

oxidacion lipidica.
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ABSTRACT
After industrial production of avocado oil, 72% of its components (seed and residual defatted
pulp: AR) are discarded. These residues contain phenolic compounds (PCs) that can be used
to reform meat products that did not initially contain them, increasing their added value. This
doctoral thesis aimed to evaluate the effect of adding avocado residue extracts on the phenolic
compound content of artisanal baked pork ham and its behavior in an in vitro digestion
model. The AR was characterized, and the PCs extraction process was optimized using
microwave-assisted extraction. Five hams were produced: a control ham (C) and hams added
with 1%, 3%, 5%, and 10% of the optimized extract. These were subjected to in vitro
digestibility assays, and the PCs were considered to calculate their bioaccessibility (%BA).
Additionally, shelf-life studies (21 days) were conducted on parameters such as color,
texture, water retention capacity (WRC), lipid oxidation product content, antioxidant
capacity, and lipid oxidation product formation. Chlorogenic acid, 5-O-caffeoylquinic acid,
epicatechin gallate, epicatechin glucopyranosyl, and quercetin were identified in the avocado
residue. Statistical modeling showed that the highest PCs values (31.24 mg EAG/g DW) were
obtained using ethanol (100%), a power output of 477.7 W, and exposure times of 3.05 min.
Bioaccessibility ranged from 48.2 to 65.66%. Increasing the extract increased PCs in the
bioaccessible fractions. Shelf-life studies showed that the extract contributed to the
development of redness (a*) and stabilized pH in hams with quantities greater than 3%,
although there was a decrease in WRC. Antioxidant capacity increased over time, particularly
in hams with higher extract additions, suggesting effective antioxidant activity. Likewise, a
significant reduction in lipid oxidation products (TBARs) was observed, especially in hams
with 10% extract. These findings indicate that avocado residue extracts can improve
oxidative stability and contribute to developing meat products with improved sensory and

technological attributes.

Keywords: avocado residues, phenolic compounds, optimization, bioaccesibility, lipid

oxidation.



AGRADECIMIENTOS

A la Secretaria de Ciencia Humanidades, Tecnologia e Innovacion (SECIHTI), por la
beca otorgada para los estudios del Doctorado en Biociencias.
A la Division de Ciencias de la Vida, Campus Irapuato-Salamanca, Universidad de
Guanajuato, por el apoyo académico y de infraestructura para el desarrollo de la tesis
doctoral.
A mi directora de tesis Dra. Maria Elena Sosa Morales por permitirme formar parte de su
equipo de trabajo durante estos 4 afios, por el apoyo brindado y por su aportaciéon en mi
desarrollo como profesional.
A mi codirector de tesis Dr. Julidn Andrés Gomez Salazar por mostrarme cuan interesante
puede ser la ciencia y tecnologia de productos carnicos.
A mis sinodales Dra. Sonia G. Sdyago Ayerdi, Dr. Abel Cerén Garcia, Dr. César Ozuna
Lopez y Dr. Alberto Saldafia Robles. Gracias a todos por su apoyo académico, su asesoria y
paciencia para la realizacion de este trabajo de investigacion.
Al personal administrativo y de servicio de la Division de Ciencias de la Vida.
A mis compaifieros de generacion y futuros doctores.
A mis compaieros del Laboratorio de Propiedades Fisicas de los Alimentos. Losa que estén,
estuvieron y estaran.
A la Dra. Fabiola Le6n Galvan, Dra. Paulina Céardenas Castro y Dra. Leticia Xochitl Lopez
Martinez. Gracias por el apoyo y consejos brindados.
A José Juan Carlos Marquez Ramirez, solo por estar mereces el titulo de doctor.
A mi madre, por todo el apoyo que me ha dado y hacerme la persona que soy hoy, sin ti no
seria nada.
A mi abuela, desde el cielo se que me cuidas, lo hicimos
A todas las personas que han estado presentes en mi vida, también han contribuido a este

logro. Muchas gracias.

vi



INDICE

L INTRODUCCION ...courmncnnncnsnssnsnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 1
IL. REVISION DE LITERATURA ..c.ciuminncnsssusnsssssssssssssssssssssssssssssssssssses 3
2.1. Desarrollo de productos carnicos funcionales..................c.ccoociiviiiiniiiiiniieenieee, 3
2.2. Compuestos bioactivos y formulacion de productos carnicos funcionales........... 5
2.3. Aprovechamiento de residuos agroindustriales .................ccccccooiiiiniiiiniienniennn. 7
2.4. Extraccion de compuestos bioactivos.................ooocvveviiieniiiiiiiieceeeee e 9
2.5. Encapsulacion de compuestos bioactivos................ccccoeeeeiiieiiiieiiieccieeceeeees 12
2.6. Procesamiento de productos CAIMICOS .............coeeviieeriieeriiieeiee e 14
2.7. Estudios sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos .............................. 15
I11. JUSTIFICACION.......cueeurrrrrressessessessessesssssssssssssessessssssessessesssssssassassessesses 18
IV. HIPOTESIS.c...coirmmciunnsssnscsssssssssnssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssmsssssssess 19
V. OBJETIVOS .uuiitiniinninneennensnensessssesssessssssssessssssssssssassssesssassssssssasssses 20
VL. METODOLOGI A ..c.ouueeneunsenneenneensesssesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssens 21
6.1. Caracterizacion del residuo de aguacate ...............c..oceoiiiiriiniininncnicceee 22
6.1.1. Caracteristicas del residuo de aguacate (RA).............ccoevviieviiieecieeceeeee, 22
6.1.2. Determinacion del contenido de humedad enel RA ..., 22
6.1.3. Determinacion de grasaen el RA..................c.coooiiiiiiiiiiiie e 22
6.1.4. Determinacion de parametros de color ....................ccoeoviiiiiiiiniiieniiceee 23
6.1.5. Extraccion de compuestos fendlicos en el residuo de aguacate..................... 24
6.1.6. Determinacion del contenido de compuestos fendlicos solubles totales (CFs)
....................................................................................................................................... 24
6.1.7. Determinacion de flavonoides totales ...................c..ccoooiiiiiiiiiniiiie, 24
6.1.8. Determinacion de polifenoles hidrolizables y taninos condensados ............. 25
6.1.9. Identificacion por cromatografia de compuestos fendlicos en el residuo de
AGUACATC ......oiiiiiiiiiiie ettt ettt e et e et e e e bt e e e bt e e eb b e e s bt e e e bt e e s bt e e e bt e e eabeeenane 25
6.1.10. Determinacion de la capacidad antioxidante (CAO)............cccoeeevvverneennne. 26

6.2. Extraccion asistida por microondas (EAM) de compuestos fendlicos ................ 27
6.2.1. Tratamientos aplicados parala EAM.................cccoooiiiiiiiiiiiiineeeeeee e 27
6.2.2. Disefio experimental..................cccooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 29

6.3. Encapsulacion del extracto optimizado del residuo de aguacate......................... 29

6.3.1. Proceso de encapsulacion de los compuestos fenolicos del extracto optimizado
de residuos de aGUACALE..............c.oooiiiiiiiiiiie e 29

vii



6.3.2. Determinacion de humedad y actividad de agua ..................ccoccoeviiinnnnne 30

6.3.4. Determinacion de parametros de color ....................cooccooiiiiiinniiiiiiee, 30
6.3.5. Determinacion del rendimiento de la encapsulacion ..................................... 31
6.3.6. Calculo de la eficacia de la encapsulacion.....................ccccooeveiniiiiniiienceeeee, 31
6.3.7. Estudios cinéticos de liberacion de compuestos fendlicos.............................. 31
6.3.8. Disefio experimental...................ccccoiiiiiiiiiiiii e 32
6.4. Elaboracion del jamon horneado artesanal de cerdo adicionado con los
encapsulados y extracto optimizado de residuo de aguacate.....................cccoeeenenn. 32
6.4.1. Elaboracion de jamon horneado artesanal de cerdo ..................cccooeenennne. 32
6.4.2. Analisis fisicoquimicos y tecno-funcionales realizados al jam6on horneado
artesanal de Cerdo ..o 33
6.4.3. Determinacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante............... 36
6.4.4. Evaluacion sensorial....................coocoiiiiiiiiiii e 36
6.4.5. Disefno experimental.................ccooooiiiiiiiiiii e 37
6.5. Estudios de digestiOn i71 Vitro.................c.ccccovveeiieeeiiiieciie e 37
6.5.1. Bioaccesibilidad de los compuestos fenélicos en la digestion in vitro ........... 37
6.5.2. Disefno experimental..................cccoiiiiiiiiiiiiiiie e 39
VII. RESULTADOS Y DISCUSION ......covevrrerrenrensenssssessessessessessssssssssessessessesses 39
7.1. Caracteristicas del residuo de aguacate (RA) ............c.cooooviiiiiiiniiieniieeeeeeieee 39
7.1.1. Humedad de los residuos de aguacate...................ccocceevviiiniiiiniieeniieeneeee, 39
7.1.2. Contenido de materia grasa en los residuos de aguacate ............................. 40
7.1.3. Analisis colorimétrico de los residuos de aguacate.................coccoceeviriennnne. 41
7.1.4. Contenido de compuestos fendlicos solubles (CFs) y flavonoides en los
residuos de AZUACATE...........coociiiiiiiiiiii e 42
7.1.5. Identificacion de compuestos fendlicos en los residuos de aguacate............. 46
7.2. Extraccion asistida por microondas ................c.cocoiveiiiiiiiii e 50
7.2.1. Modelos matematicos de prediccion................cccoevviiiiiiieniiieeniieeeieeeee e, 52

7.2.2. Analisis grafico de los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante ... 56

7.3. Evaluacion sensorial ..............cccccoooiiiiiiiiiiiiiic e 61
7.4. Encapsulacion de los CFs presentes en extractos del residuo de aguacate......... 64
7.4.1. Rendimiento de encapsulacion..................ccooceeviiiiniiiiiiiiiieniieccceee e 64
7.4.2. Contenido de humedad y actividad de agua de los encapsulados................. 65
7.4.3. Parametros de color de los encapsulados...............ccccoooeiiniininniniincnnicnenn. 65

viii



7.4.4. Eficacia del proceso de encapsulacion..................ccocceeviiiiniiiiniiinniicenieee, 67
7.5. Estudios de bioaccesibilidad in vitro....................cccccooeviiiiiiiiiiiieee e 70

7.5.1 Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos solubles totales en los residuos de

AZUACATE (RA) ..ottt et e st e st e st e e sabee e 70
7.5.2 Bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos solubles en jamones adicionados
con el extracto optimizado del residuo de aguacate (RA) ........cc.cccooviiiiiiiiiniiinniien. 72
7.5.3 Bioaccesibilidad in vitro del jamon horneado artesanal adicionado con los
ENCAPSULAAOS .......oooiiiiiiiieiiee et e e e st ee e e et e e e e ntae e e e e nbaeeeeennnees 74
7.6. Estudios del comportamiento de los jamones formulados en el tiempo ............. 79

7.6.1 Comportamiento en el tiempo de los parametros colorimétricos en los jamones
FOrMUIAAOS ..ottt e 79

7.6.2 Comportamiento en el tiempo de los valores de pH en los jamones formulados

.......................................................................................................................................... 82
7.6.4 Comportamiento de la textura en el tiempo en los jamones formulados.......... 84
7.6.4 Comportamiento en el tiempo del contenido de CFs y actividad antioxidante en
los jamones formulados .................ooooiiiiiiiiiiii s 85
7.6.2 Comportamiento en el tiempo del contenido de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) en los jamones formulados ..................cccccoviiiiniiiininnnn.. 88

VIIIL. CONCLUSIONES ...cuoiiiticnnsnnssissssssnsssessssssnsssessssssesssssssssssssssssssssassssssassaes 920
IX. PRODUCCION CIENTIFICA....oueueenrennsennsensscnsssnsssnssesssssssssssssssssens 91
X. REFERENCIAS ....cooiiiiintininninsnissesssnsssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 93

ix



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Efecto antioxidante de distintas matrices vegetales sobre productos carnicos

durante el procesamiento, almacenamiento 0 COCCION. .......ccueevuieriieriieniieeieeiie e 5
Cuadro 2. Disefio experimental 3P con las condiciones de extraccion asistida por

1008 (631 010) 116 TSP SRURSTUURRUROPIO 28
Cuadro 3. Humedad (%, b.h.) del residuo de aguacate............cccoeeueeeiieiieniieiienieeieens 40
Cuadro 4. Parametros de color de los residuos de aguacate............cocveevvenieeniienieeneenneans 42
Cuadro 5. Contenido de compuestos fenolicos y flavonoides en los residuos de aguacate 43
Cuadro 6. Cuantificacion de compuestos fendlicos en los residuos de aguacate................ 49
Cuadro 7. Efecto de las distintas condiciones de EAM sobre el contenido de CFs en los
1ESIAUOS dE AZUACALE ... .eeviieiieeiiieiiecie et eete et ettt et e et eestaeeabeeseessbeeseessseesseessseeseesnseens 51

Cuadro 8. Analisis de varianza del modelo de regresion para el contenido de compuestos
fenolicos, actividad antioxidante medida por DPPH y FRAP en pulpa de aguacate residual

Cuadro 9. Valores maximos para la optimizacion de la EAM..........ccccoooveviieiiinieeniennns 61
Cuadro 10. Contenido de humedad y actividad de agua de los encapsulados obtenidos.... 65
Cuadro 11. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en los
residuos de aguacate RA-1 Y RA-2 ..ot 71
Cuadro 12. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en
jamones adicionados con extracto optimizado del residuo de aguacate y distintos

porcentajes de enCaAPSULAOS. ......vieeviieriieeciie et e 75
Cuadro 13. Digestibilidad de proteinas en jamones adicionados con extracto optimizado de
residuo de aguacate y distintos porcentajes de encapsulados...........cceceevieiiiieiieniieenienienn. 77
Cuadro 14. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en jamon
horneado artesanal adicionado con extracto optimizado de residuos de aguacate. .............. 78
Cuadro 15. Andlisis de color de los jamones elaborados con el extracto optimizado del
residuo de aguacate en €l tHEMPO. ....ccouuieiuieriieiieiie ettt ettt st e e e seesaaeens 80



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.Mecanismo antioxidante del acido gélico. El grupo OH de la posicion para es el
que actiia mas eficientemente en la neutralizacion de radicales libres (R¢). La estructura
formada por la estabilizacion mediante puentes de hidrogeno y la fuerza que ejerce el grupo
COOH en posicion para y los OH en orto posibilita que la molécula pierda el proton H'y
neutralice las especies oxidantes (E1aboracion propia). .........cceeeeeceeereenieenienieenieeeieeieeens 7
Figura 2. Equipo Decanter horizontal. La mezcla se introduce y por accion de la fuerza
centrifuga y la diferencia de densidad facilita la separacion del aceite de la fase acuosa que
es recuperada para una segunda extraccion de aCeite. ........eovveevueerieeiiienieeieeniie e eiee e 8
Figura 3. Mecanismo de extraccion por microondas. a: Calentamiento del agua interna en
la célula bajo la accién de microondas; b: Incremento de la temperatura y presion interna de
la célula; c: Ruptura de la célula y liberacion de los compuestos de interés (Elaboracion
propia, creado en Biorender.Com). .......coovveriieriieniieiiieeieeiee ettt eee et seae e 11
Figura 5. Esquema general del secado por aspersion. 1, Camara de secado; 2, Colector; 3,
Ciclon; 4, Colector de particulas finas. El liquido que contiene al compuesto activo de
interés (encapsulado o no) penetra a la cdmara por atomizacion formandose gotas las que al
entrar en contacto con el aire caliente dentro de la camara se deshidratan. El producto seco
es colectado en la parte inferior. Algunas particulas pueden quedar en suspension y pasan a
través de un ciclén donde termina su deshidratacion y a su vez son colectadas (Elaboracion

propia, creado en Biorender.COMm). ........cciiiiiiiiiiniiiiiieie ettt 13
Figura 6. Modelo de simulacion gastrointestinal in vitro (Elaboracion propia, creado en
BIOT@NACT.COM). ..eiiiiiiiiiiie ettt ettt e st e e s e e tbeeeabeessaeeesaeesssaeeensaeesaseeennnes 16
Figura 7. Representacion grafica de las etapas experimentales propuestas en el estudio
(E1abOTACION PIOPIA). ..eeievieniieeiiieiieeieetee et eieesite et e steeteesateesbeessbeenseessseesseessseenseesnseenseennns 21
Figura 8. Equipo de Goldfisch para extraccion de materia grasa..........cocceeevvvevvenienvennnenn 23
Figura 11. Porcentaje de grasa en los residuos de aguacate. Literales diferentes indican
dIferencias (P <0.05). ..uii oottt et ettt et e et e sbeereeeaaaen 41
Figura 12. Cromatograma obtenido para RA-2..........ccccoeviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 46

Figura 13. Graficos de superficie de respuesta del proceso de EAM. Efecto del nivel de
potencia y el solvente sobre el contenido de compuestos fenolicos extraibles (A); (B)
influencia del tiempo de exposicion a las microondas y el solvente empleado sobre los CFs.

Figura 14. Graficos de superficie de respuesta del proceso de EAM. Efecto del tiempo de
extraccion sobre la capacidad antioxidante por DPPH (A). Efecto del tiempo extraccion y
potencia de microondas sobre DPPH (B). Efecto de la relacion de disolvente y la potencia
de microondas sobre FRAP (C). Efecto del tiempo de extraccion y potencia de microondas
SODTE FRAP (D). .eiiieiie ettt ettt et s e e s saeeesbaeesssaeessaaeesnsaesnsaeens 58
Figura 13. Perfil cuantitativo y descriptivo de los distintos jamones formulados variando el
porcentaje de extracto optimizado INCOTPOTAAO........ceecvieeriiieriirieeiieeciie et 62
Figura 14. Perfil cuantitativo y descriptivo de los distintos jamones formulados variando el
porcentaje de extracto optimizado INCOTPOTAAO......cccuieruiiriiieniiiiiieiie e 63

xi



Figura 15. Pardmetros de color evaluados en el material encapsulante: maltodextrina/
grenetina (M/G), maltodextrina (M) y en los respectivos encapsulados: M/GE y ME.
Literales diferentes en cada parametro indican diferencias (p<0.05)......cccoecveeeierieeniennnnns 66
Figura 16. Pardmetros de color evaluados en el material encapsulante. maltodextrina/
grenetina (M/G), maltodextrina (M) y en los respectivos encapsulados: M/GE y ME.
Literales diferentes en cada parametro indican diferencias (p<0.05)......ccccccvvevvierreenieennnnns 67
Figura 17 Cinética de liberacion de compuestos fendlicos de los encapsulados de pulpa
residual de aguacate. Diferentes letras denotan diferencia estadisticamente significativa (p

Figura 18. Digestion in vitro del jamén control (C) y el jamon adicionado con 1.5% (T-
1.5%) de extracto optimizado de la pulpa desgrasada residual. FG: compuestos fendlicos
liberados en la fase gastrica; FI: compuestos fenolicos liberados en la fase intestinal; F FIS:
compuestos fenolicos asociados a la fraccion indigestible soluble; FII: compuestos
fendlicos asociados a la fraccion indigestible insoluble, n.d.: no detectable. Literales
diferentes en cada barra indican diferencias (p<0.05).....cccooovviieeiieeniiieeiieeeee e 73
Figura 19. Valores de pH de los jamones formulados en el tiempo. Valores son la media +
desviacion estandar (n=3). C: jamon control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamon
adicionado con 1, 3, 5y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. Literales
diferentes representan diferencias (P<0.05)..cceeeieiiiiiiiieiieeeee e 82
Figura 20. Valores de pH de los jamones formulados en el tiempo. Valores son la media +
desviacion estandar (n=3). C: jamoén control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamoén
adicionado con 1, 3, 5y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. Literales
diferentes representan diferencias (P<0.05)....cveiiiriirieiiinieniieeeeee e 83
Figura 21. Valores de dureza expresado en Newton (N) de los jamones formulados en el
tiempo. Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamon control; Ext 1%,

Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamoén adicionado con 1, 3, 5y 10% del extracto optimizado
de residuo de aguacate. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05). ................... 85
Figura 22. Contenido de compuestos fenolicos solubles de los jamones formulados en el
tiempo. Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamon control; Ext 1%,

Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamoén adicionado con 1, 3, 5y 10% del extracto optimizado
de residuo de aguacate.mg EAG/g PS: mg equivalentes de acido galico/ g peso seco.
Literales diferentes representan diferencias (P<<0.05)....cccvvveevieeeiieeiiieeeiiee e 86
Figura 23. Capacidad antioxidante medida por DPPH (A) y FRAP (B) de los jamones
formulados en el tiempo. Valores son la media + desviacion estdndar (n=3). C: jamoén
control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamon adicionado con 1, 3, 5y 10% del
extracto optimizado de residuo de aguacate.mg ET/g PS: mg equivalentes de Trolox/ g peso
seco. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05). ..ooceevvieiieiiiienieniieienieeeee 87
Figura 24. Concentracion de productos finales de oxidacion lipidica de los jamones
formulados en el tiempo. Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamén
control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamon adicionado con 1, 3, 5y 10% del
extracto optimizado de residuo de aguacate. pM MDA/g PS: micromoles de
malonaldehido/ g peso seco. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05). ........... 88

xii



I. INTRODUCCION

El consumo de productos carnicos se ha asociado con una mayor incidencia de
hipertension y otras enfermedades cardiovasculares, asi como un aumento en los indices de
obesidad en la poblacion (Gullon ef al., 2021). Por esta razdn, la industria carnica a nivel
mundial se encuentra en una constante evolucion para adaptarse a los cambios en la
preferencia de los consumidores, los que se encuentran interesados en ingerir alimentos
saludables y que se ajusten a los nuevos estilos de vida (Manessis et al., 2020). Segun
estudios realizados, la poblacion mexicana ha adquirido mayor interés en consumir alimentos
de origen animal que posean valor agregado y algunas caracteristicas funcionales que
promuevan un buen estado de salud (Estévez-Moreno et al., 2021). El principal objetivo de
los productos carnicos funcionales es reducir la prevalencia de las enfermedades cronicas no
transmisibles al disminuir el consumo de los productos carnicos tradicionales (Fernandez et
al., 2019). La reformulacion de los productos cérnicos, teniendo en cuenta los efectos
benéficos que pueden tener determinadas matrices vegetales se ha convertido en un area
prioritaria para los distintos programas de alimentacion, empresas y para el sector de la

industria carnica (Rubio et al., 2020).

El uso de matrices vegetales y sus extractos constituyen una alternativa para
desarrollar productos funcionales y saludables, dada las capacidades antioxidantes de
compuestos presentes en estas matrices. Distintos investigadores se han enfocado en la
formulacion de diversos productos carnicos como hamburguesas adicionadas con extractos
de romero, curcuma y té verde o salchichas con fibra dietética proveniente de subproductos
citricos (Nissen et al., 2004; Mancini et al., 2015; Fernandez et al., 2019). Actualmente, uno
de los principales retos que tiene la industria alimentaria es reducir al maximo la generacion
de residuos a lo largo de su proceso productivo, ya que constituyen pérdidas y trae
implicaciones al medio ambiente. Ademas, en ocasiones son desechadas partes de los
alimentos que contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos que son benéficos a
la salud (Salazar-Lopez et al., 2020). Sin embargo, su principal desventaja radica en que
algunos de estos compuestos pueden disminuir su actividad bioldgica por accion de agentes

externos como luz solar, oxigeno y temperatura (Wu et al., 2018).



En el disefio y desarrollo de nuevos productos carnicos funcionales, la conservacion
de las propiedades de los compuestos bioactivos afiadidos es un requisito muy importante
para lograr con ello un mantenimiento de las caracteristicas funcionales en el tiempo (Shishir
et al., 2018). La encapsulacion es una tecnologia que facilita la incorporacion de bioactivos
(compuestos fendlicos, carotenoides y fitoesteroles) a los alimentos y a su vez los protege al
cubrirlos con una capa polimérica resistente (Rezvankhah et al., 2020). La técnica de secado
por aspersion permite una reduccion significativa del contenido de agua libre en matrices
frescas, ademds la adicion de materiales encapsulantes permite una proteccion extra a
compuestos labiles que pueden degradarse por accion de la luz y el oxigeno y de esta manera

extender su vida util (Shishir et al., 2018).

La manera en como afecta la matriz cdrnica a la composicion y liberacion de los
compuestos bioactivos una vez que son ingeridos, es fundamental para dilucidar las
diferentes maneras en la que se pueden metabolizar estos compuestos. Los métodos de
estudio de digestion in vitro sobre la bioaccesibilidad son una alternativa para el estudio del
comportamiento de los compuestos bioactivos sin emplear estudios en humanos y animales
(Castaldo et al., 2021). En la actualidad existen pocos estudios que demuestren como pueden
afectar las matrices de origen carnico a la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos que
se encuentran presentes como parte de su formulacion. La interaccion de los polifenoles,
carotenoides y otros compuestos con marcada actividad bioldgica con las proteinas de la
carne, constituye un area de interés en la investigacion y en el desarrollo de nuevos productos

con caracteristicas funcionales.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Desarrollo de productos carnicos funcionales

La carne es un alimento fundamental en la dieta humana ya que proporciona una
amplia variedad de nutrientes con alta biodisponibilidad y wvalor biolégico, como
aminoacidos esenciales, hierro hemo y zinc (Montowska y Fornal, 2017). Sin embargo, su
consumo se asocia con el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles como
obesidad, cancer y enfermedades cardiovasculares debido a su alto contenido de grasas
saturadas, colesterol y sales (Fernandez et al., 2019). La carne y los productos derivados de
esta afectan distintos mecanismos fisioldgicos relacionados con el apetito, la saciedad y su
comportamiento a largo plazo, pero tienen la desventaja de ser densos energéticamente
(Fiszman y Varela, 2013). Al tratarse de una matriz alimentaria heterogénea y compleja
puede sufrir cambios quimicos importantes durante el procesamiento y comercializacion. En
su mayoria los cambios incluyen la formacion de diversos compuestos quimicos tales como
nitrosaminas, hidrocarburos policiclicos aromaticos y productos derivados de la oxidacién
de proteinas y lipidos. Estos compuestos que se generan tienen un impacto directo en las
caracticticas organolépticas del producto, asi como en la salud de los consumidores

(Swatland, 2010).

Debido a los problemas asociados al consumo de carne, unido a la demanda de los
consumidores y la competencia entre los distintos productores, la investigacion para
desarrollar nuevos productos en el sector carnico es continua (Liu ef al., 2020). El desarrollo
de productos céarnicos con caracteristicas funcionales es un claro ejemplo de cémo el sector
carnico busca satisfacer las necesidades y mejorar el estilo de vida de los consumidores
(Gulloén et al., 2021). La definicioén de un producto carnico funcional no es universal, existen
varias maneras de conceptualizarlo, pero la Comisién Europea, en consenso, lo define como
aquel alimento que muestra un efecto satisfactorio en una o mas funciones corporales,
mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo a padecer enfermedades
(Roberfroid, 2000). Los productos carnicos funcionales han ido surgiendo con la medida que

se satisfagan las necesidades de los consumidores, estos incluyen reduccion del contenido de



grasa, uso de oleogeles, cepas probidticas, proteinas vegetales y extractos con capacidad

antioxidante (Khajavi et al., 2020).

El elevado consumo de productos carnicos procesados genera riesgos para la salud
y se plantea que existe una asociacion positiva con el desarrollo de enfermedades metabdlicas
como hipertension, cancer y obesidad (Ursachi et al., 2020). En este sentido, la poblacion
mexicana posee un alto consumo de alimentos de origen carnico reportandose un incremento
del 3.8% desde el afio 2018 y un 3.7% en su produccion industrial (Carne, 2024). Por otro
lado, también se ha reportado un aumento en la demanda de carnes veganas, libres de
antibioticos, con sabores picantes, asi como reducidas en grasas, sodio y azlcar
(Euromonitor, 2019). El lanzamiento de nuevos productos carnicos con las caracteristicas
antes mencionadas paso de 100 productos en 2015 a 126 para 2019. Estas estadisticas indican
que a futuro el sector debe tomar decisiones para alinear sus acciones de disefio y promocion
de productos, que vayan de la mano con las actuales tendencias de un consumo inmediato y

la generacion de valor agregado en el desarrollo de productos cérnicos (Juarez, 2020).

A futuro, la demanda de los consumidores unida al poder de innovacién que se
viene realizando a nivel industrial, va a permitir que se encuentren disponibles en el mercado
diversos productos carnicos con caracteristicas sensoriales, antioxidantes y tecno-funcionales
mejoradas. La industria carnica tiene ante si el reto de asegurar producciones inocuas, seguras
y que presenten un efecto benéfico en el estado fisiologico del organismo (Granato et al.,
2020). Acciones como extraer, identificar, cuantificar compuestos fendlicos, investigar
acerca de su bioaccesibilidad, biodisponibilidad y metabolismo y dilucidar como el
procesamiento puede afectarlos, son algunos ejemplos que marcan el camino a seguir (Wu 'y
Chen, 2021). El futuro en la produccion de productos céarnicos con caracteristicas
antioxidantes dependera que se demuestre su eficacia como promotores de salud. La accion
conjunta de los tecndlogos e investigadores es una herramienta que debe explotarse para
responder a las demandas de los consumidores y establecer las estrategias para ofrecerle al

consumidor productos con un mayor grado de seguridad (Granato et al., 2020).



2.2. Compuestos bioactivos y formulacion de productos carnicos funcionales

La carne puede contener algunos compuestos potencialmente nocivos como grasas

saturadas y colesterol (Cofrades ef al., 2017). Ademas, durante la coccidon, almacenamiento,

digestion y metabolismo se generan otros compuestos con caracteristicas oxidantes

(malondialdehidos, productos de glicacion avanzada, oxiesteroles y carbonilos de proteinas),

que al ponerse en contacto con la célula del organismo provocan dafios oxidativos

irreparables (Kanner et al., 2017). Existe evidencia que el uso de matrices de origen vegetal

y sus extractos pueden retardar la formacion de estos perjudiciales compuestos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto antioxidante de distintas matrices vegetales sobre productos carnicos

durante el procesamiento, almacenamiento o coccion.

Matriz Vegetal  Producto carnico Método coccién y Efecto Antioxidante Referencia
Almacenamiento

Romero Hamburguesa de cerdo ~ Congelacion (180 dias) | Peroxidos, dienos conjugados y (Georgantelis et

(200mg/kg) MDA al., 2007)

Curcuma Hamburguesa de conejo  Refrigeracion (7 dias) TMDA, capacidad antioxidante, (Mancini et al.,

(3.5g/100g)
Extracto té verde
(1.5%)

Extracto de café
(50ppm)
Guayaba
deshidratada (0.5
y 1%)

Fibra de citricos

0.5, 1, 1.5, 2%)

Hamburguesa de cerdo

Hamburguesa de cerdo

Nuggets de oveja

Salchicha bologna (res)

Horneado (70°C,
30min), 4 dias
Refrigeracion (10 dias)

Refrigeracion (15 dias)
Horneado (90°C, 30
min)

Refrigeracion (28 dias)

FRAP, DPPH

IMDA en muestras frescas y
cocidas

No existi6 diferencia en contenido
MDA y hexanal

IMDA

IMDA para dosis de 1.5y 2%

2015)
(Nissen et al.,
2004)
(Nissen et al.,
2004)
(Verma et al.,

2013)

(Fernandez-Ginés

et al.,2003)




Los compuestos bioactivos son familias de especies quimicas que poseen
caracteristicas antioxidantes que se derivan principalmente de alimentos y plantas
medicinales, como frutas, verduras, cereales, hongos, bebidas, flores, especias y hierbas
medicinales tradicionales (Li et al, 2016). Los antioxidantes derivados de plantas son
principalmente compuestos polifendlicos (4cidos fenolicos, flavonoides, antocianinas,
lignanos y estilbenos), carotenoides (xantofilas y carotenos) y vitaminas (vitamina E y C)
(Llaurad6 Maury et al., 2020). Algunos autores plantean que los polifenoles y los
carotenoides exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos al organismo como
antiinflamatorios, antibacterianos, antivirales, antienvejecimiento y anticancerigenos
(Balmus et al., 2016; Prasad, 2016; Elkelish ef al., 2020). La mayoria de estos compuestos
previenen el dafio oxidativo a moléculas que se encuentran en distintos sistemas bioldgicos
a nivel celular (Figura 1), existe evidencia que pueden actuar previniendo procesos de
peroxidacion lipidica en la membrana celular y dafios a macromoléculas como proteinas y
ADN (Embuscado, 2015; Sicari et al., 2018). Los antioxidantes previenen estos tipos de
dafios mediante la quelacion de metales, donacion de electrones o bien donando uno o varios
atomos de hidrogeno para estabilizar estructuras quimicas inestables y altamente reactivas

(Tohma et al., 2017; Pacheco-Ordaz et al., 2018).

La principal manera o forma en que los compuestos fenolicos actiian a nivel
bioldgico es inactivando radicales hidroxilos (OHe), superdxido (O2¢7) y peroxilo (ROO¢)
(Subramanian et al., 2016). La Figura 1 muestra el mecanismo por el cual ejerce la accion
antioxidante uno de los compuestos fendlicos mas estudiados y abundantes en frutas y
vegetales. Se plantea que el acido galico cuando se encuentra en medio acuoso pierde un
proton (H') debido a su estructura plana, la fuerza que ejerce el grupo -COOH en la posicion
paray los grupos -OH adyacentes en la posicion orto, esto provoca que se debilite la energia
de este enlace y sea atacado por especies oxidantes. Una vez formado el radical, la propia
molécula experimenta un arreglo configuracional y se estabiliza por la formacion de puentes

de hidrogeno entre los grupos que se encuentran las posiciones orto, en este caso el radical



que se forma se estabiliza por resonancia entre el anillo bencénico y el grupo -COOH

(Badhani et al., 2015).

R RH

Estructura K /\

en el plano

HO OH

Baja energia !

Estabilizaciéon
intramolecular

Figura 1.Mecanismo antioxidante del acido galico. El grupo -OH de la posicion para es el que actiia mas
eficientemente en la neutralizacion de radicales libres (R¢). La estructura formada por la estabilizacion mediante
puentes de hidrogeno y la fuerza que ejerce el grupo -COOH en posicion para y los -OH en orto posibilita que

la molécula pierda el protéon H' y neutralice las especies oxidantes (Elaboracion propia).

2.3. Aprovechamiento de residuos agroindustriales

El aguacate (Persea americana) es una fruta originaria de México y Centro
América, la cual es muy consumida a nivel mundial, produciéndose alrededor de 6 millones
de toneladas. El 62% de esta produccion se concentra en el area de las Américas, siendo
Meéxico el primer productor con un 33% (Araujo et al., 2018). Los aguacates se consumen
principalmente frescos, pero también son procesados para la extraccion de aceite y otros
productos. Durante este procesamiento, varios de sus componentes (cascara, semilla y pasta
desgrasada) son desechados, convirtiéndolos en fuentes de contaminacion ambiental. Sin
embargo, estos componentes son ricos en proteinas, fibra y variados compuestos bioactivos
(Dalle Mulle Santos et al., 2016). Por ejemplo, la semilla y la cascara del aguacate Hass
representan alrededor del 15% y 14% del peso de la fruta, mientras que la semilla y la cascara
del aguacate 'Fuerte' representan alrededor del 21% y 8% (Melgar et al., 2018). Estas cifras
equivalen al menos a 1.6 millones de ton (FAO/OMS, 2019) desechadas anualmente, ademas

de otros tipos de desechos industriales relacionados.



Los subproductos del aguacate son una rica fuente de carbohidratos (semilla 42-
81%, cascara 43-81%),), lipidos (semilla 3-15 %; céascara 2-9%), proteinas (semilla 0.14-9%;
cascara 0.17-8%), fibras (semilla 2-4.2%; cascara 1.3-55%) y minerales (semilla 1.3-4.3%;
cascara 1.5-6.0%). Dentro de estos, la industria de obtencion de aceites comestibles y de uso
cosmético a partir del aguacate es una de las que genera una cantidad considerable de
residuos. Para su obtencion, la fruta atraviesa una serie de procesos donde se separa el hueso
y la céscara. La pulpa es sometida a un proceso de maceracion con agua a 55°C durante 2
horas para garantizar la ruptura de los granulos de grasa y estructuras celulares, favoreciendo
la extraccion de los lipidos. Posteriormente, por la accion de la fuerza centrifuga y valiéndose
de la diferencia de densidades (fase acuosa/ oleosa) se recupera el aceite (Figura 2). La
descarga la constituyen agua mas componentes que no fueron extraidos incluyendo aceite
residual, esta es nuevamente mezclada con agua, calentada y centrifugada para aumentar el

rendimiento en la obtencion de aceite de aguacate (Chemat ef al., 2011).

Salida
de
aceite

Fase acuosa de descarga
(pasta residual)

Figura 2. Equipo Decanter horizontal. La mezcla se introduce y por accion de la fuerza centrifuga y
la diferencia de densidad facilita la separacion del aceite de la fase acuosa que es recuperada para una

segunda extraccion de aceite.

Araujo et al. (2018) reportaron un perfil variado de compuestos fenolicos en este
tipo de residuos como 4cidos fendlicos (hidroxicindmicos, hidroxibenzoicos), flavonoides,
proantocianidinas, terpenoides, alcaloides y saponinas. Actualmente, estos tipos de
compuestos son ampliamente investigados y comercializados debido a sus efectos
nutricionales y farmacéuticos. Diversos autores reportan que los compuestos fenolicos
presentes en el aguacate disminuyen el estrés oxidativo, reducen procesos inflamatorios,
regulan el metabolismo de carbohidratos y lipidos e inducen la apoptosis de células

cancerosas (Melgar et al., 2018; Tremocoldi et al., 2018; Athaydes et al., 2019). Algunas
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aplicaciones que se proponen para los compuestos extraidos del aguacate son como
conservador de alimentos, agentes aglutinantes y mejoradores de la textura en productos
carnicos. No obstante, es necesario realizar mayor cantidad de estudios para lograr de forma
exitosa un equilibrio entre caracteristicas sensoriales, antioxidantes y tecno-funcionales en
los nuevos productos desarrollado, los que definitivamente reducirian residuos generados por

la industria (Salazar-Lopez et al., 2020).

2.4. Extraccion de compuestos bioactivos

La extracciéon de componentes con actividad biolégica de matrices vegetales
depende de varios factores como la técnica, materias primas y solvente que va a ser utilizado.
Las técnicas pueden ser clasificadas en convencionales (maceracion, Soxhlet e
hidrodestilacién) y no convencionales. Las técnicas no convencionales presentan un bajo
consumo energético y el uso de solventes amigables con el ambiente (Rodriguez-Pérez et al.,
2015). Técnicas como pulsos eléctricos, extraccion asistida por enzimas, fluidos
supercriticos, extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y asistida por microondas (EAM)
son algunas de las técnicas de extraccion no convencionales que han captado el interés de la
industria de alimentaria (Pimentel-Moral et al., 2019; Rodsamran y Sothornvit, 2019).
Chemat ef al. (2017) afirman que el uso de microondas es tecnoldgicamente muy eficiente
principalmente porque se obtienen tasas de extraccion de compuestos fenolicos superiores en

cortos periodos de tiempo.

Dhobi et al. (2009) reportaron que existia una mayor eficacia empleando EAM
durante la extraccion de flavonoles del cardo mariano (Silybum marianum) en comparacion
con la extracciéon con solventes organicos. Por otro lado, Rosa et al. (2021), en la
recuperacion de compuestos bioactivos de hojas de olivo, constataron que la EAM extrajo de
manera mas eficiente los biocompuestos al compararlo con la maceracion y la EAU. Otro de
los estudios demuestra que la aplicacion de EAM a residuos vinicolas de uva garantizé la
extraccion mas eficiente para aumentar los fenoles totales, capacidad antioxidante y
flavonoides frente a los métodos convencionales (Moreira et al., 2018). Dada esta evidencia,
la EAM constituye una alternativa para la extraccion de los compuestos con actividad

bioldgica.



Las microondas son ondas electromagnéticas, su uso en aplicaciones cientificas es
permitido a frecuencias de 915 MHz (mayormente en el sector industrial) y 2450 MHz para
el sector doméstico. El mecanismo de la EAM involucra el calentamiento con microondas,
lo que provoca una mayor temperatura de extraccion y como resultado una transferencia de
masa mas rapida (Angiolillo ef al., 2015). El calentamiento actia directamente en el interior
del solvente utilizado y en la muestra dado por el poder de penetracion que tiene la microonda
en ciertos materiales y sobre todo su interaccion con los compuestos polares. El efecto de la
EAM en la mezcla de disolvente y material vegetal depende de las propiedades dieléctricas
y campo eléctrico, que puede estar en funcion de la temperatura, la frecuencia de microondas,

la composicion del disolvente y de la muestra (Kaderides et al., 2019).

El mecanismo para el calentamiento por microondas se basa en la interaccion entre
los componentes del campo eléctrico y magnético. Este tipo de interaccion provoca pérdidas
dieléctricas y magnéticas que conducen al calentamiento. Los compuestos no metalicos son
las pérdidas dieléctricas que involucra dos principios: conduccion idnica y rotacion bipolar
(Barroso et al., 2013). La conduccion idnica se refiere a la migracion electroforética inducida
de los portadores de carga (iones, electrones) bajo la influencia del campo eléctrico producido
por el microondas. La migracién genera friccion entre los iones en movimiento y el medio
provocando un calentamiento. Seguidamente la rotacion del dipolo ocurre cuando las
moléculas dipolares tratan de alinearse con el campo eléctrico producido por las microondas
(Angiolillo et al., 2015). La oscilacion de estas especies quimicas dipolares conduce a una
colision entre ellas y las moléculas del medio circundante, provocando la generacion de calor.
Cuando la muestra contiene iones y compuestos polares, el calentamiento estd dominado en
un principio por la rotacion del dipolo y mientras se aumenta la temperatura por la
conduccion i6nica. La contribucion de cada uno de los mecanismos depende de la movilidad

y concentracion de iones en la muestra y de su tiempo de relajacion (Vinatoru ef al., 2017).
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Los métodos para la EAM se clasifican en extraccion libre de solventes y extraccion
con solventes (caracteristicas polares), en estos casos es necesario que la materia vegetal seca
se rehidrate para que pueda existir calentamiento por los mecanismos antes mencionados. La
principal ventaja es que se emplean tiempos cortos de extraccion que implica disminucion en
el consumo de energia (Angiolillo et al., 2015). El microondas calienta el material vegetal en
todo su volumen mientras que en los métodos convencionales ocurre desde el exterior al
interior. En este tipo de proceso el agua de las células vegetales se calienta (Figura 3) por la
radiacion, el cambio interno conduce a un incremento de la presion dentro de la célula,

danando paredes y liberando el contenido interno al medio liquido (Li ef al., 2013).
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Figura 3. Mecanismo de extraccion por microondas. a: Calentamiento del agua interna en la célula bajo la
accion de microondas; b: Incremento de la temperatura y presion interna de la célula; c: Ruptura de la célula y
liberacion de los compuestos de interés (Elaboracion propia, creado en Biorender.com).

Aun existiendo evidencia suficiente e incluso la ventaja que posee la EAM en la
extraccion de componentes con determinado valor biologico, el nimero de aplicaciones a
escala industrial sigue siendo muy pequefio. Una razén podria ser que actualmente los
equipos desarrollados no responden a las necesidades para la produccion a nivel industrial de
aislados o concentrados de estos compuestos. También seria de interés el uso de varios tipos
de tecnologias de manera conjunta para poder obtener extractos con un alto grado de pureza,

que se traduce en mejores propiedades funcionales.
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2.5. Encapsulacion de compuestos bioactivos

Durante el disefio y desarrollo de nuevos productos funcionales, la conservacion de
las propiedades de los compuestos bioactivos afiadidos a los alimentos es una etapa
importante para lograr un mantenimiento de las caracteristicas funcionales en el tiempo
(Shishir et al., 2018). La encapsulacion es una tecnologia que facilita la incorporacion de
bioactivos (compuestos fenolicos, carotenoides y fitoesteroles) a los alimentos y a su vez los
protege al cubrirlos con una capa polimérica y resistente. Esta tecnologia mejora la vida util
y enmascara algunas caracteristicas como sabor, olor y color (Rehman et al., 2019). Las
técnicas mas utilizadas para la encapsulacion son la liofilizacion, emulsion, coacervacion y
secado por aspersion, mientras que las principales matrices usadas como agentes
encapsulantes son polisacaridos, proteinas y lipidos. La seleccion de la técnica més adecuada
dependera de la naturaleza quimica del compuesto a proteger, ya que las caracteristicas
reologicas dependeran de la interaccion entre el material encapsulante y el bioactivo en
cuestion (Rezvankhah et al., 2020). La técnica de secado por aspersion permite una reduccion
significativa del contenido de agua libre, disminuyendo de esta forma la proliferacion de
microorganismo y deteniendo los procesos de hidrolisis que pueden llevarse a cabo en las
matrices alimentarias frescas (Dantas et al., 2018). Una adicidon de material encapsulante a la
solucion de alimentacion va a permitir una proteccion extra a compuestos labiles que pueden
degradarse por accion de la luz y el oxigeno y de esta manera extender su vida util (Shishir
et al., 2018). Esta técnica se basa en la atomizacion de un liquido o emulsion dentro de una
camara de secado por la que circula aire caliente que elimina de manera inmediata el agua,
generando un polvo fino (Figura 4) (Rehman et al., 2019). Las proteinas y carbohidratos
complejos son principalmente los mas empleados como agentes encapsulantes ya que se ha
demostrado que prolongan la vida 1til de antocianinas extraidas de frutos rojos y moras,

carotenoides y algunos tipos de aceites (Jafari et a/.,2017; Luna-Guevara et al., 2017).
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Figura 4. Esquema general del secado por aspersion. 1, Camara de secado; 2, Colector; 3, Ciclon; 4, Colector
de particulas finas. El liquido que contiene al compuesto activo de interés (encapsulado o no) penetra a la
camara por atomizacion formandose gotas las que al entrar en contacto con el aire caliente dentro de la camara
se deshidratan. El producto seco es colectado en la parte inferior. Algunas particulas pueden quedar en

suspension y pasan a través de un ciclon donde termina su deshidratacion y a su vez son colectadas
(Elaboracion propia, creado en Biorender.com).

Dentro de los pardmetros que debe tenerse en cuenta durante el proceso de
optimizacion del proceso de encapsulacion y mejora de los rendimientos se encuentra la
temperatura de entrada y salida, la velocidad del flujo, el tamafio de la gota cuando el liquido
se atomiza y la temperatura dentro de la camara de secado. Se plantea que ademas el material
encapsulante es vital para la conservacion de las caracteristicas de los compuestos
encapsulados (Anandharamakrishnan, 2015). Elez Garofuli¢ et al. (2017) encontraron que
con una proporcion de dextrosa / maltodextrina (3:1) y temperatura de salida de 200°C se
obtuvieron los mayores rendimientos para acidos fenolicos y antocianinas en maiz azul.
Algunos autores plantean la necesidad de aplicar metodologias de superficie de respuesta
(MSR) para establecer las mejores condiciones tecnologicas que maximicen las respuestas
esperadas (Sasikumar et al., 2020; Pashazadeh et al., 2021). Esta tecnologia posee como

mayor ventaja su bajo costo y buena reproducibilidad, obteniéndose polvos con poca cantidad
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de agua y con alta retencion de los compuestos bioactivos, ademas de ser la mas empleada

tanto en la industria farmacéutica como en la alimentaria (Rehman et al., 2019).

2.6. Procesamiento de productos carnicos

La proteina de origen animal es primordial en una dieta equilibrada por su aporte
de aminoécidos de gran valor biologico, vitaminas y minerales. En México, dada la gran
diversidad gastrondmica, en muchas de las preparaciones se incluyen alglin tipo de estas
proteinas animales. México presenta un consumo per capita de 65 kg de carne, ocupando el
sexto lugar mundial con una demanda de mas de 8.5 millones de toneladas de carne de res,
cerdo y pollo (Carne, 2018). Por otro lado, cabe mencionar su importante rol de productor de
mas de 6.7 millones de toneladas de carne anualmente. La carne de cerdo después de la de
aves, es la que alcanza un mayor crecimiento, asi como el aumento del 4.8% en el consumo
de derivados carnicos. Dentro de estos productos el jamoén y las salchichas son los que tienen
una mayor demanda en México (Juarez, 2020). Las producciones de ambos representan el
90% del total de embutidos elaborados en el pais. Siguiendo esta misma linea, el 46% de la
produccion corresponde a derivados de aves (pollo y pavo), el 19% a carnes rojas (cerdo y
res) y el restante 35% a mezclas. Se informa que en el periodo 2007-2014 la produccién de
embutidos increment6 en un 30%, siendo los productos de ave los que experimentaron un

mayor crecimiento (Carne, 2018).

El jamon se define como el producto carnico elaborado a partir de las patas traseras
del cerdo, que son separadas de manera transversal del resto del costado y que no se encuentre
mas delante que la extremidad del hueso de la cadera (FAO/OMS, 2019). Durante la primera
etapa del proceso de elaboracion son descartados elementos como huesos, cartilagos,
tendones y ligamentos. Algunos otros elementos como la grasa y tejido conectivo pueden ser
retirados a criterio del productor. En la etapa de curado son afiadidos a la carne diversos
compuestos como sal, nitritos, carragenatos y azdcar con la finalidad de disminuir la
actividad de agua, inactivar microorganismos patdogenos (Honikel, 2008). Huang et al. (2020)
mencionan que este proceso se puede realizar en seco o bien mediante la elaboracion de una
solucion acuosa de los componentes (salmuera). La salmuera utiliza los mismos componentes

que el curado en seco, pero en este caso se disuelven en agua y los cortes de carne son
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sumergidos en su totalidad hasta que la misma haya penetrado por completo en la carne.
También una manipulacién fisica (masajeo), mejora las caracteristicas fisicas de la carne,
haciéndola més flexible y suave, favoreciendo el conformado final de la pieza de jamon.
Sebranek y Bacus (2007) plantearon que durante el paso final de la elaboracion por accion
del calor ocurre una coagulacion en la pieza lo que hace que exista una mejor cohesion en las

piezas.

Las principales estrategias para la obtencion de productos carnicos funcionales se
basan en aumentar los micronutrientes, limitar o eliminar los constituyentes indeseables y se
puede realizar mediante la suplementacion dietética durante la produccién animal,
tratamientos o manejo de materias primas carnicas, asi como la reformulacién de los
productos carnicos (Kausar et al., 2021). Sin embargo, el nimero de estudios enfocados sobre
los posibles efectos benéficos para la salud de los productos carnicos funcionales atn es algo
limitado, la mayoria de las conclusiones se basan en el hecho de que los ingredientes
funcionales per-ce pueden ser beneficiosos para el ser humano (Das et al., 2020). Por esta
razon, se necesitan estudios que proporcionen pruebas solidas de dichas alegaciones, asi
como puede afectar la materia carnica la disponibilidad de estos compuestos bioactivos. Los
estudios de bioaccesibilidad pueden constituir una herramienta muy préctica para explicar
las distintas interacciones bioactivo — matriz alimentaria una vez que es ingerido el producto

funcional (Wu y Chen, 2021).

2.7. Estudios sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos

Luego de la ingestion de un producto funcional, en este caso un producto carnico,
la cantidad de compuestos bioactivos disponibles para su absorcidon a nivel intestinal no
solamente depende de su concentracion inicial sino también de su bioaccesibilidad. La
bioaccesibilidad se puede definir como la fraccion del compuesto que es liberada de la matriz
alimentaria en el tracto gastrointestinal y se encuentra disponible para su absorcion intestinal
(Mercado-Mercado et al., 2018). Por otro lado, puede verse afectada por las condiciones de
la digestion (pH, concentracion y actividad enzimatica), estabilidad quimica de los
compuestos bioactivos y las interacciones que pueden tener con otros componentes del

alimento como lipidos y proteinas (Rodriguez et al., 2017). Los métodos de digestion in vitro
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sobre la bioaccesibilidad son una alternativa para el estudio del comportamiento de los
compuestos bioactivos sin emplear estudios en humanos y animales. La mayor ventaja es que
son rapidos, poseen un costo mas bajo y pueden predecir la bioaccesibilidad en estudios del

procesamiento de alimentos (Castaldo et al., 2021).

Los modelos in vitro consisten en una simulacion de las fases iniciales de la
digestion, seguida por una absorcion intestinal empleando modelos de diélisis (Figura 5). Los
compuestos fendlicos sufren de distintas transformaciones al someterse al proceso de
digestion in vitro. Factores como el pH y la accion de enzimas puede provocar una
degradacion de las estructuras y por otro lado pueden quedar atrapados en la matriz
dificultando su liberacion (Melini et al., 2020). Existe evidencia que sugiere que compuestos
fenolicos como los flavonoides (antocianinas, flavonoles, flavan-3-oles) sufren muy pocos
cambios durante las primeras etapas de la digestion, en su mayoria son catabolizados en el
intestino grueso a acidos fenolicos de menor peso molecular (Cardenas-Castro et al., 2020).
Por otro lado, componentes como la fibra dietética y carbohidratos complejos son
fermentados por la microbiota en el coldn, produciendo acidos grasos de cadena corta, que
poseen efectos benéficos en el recambio celular, metabolismo y conducta alimentaria

(Sayago-Ayerdi et al., 2021).
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Fase Intestinal:
pancreatina + a-amilasa a pH=7.5, 37°C
(360min)

Centrifugacion

Fraccion Indigestible Fraccién Indigestible
Soluble Insoluble
: Didlisis y
25°C, 48h s

Figura 5. Modelo de simulacion gastrointestinal in vitro (Elaboracion propia, creado en Biorender.com).
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La literatura reporta como puede afectar distintas matrices alimentarias en la
bioaccesibilidad de los compuestos presentes en los extractos afadidos a las formulaciones.
Pavez-Guajardo et al. (2020) evaluaron el comportamiento durante el proceso de digestion
in vitro de un snack de manzana enriquecido con jugo de uva. En el estudio se demostrd que
existia un incremento en la capacidad antioxidante al incorporar este extracto, ademas
durante las primeras fases de la digestion existiéo un aumento en el contenido de fenoles, pero
una disminucion cuantitativa de catequina, epicatequina y epigalocatequina. En otro estudio
se evaluo el impacto de la digestion en la bioaccesibilidad de polifenoles y cinamaldehidos
de un yogurt fortificado con canela (Helal y Tagliazucchi, 2018). La digestion resultoé en una
liberacion controlada de los compuestos fendlicos asociados a la proteina de la leche, de tal
modo que al final la cantidad de compuestos fenolicos recuperados fue mayor que en los
extractos preparados de canela. También investigadores de la Universidad Técnica de
Estambul determinaron como afecta la adicion de polvo de céscara de tomate el proceso de
extrusion y el comportamiento de los compuestos durante la digestion simulada. De manera
general, las muestras enriquecidas con las cascaras de tomate presentaron un valor mayor de
compuestos fenolicos totales y de capacidad antioxidante en comparacion con las muestras
no digeridas (Yagci et al., 2022). En la actualidad existen pocos estudios que demuestren
como pueden afectar las matrices de origen carnico a la bioaccesibilidad de los compuestos
bioactivos que se encuentran presentes como parte de su formulacion. La interaccion de los
polifenoles, carotenoides y otros compuestos con marcada actividad bioldgica con las
proteinas de la carne, constituye un area de interés en la investigacion y en el desarrollo de

nuevos productos con caracteristicas funcionales.
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III. JUSTIFICACION

El consumo de alimentos de origen animal se ha vinculado al padecimiento de
determinados tipos de enfermedades cardiovasculares, cancer y obesidad. En la actualidad,
la ingesta de frutas y vegetales, asi como sus extractos, se recomienda para disminuir las
probabilidades de padecer estos tipos de enfermedades. El desarrollo de alimentos carnicos
incorporando diversas fuentes vegetales ofrece una alternativa mas saludable y ademas
genera valor agregado. Diversos fitoquimicos provenientes de subproductos vegetales como
carotenoides, acidos fendlicos y flavonoides se han empleado en el disefio de alimentos
funcionales, pero tienen como desventaja su baja estabilidad. Existen procedimientos
tecnoldgicos que protegen a los compuestos bioactivos de la accion de agentes externos, y el
secado por aspersion es una tecnologia que permite obtener buenos rendimientos a un bajo
costo econdmico. Por otro lado, no solo basta la incorporacion de los bioactivos a los
alimentos para aseverar que los mismos poseen caracteristicas funcionales. Este hecho ha
generado toda un area nueva de conocimientos, creando metodologias que mimeticen los
procesos fisiologicos, como es el caso de la digestion in vitro. Con la aplicacion de este
método se obtiene de manera facil y rapida informacion de cémo son liberados del alimento
y transformados los distintos componentes de los alimentos durante las diferentes etapas del
proceso digestivo. Por estas razones, se propone evaluar el efecto de la adicion de
encapsulados de un extracto vegetal sobre las caracteristicas funcionales de un producto

carnico.
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IV. HIPOTESIS

La incorporacion de extractos vegetales provenientes de residuos de aguacate a un
jamon horneado artesanal de cerdo resulta en un alimento con caracteristicas antioxidantes y
un perfil variado de compuestos fenolicos que incrementa su bioaccesibilidad en un modelo

de digestion in vitro.
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V. OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto de la adicion de extractos vegetales optimizados de residuos de

aguacate sobre las caracteristicas antioxidantes de un jamoén horneado artesanal de cerdo.
Especificos:

e Aplicar técnicas de extraccion asistida por microondas para identificar los pardmetros
que optimicen la recuperacion de compuestos fenolicos y su actividad antioxidante
en el residuo de aguacate.

e Determinar el efecto de la encapsulacion sobre la concentracion y capacidad
antioxidante de los compuestos fenolicos del extracto optimizado.

e Analizar la evolucion de las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y tecno
funcionales del jamon artesanal de cerdo a lo largo del tiempo, tras la incorporacién
del extracto optimizado de residuos de aguacate.

e Evaluar la bioaccesibilidad in vitro de compuestos fendlicos en los jamones

formulados, determinando su liberacion durante la digestion simulada.

20



VI. METODOLOGIA

El desarrollo experimental de la investigacion se dividio en cuatro etapas (Figura
6). En primer lugar, se realiz6 la extraccion y caracterizacion del residuo vegetal, asi como
la optimizacion de los parametros de la EAM que garanticen una mayor liberacion de
compuestos bioactivos (Figura 6A). Posteriormente, se optimizd la formulacion del
encapsulado respecto a la concentracion de bioactivos y capacidad antioxidante (Figura 6B).
En la tercera etapa se evaluo el efecto de la adicion de encapsulados sobre las caracteristicas
funcionales y sensoriales del jamon horneado de cerdo (Figura 6C) y una tltima etapa en la
que se evalud la bioaccesibilidad in vitro de los compuestos bioactivos, su cinética de
liberacion e identificacion de los compuestos mayoritarios presentes en el jamon horneado

artesanal desarrollado (Figura 6D).
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Figura 6. Representacion grafica de las etapas experimentales propuestas en el estudio (Elaboracion propia).
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6.1. Caracterizacion del residuo de aguacate

6.1.1. Caracteristicas del residuo de aguacate (RA)

Para el desarrollo de este estudio se empleo6 residuos agroindustriales del proceso
de elaboracion del aceite de aguacate Hass (Persea americana). Los residuos fueron
proporcionados por la empresa Aceitera Mevi ubicada en la localidad de Huescalapa, Jalisco.
Se recibieron un total de 2 muestras de residuos de aguacate (7 kg) pertenecientes a la pulpa
desgrasada (RA-1) y del repaso de la primera extraccion de la pulpa residual (RA-2). A
continuacion, cada muestra fue separada en bolsas de plastico (250 g) y congeladas para su
conservacion. Posteriormente, las muestras se deshidrataron en una liofilizadora marca

Operon (modelo FDB-5502, Korea) y se preservaron en congelacion para futuros analisis.

6.1.2. Determinacion del contenido de humedad en el RA

Para la determinacion de la humedad, se siguid el método oficial 950.46 (AOAC,
afio). Se pesaron 5 g de la pulpa por triplicado y se secaron en horno marca Shel lab (modelo
CE3F, Cornelius, OR, EUA) durante 24 h con una temperatura constante de 105 °C. Luego
de que la pulpa estuviese seca se pes6 nuevamente y se calcularon los contenidos de humedad

por diferencia de peso y el resultado fue expresado como porcentaje en base hiimeda.

6.1.3. Determinacion de grasa en el RA

La determinacion de extracto etéreo se realizd siguiendo lo establecido por la
NMX-F-545-2002 (2002). La materia grasa se extrajo con éter de petroleo. El mismo se
calent6 y al interactuar con la muestra, produjo un arrastre de la materia grasa que se
encuentra contenida en la matriz vegetal. Se utilizé un extractor de Goldfisch (Figura 7) con
una relacion muestra / éter de petroleo de 1:20 (p/v). Los resultados se expresaron como

porcentajes en base hlimeda.
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Figura 7. Equipo de Goldfisch para extraccion de materia
grasa

6.1.4. Determinacion de parametros de color

El color de los residuos de aguacate se determind usando un colorimetro (modelo
ColorFlex, Hunterlab, Reston, VIR, EUA). Los valores se midieron usando la escala CIELab,
con brillo D65, angulo de observacion de 10° y diametro de apertura de 8 mm. El equipo
proporciond los siguientes pardmetros colorimétricos: luminosidad (L*), contenido de
rojo/verde (a*) y contenido de amarillo/azul (b*). Se realizaron un total de tres mediciones.
Antes de cada procedimiento, el equipo se calibr6 utilizando un estdndar de placa de cerdmica
blanca y negra. Los valores obtenidos fueron usados para calcular la intensidad croméatica

(C*) y tono cromatico (h*), usando las siguientes ecuaciones (Dal-Bo y Freire, 2022):

¢ =(@? +b?)

b
h* =tan™?! [ *]

*
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6.1.5. Extraccion de compuestos fenolicos en el residuo de aguacate

Se pesd 1 g del residuo de aguacate liofilizado y se le adicionaron 10 mL de una
solucion metanol-agua 80:20 (v/v). Posteriormente, las muestras fueron sonicadas por 30 min
en un sonicador (Bransonic, modelo 2510R-DTH, EUA) con potencia nominal de 200 W y
fueron centrifugadas a 18407xg por 15 min a una temperatura de 4°C (Hermle, modelo Z 326
K, Alemania). Los sobrenadantes se recuperaron y los residuos se lavaron dos veces con
solucidon metanodlica para posteriormente ser recuperados como se describio con anterioridad.
Los sobrenadantes se filtraron en papel Whatman No.1 y los volimenes se aforaron a 30 mL.
Los extractos y el pellet residual fueron conservados a -35 °C para futuras determinaciones

(Campos-Gonzalez, 2019).

6.1.6. Determinacion del contenido de compuestos fenolicos solubles totales (CFs)

Los CFs se determinaron siguiendo la metodologia reportada por Singleton y Rossi
(1965). El fundamento del método se baso en la reaccion de reduccion del reactivo Folin-
Ciocalteu en presencia de un agente reductor (antioxidantes presentes en la muestra a
analizar). Se tomaron 0.25 mL del extracto obtenido y se afiadi6 0.25 mL del reactivo Folin-
Ciocalteu, previamente diluido 1:4 v/v con agua destilada y 2 mL de carbonato de sodio al
1%. La mezcla se dejoé en reposo en la oscuridad por 1 h y la absorbancia fue medida a 765
nm utilizando un espectrofotometro (Perkin Elmer, modelo: Lambda XLS, Waltham, MA,
EUA). El contenido de CFs se calculé empleando una curva de calibracion de acido galicoy
los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra en

peso seco (PS).

6.1.7. Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales fueron medidos siguiendo la metodologia de Khanam et al.
(2012) con algunas modificaciones. Se pesaron 500 mg de la pulpa residual de aguacate
liofilizada y se le adicionaron 5 mL de solucion metanol (80%) en tubo de ensaye con
taparrosca. Posteriormente, se llevaron a ebullicion por 1 h con agitacion constante,

transcurrido este tiempo se atemperaron con agua fria y se trasvasaron a microtubos para su
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centrifugacion 18407 x g por 15 min a 4°C (Hermle, modelo Z 326 K, Alemania). El
sobrenadante (250 pL) se hizo reaccionar con 50 uLL de AICI3 10% (p/v), 50 uL de CH3CO:2K
(1M), 800 pnL metanol (80%) y 1400 puL de agua destilada. La absorbancia de las muestras
se midi6 a 415 nm y los resultados se expresaron como equivalentes de quercetina / g de peso

seco (EQ/g PS).

6.1.8. Determinacion de polifenoles hidrolizables y taninos condensados

Los residuos obtenidos en el apartado 6.1.5. fueron suspendidos en 10 mL de
solucion metanodlica- H2SO4 1% (v/v). las muestras fueron incubadas (70°C, 22 h),
posteriormente se centrifugaron y los sobrenadantes recuperados. Se realizaron 2 lavados con
10 mL de agua destilada (Hartzfeld et al., 2002). La cuantificacion se realiz6é de la misma
manera que en apartado 6.1.6. Para la cuantificacion de taninos condensados se siguid la
metodologia planteada por Reed et al. (1982), los residuos obtenidos del paso anterior se
disolvieron en 10 mL de una solucion de butanol/HCI/FeCls y se incubaron a 100°C por 3h
(Reed et al., 1982). Posteriormente las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue
recuperado. Se realizaron un total de 3 lavados y la absorbancia de los sobrenadantes fue
medida a 555 nm. Adicionalmente se realiz6 una curva patrén y los resultados fueron

expresados como mg equivalentes de Algarroba/g peso seco (mg EA/g PS).

6.1.9. Identificacion por cromatografia de compuestos fendlicos en el residuo de
aguacate

La metodologia seguida para la identificacion de los compuestos fendlicos fue la
planteada por Blancas-Benitez et al. (2018). La determinacion de los compuestos se realizo
mediante HPLC con un detector de arreglo de diodos (DAD) y técnicas de cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC-MS). Se empleo6 un sistema HPLC Agilent serie 1260
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado con un DAD para la HPLC-DAD.
Tras la filtracion, las muestras se inyectaron y separaron utilizando una columna Poroshell
120 EC-C18 (4,6 x 150 mm, tamafio de particula 2,7 um; Agilent Technologies). El volumen
de inyeccion fue de 10 pL. La fase mévil contenia acido trifluoroacético al 0.1 % (v/v) como
disolvente A y acetonitrilo como disolvente B, y se aplicé de la siguiente manera: 0 min, 5
% B; 10 min, 23 % B; 15 min, 50 % B; 20 min, 50 % B; 23 min, 100 % B; 25 min, 100 % B;
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27 min, 5 % B; 30 min, 5 % B. El caudal fue de 0.4 ml/min. La deteccion se realizé a 280-
320 nm. Para el analisis MS, se utilizé un equipo LC/MS Agilent Quadrupole 6120 equipado
con una interfaz de ionizacion por electrospray en modo de ionizacidén negativa. Se utilizod
nitrégeno a un caudal de 1.3 L/min como gas de secado. La presion del nebulizador fue de
40 psi, la temperatura de secado del gas fue de 350 °C y el voltaje capilar fue de 3500 V.
Para el analisis de datos se utilizo6 el software OpenLab CDS ChemStation Edition (Agilent
Technologies). Los compuestos se detectaron inicialmente mediante un unico barrido de MS
en el rango de 100 a 1100 m/z, seguido de una busqueda dirigida basada en los picos que
mostraban sefiales principales en los cromatogramas de HPLC-DAD . La identificacion de
los compuestos se baso en el tiempo de retencion (TR) de la separacion por HPLC-DAD y la
sefial de MS tras la comparacién con el TR del estdndar o los datos de la literatura. Los
resultados cuantitativos se expresaron como areas de pico (unidades arbitrarias). La
cuantificacion de compuestos tentativos se realizo utilizando curvas de calibracion externas
preparadas para cuantificar los compuestos fendlicos. El andlisis cromatografico se realizo

por triplicado.

6.1.10. Determinacion de la capacidad antioxidante (CAO)
6.1.10.1. Prueba de inhibicion del radical DPPH

El método se realizo siguiendo la metodologia planteada por Brand-Williams et al.
(1995), con algunas modificaciones sugeridas por Ozuna et al. (2020). Se disolvieron 2.95
mg del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazilo) en 50 mL de metanol absoluto, y se
ajustard la absorbancia (515 nm) a 0.70 + 0.02. Se tomaron 2 mL del extracto y se mezclaron
con 3.2 mL de la solucion del radical DPPH. La mezcla se incubd en la oscuridad por 15 min
y se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. La capacidad de los antioxidantes
de reducir al radical, posterior al periodo de incubacidn se expresé6 como mg equivalentes de

Trolox (ET)/g de peso seco (PS).

6.1.10.2. Poder Antioxidante Reductor del Hierro (FRAP)

La determinacion se realizd segun lo establecido por Benzie y Strain (1996), el

principio se basa en la capacidad que tienen los antioxidantes de reducir al Fe’" a Fe?",
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presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ). Se prepararon tres
soluciones: amortiguadora de acetato de sodio (0.03 M, pH 3.6); TPTZ 10 mM (en HCI 40
mM) y cloruro férrico (FeCls) 20 mM. El reactivo FRAP se elaboré mezclando 25 mL de la
solucion amortiguadora de acetato de sodio, 2.5 mL de TPTZ y 2.5 mL de FeCls. Para
determinar la CAO se hizo reaccionar 65 puL del extracto, 1950 pL del reactivo de FRAP y
195 uL de agua destilada. La absorbancia se midié a 595 nm. La concentracién de Fe*'se
calcul6 mediante regresion lineal empleando una curva de calibracién con el estandar Trolox

a una concentracion de 0.05 mg/mL a 0.80 mg/mL. La concentracion se expres6 en mg ET/g

PS.

6.1.11. Disefio experimental

Los andlisis de determinacion de humedad, grasa, color, contenido de compuestos
fenolicos solubles totales (CFs) y capacidad antioxidante (CAO) medida por DPPH y FRAP
de cada uno de los residuos de aguacate se ejecutd mediante un disefio completamente al azar
con tres repeticiones, cada andlisis se realizd por triplicado. Los datos se analizaron mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) de una via en el programa estadistico NCSS v.12 y
posteriormente, se aplic una comparacion multiple de medias mediante una prueba de Tukey

(p <0.05).

6.2. Extraccion asistida por microondas (EAM) de compuestos fendlicos

6.2.1. Tratamientos aplicados para la EAM

El residuo de aguacate (RA) fue sometido en fresco a un proceso de extraccion
asistido por microondas con el objetivo de determinar los pardmetros dptimos y garantizar
que en proceso se obtenga la mayor cantidad posible de compuestos fenolicos y se evalud el
efecto del tratamiento sobre su liberacion. Para la ejecucion del experimento se empled un
horno de microondas (modelo MS-0745VS, LG, Corea del Sur), con una potencia maxima
de coccion de 700 W y frecuencia de 2450 MHz. Previo al experimento se realizaron los
calculos necesarios para conocer la potencia real de equipo siguiendo la metodologia
propuesta por la Comision Eléctrica Internacional (IEC) 60705 (IEC, 1999). De manera

general, se tomd 1000 g de agua purificada, a la que se le midid su temperatura.
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Posteriormente, se introdujo en la cavidad por 5 min y se sometié a distintos niveles de
potencia cubriendo el 20, 60 y 100% de la potencia nominal del horno. Para todos los casos
la temperatura fue medida al finalizar el calentamiento. La potencia real de salida se calculo

utilizando la expresion matematica:

m.Cp.AT
P = ] el
t
donde P: es la potencia de salida de la microondas expresada en Watts (W); m: la
masa del agua purificada (g); Cp: calor especifico del agua (4184 J/°C Kg); AT: variacion de

la temperatura (°C) y t: tiempo de calentamiento (s). El ensayo se realizd por triplicado.

El residuo de aguacate fue separado en porciones de 250 g y se le aplicaron los
tratamientos asistidos por microondas como se muestra en el Cuadro 2. La proporcion entre
solvente y material vegetal fue de 1:1 (p/p). Los parametros operacionales se tomaron con
base a experiencias existentes en el laboratorio y el cuadro fue generado empleando el
programa NCSS v.12 (Patlan-Gonzalez ef al., 2018).

Cuadro 2. Disefio experimental 3P con las condiciones de extraccién asistida por
microondas.

Tratamiento Xs! Xp? X¢
Tipo de solvente (%) Potencia de salida Tiempo (min)
W)

1 Etanol 100 1.3
2 Etanol 480 4
3 Etanol 300 23
4 Etanol/Agua (70:30) 100 4
5 Etanol/Agua (70:30) 480 2.3
6 Etanol/Agua (70:30) 300 1.3
7 Agua 100 23
8 Agua 480 1.3
9 Agua 300 4
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Se realizaron las determinaciones del contenido de CFs y CAO a cada uno de los
tratamientos siguiendo las metodologias planteadas en los apartados 6.1.6 y 6.1.10. La
cantidad de CFs y los valores de CAO por DPPH y FRAP fueron considerados como

variables de respuesta y se tuvieron en cuenta para seleccionar el mejor tratamiento.

6.2.2. Disefio experimental

El disefio se ejecutd en tres niveles, por triplicado, con un total de 27 corridas
experimentales. Los datos se analizaron en el programa estadistico NCSS v.12 y fueron

ajustados al modelo de regresion:

k-1

k
Zﬁu XlX] + &

i=1j=1

k K
Y = .80+Z.8ixi+z.8iixi2 +
=1 =1

en el que, Y es la variable de respuesta, £ es la constante del modelo, i, fii y Sii
son los coeficientes de regresion de la intercepcion lineal, Xi? cuadratica y XiX; los efectos de
las interacciones y ¢ corresponde al error residual. A continuacién, se realizd una
optimizacion para determinar las condiciones dptimas que garantizan la mejor extraccion de
CFs y la mayor capacidad antioxidante medida por DPPH y FRAP. Adicionalmente, se
realizaron tres corridas experimentales para la validacion del modelo matematico obtenido.
Se aplic6 una prueba de t-student para establecer diferencias entre los valores predichos y los

experimentales para cada variable de respuesta.

6.3. Encapsulacion del extracto optimizado del residuo de aguacate

6.3.1. Proceso de encapsulacion de los compuestos fendlicos del extracto optimizado de

residuos de aguacate

Una vez obtenido el extracto con la mayor cantidad de compuestos bioactivos
liberados por la accion de la EAM, se procedio a realizar los encapsulados. Se empled un
secador por aspersion (modelo Mini Spray Dryer B-290, Biichi, Suiza). Se utilizé como

material encapsulante maltodextrina y grenetina en solucion al 1% y con una relacion de
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maltodextrina/grenetina de 100:0; 75:25; 50:50. Las mezclas se prepararon mezclando el
extracto vegetal obtenido con la solucidon encapsulante en relacion 3:1 y se homogenizaron
empleando un Ultra Turrax marca IKA (modelo T25 DS1, Alemania) a 11 000 rpm por 5
min (Pashazadeh ef al., 2021). Las condiciones de trabajo empleadas fueron: temperatura
interna de la cdmara de 120 °C, flujo de alimentacion de 2 mL/min y flujo de atomizacion de
35 m’/h (Ruiz-Hernandez, 2019). Los encapsulados se recolectaron y se conservaron en
sobres herméticos protegidos de la luz y almacenados en condiciones de congelacion para la

realizacion de futuros analisis.

6.3.2. Determinacion de humedad y actividad de agua

Para la determinacion de humedad del encapsulado se siguid el método oficial
950.46 (AOAC). Se peso 1 g del encapsulado y se secd en un horno marca Shel Lab (modelo
CE3F, Cornelius, OR, EUA) durante 24 h con una temperatura constante de 105 °C. Una vez
retirada la muestra del horno se realizdé una nueva pesada y se calculd el contenido de
humedad por diferencia de peso, el resultado fue expresado en porcentaje. La actividad de
agua se determin6 empleando un higrometro eléctrico (modelo Aqua Lab, Decagon Devices,
Pulman, WA, EUA). Previamente se realizaron calibraciones con agua destilada (Ruiz-

Hernandez, 2019).

6.3.4. Determinacion de parametros de color

El color de los encapsulados en polvo fue determinado con la metodologia descrita
en la seccion 6.1.4. Adicionalmente se realizaron los calculos para obtener los valores de AE
y de esta forma conocer como varia el parametro de color entre los encapsulados que
contienen solo el material encapsulante y aquellos que poseen el material vegetal siguiendo

la expresion:

AE = \/(4L)? + (4a)? + (4b)?
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6.3.5. Determinacion del rendimiento de la encapsulacion

El rendimiento se evalud6 por la diferencia entre la masa total de producto
recuperado y la masa de la solucion introducida en el sistema. Los resultados se expresaron

en una relacion porcentual (base seca) (Fazaeli et al., 2012).

6.3.6. Calculo de la eficacia de la encapsulacion

La eficacia de la encapsulacion (Ee) se define como la relacion porcentual entre los
compuestos fenodlicos encapsulados y el contenido de compuestos fendlicos totales. Se
determiné tomando la diferencia entre los compuestos fendlicos solubles totales (CFT) y los
compuestos fenolicos medidos en el tiempo cero cuando se restituye el polvo en el solvente

(CFw) (Cilek et al., 2012). La eficacia de encapsulacion fue calculada utilizando la ecuacion:

o JCFT—=CRy
¢=—©¢crr °*

6.3.7. Estudios cinéticos de liberacion de compuestos fendlicos

Los encapsulados se sometieron a una cinética de liberacion utilizando la
metodologia propuesta por Martinez-Olivo et al. (2023). Los encapsulados fueron
transferidos a bolsas de dialisis (Sigma-Aldrich, membrana de celulosa con permeabilidad
de 13 kDa) con solucion de buffer de fosfato (pH 6.9) a 37°C. Se tomaron alicuotas de 10
mL al minuto cero, 5, 10, 15,20, 30, 60 y 180. El volumen tomado fue remplazado con
solucion buffer de fosfato. Las alicuotas se conservaron en congelacion para determinar
posteriormente el contenido de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu
(seccion 6.1.6). Ademas, fueron determinados los valores de concentracion de fendlicos en

el equilibro (Ling ef al., 2015) usando la ecuacion:

X =Xeqg+ Xo — Xeq)e‘kt
donde X es la concentracion de compuestos fenolicos en un tiempo t, Xeq €s la

concentracion de compuestos fendlicos en el equilibrio, Xo la concentracion inicial, k es la

constante en el equilibrio (min'), y t es el tiempo (min).
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6.3.8. Disefo experimental

El andlisis experimental en esta etapa se realizdé mediante un anélisis unifactorial
para definir como la concentracion del material encapsulante afecta el indice de solubilidad,
compuestos fenolicos, capacidad antioxidante, rendimiento y eficacia de la encapsulacion.
En el caso de la existencia de diferencias se aplicd una prueba de comparaciones multiples

de medias por el método de Tukey Kramer (p<0.05).

6.4. Elaboracion del jamon horneado artesanal de cerdo adicionado con los

encapsulados y extracto optimizado de residuo de aguacate

6.4.1. Elaboracion de jamén horneado artesanal de cerdo

El proceso de elaboracion del jamon horneado artesanal fue abordado desde tres
enfoques diferentes. Primeramente, se evalud el efecto de la incorporacion del extracto
optimizado del residuo de aguacate en concentraciones de 0.5, 1, 1.5 % (p/p). En un segundo
lugar se evalu6 el efecto de la incorporacidon del encapsulado en los jamones artesanales en
concentraciones de 0.5, 1 y 1.5% (p/p). Por ultimo, se evalud el efecto de incorporar elevadas
concentraciones del extracto optimizado del residuo de aguacate (1, 3, 5 y 10%) en los

jamones.

Para todos los casos, la elaboracion del jamon horneado artesanal de cerdo se
realizd en la planta piloto del Departamento de Alimentos en la Divisién de Ciencias de la
Vida (DICIVA) de la Universidad de Guanajuato. Se realizaron los ajustes en la formulacion
para la preparacion de 1 kg de carne (Figura 8). Se tomaron porciones de pierna deshuesada
y se dividieron en 3 partes, 2/3 de carne se molieron empleando un molino con cedazo de 1/8
pulgada para garantizar una molienda fina. El resto de la carne se cortd en finas rebanadas.
Posteriormente, se integraron las porciones, se adiciond la unidad de Bekarem (aditivos de
salmuera), 380 g de agua purificada, se cubrid con una pelicula elastica y se dejo macerar por
48 h. Adicionalmente se elaboraron los jamones con baja concentracion del extracto
optimizado, los jamones con los encapsulados y los jamones con altas concentraciones del

extracto optimizado. En todos los casos, el extracto optimizado o su forma encapsulada
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sustituyd al agua empleada en la formulacion de la salmuera, manteniendo proporciones

equivalentes en base a peso (p/p).

Figura 8. Breve esquema del proceso de elaboracion del jamén de cerdo. (1) Mezcla de componentes; (2)
embutido de la mezcla; (3) Coccidn; (4) Rebanado.

Luego de la maceracion, las emulsiones elaboradas, se colocaron en tripas de
colageno de 50 mm (Salvigar, Monterrey, Nuevo Le6n, México) y se hornearon en un horno
por conveccion (modelo CE3F, Shel Lab, Cornelius, OR, EUA) a una temperatura de 80°C.
La coccion se detuvo al alcanzar una temperatura de 65 °C en el centro térmico del producto.
Posteriormente, se realizé un choque térmico con agua y hielo (2- 3 min) para garantizar la
gelatinizacion de las proteinas. Una vez concluida esta etapa se comprobd la firmeza al tacto
y se realizo el rebanado del jamon (Oliveira ef al., 2018). Finalmente, al jamén se le
realizaron analisis fisicoquimicos, asi como de CFs y CAO durante su almacenamiento (0, 7,
14y 21 dias).

6.4.2. Analisis fisicoquimicos y tecno-funcionales realizados al jamén horneado
artesanal de cerdo

6.4.2.1. Determinacion de humedad

La determinacion de humedad se realizo de la misma manera que se procedio en el
apartado de determinacion de humedad de los encapsulados (véase seccion 6.3.2), solo que

en este caso se tomaron 5 g de muestra.
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6.4.2.2. Determinacion de parametros de color

Los analisis de los parametros de color de los jamones formulados fueron medidos
acorde a lo planteado en la seccion 6.3.4, solo que en esta ocasion el tratamiento de la muestra
vario. Los jamones fueron cortados verticalmente con un espesor aproximado de 1 cm y
fueron medidos directamente en el colorimetro (modelo ColorFlex, Hunterlab, Reston, VIR,

EUA).

6.4.2.3. Determinacion de pH

El pH del jamén se midio siguiendo el método potenciométrico establecido por
Yagoubi et al. (2018) utilizando el potenciometro Hanna (modelo HI2550, Woonsocket, RI,
EUA). Se tom¢ 1 g de muestra y se realizé un extracto empleando agua destilada 1:10 (p/v)
segin lo descrito por Garcia-Garcia et al. (2019). Posteriormente, el pH fue medido

directamente sobre el extracto obtenido.

6.4.2.4. Determinacion del contenido de proteinas

Para la determinacidon de proteina total se siguid el método de Kjeldahl para
nitrogeno total (King-Brink y Sebranek, 1993). La muestra se someti¢ a una digestion con
H2SO4 concentrado. Posterior a esta reaccion, se forma un precipitado acido de (NH4)2SO4
el que se hace reaccionar con NaOH 0.1 N. El exceso se neutraliz6 con HCI 0.1 N y el
contenido de proteinas se obtuvo al multiplicar el volumen de HCI utilizado en la titulacion
acido-base por un factor de conversion con valor de 6.38. El resultado se expresd en

porcentaje (%, base seca) de Nitrogeno/ g de muestra.

6.4.2.5. Determinacion de la capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua de los jamones formulados se realiz6 siguiendo
la metodologia planteada por Szmanko et al. (2021). Se tom6 300 mg de cada uno de los
jamones formulados y se colocaron entre dos papeles de filtro previamente desecados. A

continuacion, las muestras se colocaron entre dos placas acrilicas y se aplico una presion de
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5 kg durante 30 min. Una vez transcurrido este lapso, se separ6 la muestra del papel (en todo
momento se tuvo en cuenta eliminar cualquier residuo carnico de los mismos) y se procedié
a pesar el papel. Posteriormente, los papeles de filtro se llevaron al horno, manteniéndose por
24 h a 60°C y posteriormente fueron pesados. La capacidad de retencion de agua se calculo

usando la expresion matematica:

(myx H) — (my — m3)
RA = .1
C i ) 00

donde mi es la masa de la muestra (g), m2 es la masa del papel de filtro himedo, m3

es la masa del papel de filtro seco y H es el contenido de humedad de los jamones.

Los resultados se expresaron como gramos de agua retenida por cada 100 de agua

(g H20 retenida/ 100 g de H20).

6.4.2.6. Determinacion de la textura

La dureza de los jamones se evalu6 con un analizador de textura TAX-T2, Stable
Micro System, Reino Unido. El jamén fue cortado transversalmente con un grosor
aproximado de 2 cm. La fuerza de penetracioén se midié con una sonda cilindrica plana de 2
mm (SMS/2N), una velocidad de cruceta de 1 mm/s y una deformacion del 70 %
(penetracion). El pico maximo de la fuerza se registré como la dureza de la muestra. Cada
medicion se realizd por triplicado, y la prueba de penetracion se midid en seis puntos

diferentes para cada jamon formulado (Gomez-Salazar et al., 2018).

6.4.2.7. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)

Los malonaldehidos (MDA) son indicadores del grado de oxidacién lipidica en
productos cérnicos, su formacion puede ser inducida de manera no enzimatica por especies
reactivas de oxigeno (EROs) o por la accion de enzimas (lipoxigenasas) (Farmer y Mueller,
2013). En estos casos, la cuantificacion de los productos de hidroperdxidos de lipidos
primarios es muy dificil dado a alta inestabilidad y reactividad. Por este motivo, la

cuantificaciéon de la peroxidacion lipidica se estima de manera general midiendo la
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concentracion de productos de oxidacion secundarios derivados de estos hidroperdxidos

iniciales, que, en su mayoria son aldehidos como el MDA (Davey et al., 2005).

La determinacién de MDA se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Pfalzgraf et al. (1995). Se trituraron 10 g de jamén y se homogenizaron con 20 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) 10 % (m/v). A la mezcla se le adicioné 100 uL de BHT al 7 % (m/v)
y el sobrenadante fue decantado en tubos Eppendorf con capacidad para 1.5 mL. Los tubos
se centrifugaron a 5000 x g por 10 min a 4 °C, se tom6 una alicuota de 2 mL, la cual fue
transferida a un tubo de ensayo. Posteriormente, a la muestra se le afiadieron 2 mL de 4cido
tiobarbitirico (TBA) 0.02 M y los tubos fueron calentados a 95 °C durante 30 min. La
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 532 nm y como blanco fue empleado la
mezcla de TCA-BHT-TBA. La concentraciéon de MDA se expres6 como pM MDA/ g de

muestra en peso seco. El procedimiento se realizo por triplicado.

6.4.3. Determinacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

La determinacion de los compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante medida
por FRAP y DPPH se ejecutaron de la misma manera que con el extracto vegetal (véase
secciones 6.1.5, 6.1.6 y 6.1.10). Los extractos se almacenaron por no mas de tres dias y se

les realizaron las determinaciones de CFs 'y CAO por triplicado (Campos-Gonzalez, 2019).

6.4.4. Evaluacion sensorial

Se realizaron un total de dos paneles sensoriales. En el primero se midio la
aceptacion general del jamon horneado y el adicionado con el extracto optimizado a niveles
de 0.5, 1y 1.5% (p/p). En el segundo fueron evaluados los jamones horneados adicionados
con 1, 3,5y 10% (p/p) del extracto optimizado y una muestra de jamoén horneado control. El
primer panel fue conformado por 30 estudiantes y profesores de la Universidad de
Guanajuato, de ellos 19 fueron mujeres y 11 hombres, entre 21 y 45 afios. El segundo panel
contd con la participacion de 50 jueces también estudiantes y profesores de la Universidad
de Guanajuato, con edades comprendidas entre 21 y 50 afios. Los protocolos para la ejecucion
de las pruebas sensoriales fueron aprobados por el Comité de Etica Universitaria de la

Universidad de Guanajuato bajo el proyecto CEPIUG-P62-2023. Los analisis sensoriales
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fueron realizados en el Laboratorio de Evaluacion Sensorial, en cabinas individuales bajo luz
blanca y las muestras se codificaron con nimeros aleatorios de 3 digitos. Se sirvié agua
purificada a temperatura ambiente al inicio de la sesion y entre muestras para limpiar el
paladar y eliminar sabores residuales. Se evaluaron muestras de jamén horneado artesanal
para cada parametro a través de una escala hedénica de 9 puntos, desde 1 “me disgusta
muchisimo”, pasando por 5 “ni me gusta ni me disgusta” hasta 9 “me gusta muchisimo”.
Posterior a la evaluacion, se recopilaron los datos y se realizé estadistica descriptiva para la

presentacion de los datos empleando el programa NCSS (version 12) (Kardum et al., 2017).

6.4.5. Disefio experimental

El andlisis en esta etapa se ejecuté mediante un analisis de varianza de una via, con
la aplicacion de una comparacion multiple de medias por Tukey para determinar si existen

diferencias (p <0.05) entre las distintas formulaciones del jamoén horneado artesanal.

6.5. Estudios de digestion in vitro

6.5.1. Bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos en la digestion in vitro

La biodigestibilidad de las muestras (residuo de aguacate y jamones) se realizo a
través de un modelo estatico de digestion in vitro siguiendo el protocolo INFOGEST
(Brodkorb et al., 2019). Inicialmente, se pesaron 1 g de cada muestra. En el caso de los
jamones, estos se rebanaron y cortaron en porciones cuadradas de aproximadamente 1 cm de
longitud. Luego, se anadieron 4 mL de fluido de simulaciéon oral y se realizd la
homogeneizacion a 4500 rpm utilizando un Ultraturraz (IKA, modelo T-25, Alemania).
Inmediatamente, se afadieron 300 pL de un consorcio de fluido salival. Los donadores del
fluido salival fueron 3 hombres adultos sanos y se considerd como criterio de donacidon un
ayuno de 12 horas, no haber realizado higiene bucal en 6 horas y, ademas, no haber fumado
ni ingerido bebidas alcohdlicas en 24 horas. El total de fluido salival donado fue de 5 mL por
donador. Posteriormente, las muestras se incubaron en agitacion continua a 37 °C durante 2
min (Heidolph, modelo Reax 2, Alemania). Este paso se considerd como la simulacion de la
fase oral durante la digestion in vitro. En segundo lugar, se realizo el proceso de simulacion

de la digestion gastrica, donde se afiadi6 un total de 8 mL de solucion tampdn intestinal a las
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muestras y el pH se ajust6 a 3 + 0.2. Inmediatamente, se afiadieron 134 puL de solucion de
pepsina porcina (30 mg/mL; P-7012; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.) y 96 uL de
lipasa géastrica (100 mg/mL; L-3126; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Las muestras
se incubaron a 37 °C con agitacion constante durante dos horas. En la tercera etapa, las
muestras se sometieron a un proceso de simulacion intestinal (IF). Se afiadi6 un total de 8
mL de tampoén intestinal y el pH se ajustd a 7.0 £ 0.2. Se incorpor6 sal biliar (200 mg/mL;
B-8631; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) y la mezcla se agit6 a 37 °C durante 30 min.
Posteriormente, se afiadi6 1 mL de pancreatina (134 mg/mL; P-1750; Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA), seguido de una incubacion de 1.5 h. El proceso se detuvo inmediatamente
colocando la muestra en un bafio de hielo y centrifugandola (Hermle, modelo Z326K,

Alemania) a 18400 x g durante 15 min (4 °C).

Los sobrenadantes fueron separados y se realizé la cuantificaciéon de compuestos
fenolicos solubles totales y la capacidad antioxidante (CAO) medida mediante las
metodologias DPPH y FRAP. Adicionalmente, los sobrenadantes se colocaron en bolsas de
didlisis (12-14 kDa, D9652, Sigma Aldrich) y fueron dializados por 3 h con el objetivo de
simular la absorcion pasiva que ocurre en el intestino delgado. El contenido recuperado del
proceso de didlisis corresponde a los compuestos fendlicos que no pueden atravesar la luz
intestinal y fueron considerados como la fraccion indigestible soluble (FIS). Por otro lado, el
sedimento obtenido de la centrifugacion contiene compuestos indigeribles e inaccesibles para
la absorcion en el intestino delgado los que fueron clasificados como la fraccion indigestible
insoluble (FII). La FII se someti6 a un proceso de extraccion y se determinaron el contenido
de compuestos fendlicos solubles totales y la capacidad antioxidante medida por DPPH y

FRAP (Blancas-Benitez et al., 2019).

Una vez obtenidos los resultados del contenido de fenoles solubles totales y de la
capacidad antioxidante de las fracciones, se realizaron los calculos para estimar el porcentaje

de bioaccesibilidad (%BA) mediante la ecuacion:

%BA = (CFs;yr — CFspys) % 100
(CFsiyr + CFsgyy)

Donde:
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CFsint: compuestos fendlicos solubles totales asociados a la fraccion intestinal;
CFsris: compuestos fenolicos solubles totales asociados a la fraccion indigestible soluble y

CFsru: compuestos fenolicos solubles totales asociados a la fraccion indigestible insoluble.

6.5.2. Disefo experimental

Los datos se procesaron empleando un analisis de varianza (ANOVA) donde los
factores seleccionados son las distintas etapas de digestion, asi como las muestras que se
analizaron y como variable respuesta el contenido de CFs y CAO. Ademas, se aplicd una
prueba de Tukey-Kramer para establecer diferencias entre medias con valor de p <0.05,

empleado el programa estadistico NCSS v.12.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracteristicas del residuo de aguacate (RA)

7.1.1. Humedad de los residuos de aguacate

La determinacion de humedad en las matrices alimentarias es de gran importancia
y la modificacién de este parametro tiene aplicaciones en el control del deterioro de las
materias primas y facilita la expresion de los resultados experimentales. Ademas, tener un
conocimiento del agua contenida en los alimentos permite realizar correctos calculos
unitarios en el proceso de elaboracion de nuevos productos alimenticios, asi como es
fundamental en el proceso de control de calidad en la industria. EI Cuadro 3 muestra los
valores del contenido de humedad del residuo de aguacate RA-1 y RA-2 expresados en

porcentaje.
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Cuadro 3. Humedad (%, b.h.) del residuo de aguacate

Muestra Humedad (%, b.h.)
RA-1 88.58+0.11°
RA-2 95.97+0.10*

RA-1: pulpa desgrasada de aguacate; RA-2: repaso de la primera extraccion de la pulpa residual de aguacate.
Literales diferentes indican diferencias (p <0.05).

El residuo de aguacate RA-2 tiene valores de humedad superiores a RA-1 debido a
que durante el proceso de extraccion del aceite existe una maceracion con agua (55°C) para
garantizar la ruptura de las estructuras celulares. Por otro lado, la accion de la fuerza
centrifuga para la separacion de los componentes grasos genera un aumento en los valores
de humedad (Chemat et al., 2011). Esto a su vez explica la razéon de que RA-2 contenga un
mayor contenido de agua que RA-1 ya que se sometio a dos calentamientos en los que se le
adicion6 agua para la obtencion del aceite y esta solo constituye un paso intermedio en el

proceso de obtencion del aceite.

7.1.2. Contenido de materia grasa en los residuos de aguacate

La Figura 9 muestra la cantidad de grasa expresada en porcentaje que se encuentran
en ambas muestras analizadas, para RA-1 y RA-2 se obtuvieron valores de 7.14+0.21 y 1.12
+ 0.05 %, respectivamente. Los menores valores pertenecen a RA-2, en el apartado anterior
se expusieron algunos detalles tecnologicos del proceso de obtencion del aceite, en el que se
explicaba que la pasta de aguacate se somete a una doble extraccion. Debido a estas
caracteristicas tecnoldgicas se infiere que el contenido de grasa en la pasta residual de repaso
sea menor ya que fueron removidos en este proceso la mayoria del aceite presente en la
mezcla. Los datos aqui mostrados tienen valor desde el punto de vista productivo ya que son
indicadores de la eficiencia del proceso de extraccion. Lopez-Vega et al. (2021) establecieron
que el aguacate Hass posee un porcentaje de grasa de 17.6 + 0.6 %, tomando como referencia
este dato, durante la primera extraccion se extrae el 59.43 + 0.43 % de la materia grasa. Por

otro lado, al finalizar la segunda extraccion se obtiene un rendimiento total de aceite de 93.63
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+ 0.34 %, demostrando durante el proceso se pueden obtener valores altos de rendimiento de

aceite, lo que se traduce en mayores ganancias econdomicas para la empresa.

g grasa/ 100g
T 9

N
1

0- T
RA-1 RA-2

Figura 9. Porcentaje de grasa en los residuos de aguacate. Literales diferentes indican diferencias (p <0.05).

7.1.3. Analisis colorimétrico de los residuos de aguacate

Los resultados de la medicion de los parametros de color en las muestras de residuo
de aguacate (RA-1 y RA-2) se muestran en el Cuadro 4. Se observaron diferencias entre las
dos muestras para cada uno de los valores medidos, este comportamiento puede estar
explicado por el propio procesamiento al que fueron sometidas las muestras para extraer el
aceite. Ashton et al. (2006) mencionan que, durante el proceso de obtencidon de aceite de
aguacate, existe una migracion de pigmentos (clorofila, zeaxantina, luteina y carotenos) hacia
el mismo dada las caracteristicas lipofilicas de estos compuestos. Los resultados de esta
investigacion demuestran lo planteado por los autores, por ejemplo, el valor de a* que indica
el rango de tonalidades de verde (-a) a rojo (+a), es mayor en la muestra de RA-2, indicando
que durante el proceso de extraccion del aceite se pierden compuestos que le dan el color
verde caracteristico a la pulpa del aguacate. Los pigmentos como la clorofila a y b,
responsables de la coloracion verde de las plantas, han sido identificadas en la pulpa y cascara
de aguacate. Por su naturaleza, son practicamente insolubles en agua, por lo que durante la
obtencion de aceites se encontraran contenidos en el mismo y no en la fase acuosa (Requejo-

Jackman et al., 2005).
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Cuadro 4. Pardmetros de color de los residuos de aguacate

Muestra L* a* b* C* h*
RA-1 37.88+0.74*  5.89+0.02°  35.42+0.69° 35.91+0.67*°  80.58+0.27%
RA-2 36.29+1.01° 9.81+0.01? 32.98+0.17°  34.41+£0.19®  73.47+0.26°

Columnas con literales diferentes indican diferencias (p <0.05).

Los valores de b* indican azul (-b) a amarillo (+a), en este caso los valores para
RA-2 es menor que el encontrado para RA-1, indicando que la muestra es menos amarilla
luego de pasar por el proceso de la segunda extraccion. Algunos pigmentos como la
zeaxantina y luteina son los responsables de darle tonalidades amarillas a algunas frutas y
vegetales. Como se habia descrito con anterioridad, ambos compuestos se encuentran
presentes en la pulpa de aguacate, por lo que es de esperar que durante las extracciones en la
pasta residual disminuya su contenido por sus caracteristicas hidrofobas. Por otro lado, los
valores de L* disminuyen de RA-1 a RA-2, indicando la perdida de luminosidad por la
posible presencia de compuestos de tonos marrones, que pudiesen originarse por las
reacciones de Maillard responsable del pardeamiento en los alimentos (Maftoonazad et al.,

2020).

La cromaticidad (C*) es una medida que indica la intensidad del color de las
muestras. Para las dos muestras se establecieron diferencias, RA-2 tiene una menor
intensidad en el color. Los cambios de este parametro estan relacionados a las variaciones
que experimentd la muestra en las tonalidades verdes (a*) y amarillo (b*) en la muestra al
compararla con RA-1. El 4ngulo colorimétrico (h*) indica el color final de la muestra acorde
a los parametros que indican tonalidad roja (0°), amarillo (90°), verde (180°) y azul (270°).
Los valores que se obtuvieron en el experimento indican dngulos con coloraciones cercanas
al amarillo, 80.58+0.27 y 73.47+0.26 para RA-1 y RA-2, respectivamente.

7.1.4. Contenido de compuestos fenolicos solubles (CFs) y flavonoides en los residuos de

aguacate

El Cuadro 5 muestra la cantidad de compuestos fenodlicos que se encuentran en las
muestras. Los resultados muestran que RA-2 posee un contenido mayor respecto a RA-1. La

mayor abundancia de compuestos en RA-2 se puede explicar por el hecho que, durante la
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segunda extraccion en la pasta de aguacate, los compuestos fenolicos quedan retenidos en la
fase no oleosa. Alara ef al. (2021) plantean que los compuestos fendlicos poseen un caracter
anfipatico y que muestran una mejor afinidad hacia compuestos de caracteristicas polares.
Ademads, se menciona que la mayoria se unen mediante puentes de hidrégeno o bien por
atracciones electrostaticas a carbohidratos y proteinas. Por otro lado, su afinidad molecular
con triglicéridos y acidos grasos libres es poca en comparacion con los compuestos

mencionados anteriormente.

Cuadro 5. Contenido de compuestos fenolicos y flavonoides en los residuos de aguacate

Muestra Fenodlicos (mg EAG/ g PS) Flavonoides (mg EQ/g PS)
RA-1 15.22+0.11* 24.03+ 0.96*
RA-2 16.6620.75° 34.65+ 0.56°

El contenido de CFs se encuentra expresado en mg equivalentes de acido galico en peso seco (mg EAG/g PS).
El contenido de flavonoides se encuentra expresado en mg equivalentes de quercetina por gramos en peso seco
(mg EQ/ g PS). Columnas con diferentes letras mintisculas denotan diferencias (p <0.05).

Dal-Bo¢ y Freire (2022) reportaron contenidos de fenoles (8 a 10.23 mg EAG/ g PS)
en pulpa liofilizada de aguacate cv. ‘Breda’. Los valores mas elevados se obtuvieron cuando
la pulpa fue tratada térmicamente a 50°C, demostrando que el procesamiento contribuye a la
ruptura de las estructuras celulares, acelerando la liberacion de los compuestos fendlicos. Por
otra parte, al incrementarse la temperatura comienzan a ocurrir las reacciones de Maillard,
mismas que también contribuyen al incremento de los compuestos fenolicos cuantificables.
En otro estudio realizado a distintas variedades de aguacate (Quintal, Hass, Fortuna) se
determind el contenido de compuestos fendlicos en distintas partes del fruto estableciendo el
orden cascara > semilla> pulpa. El mayor valor encontrado en la pupa correspondio a la
variedad Hass (2.04+0.04 mg EAG/ g) y en la cascara se reportaron valores de hasta
38.82+0.03 mg EAG/ g en la variedad Quintal (Amado et al., 2019).

Los resultados que se encontraron difieren de lo reportado en la literatura, pero se
debe tener en cuenta que las muestras analizadas pertenecen a residuos de la industria
aceitera. Los valores que se obtuvieron son mayores a los reportados y puede explicarse por
el hecho que durante el proceso de molienda y separacion del aguacate para extraer aceite,
algunos restos de céscara pasan al decantador, por lo que contribuye a un aumento de los

fenodlicos cuantificables. Ademas, los distintos tipos de compuestos fendlicos presentan
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distintos arreglos intramoleculares de los grupos hidroxilos y diferente conformacion
espacial, que son los principales responsables de los distintos valores obtenidos en los
ensayos para su cuantificacion (Zeb, 2020). El método que fue empleado para la extraccion
de estos compuestos solo tuvo presente los fenoles extraibles o solubles, pero en la matriz
aun se encuentran presentes otros compuestos fenolicos ligados a proteinas y carbohidratos
que pueden ser hidrolizados y cuantificados. Por otro lado, en las matrices de origen vegetal
podemos encontrar compuestos fendlicos en forma de taninos condensados los que no son
extraibles con técnicas convencionales. La aplicacion de distintas técnicas de extraccion se
hace necesaria para lograr cuantificar la mayoria de los compuestos fendlicos presentes y de
esta manera tener un mayor panorama acerca del verdadero efecto benéfico potencial de los

residuos (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Los flavonoides son un amplio grupo de compuestos pertenecientes a la familia de
compuestos fenolicos que se caracterizan por su actividad anticancerigena, antioxidante,
antiinflamatoria entre otras (Alara et al., 2021). La estructura de este grupo tiene como
diferencia de acidos fendlicos la presencia de un esqueleto formado por dos anillos fenilos
(A y B) que se encuentran ligados por un anillo de pirano heterociclico (C). Los anillos
pueden tener sustituciones de grupos hidroxilos o metoxilos y en dependencia de las
posiciones se pueden clasificar en flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavononas, flavan-3-
oles y antocianinas (Safe ef al., 2021). La quercetina (flavonol) es uno de los compuestos
mas estudiados y ampliamente distribuido en las matrices vegetales, en consecuencia, se usa
como referencia en el reporte del contenido de flavonoides totales en alimentos (Lai et al.,

2021).

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de flavonoides totales de las muestras
analizadas. Los valores obtenidos fueron de 24.03 + 0.97 y 34.65 + 0.56 mg EQ/ g PS para
RA-1y RA-2, respectivamente. Estos resultados sugieren que durante la extraccion del aceite
de aguacate los flavonoides quedan suspendidos en la fase acuosa, como sucedié con los
compuestos fenodlicos. El procesamiento y la accidon mecanica sobre la pasta de aguacate
también son factores que pueden influir en el aumento de la concentracion de estos cuando
la misma se somete a una segunda extraccion (Dal-Bo y Freire, 2022). Los reportes en

literatura del contenido de flavonoides en residuos de pasta de aguacate son escasos, debido
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a que es descartado por la industria. Sin embargo, existen investigaciones que determinan el
contenido de flavonoides en distintas partes del fruto como semilla y la cascara (Di Stefano
et al., 2017; Figueroa et al., 2018; Cardenas-Castro et al., 2021). Los resultados no pueden
ser comparados, pero si indican que los residuos tienen un excelente potencial para ser
empleado en la formulacién de productos funcionales, tomando como base que compuestos

con caracteristicas antioxidantes son desechados y poco aprovechados por la industria.

Los polifenoles hidrolizables de las muestras de pulpa residual fueron analizados,
asi como una muestra control constituida por el fruto completo liofilizado. Se obtuvieron
valores de 9.56+0.07 mg EAG/g PS para la muestra control, 10.62+0.37 y 5.10+0.09 para
RA-1 y RA-2, respectivamente. Los resultados obtenidos sugieren que a medida que el
aguacate se procesa existe una disminucién del contenido de este tipo de compuestos,
reduciéndose a la mitad su contenido en la pulpa desgrasada residual. Los polifenoles
hidrolizables son compuestos de un peso molecular medio a (300 a 3000 Da) formado de
unidades de 4cido galico unido por enlaces éster a carbohidratos (Carboni Martins et al.,
2022). Existen reportes acerca de que el procesamiento industrial como el calentamiento y
centrifugacion puede hidrolizar los enlaces tipo éster dando como resultado la disminucion

en la cuantificacion de este tipo de compuestos (Garcia-Alonso et al., 2024).

Por otro lado, fueron analizados el contenido de taninos condensados, donde se
encontrd que el mayor contenido corresponde a RA-2 (46.89+0.92) seguido de muestra
control (35.67+0.07) y por ultimo RA-1 (35.67+0.07). Los taninos condensados
(proantocianidinas) corresponden a aquellos compuestos fendlicos que se encuentran
estrechamente vinculados a las estructuras de la pared celular, principalmente proteinas
(Panzella & Napolitano, 2022). De modo general en las técnicas de cuantificacion este tipo
de compuestos no logran ser extraidos, pero constituyen un indicador del potencial que tienen
estos compuestos de ser sustrato fermentativo para la microbiota intestinal. Los resultados
aqui mostrados demuestran que el residuo que se obtiene presenta compuestos bioactivos de

interés incluso luego de su procesamiento industrial.
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7.1.5. Identificacion de compuestos fendlicos en los residuos de aguacate

El residuo de aguacate constituido por la pasta residual de la molienda de la pulpa
desgrasada residual (RA-2) se analiz6 por cromatografia acoplada a masas (MS-MS) con el
objetivo de caracterizar la fraccion polar que contiene los compuestos fendlicos. Se
identificaron tentativamente un total de 5 compuestos (Figura 10). Los compuestos se
identificaron con base a los tiempos de retencion (Tr), el espectro UV e interpretando la
informacion obtenida de los espectros de masa (MS, MS-MS). Ademads, se tomd en cuenta
los patrones de fragmentacion de los espectros de masa registrados en bases de datos y la
informacion previamente reportada en literatura. Estos compuestos son metabolitos

pertenecientes a familias de fendlicos como 4cidos hidroxicindmicos, flavan-3-oles y

flavonol.
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Figura 10. Cromatograma obtenido para RA-2.

El &cido clorogénico perteneciente a los acidos hidroxicindmicos fue identificado a
los 8.3 min con masa carga (m/z) 353.10, el resultado coincide con lo reportado por Lopez-

Cobo et al. (2016) y Figueroa et al. (2018) quienes reportaron la presencia de este compuesto
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en la cascara y la pulpa de aguacate, respectivamente. Posterior del 4cido clorogénico se
observa un pico que presumiblemente puede tratarse de su isomero acido 5-O-cafeoilquinico
al comparar los fragmentos de m/z (191 y 179) con los reportados en la literatura (Figueroa
et al., 2018). En el caso de derivados de 4cido clorogénico (3-O; 4-O; 5-O cafeoilquinico)
solo se han identificado en la cédscara de aguacate (Cardenas-Castro et al., 2021), lo que
indica que la pulpa de aguacate residual con la que se trabaja en esta investigacion puede
incluir cierto contenido de céscara dentro de su composicion. También se identifico a (-)
epicatequina galato (m/z 289.072, 125.025 y Tr de 9.31 min) y su isdbmero, epicatequina
glucopiranosil (m/z 289.072 y Tr de 9.59 min). Distintos reportes existentes en la literatura
han detectado que ambos compuestos se encuentran mayoritariamente en la cascara y la
semilla, no existiendo datos hasta el momento que aseveren su presencia en la pulpa
(Figueroa et al., 2018; Cardenas-Castro et al., 2021). En el minuto 10.68 eluye un compuesto,
el cual en el cromatograma de masas presenta un pico muy definido, pero al realizar la
comparacion de su masa carga con lo reportado en la literatura y bases de datos (PubChem),
no se encontraron coincidencias. En este caso, se podria tratar de algun compuesto que no se
encuentra presente en aguacate y se propondria realizar analisis mas exhaustivos con el
objetivo de poder identificarlo. El flavonol quercetina fue identificado a un Tr 11.71 y m/z
301.06, este compuesto se encuentra presente en la mayoria de los alimentos de origen

vegetal y se ha encontrado la presencia en la semilla y cascara (Emilia et al., 2020).

Los compuestos encontrados en este estudio nos brindan informacién acerca del
variado perfil de compuestos fendlicos presente en los residuos. Al realizar la comparacion
de los resultados con otros autores se puede afirmar que la mayoria de estos provienen de la
cascara o de la semilla del aguacate y no de la pulpa. Dadas estas condiciones, el residuo
estudiado estd constituido por una mezcla heterogénea tanto de pulpa, cascara y semilla de
aguacate. Los reportes tecnoldgicos proporcionados por la empresa mencionan que el fruto
es sometido a un proceso de separacion de los componentes (cascara, pulpa y semilla).
Durante el proceso, un porcentaje mayoritariamente de cascara (tamafio 1.15 £ 0.07 cm) no
es separado de pulpa y pasa junto con la misma al proceso de extraccion de aceite, por lo que

el residuo esta constituido por pulpa desgrasada y las particulas de cascara.
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A través del analisis cromatogréfico se identificaron 10 compuestos en las muestras
de aguacate control y de los residuos de aguacate (RA-1 y RA-2). El Cuadro 6 muestra los
principales compuestos identificados en las muestras analizadas. Los &cidos
hidroxibenzoicos estuvieron en un rango del 3.71 al 11.88% del total de compuestos
identificados para la muestra control y RA-2. RA-2 mostr6 un mayor contenido de acido
galico, mientras que RA-1 present6 un contenido superior de acido protocatéquico. Estudios
previos han reportado la cuantificacion de estos compuestos en residuos de aguacate,
particularmente en la céscara y la semilla. Gonzales (2024) identific6 acido galico en
concentraciones de 0.35 = 0.05 mg/100g en residuos de cédscara y semilla de aguacate. De
manera similar, Zufiiga-Martinez et al. (2021) reportaron aproximadamente 2.1 mg/100g de
este compuesto en residuos industriales de la misma fruta. Los hallazgos de este estudio
indican un mayor contenido de 4cido galico en R-2, posiblemente explicado por el
tratamiento térmico, que puede inducir lisis celular o hidrélisis de algunos compuestos de
naturaleza fenolica como los galotaninos, resultando en la liberacion de moléculas de 4cido
galico. Por otro lado, se identifico un glucésido de acido protocatéquico en RA-1, lo cual
concuerda con Grisales-Mejia ef al. (2024) quienes identificaron el isomero acido
protocatéquico-4-glucdsido en la parte comestible y en subproductos de aguacate. Los acidos
hidroxicindmicos fueron los més abundantes, representando el 55.55% en la muestra control,
el 25.05% en RA-1y el 35.39% en RA-2. Villa-Rodriguez et al. (2020) identificaron el 4cido
clorogénico como el componente mayoritario (0.9 mg/100 g) en la pulpa degradada de
aguacate y Pahua-Ramos et al. (2012) reportaron un contenido de acido protocatéquico de
128 mg/100 g en la semilla de aguacate. Los datos encontrados en la literatura demuestran
que el acido cafeico se encuentra como compuesto mayoritario en la cascara. Por otro lado,
algunos isomeros del acido cafeoilquinico se han reportado previamente en extractos de
cascara de aguacate y otro de los compuestos cominmente encontrado es el &cido

clorogénico, que ha sido reportado varias veces en la literatura (Cardenas-Castro et al., 2023).
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Cuadro 6. Cuantificacién de compuestos fenolicos en los residuos de aguacate

Identidad tentativa del compuesto TR (min) Muestra (mg/100g PS)

Control | RA-1 | RA-2
Acidos hidroxibenzoicos y derivados
Acido galico 7.13 3.71£0.19° n.d 11.88+1.67%
Acido protocatecuico glicosilado 17.74 n.d 3.65+0.31% n.d
Total (mg/100g PS) 3.71£0.19 (%) | 3.65+0.31 (%) | 11.88%1.67 (%)
Acidos hidroxicinamicos y derivados
Acido cafeoilquinico 10.75 31.91+3.11*7 11.74+0.75° 10.61£0.77°
Acido cumaroilquinico 11.1 2.68+0.35° 1.61+0.36° 1.49+0.70°
Glucésido del acido cafeico 11.61 2.33+0.33? n.d n.d
Acido clorogénico 13.04 15.584+3.99% 9.28+1.77° 15.91+1.65%
Acido cafeico 14.3 3.04+0.18° 2.14+0.08° 7.37+£0.97°
Total (mg/100g PS) 55.55+2.23 (%) | 25.05+1.44 (%) | 35.39£3.79 (%)
Flavonoides
Glucoésido de quercetina 15.92 n.d 1.66+0.17* n.d
Taxifolina 17.87 n.d n.d 1.64+0.5?
Quercetina 19.82 n.d n.d 1.03+0.42°
Total (mg/100g PS) 1.66+0.17 (%) | 2.67+0.98 (%)

Los valores representan la media =+ error estandar (n = 3). Las letras minasculas diferentes entre cada fila indican
diferencias significativas (p <0.05) entre las muestras. La cuantificacion se reporté en mg/100 g de peso seco.
n.d. = no detectado. Cuantificado por comparacion con el estandar analitico.

Los compuestos flavonoides fueron detectados en cantidades menores en ambos
residuos y no fueron detectados en la muestra control. El glucésido de quercetina esta
presente en RA-1, pero ausente en RA-2, mientras que en RA-2 se identificaron los
compuestos taxifolina y quercetina. Estudios previos sugieren que los flavonoides se
encuentran principalmente en la cascara de los aguacates debido a su papel esencial en la
integridad de la estructura de la planta, la fotoproteccion contra los rayos UV y la regulacion
de la sefalizacion celular (Roy et al., 2022). Sin embargo, compuestos como taxifolina y
quercetina se han identificado en diversas partes del fruto. Por ejemplo, Figueroa et al. (2018)
reportaron la presencia de quercetina, siete isomeros de quercetina, naringenina y
(epi)galocatequina en frutos de aguacate. Ademds, Zuiiga-Martinez et al. (2021)
identificaron quercetina y quercetina 3-fB-D-glucosido en residuos de aguacate sometidos a
un proceso de hidrdlisis acida. Las diferencias entre los flavonoides detectados en este
estudio y los reportados en la literatura podrian deberse a variaciones en las técnicas de
identificacion. Por ejemplo, Figueroa et al. (2018) emplearon cromatografia liquida de alta

resolucion acoplada a espectrometria de masas de cuadrupolo con ionizaciéon por electro-
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spray y tiempo de vuelo (HPLC-ESI-QTOF-MS), un método de mayor resoluciéon que
permite detectar picos superpuestos y distinguir isomeros. En cambio, nuestro estudio
empled una técnica diferente, que permitié la identificacion de compuestos no reportados

previamente, particularmente en este tipo de residuo agroindustrial.

7.2. Extraccion asistida por microondas

El Cuadro 7 muestra el impacto que tuvo las condiciones del proceso de EAM sobre
el contenido de compuestos fenolicos liberados y la capacidad antioxidante medida por
DPPH y FRAP al aplicarse los tratamientos con microondas en el residuo de aguacate. Los
tratamientos 1 y 5 fueron los que garantizaron una mayor liberacion de compuestos con
valores de 31.70+0.45 y 31.17+0.54 mg EAG/ gPS, respectivamente. Al analizar la influencia
de los factores se aprecia que el empleo de etanol y la mezcla de hidroalcohdlica (30:70)
favorece la liberacion. En el caso del tratamiento 1 se obtiene un mayor valor cuando se
expone la muestra a tiempos de exposicion y potencias bajas, resultando en una disminucién
cuando se aumentan los mismos en las muestras disueltas en este solvente. El
comportamiento general indica que el empleo de etanol favorece la extraccion de compuestos
fenolicos en comparacion de cuando se usa solamente agua. Existe evidencia que indica que
una alta concentracion de etanol acelera la transferencia de sustancias, incrementa la
solubilidad y en consecuencia mejora la tasa de extraccion de compuestos fendlicos

(Dahmoune et al., 2015).
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Cuadro 7. Efecto de las distintas condiciones de EAM sobre el contenido de CFs en los
residuos de aguacate

Tratamiento Xs! Xp? Xé CFs DPPH FRAP
Control - - - 16.13£0.62f 8.64+0.02 1.74+0.09!
1 Etanol 408.23 1.3 31.70+0.45° 23.88+0.03¢ 18.25+0.058
2 Etanol 903.69 4 26.40+0.03¢ 25.97+0.04° 22.19+0.18*
3 Etanol 704.81 2.3 29.96+0.03% 25.95+0.03? 18.59+0.11¢
4 Etanol/Agua 408.23 4 23.25+0.054 8.99+0.02" 15.22+0.094
(70:30)
5 Etanol/Agua 903.69 2.3 31.17+0.54* 7.49+0.05 18.89+0.08°
(70:30)
6 Etanol/Agua 704.81 1.3 23.71+1.294 9.26+0.028 14.25+0.12¢
(70:30)
7 Agua 408.23 2.3 11.18+0.032 10.02+0.124 1.8140.09
8 Agua 903.69 1.3 14.00+0.02°¢ 9.7140.03f 4.89+0.05"
9 Agua 704.81 4 15.63+0.01f 9.83+0.02° 9.05+0.09f

Xs: solvente empleado (%); Xp: nivel de potencia (W); X: tiempo de exposicion a las microondas (min); CFs:
compuestos fenélicos solubles (mg EAG/ g PS); DPPH y FRAP: capacidad antioxidante medida por dos
métodos expresada como mg equivalentes de Trolox por gramo en peso seco (mg ET/ g PS). Diferentes literales
en columnas representan diferencias (p <0.05)

Adicionalmente, la mejor solubilidad de los compuestos fendlicos en soluciones
etandlicas puede explicarse debido a que el etanol presenta un rol primordial en la ruptura de
los enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas existentes entre los compuestos
fenolicos y las proteinas o carbohidratos como la celulosa (Kaderides et al., 2019). Por otro
lado, la estructura y composicién quimica del soluto (compuestos fenolicos) también juegan
un papel importante en la solubilidad de estos en los distintos disolventes. Factores como el
nivel de conjugacion, la presencia de multiples enlaces de grupos hidroxilo va a determinar
qué tan eficiente sea el solvente empleado para maximizar el rendimiento de los fenolicos sin
causar modificaciones en su estructura quimica (Cassol et al., 2019). Es importante tener en
cuenta que durante el proceso de EAM se lleva a cabo una excitacion y cambio de momento
dipolar de las particulas del solvente lo que provoca que se genere calor. El aumento de la
temperatura dentro del sistema favorece la ruptura de las distintas estructuras celulares y se

incremente la difusividad de compuestos al medio extracelular (Alara ef al., 2021).

En contraste, los tratamientos 7, 8 y 9 mostraron una extraccion menor de los CFs

en comparacion con el control, independientemente del tiempo de exposicién a las
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microondas y la potencia aplicada. Este comportamiento indica que durante estos
tratamientos ocurren procesos que contribuyen a una degradacién u oxidacion de los CFs.
Kroehnke et al. (2018) determinaron que la aplicacién de tratamientos con microondas en
medios acuosas genera la oxidacion de compuestos fenolicos y flavonoides. La rotacion del
dipolo por la accion de las microondas puede causar dafios a nivel molecular favoreciendo la

oxidacién de los compuestos fenolicos (Plazzotta et al., 2020).

Los valores de la capacidad antioxidante mostraron que ambos ensayos (DPPH y
FRAP) varian significativamente con el solvente empleado. La totalidad de los tratamientos
muestran valores superiores al control, traduciéndose en una mayor capacidad antioxidante.
Los resultados demuestran la correlacion existente con las medidas realizadas para los CFs.
Los mayores valores de capacidad antioxidante por DPPH y FRAP corresponden al
tratamiento con mayor rendimiento de extraccion de CFs. Este comportamiento demuestra
que la aplicacion del proceso de EAM sobre el residuo de pulpa de aguacate provoca el
aumento de las propiedades antioxidantes en los extractos generados. Sin embargo, existe
una diferencia entre ambos ensayos y puede explicarse por los diferentes mecanismos
implicados para neutralizar la formacion de moléculas oxidantes. Los ensayos por DPPH
midieron principalmente la capacidad de los compuestos fendlicos para donar un atomo de
hidrogeno (H") al radical libre DPPHe; por otro lado, la metodologia por FRAP se basa en
la capacidad de los CFs para reducir el complejo ion férrico-TPTZ mediante transferencia de
electrones. Ambos mecanismos sirven para dilucidar qué tan eficientes son los compuestos
quimicos presentes en los extractos como agentes antioxidantes (Fernandez-Marin et al.,

2021).

7.2.1. Modelos matematicos de prediccion

Los valores de los CFs de las 9 combinaciones experimentales se ajustaron a un
modelo polinomial de segundo orden y los elementos no significativos fueron eliminados.
Los coeficientes de correlacion de las interacciones significativas del modelo matematico se

expresan en la ecuacion:

CFs = —25.7944 + 0.5419X; + 0.1469X, + 0.1925X; — 0.0007 Xg* — 0.0002 X >
—0.0003 X;% — 0.0025 Xg Xp
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El anélisis d¢ ANOVA del experimento se muestra en el Cuadro 7, asi como los
distintos factores e interacciones significativas (p < 0.05) para describir el comportamiento
de la variable independiente (CFs). La correlacion que existe entre los factores la variable de
respuesta resulto en valores de R?=0.99699, lo que sugiere que el modelo es adecuado para
predecir el comportamiento de los CFs. El valor de R? ajustado se encuentra muy cercano a
la unidad, indicando de esta forma que la bondad de ajuste o que el modelo matematico
predice de una manera casi perfecta la extraccion de los CFs. Por otro lado, los porcentajes
de contribucion de cada uno de los factores sobre el CFs fueron calculados, en este caso se
tiene en cuenta cuanto influye cada factor sobre la variable de respuesta. La componente
lineal del solvente empleado fue el factor que tuvo una mayor influencia sobre la extraccion
de CFs seguido de la componente cuadratica del tiempo de exposicion, lo que demuestra que
ambos factores tienen un rol importante en una mejor extraccion de los compuestos fendlicos

en RA-2.

Como para el caso de los compuestos fenodlicos, los datos experimentales se
utilizaron para ajustar el modelo de regresion de respuesta para la capacidad antioxidante
expresada por DPPH y FRAP. El Cuadro 9 muestra los resultados de ANOVA para el modelo
de regresion considerando ambos métodos para la expresion de la capacidad antioxidante. Se
identificaron como factores significativos la accion conjunta del disolvente empleado con la
potencia de microondas, los efectos cuadraticos de los factores y la interaccion de Xs'x
(Xp?)%. Los porcentajes de contribucion para DPPH mostraron que la componente lineal y
cuadratica del solvente empleado contribuyen positivamente a un aumento de la capacidad
antioxidante medida por este parametro. En contraste, la potencia de salida y el tiempo de
exposicion tienen contribuciones muy pequenas respecto al aumento de los valores de dicho
parametro. En el caso de la capacidad antioxidante medida por FRAP, los componentes
lineales de solvente empleado, potencia de salida y tiempo de exposicion son los factores que
en mayor medida contribuyen al aumento de los valores de la capacidad antioxidante medida

por FRAP.

Los valores de R? y R? ajustado se alinean para ambas variables dependientes. Con
respecto al DPPH, el R? ajustado sugiere que el 99.99% de la variacion en los pardmetros del

DPPH se puede atribuir al disefio utilizado. De manera similar, para el FRAP, el 99.98% de
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la variacion corresponde al mismo modelo. En resumen, los resultados de ANOVA sugieren
que el modelo podria utilizarse como una herramienta para predecir el desempefio de la
capacidad antioxidante por DPPH y FRAP. El modelo polindmico predictivo de segundo
orden para la capacidad antioxidante por DPPH y FRAP de extractos de ARP mediante
extraccion asistida por microondas, representado en términos de niveles de factores

codificados, se expresa en las ecuaciones siguientes:

DPPH = 16.1884 — 0.5012X — 0.0271X2 — 3.2649X3 + 0.0057(X%)?
—0.0001(X3)? + 0.6928(X2)? — 0.0006X2(X2)?

FRAP = 11.1557 + 0.2169X! + 0.0252X% + 6.1598X7 — 0.0015(Xx¢)?
—0.0001(X3)? — 0.6829 + 0.0004X3 (X3)?
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Cuadro 8. Analisis de varianza del modelo de regresion para el contenido de compuestos
fendlicos, actividad antioxidante medida por DPPH y FRAP en pulpa de aguacate residual

Factor SS df MS F P %contribucion
CFS

Xs': Solvente empleado (L) 1134.727 1 1134.727 4721.791 0.000000 77.8
(Xs")*: Solvente empleado (Q) 11.409 1 11.409 47.473 0.000002 0.78
Xp*: Potencia de salida (L) 28.980 1 28.980 120.592 0.000000 1.98
(X»%)*: Potencia de salida (Q) 5.309 1 5.309 22.091 0.000178 0.36
X;: tiempo de exposicion (L) 9.095 1 9.095 37.846 0.000008 0.62
(X% tiempo de exposicion (Q) 120.753 1 120.753 502.474 0.000000 8.28
Xs'x Xp? 54.746 1 54.746 227.809 0.000000 3.75
Xs'x (Xp?)? 91.8351 1 91.835 382.142 0.000000 6.43
Error 4.326 18 0.240
R? 0.99699
R? ajustado 0.99566

DPPH
Xs': Solvente empleado (L) 1063.316 1 1063.316 1276854 0.000000 55.67
(Xs")*: Solvente empleado (Q) 829.339 1 829.339 995889 0.000000 43.43
Xp*: Potencia de salida (L) 0.009 1 0.009 11 0.004378 0.0004
(X»%)*: Potencia de salida (Q) 0.987 1 0.987 1185 0.000000 0.051
X,: tiempo de exposicion (L) 2.720 1 2.720 3266 0.000000 0.14
(X% tiempo de exposicion (Q) 4.071 1 4.071 4888 0.000000 0.21
Xs'x Xp? 1.693 1 1.693 2033 0.000000 0.08
Xs'x (Xp?)? 7.570 1 7.570 9090 0.000000 0.41
Error 0.015 18 0.01
R? 0.9999
R? ajustado 0.9999

FRAP
Xs': Solvente empleado (L) 543.830 1 543.8298 92067.75 0.000000 58.46
(Xs")*: Solvente empleado (Q) 55.788 1 55.7876 9444.57 0.000000 5.99
Xp*: Potencia de salida (L) 202.400 1 202.3997 34265.29 0.000000 21.75
(X»?)*: Potencia de salida (Q) 15.277 1 15.2769 2586.31 0.000000 1.64
X tiempo de exposicion (L) 105.863 1 105.8635 17922.17 0.000000 11.38
(X)%: tiempo de exposicion (Q) 3.955 1 3.9545 669.49 0.000000 0.42
Xs'x Xp? 0.011 1 0.0112 1.90 0.184814 0.001
Xs'x (Xp?)? 3.030 1 3.0297 512.92 0.000000 0.35
Error 0.106 18 0.0059
R? 0.99991
R? ajustado 0.99987

Xs: solvente empleado (%); Xp: nivel de potencia (W); Xi: tiempo de exposicion a las microondas (min); L:

interacciones lineales; Q: interacciones cuadraticas.
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7.2.2. Analisis grafico de los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante

La interaccion de la potencia de salida de microondas con el solvente empleado en
los experimentos se muestra en la Figura 11 A en forma de grafico de superficie de respuesta.
En el grafico se aprecia que existen dos condiciones que garantizan una maxima extraccion
de CFs, cuando se someten los residuos a condiciones de baja potencia y concentraciones de
etanol al 100% y a altas potencias e iguales concentraciones de etanol. En la figura 11 se
aprecia que los valores de CFs se incrementan al aumentar las concentraciones de etanol. El
comportamiento indica que el proceso de extraccion se rige por la composicion del solvente
empleado y que la potencia no pareciera influir en la extraccion de los compuestos en la
misma medida que lo hace el solvente. Existen reportes que indican que el solvente
condiciona la cantidad de compuestos extraidos de distintas matrices alimentarias (Kaderides

etal.,2019). Por ejemplo, el agua se considera un absorbente de microondas medio, mientras
que el etanol es considerado un fuerte absorbente de las microondas. Esta caracteristica
posibilita que las microondas se absorban con mayor facilidad y sean convertidas en calor,

promoviendo la rapida ruptura del material vegetal y una mayor difusion de los compuestos

de interés (Galan et al., 2017).
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Figura 11. Graficos de superficie de respuesta del proceso de EAM. Efecto del nivel de potencia y el solvente sobre el

contenido de compuestos fendlicos extraibles (A); (B) influencia del tiempo de exposicion a las microondas y el solvente
empleado sobre los CFs.
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La Figura 11 B describe el comportamiento de X:, Xs y como afectan al contenido
de CFTs, hay un valor méximo y dos minimos en toda la superficie de respuesta. La
extraccion de los compuestos va aumentando hasta un valor comprendido entre los 2.5 - 3.1
min y transcurrido este tiempo comienza a disminuir. Este comportamiento puede deberse a
que, al someter el material vegetal a cortos tiempos de tratamiento, el mismo no garantiza
que se liberen en su totalidad los compuestos de interés. Por el contrario, si el material se
somete a tratamientos por encima de los 3.1 min se observa una reduccién en los CFs
posiblemente asociado a reacciones de degradacion y/ oxidacién. Quintero Quiroz et al.
(2019) plantean que el material vegetal al estar en contacto con las microondas por un tiempo
superior a los 5 min comienza a desarrollarse reacciones de oxidacion de los compuestos
fenolicos. Por otro lado, también se plantea que pueden existir otros factores que condicionan
la transferencia de los compuestos de interés al disolvente como el tamafo de particula del
material vegetal, solvente empleado y la relacion soluto/disolvente (Rodsamran y Sothornvit,
2019). En el caso de nuestra investigacion, el material lo constituye un residuo agroindustrial
(ya procesado) por lo que se puede esperar que los tiempos de extraccion se reduzcan en

comparacion con muestras que solo fueron acondicionadas para el proceso de EAM.

El analisis de los graficos de contorno muestra que al elevarse el contenido de etanol
aumenta la capacidad antioxidante en los extractos para los ensayos DPPH y FRAP (Figura
12 A y C). Ademads, se observo que prolongar el tiempo de extraccion genera valores
superiores de capacidad antioxidante en ambas metodologias (Figura 12 B y C).
Especificamente, las Figuras 12 A y B ilustran las tendencias en la capacidad antioxidante
medida por DPPH. Se alcanzaron valores superiores a 20 mg ET/g PS con concentraciones
de etanol superiores al 80%. En cuanto al tiempo de extraccion, también se obtuvo valores
elevados con el aumento de este, aunque en menor medida respecto al impacto del solvente
empleado. Curiosamente, la potencia de microondas aplicada no parece afectar notablemente
el aumento de la capacidad antioxidante, ya que no hay un aumento perceptible en la
superficie de respuesta cuando se elevan sus valores. En consecuencia, los resultados
sugieren una mejora significativa en la capacidad antioxidante con concentraciones altas de
etanol, un impacto relativamente menor teniendo en cuenta al tiempo de exposicion y una

menor influencia de la potencia de microondas.
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Figura 12. Graficos de superficie de respuesta del proceso de EAM. Efecto del tiempo de extraccion sobre la capacidad
antioxidante por DPPH (A). Efecto del tiempo extraccion y potencia de microondas sobre DPPH (B). Efecto de la

relacion de disolvente y la potencia de microondas sobre FRAP (C). Efecto del tiempo de extraccion y potencia de
microondas sobre FRAP (D).

Almusallam ef al. (2021) encontraron resultados similares cuando investigaron el
efecto de la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos bioactivos de espiguillas de
palmera datilera, reportaron que la capacidad antioxidante por DPPH incrementaba medida
que la concentracion de etanol aumentaba por encima del 50%. En otro estudio se empleo6 la
extraccion asistida por microondas para recuperar polifenoles de desechos industriales de
Thymus serpyllum, los autores informaron que los términos lineales y cuadraticos de la

concentracion de etanol y el tiempo de extraccion exhibieron una influencia muy significativa
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en los valores de DPPH. La mayor capacidad antioxidante (6.107 mg ET/g) se observo
utilizando 75% de etanol durante un periodo de 12 minutos (Mrkonji¢ ef al., 2022). Si bien
las comparaciones directas de los resultados no son factibles debido a las distintas
condiciones y equipamiento empleado, la tendencia describe que los mayores valores se
obtienen con una mayor concentracion de etanol y tiempos de exposicion prolongados. Este
tipo de tendencia se puede explicar por el hecho de que el aumento en la concentracion de
etanol promueve la disolucion de los compuestos fendlicos durante el proceso de extraccion
por microondas (Fadimu et al., 2020). Las mezclas de agua y etanol juegan un papel
importante en la extraccion de compuestos fenolicos. El agua actiia como un agente que causa
solvatacion, mientras que el etanol rompe los enlaces entre los compuestos fenolicos y las
estructuras celulares. Asi, un aumento en la concentracion de etanol genera la extraccion de
mas compuestos fendlicos con una alta capacidad antioxidante, por el contrario, una
reduccion de la concentracion de etanol trae como resultado la extraccion de moléculas que
interfieren en la cuantificacion produciendo bajos valores de capacidad antioxidante (Akhtar

etal., 2019).

Los valores obtenidos para FRAP presentan un comportamiento distinto al
compararlos con la capacidad antioxidante medida por el método DPPH. La Figura 12C
ilustra que el efecto combinado de la relacion de solvente con la potencia del microondas
duplica los valores de capacidad antioxidante (22 mg ET/g PS), contrastando con valores
independientes que solo alcanzan hasta 10 mg ET/g PS. Ademas, la Figura 12D demuestra
que la interaccion entre el tiempo de extraccion y la potencia del microondas mejora la
capacidad antioxidante de los extractos en comparacion con los efectos independientes de
estos factores. El tiempo de exposicion, la potencia de microondas y el tipo de disolventes
contribuyen positivamente a aumentar la capacidad antioxidante en la pulpa residual tratada
con microondas. Como se explicd anteriormente en relacion con los compuestos fenolicos y
los valores de capacidad antioxidante (DPPH), el aumento de la concentracion de etanol
también ayuda a extraer ciertos componentes, mejorando asi la capacidad antioxidante
medida por FRAP. De manera similar, los tiempos de extraccion maés prolongados
contribuyen a romper las paredes celulares y liberar compuestos bioactivos en el solvente de
extraccion y contribuyen a elevar la capacidad antioxidante de los extractos. Otro aspecto

importante es el hecho de que las metodologias empleadas para evaluar la capacidad
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antioxidante del extracto de RA podrian analizar diferentes grupos de compuestos
antioxidantes, que podrian coincidir parcialmente. Por un lado, el método FRAP evalua el
contenido de especies donadoras de electrones con un cierto potencial redox, mientras que el

método DPPH evalua la capacidad captadora de radicales libres de una muestra (Solaberrieta

etal.,2022).

Dada la estrecha conexion entre la capacidad antioxidante y el contenido de
compuestos fendlicos, es evidente un patron similar con respecto a la concentracion de etanol.
El fendmeno podria explicarse por el aumento del momento dipolar del disolvente debido a
una mayor absorcion de microondas. Ademas, el tipo de disolvente muestra una atraccion
mas fuerte hacia los compuestos fendlicos moderadamente lipdfilos, lo que resulta en una
mejora de la penetracion del disolvente en las células vegetales, mejorando asi el
calentamiento y facilitando la transferencia de masa de la fase solida a la liquida (Marti¢ et

al., 2022).

Los gréficos de superficie de respuesta demuestran que la aplicacion de microondas
favorece el proceso de extraccion de los compuestos bioactivos. Cuando se empled etanol
para la extraccion el rendimiento de los compuestos fue mayor. Posteriormente, se realizo la
optimizacion de la variable de respuesta buscando las condiciones operacionales que
garanticen un valor maximo de extraccion de los compuestos de interés, asi como la
capacidad antioxidante. El modelo predictivo reflej6 que el maximo valor se obtiene al
someter a RA-2 a una potencia de 477.67 W por 3.05 min y haciendo uso de etanol como
solvente. Los valores 6ptimos estimados para el proceso de EAM vy su intervalo de confianza

se enumeran en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Valores maximos para la optimizacion de la EAM.

Parametro CFs DPPH FRAP
Respuesta optima 31.25° 24.74° 21.27¢
+95% intervalo de confianza 32.80 25.98 22.33

-95% intervalo de confianza 29.68 23.50 20.20

Valor experimental 31.244+0.43? 24.51+0.28° 21.58+0.47¢

CFs: compuestos fendlicos solubles (mg EAG/ g PS). DPPH: capacidad antioxidante medida por DPPH (mg
ET/ g PS); FRAP: capacidad antioxidante medida por FRAP (mg ET/ g PS). Literales diferentes indican
diferencias (p<0.05).

Las condiciones Optimas para extraccion de los CFs y capacidad antioxidante
fueron validadas a través de ensayos experimentales para corroborar que existen semejanzas
entre los valores predichos por el modelo y el comportamiento real de las variables de
respuesta. Los resultados experimentales (Cuadro 9) demuestran que el modelo es confiable
y predice el comportamiento de las variables de respuesta. La informacién reportada para R?
en el Cuadro 9 indica que la variabilidad de la variable de respuesta puede ser explicada por
el modelo. Ademas, los valores de R? ajustado indican que existe una buena concordancia

entre los valores experimentales para la extraccion y los predichos por el método estadistico.

7.3. Evaluacion sensorial

La Figura 13 presenta el perfil cuantitativo descriptivo de las puntuaciones
obtenidas de los panelistas en cuanto a los parametros de color, aroma, sabor y aceptabilidad
general. El atributo color no fue influenciado por la concentracion de los extractos (p>0.05).
En cuanto al aroma, la inclusién del 1% del extracto promueve una percepcion favorable,
mientras que concentraciones mas altas resultan en un agrado moderado del producto por
parte de los consumidores. La concentracion del extracto provocéd diferencias en el sabor,
que siguid la tendencia T-1.5<T-0.5<Control<T-1.0. La formulacién T-1.0 logré la mayor
aceptabilidad general, con un promedio de 8 puntos, lo que indica una fuerte preferencia ("me
gusta mucho") segun la escala empleada. Por el contrario, T-1.5 fue la formulacién menos
aceptada, recibiendo puntuaciones de alrededor de 6, lo que indica que los consumidores s6lo

prefirieron ligeramente este jamon. Los hallazgos sugieren que la inclusion del 1.0% del
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extracto resultd en el mayor nivel de aceptacion entre los consumidores para el jamon

formulado.

Color

—o— Control —o—T-0.5%

—0—T-1.0% —0—T-1.5%

Aceptabilidad _
general

Sabor

Figura 13. Perfil cuantitativo y descriptivo de los distintos jamones formulados variando el porcentaje de
extracto optimizado incorporado.

Los resultados de evaluacion sensorial de los jamones adicionados con 1, 3, 5y
10% del extracto optimizado del residuo de aguacate se muestran en la Figura 14. A medida
que se incremento el porcentaje de extracto optimizado adicionado, los jueces percibieron
este cambio sobre todo en el aroma y sabor. Los puntajes mas bajos otorgados por los jueces
evaluadores correspondieron al jamén adicionado con el 10% de extracto de residuo de
aguacate. Es importante mencionar que solo fueron perceptibles estos cambios en el aroma
y el sabor solo para Ext 10%, mientras que los jueces le dieron clasificaciones similares al
resto de los jamones, indicando que no existe diferencia entre ellos para los parametros de
aroma y sabor. Otro de los aspectos importantes evaluados fue el color, los jueces calificaron
mejor a los jamones con 1, 3 'y 5% de extracto optimizado de aguacate afiadido. Por otro lado,
tuvieron una percepcion menor del color el jamon control y el menor fue el jamén adicionado
con 10% del extracto que present6 una puntuacion global de 6.14 correspondiente a me gusta

ligeramente.
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Figura 14. Perfil cuantitativo y descriptivo de los distintos jamones formulados variando el porcentaje de
extracto optimizado incorporado.

Los resultados indican que el porcentaje del extracto optimizado de residuo de
aguacate incorporado a los jamones afectan los parametros de color, sabor y aroma, siendo
mas marcada la diferencia en los jamones adicionados con el 10%. La aceptabilidad general
de los jamones también fue evaluada, el puntaje mas elevado corresponde al jamon
adicionado con el 1% (7.52) correspondiente a me gusta moderadamente, es interesante
sefialar que, aunque estuvieron en el mismo rango de aceptacion el puntaje promedio de los
jueces dados al jamon control fue menor. La menor aceptabilidad la presentd el jamon
adicionado con el 10%. Los panelistas mencionaron que se perciben sabores astringentes,
acidos y la presencia de olor a materia vegetal. Este hecho demuestra una gran paradoja en
la formulacioén de alimentos con adicion de compuestos fenolicos, ya que la incorporacion
de estos le puede conferir caracteristicas poco apetecibles a los consumidores, dada la
naturaleza astringente de los compuestos adicionados (Nascimento et al., 2024). Por este
motivo el andlisis sensorial es una herramienta necesaria para lograr productos que sean
beneficiosos y a su vez satisfacer las demandas de los consumidores. Los jueces prefirieron
los jamones adicionados con el 1% de extracto optimizado de residuos de aguacate sobre el

resto elaborado con concentraciones mayores. Los resultados sirven para afirmar que no
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siempre los productos con mayor cantidad de bioactivos son los mas aceptados, por lo que
se necesita un balance al momento de la realizacion de formulaciones de alimentos con

caracteristicas funcionales.

7.4. Encapsulacion de los CFs presentes en extractos del residuo de aguacate

7.4.1. Rendimiento de encapsulacion

Al realizar el proceso de secado por aspersion de los extractos se obtuvo un
rendimiento de encapsulacion de 67.24% cuando se utilizd como agente encapsulante la
mezcla de grenetina/ maltodextrina (50%) y de un 89.87% al emplear solamente
maltodextrina. Los resultados sugieren que la utilizacion de maltodextrina como agente
encapsulante es mas eficiente que cuando se sustituye el 50% de esta por grenetina. El
rendimiento del secado por aspersion estd vinculado principalmente a la adhesion de las
microcapsulas a la camara de secado y a perdidas de producto debido a su aglutinacion.
Bhesh et al. (1997) demostraron que existe una sinergia entre los componentes de la mezcla
a secar y es probable que se pueda alterar la temperatura de transicion vitrea, lo que provoca
que el polvo que se encuentra en la camara pase de un estado vitreo a un estado gomoso que

crea adherencias en la camara.

La diferencia mostrada en este estudio bien puede explicarse por el fendmeno
anteriormente planteado, ya que, la grenetina presenta una temperatura de transicion vitrea
(217°C) superior a la maltodextrina (121°C). Las caracteristicas intrinsecas del material
encapsulante demuestran que la grenetina necesita de una temperatura superior a la aplicada
en el estudio (120°C) para pasar de un estado liquido viscoso o gomoso a un estado vitreo
(Saavedra-Leos et al., 2022). Debido a esto, la temperatura de transicion de la maltodextrina
esta cercana a las condiciones de trabajo por lo que no ocurrird una gran aglomeracion de
particulas dentro de la cdmara, traduciéndose en un mayor rendimiento de encapsulacion

respecto a la mezcla de grenetina /maltodextrina.

64



7.4.2. Contenido de humedad y actividad de agua de los encapsulados

El Cuadro 10 muestra los resultados de la humedad y actividad de agua (aw) de los
encapsulados obtenidos. El empleo de maltodextrina como material encapsulante produjo un
solido con una menor humedad lo que indica que el proceso de deshidratacion ocurre con
una mayor eficiencia para este material encapsulante. Este comportamiento puede ser
explicado por las propiedades termodinamicas de los distintos materiales encapsulantes.
Anteriormente se habia mencionado que la temperatura de transicion al estado vitreo tiene
un rol importante en las caracteristicas fisicas de los encapsulados obtenidos. En este caso,
la maltodextrina posee una temperatura de transicion menor que la grenetina, por lo que, al
someterse ambos agentes a las mismas condiciones de secado, la deshidratacion de la gota

ocurrira de una manera mas rapida en la solucidon que contiene maltodextrina al 100%.

Cuadro 10. Contenido de humedad y actividad de agua de los encapsulados obtenidos.

Muestra Humedad (%, b.h.) aw
M/G50 1.99+0.122 0.2254+0.0012
M100 1.67+0.06° 0.306+0.001°

Literales diferentes indican diferencias (p<0.05).

Por otro lado, la actividad de agua varid entre 0.225 y 0.306. Tonon et al. (2009)
comprobaron que valores de aw iguales o menores a 0.3 es mejor para la estabilidad del polvo.
Valores menores indican que existe menor cantidad de agua libre disponible para el
crecimiento de microorganismos y reacciones bioquimicas redox, provocando un aumento
en la vida ttil y conservacion de las caracteristicas quimicas de los compuestos encapsulados

(Figura y Teixeira, 2023).

7.4.3. Parametros de color de los encapsulados

Los valores de color de los encapsulados sin y con los extractos residuales de
aguacate se muestran en la Figura 15. Los encapsulados que se obtuvieron con el material
encapsulante ya sea la mezcla de maltodextrina/ grenetina o maltodextrina presentan valores
superiores de luminosidad (L*) e inferiores para los parametros de a* y b* (p< 0.05). En el

caso de L*, luego de afiadirse el extracto residual de aguacate su valor disminuye en los
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encapsulados obtenidos, traduciéndose en la obtencion de encapsulados de opacidad mayor.
Ademas, cuando se realiza la comparacion de ambos encapsulados ya con el material vegetal
incorporado (M/GE y ME) se observa que un aumento en la concentracion de maltodextrina
provoca una disminucion en la luminosidad de los polvos obtenidos. Los encapsulados con
el material vegetal poseen un mayor valor de a* y b*, lo que indica que existe una tendencia
hacia las tonalidades rojas y amarillas respectivamente, aunque los valores sean bajos y no
se aprecien a simple vista. Para ambos casos la incorporacion del material vegetal provoco

un aumento en ambos parametros al compararlos con los agentes encapsulantes solamente.

100 b a
== M/G
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Figura 15. Parametros de color evaluados en el material encapsulante: maltodextrina/ grenetina (M/G),
maltodextrina (M) y en los respectivos encapsulados: M/GE y ME. Literales diferentes en cada parametro
indican diferencias (p<0.05).

El valor de AE en la mezcla de maltodextrina grenetina (50/50) fue de 44.008 y
para el caso en el que se emple6 solamente maltodextrina como material encapsulante fue de
56.735. Ambos encapsulados mostraron dispersiones hacia colores ligeramente mas oscuros.
Este tipo de modificaciones pueden ser atribuidas a la naturaleza del propio material vegetal
que posee un color marrén con tonalidades amarillas lo que imparte un cambio de color al
compararlos con los valores obtenidos para los materiales encapsulantes. Ahmad et al. (2017)

reportaron que la incorporacion de acido félico después de su encapsulacion les impartié un
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color amarillo y rojizo a microcapsulas de castafias de indias con ciclodextrina como material
encapsulante. Los resultados demuestran que al igual que en nuestro estudio el compuesto o
los compuestos de interés son capaces de conferirle distintas coloraciones a los encapsulados

obtenidos.

7.4.4. Eficacia del proceso de encapsulacion

El contenido de compuestos fenolicos demuestra que no existen diferencias entre
los extractos preparados con la mezcla maltodextrina/grenetina y maltodextrina, indicando
que ambos presentan las mismas caracteristicas antes de ser sometidos al proceso de secado
(Figura 16). Posterior al secado por aspersion, se observa una disminucion del contenido de
fenolicos para ambos casos, siendo més evidente la disminucidon en el encapsulado de
maltodextrina/grenetina (p< 0.05). La mayor cantidad de fenolicos estuvo relacionada al
contenido de maltodextrina y el reemplazo de grenetina al 50% reduce el contenido de
(40.09+£ 0.51) a (33.28+1.72) mg EAG/g PS. La disminucion de fenolicos pude ser atribuido
a las caracteristicas intrinsecas de la maltodextrina y la grenetina que ocasionan diferentes
grados de retencion de los compuestos en la estructura interna de la microcapsula (Sarabandi

etal.,2019).
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Figura 16. Parametros de color evaluados en el material encapsulante. maltodextrina/ grenetina (M/G),
maltodextrina (M) y en los respectivos encapsulados: M/GE y ME. Literales diferentes en cada parametro indican
diferencias (p<0.05).
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Adicionalmente, para tener un mejor entendimiento del proceso de encapsulacion
de los compuestos fendlicos se realizan pruebas de eficacia para estimar la capacidad de
retencion de compuestos de la mezcla de maltodextrina/grenetina y maltodextrina como
agentes encapsulantes. De acuerdo con los célculos realizados la eficacia de la encapsulacion
al emplearse la mezcla de grenetina/maltodextrina fue de 60.48 + 2.14% y cuando se utilizo
la maltodextrina fue de 55.29 + 0.20%. El resultado reportado se puede contrastar con el
contenido de compuestos fendlicos de la Figura 16, donde los valores obtenidos corresponden
a los fendlicos que no se encuentran retenidos en las microcapsulas para el caso de M/GE y
ME. El mayor contenido corresponde a los encapsulados que tiene a la maltodextrina como
material encapsulante y a su vez es la que posee una menor eficacia de encapsulacion. Esto
indica que la maltodextrina no es capaz de retener en la microcapsula a los compuestos

fenolicos dando como resultado un mayor valor en los compuestos fendlicos solubles.

Estudios llevados a cabo para la encapsulacion de orujos de acerola empleando
maltodextrina arrojaron porcentajes de encapsulacion de hasta el 50% (Rezende et al., 2018).
Por otro lado, un estudio realizado por de Aratjo et al. (2020) donde emplearon la mezcla de
grenetina/maltodextina para la encapsulacion de fendlicos procedentes de aceite de cascara
de naranja se obtuvo una eficacia de encapsulacion de 75.75%. Los valores que se reportan
en ambos estudios pueden compararse con nuestro estudio, aunque existen algunas
variaciones en las condiciones experimentales, sobre todo en las concentraciones empleadas
de los agentes encapsulantes. Para darle explicacion a los fenomenos de encapsulacion, se
puede decir que las pérdidas de los compuestos durante el proceso de secado pueden ocurrir
debido a varios factores como la concentracion de los agentes encapsulantes o fendémenos
asociados al propio proceso como la formacion de fisuras superficiales por la rapida

evaporacion del agua y el uso de elevadas temperaturas (Malacrida et al., 2022).
7.4.5. Cinética de liberacion de compuestos fenolicos

La Figura 17 muestra la cinética de liberacion de los compuestos fendlicos del
encapsulado que tuvo un mayor porcentaje de encapsulacion (M/GE). En el grafico se aprecia
que el punto maximo de liberacion de compuestos fendlicos ocurre después de 20 min. Antes
de alcanzar este tiempo, existe una liberacion gradual de los compuestos fenolicos retenidos

en los encapsulados. Posterior a este tiempo y hasta que se concluy6 el experimento (180
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min) no existié una variacion en el contenido de fenolicos. El comportamiento sugiere que
el pico maximo de liberacion es a los 20 min y adicionalmente, que las condiciones a las que
se someten los encapsulados no son los suficientemente drésticas para garantizar la total

ruptura de la capsula, con la siguiente liberacion de compuestos fenolicos.
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Figura 17 Cinética de liberacion de compuestos fenolicos de los encapsulados de pulpa residual de aguacate.
Diferentes letras denotan diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).

La cinética de liberacion tiene caracteristicas de primer orden, en este tipo de casos,
los compuestos suelen liberarse de manera exponencial y llegado cierto tiempo se mantienen
constantes los valores de concentracion en el tiempo (Luginbuhl ez al., 2017). Ademas, se
realizaron los céalculos para la tasa de liberacion (k) y el porcentaje de liberacion de
compuestos fenolicos. Los encapsulados presentan una liberacion de 0.041+0.002 mg EAG/g
PS*min y porcentajes de liberacion de 25.77+0.09 %. Una posible explicacion a la obtencion
de estos valores es que las condiciones a las que se ejecuta el experimental no favorece que
se liberen de la capsula la totalidad de los compuestos fendlicos dado el porcentaje de
liberacion calculado. Por otro lado, Borah et al. (2023) mencionan que el perfil de liberacion
de compuestos fenolicos de encapsulados puede describirse como una curva dependiente del
tiempo y puede clasificarse en liberacion en rafaga, retardada, activada, dirigida y sostenida.
Posteriormente, se realizaron los calculos de la concentracion en el equilibrio, observandose
que se alcanza con un valor de 9.82 mg EAG/g PS. En este caso, la curva muestra una rapida
liberacion para un posterior mantenimiento en el tiempo de la concentracion, coincidiendo

con el comportamiento de una liberacién controlada. Los resultados encontrados en esta
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investigacion concuerdan con los reportes de Taheri y Jafari (2019) donde describen que el
empleo de encapsulados como sistemas de liberacion controlada protegen a los compuestos
fendlicos atrapados en el material encapsulante y logran una liberacion controlada bajo las

condiciones del pH intestinal.

7.5. Estudios de bioaccesibilidad in vitro

7.5.1 Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos solubles totales en los residuos de

aguacate (RA)

Los resultados del estudio de digestibilidad, asi como los porcentajes de
bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos solubles de los residuos de aguacate se
muestran en el Cuadro 11. En la fase intestinal se puede observar que existe una mayor
liberacion de compuestos que en el resto de las fases, siendo la muestra control la que posee
una mayor liberacion en comparacion con RA-1 y RA-2. Este comportamiento sugiere que
los compuestos presentes en la muestra control se encuentran mds accesibles para su
absorcion en la etapa intestinal que los compuestos de los residuos de aguacate. Es importante
mencionar que los niveles ligeramente mas elevados de compuestos fendlicos accesibles en
la muestra control se debe principalmente a la existencia de una mayor cantidad de
compuesto fenodlicos libres. Esta afirmacion puede sustentarse debido a que los andlisis de
los CFs realizados en la muestra control arrojaron valores de 59.52+1.67 mg EAG/g PS,
superiores a los encontrado en los residuos de aguacate utilizados que fueron de 15.22+0.11

mg EAG/g PS para RA-1y de 16.66+0.75 mg EAG/g PS para RA-2.
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Cuadro 11. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en los
residuos de aguacate RA-1 y RA-2

Fraccion Fraccion indigestible  Fraccion indigestible
Bioaccesibilidad (%)
intestinal soluble insoluble
mg EAG/g PS
C 27.72+0.29% 7.92+0.02¢ 2.36+0.12¢ 67.71+£0.25%
RA-1 24.32+0.26° 19.86+0.07* 3.01+0.15 16.88+0.49¢
RA-2 21.48+0.29¢ 11.53+0.10° 6.44+0.14* 41.74+0.40°

Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: aguacate completo; RA-1 y RA-2: residuo de aguacate
pulapa desgrasada residual de empresa 1 y 2 respectivamente. mg EAG/g PS: mg equivalentes de acido galico/
g peso seco. Literales diferentes en las medias representan diferencias (p<0.05).

En cuanto a la fraccion indigestible soluble, los mayores valores corresponden a
RA-1 y en menor cuantia a la muestra control. Los CFs de esta fraccion corresponden a los
compuestos fendlicos que no son digeridos, no son capaces de difundir por la membrana de
dialisis y poseen pesos moleculares mayores a 15 kDa. Generalmente estos compuestos son
flavonoides, antocianinas, que se encuentran asociados a la fibra vegetal (Duran-Castafieda
et al., 2023). El planteamiento anterior nos indica que los residuos de aguacate poseen una
mayor cantidad de compuestos fenolicos asociados a la fibra comparado con la muestra
control. Por otro lado, la fraccién indigestible insoluble corresponden a los compuestos
intimamente asociados a la fibra insoluble y que no se encuentran disponibles para su
asimilacion durante el proceso de simulacion de la digestion. La mayor cantidad de
compuestos asociados a la FII corresponde a la muestra de RA-2, seguido de RA-1 y por
ultimo la muestra control, demostrando que los residuos vegetales poseen una mayor cantidad
de compuestos fenolicos no accesibles en el intestino. El mayor contenido de compuestos
asociado a la FII nos indica que los residuos evaluados poseen en su composicion partes de
fibra insoluble, a las que se asocian este tipo de compuestos de naturaleza fendlica.
Adicionalmente, se ha indicado que los compuestos que se encuentran en esta fraccion son
metabolizados principalmente por la microbiota residente en el intestino grueso (Williamson

y Clifford, 2017).

Los céalculos de bioaccesibilidad (Cuadro 11) reflejan que la muestra control

presenta los mayores porcentajes de bioaccesibilidad comparado con las muestras de residuos
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de aguacate. Lo anteriormente planteado demuestra que los CFs presentes en la muestra
control poseen una mejor digestibilidad que aquellos que se encuentran en las muestras de
residuos de aguacate. Estos resultados coinciden con los resultados de los CFs en la fase
intestinal, donde la muestra control presentd valores superiores, indicando que existe una
mayor cantidad de compuestos disponibles para ser asimilados por el organismo. Estudios
realizados en pulpa y residuos de guanabana (cascara y semillas), Domingues et al. (2024)
encontraron un comportamiento similar al presentado en nuestro estudio, donde los
compuestos fenolicos presentes en la fruta se encontraban mas accesibles que los presentes
en los subproductos. Por otro lado, los residuos analizados presentan un menor
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos, debido fundamentalmente a que existe un
mayor numero de estos asociados a la FII. Algunos factores como la estructura de la fibra
presente en los residuos y la presencia de compuestos como saponinas, taninos o alcaloides
pueden afectar negativamente la digestibilidad de los CFs durante el proceso de simulacion

(Luo et al., 2022).

7.5.2 Bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos solubles en jamones adicionados con
el extracto optimizado del residuo de aguacate (RA)

La Figura 18 muestra el comportamiento de los CFs durante el proceso de digestion
in vitro. Se puede observar que existe un aumento en el contenido de CFs cuando tanto el
jamoén C como T-1.5% transitan de la fase gastrica (FG) a la fase intestinal (FI). El incremento
puede estar dado principalmente por la accion de las enzimas como la pancreatina y a-amilasa
facilitan el desdoblamiento de proteinas, grasa y azucares, lo que facilita la exposicion de los
compuestos fendlicos que quedaron atrapados en la red heterogénea formada durante la
emulsion, coccion y gelificacion del jamoén. El tiempo de transito que tiene el jamon en las
distintas fases también debe considerarse, en FG solo se encuentra por 1 hora, mientras que
en la FI las enzimas actuan por 22 h, lo que garantiza una mayor desnaturalizacion proteica
y liberacion de compuestos fendlicos (Angelino ef al., 2017). También este incremento se
atribuye a la hidrolisis 4cida de compuestos fenolicos glucosidados, que pasan a su forma de
aglicona libre por accion de las enzimas digestivas, resultando en una mayor cuantificacion
de estos (Lee et al., 2016). Otro factor que influye en estos resultados es el pH, el cambio de

un medio 4cido a uno cercano al neutro genera cambios estructurales como la deprotonacioén
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de los grupos hidroxilos presentes en los anillos aromaticos de los compuestos fenolicos. Se
afirma que la deprotonacion de estos grupos facilita la solubilizacion y disponibilidad de
interaccion con otras moléculas, mejorando potencialmente su accion antioxidante (Kim y

Hur, 2018).
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Figura 18. Digestion in vitro del jamon control (C) y el jamén adicionado con 1.5% (T-1.5%) de extracto
optimizado de la pulpa desgrasada residual. FG: compuestos fenolicos liberados en la fase gastrica; FI:
compuestos fenolicos liberados en la fase intestinal; F FIS: compuestos fenolicos asociados a la fraccion
indigestible soluble; FII: compuestos fenolicos asociados a la fraccion indigestible insoluble, n.d.: no
detectable. Literales diferentes en cada barra indican diferencias (p<0.05).

Por otro lado, la cuantificacion de estos compuestos en la FIS es minima y en la
fraccion indigestible insoluble no fueron detectados. El contenido en FIS es mayor en el
jamoén con un 1.5% de RA (T-1.5%) en comparacion con el jamoén control. La presencia de
compuestos en la FIS indica que existen compuestos fenolicos incapaces de cruzar los poros
de la membrana de dialisis. Estos compuestos generalmente estdn asociados con
componentes de la fibra dietética o son CFs con un alto peso molecular (Blancas-Benitez et
al., 2018). Los resultados reflejan entonces que el jamoén adicionado con la pulpa residual
influye en el incremento de estos compuestos y se puede presumir de que al tratarse de una
matriz vegetal algunos de los compuestos fenolicos quedan atrapados en la fibra. Los valores
mas bajos a punto de no ser detectados por el método de cuantificacion de fendlicos fue el

FII para ambas muestras. Los mismos corresponden a los compuestos fendlicos que no son
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bioaccesibles en la digestion intestinal pero que pueden ser el sustrato para la fermentacion
en el intestino grueso (Williamson y Clifford, 2017). En nuestro caso, los valores encontrados
indican que en los jamones no existen este tipo de compuestos y por lo que durante la
digestion géstrica e intestinal se logra de una manera eficiente liberacion de los compuestos

fenolicos.

Teniendo en cuenta la cantidad de compuestos fenolicos liberados en cada una de
las etapas de la digestion in vitro y los CFs asociados a las distintas fracciones se realizaron
los célculos de la bioaccesibilidad (%BA) de ambos jamones. Los valores de %BA fue de
98.48+0.57 y 96.16+0.08% para el jamén control y para el jamén adicionado con 1.5% del
extracto optimizado respectivamente. Los resultados indican que ambos jamones poseen
altos grados de bioaccesibilidad, lo que indica que la mayoria de los compuestos fenolicos se
encuentran disponibles para ser asimilados por el organismo y ejercer sus efectos benéficos.
Algunos autores plantean que durante el proceso de digestion gastrointestinal las enzimas
(lipasas, proteasas y amilasas) son capaces de hidrolizar componentes de los alimentos
liberando péptidos, azlcares, lipidos y compuestos fenolicos ligados a estos nutrientes
(Congn et al., 2020). Sin embargo, una parte de los compuestos permanece unida a proteinas,
en nuestro caso en particular se aprecia que casi la totalidad de los compuestos son liberados
teniendo en cuenta los altos porcentajes de bioaccesibilidad encontrados (Toro-Uribe et al.,
2019). De acuerdo con lo planteado anteriormente, los resultados aqui reportados indican que
la matriz carnica no retiene a los compuestos fendlicos adicionados a través del extracto

optimizado, siendo facilmente bioaccesibles.

7.5.3 Bioaccesibilidad in vitro del jamén horneado artesanal adicionado con los
encapsulados

El Cuadro 12 muestra el comportamiento de los fenoles solubles totales durante el
proceso de digestion in vitro y su bioaccesibilidad en los jamones adicionados con
encapsulados, adicionado con 1% de extracto y el jamon control. En la fase intestinal se
observa que entre los distintos tratamientos existen diferencias (p<0.05). El mayor contenido
corresponde al jamon adicionado con 1% del extracto de residuo de aguacate, mientras que
los jamones encapsulados presentan menores valores. Este comportamiento sugiere que los

compuestos, en el encapsulado, estan protegidos por la capa de maltodextrina/grenetina. La
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capa externa de la capsula protege a los compuestos fendlicos, evitando que sean liberados
por la accion de las enzimas digestivas y el pH, lo que genera una menor cuantificacion,
comparado con el control.

Cuadro 12. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en jamones

adicionados con extracto optimizado del residuo de aguacate y distintos porcentajes de
encapsulados.

Fraccién Fraccion indigestible  Fraccion indigestible
intestinal soluble insoluble Bioaccesibilidad (%)
(FD) (FIS) (FII)
mg EAG/g PS
C 9.26+0.61° 3.17+0.07 3.37+0.13° 48.20+2.58¢
Ext_1% 11.44+0.09° 2.60+0.79° 3.26+0.17° 60.13+4.92°
E_0.5% 9.14+0.35° 0.95+0.23¢ 3.28+0.52% 65.94+1.84°
E_1.0% 7.95+1.98¢ 0.34+0.33¢ 3.60+0.02° 65.66+2.58"
E_1.5% 8.5+0.18° 1.660.04° 3.35+0.26™ 57.74+0.95¢

Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamén control; Ext. 1%: jamén adicionado con 1% de
extracto de pulpa residual; E 0.5%, 1.0% y 1.5%: jamon adicionado con 0.5, 1.0 y 1.5% de encapsulado de
pulpa desgrasada residual. mg EAG/g PS: mg equivalentes de acido galico/ g peso seco. Literales diferentes en
las medias representan diferencias (p<0.05).

Al realizar un anélisis comparativo de las siguientes fracciones (FIS y FII), se puede
apreciar que la adicioén de extracto o encapsulado no ejercen diferencias significativas en el
incremento de los compuestos fendlicos. Por otro lado, existe una tendencia a recuperar una
mayor cantidad de compuestos fenolicos en la fraccion intestinal. Rocchetti et al. (2024)
reportaron de igual manera altos valores en el contenido de fenolicos en la etapa intestinal en
hamburguesas adicionadas con proteinas de grillo. Estos resultados pueden deberse a los
distintos procesos por los que pasa el alimento como la simulacién de los movimientos
peristalticos y la hidrélisis de los compuestos de su forma glucosilada a aglicona,

favoreciendo la liberacion de los compuestos en esta etapa (Wang et al., 2024).

Los calculos de bioaccesibilidad reflejan que un aumento en la cantidad de
encapsulado adicionado al jamoén genera un aumento en la bioaccesibilidad, obteniéndose

valores entre el 48 y el 60%. Al realizar una comparacion de los resultados obtenidos en esta
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investigacion con algunos reportes existentes en la bibliografia los porcentajes aqui
mostrados son superiores. Lucas-Gonzalez et al. (2023) investigaron como afectaba la
adicion de residuos de tomate en paté sobre la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos. En
dicho estudio se demostré que la bioaccesibilidad fluctudé entre 5.83 y el 38.38 %,
obteniéndose mejores valores de bioaccesibilidad al tratar los residuos previamente con
tratamientos térmicos. Adicionalmente, estudios de bioaccesibilidad realizado en
hamburguesas adicionadas con proteinas de grillo se obtuvieron bioaccesibilidades de

fenolicos que variaron entre 11.4 y 35.4% (Rocchetti ef al., 2024).

La mayor bioaccesibilidad reportada en nuestro estudio se puede atribuir a la
naturaleza de la materia prima. Por ejemplo, en el caso del paté adicionado con residuos de
tomate la muestra fue liofilizada y en el estudio donde se utilizd harina de grillo esta
solamente se sometid a un proceso de molienda. En la presente investigacion, el tratamiento
con microondas influyd en que se aumentara la extraccion de compuestos fenolicos. Por otro
lado, teniendo en cuenta los porcentajes de bioaccesibilidad reportados en esta investigacion,
cerca del 40% de los compuestos no se encuentran disponibles para ser asimilados en el
organismo. Sin embargo, esta fraccion indigestible puede ser usada como sustrato por parte
de la microbiota del coldn y la subsecuente produccion de metabolitos como los acidos grasos
de cadena corta que intervienen en la regulacion de niveles de glutamato, glutamina, GABA

que regulan ciclos de suefio, depresion y ansiedad (Blancas-Benitez et al., 2024).

Paralelamente, se llevo a cabo un estudio para conocer la digestibilidad de las
proteinas presentes en los jamones elaborados (Cuadro 13) con el objetivo de conocer el
grado de digestibilidad de las proteinas en los jamones. Las mayores digestibilidades
corresponden a los jamones elaborados con los encapsulados, mientras que el jamon control
y Ext_1.0% poseen una menor digestibilidad proteica. Las cantidades de proteinas empleadas
juegan un papel preponderante en este tipo de andlisis, por ejemplo, en el caso de los
encapsulados se empled como material encapsulante la grenetina, la cual podria influir en un
aporte mas elevado de proteinas. Los resultados pueden explicarse por el hecho de que la
digestibilidad de las proteinas puede verse afectada por factores como el procesamiento, que
genera la formacion de péptidos y la oxidacion proteica (Orlien ef al., 2023). Otro factor

importante podria ser los cambios estructurales inducidos por el desdoblamiento de las
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proteinas incrementan la susceptibilidad ante procesos de hidrolisis por las proteasas

intestinales (Chen et al., 2023).

Cuadro 13. Digestibilidad de proteinas en jamones adicionados con extracto optimizado de

residuo de aguacate y distintos porcentajes de encapsulados.

Proteina Muestra Proteina Proteina Digestibilidad
cruda fracciéon fracciéon (%)
indigestible indigestible
soluble insoluble
% b.s

C 60.530.16" 0.18+0.02° 8.30+£2.19° 80.79+0.41°
Ext 1% 56.49+3.50° 0.09+0.03°¢ 7.41£3.31%® 79.36+0.37°
E_0.5% 54.2542.74° 0.12+0.02¢ 5.21+0.25% 87.19+0.34
E_1.0% 61.38+0.64% 0.48+0.11% 4.99+1.50® 88.28+0.77%
E_1.5% 53.11+1.98 0.22+0.04° 4.62+1.48" 88.47+0.76

Valores son la media £+ desviacion estandar (n=3). C: jamoén control; E 1%: jamoén adicionado con 1% de
extracto de pulpa residual; E 0.5%, 1.0% y 1.5%: jamon adicionado con 0.5, 1.0 y 1.5% de encapsulado de
pulpa residual. % b.s porcentaje de proteinas expresado en base seca. Literales diferentes en las medias
representan diferencias (p<0.05).

7.5.2 Bioaccesibilidad in vitro del jamon horneado artesanal adicionado con el extracto

optimizado de residuos de aguacate

Los jamones horneados artesanales adicionados con distintos porcentajes del
extracto optimizado de residuos de aguacate fueron sometidos un proceso de digestion in
vitro y los datos recogidos del experimento se muestran en el Cuadro 14. Se puede apreciar
el efecto que tiene la incorporacion del extracto sobre el contenido de CFs en los distintos
jamones formulados y entre las distintas fases analizadas. A medida que existe un incremento
de los porcentajes de extracto afiadido, la cantidad de compuestos fenolicos digeribles en la
fase intestinal aumenta, al igual que ocurre un aumento de compuestos fenolicos asociados a
las FIS y FII. El comportamiento observado se puede vincular a la cantidad de compuestos
fendlicos incorporados a cada una de las formulaciones realizadas. En la fraccion intestinal
la mayor cantidad de compuestos fue encontrada en Ext 10%, indicando que dichos
compuestos se encuentran accesibles a nivel de intestino para su asimilacion por el

organismo. Los menores valores corresponden al jamoén formulado con el 1% del extracto
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optimizado del residuo de aguacate, indicando que la cantidad de extracto adicionada afecta
positivamente la disponibilidad de los compuestos a nivel intestinal. El mayor grado de
disponibilidad de estos compuestos en la fraccion intestinal durante procesos de simulacion
de digestion in vitro ha sido descrito ampliamente por algunos autores (Rocchetti et al.,
2024). Se menciona que el alto grado de disponibilidad en esta etapa intestinal se debe
fundamentalmente a compuestos fendlicos de estructura simple como dacidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos los cuales son mayoritarios en matrices vegetales. Los
resultados del andlisis cromatografico corroboran esta afirmacion ya que se demostr6 que los
compuestos fendlicos mayoritarios presentes en el residuo pertenecen a las familias de
compuestos anteriormente mencionadas.

Cuadro 14. Digestibilidad in vitro y bioaccesibilidad de fenoles solubles totales en jamén
horneado artesanal adicionado con extracto optimizado de residuos de aguacate.

Fraccién Fraccion indigestible  Fraccion indigestible
intestinal soluble insoluble Bioaccesibilidad (%)
(FI) (FIS) (FII)
mg EAG/g PS
C 8.44+0.194 5.29+0.19° 1.69+0.16° 31.11+£1.54¢
Ext 1% 9.36+0.24¢ 5.70+0.25¢ 1.92+40.23¢ 32.49+1.474
Ext 3% 9.24+0.29¢ 5.440.13¢ 1.80+0.14¢ 34.79+0.10¢
Ext 5% 22.60+0.68° 12.27+£0.272 2.26+0.19° 41.51+1.01°
Ext 10% 30.16+1.042 11.13£0.71° 2.75+0.432 57.69+1.782

Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamon control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%:
jamoén adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate.mg EAG/g PS: mg
equivalentes de acido galico/ g peso seco. Literales diferentes en las medias representan diferencias (p<0.05).

Al igual que en la fraccion intestinal, la FIS tiene una mayor presencia de
compuestos no digeribles en los jamones formulados con los mayores porcentajes de extracto
afiadido. El comportamiento encontrado esta en concordancia con los datos encontrados en
el Cuadro 11 donde se demuestra la existencia de cierta cantidad de compuestos no digeribles
en los residuos de aguacate. En cuanto a la FII existe una pequefia cantidad de CFs que no

estan disponibles para su digestion en todos los tratamientos o jamones formulados.
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Los datos de los CFs en cada una de las fracciones fueron utilizados para realizar
los calculos de bioaccesibilidad de cada uno de los jamones formulados. La mayor
bioaccesibilidad de CFs corresponde a Ext 10%, mientras que el menor valor lo present6 el
jamon control. Los resultados aqui reportados muestran que la bioaccesibilidad de los CFs
se incrementa a medida que aumentan los porcentajes de extracto afiadido en los jamones.
Una de las principales caracteristicas para tener en cuenta en este estudio es la posible
interaccion de los CFs con las proteinas y lipidos presentes en el alimento. Se tienen reportes
que la proteina puede interactuar con los compuestos fendlicos por medio de interacciones
no covalentes (atracciones electrostaticas) y covalentes, las que son irreversibles y mas
fuertes (Zhang et al., 2024). Teniendo en cuenta el planteamiento anterior y los datos que se
reportan de bioaccesibilidad, se puede inferir que los porcentajes de bioaccesibilidad
corresponden a aquellos compuestos que no se encuentran interactuando de manera covalente
con los elementos de la matriz alimentaria y, por lo tanto, se encuentran mas disponibles para
su metabolismo. Alrededor del 57% de los compuestos se encuentran disponibles para su

absorcion en los jamones formulados con 10% de extracto vegetal adicionado.

7.6. Estudios del comportamiento de los jamones formulados en el tiempo

7.6.1 Comportamiento en el tiempo de los parametros colorimétricos en los jamones

formulados

El Cuadro 15 muestra el comportamiento de los distintos parametros de color
analizados en el tiempo para cada jamén formulado (columnas) y entre las distintas
formulaciones elaboradas (filas). Los resultados para la luminosidad (L*) demostraron que
la incorporacion del extracto a distintas concentraciones en los jamones no afecta este
parametro en el dia cero, pero para el dia 21 se observo que el jamoén control y Ext 1%
presentaron una mayor luminosidad. Este comportamiento indica que la adiciéon de
concentraciones mayores a 1% del extracto optimizado genera pérdida de luminosidad en los
jamones, provocado fundamentalmente por la coloracion del extracto afiadido, otorgandole
tonalidades menos claras. Los analisis individuales de los jamones a través del tiempo
demostraron que el almacenamiento de estos contribuye al aumento de la luminosidad

comparado con los jamones recién formulados. La luminosidad en productos carnicos como
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el jamon puede verse afectado fundamentalmente por el desarrollo de procesos oxidativos de
macromoléculas presentes en la matriz carnica como los lipidos y las proteinas (Deng et al.,
2021). Contrastando el planteamiento anterior con los resultados encontrados en la
investigacion, se puede inferir que dichos procesos oxidativos no afectan significativamente
las caracteristicas de los jamones ya que se demostré6 que existe un incremento en la
luminosidad durante el almacenamiento. El incremento en la luminosidad experimentado en
los jamones formulados puede deberse a la formacion del compuesto oxihemoglobina,
generado por la reaccion de la hemoglobina con el oxigeno (Badar et al., 2023). Algunos
procesos realizados durante el proceso de elaboracion del jamoén como la molienda de la
carne, masajeo durante la incorporaciéon de la salmuera y su posterior maduracion, pudieron
contribuir a la formacion de la oxihemoglobina, generando un producto mas brillante en el
tiempo.

Cuadro 15. Andlisis de color de los jamones elaborados con el extracto optimizado del
residuo de aguacate en el tiempo.

Parimetro T(‘glf:sp)" C Ext_1% Ext_3% Ext_5% Ext_10%
L* 0 52.31+1.174¢  50.13+1.194%  50.69+0.934°  48.72+2.034¢  51.14+1.624¢
7 56.18+0.594%  54.62+0.628*  52.67+0.36“*  56.05+1.13%%  54.89+1.4782
14 56.55+0.494%  55.04+0.52B* 52.30+0.38*  54.33+0.33>  55.37+0.52B2
21 55.55+0.254%  55.74+0.94%  51.13+£0.41°%  53.30+£0.41B¢  53.08+0.465¢
a¥ 0 8.09+0.2344  7.98+0.14A4  8.09+0.15%¢  8.15+0.2149  7.86+0.48"4
7 11.04+0.16%¢  11.494+0.18%¢ 11.66+0.114°  10.85+0.29°¢  10.08+0.27"°
14 12.8740.184BY  13.15+0.334%  12.56+0.17%°  12.344+0.498" 11.37+0.28®
21 55.74+0.494%  55.234+0.324%  49.88+0.28%*  53.30+0.41B%  53.14+0.24B2
b* 0 8.65+0.41%°  8.26+0.48%4  8.56+0.22°¢  8.41+0.16%¢  8.86+0.3244
7 9.07+0.14°°  9.82+0.27°¢  11.13+0.174¢  10.38+0.148¢  10.98+0.224¢
14 10.86+0.12¢%  10.824+0.33°®  11.49+0.16%>  11.38+0.17%>  11.88+0.174°
21 10.63+0.16"*  11.25+0.13%®  12.13+0.16"B% 11.92+0.19%%  12.31+0.1742

Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamén control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%:
jamoén adicionado con 1, 3, 5y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. Literales mayusculas
diferentes en la fila indican diferencias entre los distintos jamones formulados (p<0.05). Literales mintsculas
en la columna indican diferencias a través del tiempo (p<0.05).

Los valores de a* (tonalidades rojas) entre los distintos jamones fueron iguales
cuando los jamones fueron recién formulados, mientras que con el paso del tiempo se observé
que tanto el jamon control como el jamoén adicionado con el 1% del extracto desarrollaron
una tonalidad roja mas marcada en comparacion con el resto de las formulaciones. Este

comportamiento sugiere que la adicion del extracto optimizado, al igual que ocurri6 con la
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luminosidad (L*), interfiere con la percepcion de las tonalidades rojas a medida que aumenta
la concentracion de extracto incorporado. Ademads, los resultados demostraron que el
almacenamiento de los jamones contribuyé positivamente al desarrollo de tonalidades rojas
para las distintas formulaciones de los jamones. Existe evidencia que sugiere que la
incorporacién de extractos ricos en compuestos fendlicos actia como agente protector
evitando que la oximioglobina se oxide a metamioglobina la cual posee un color marron
(Palanisamy et al., 2024). La pérdida de la coloracion roja en los productos carnicos se puede
atribuir tanto a la concentracion de mioglobina, como al estado redox del producto céarnico.
Las proteinas tienen la capacidad de interactuar con distintas moléculas (lipidos, radicales
libres o compuestos fenolicos) e influenciar o modular el balance redox en las matrices
carnicas. La transformacion de la mioglobina tiene un impacto directo en las caracteristicas
colorimétricas de los productos carnicos (Zhu et al., 2024). Tomando en cuenta los resultados
encontrados se puede inferir que los compuestos presentes en el extracto optimizado de
residuos de aguacate juegan un papel importante regulando el balance redox de los jamones

y contribuyen al desarrollo de tonalidades rojas durante su almacenamiento.

Los resultados para el pardmetro b* (tonalidades amarillas) demuestran que existe
un incremento en el tiempo para todos los jamones formulados, mientras que en el dia 21, no
existe diferencia del valor entre los jamones formulados. El planteamiento anterior demuestra
que la adicion del extracto optimizado en los jamones no influye significativamente en el
desarrollo de tonalidades amarillas durante el almacenamiento. Los valores analizados de L,
a* y b* se emplearon para realizar los calculos de AE, el cual es un parametro muy usado
para establecer diferencias en la coloracion de un producto a través del tiempo. El cambio
total de color de los jamones fue 47.80+1.03 para el jamén control, 48.21+1.11 para Ext 1%,
41.95+0.71 para Ext 3%, 45.58+0.42 para Ext 5% y de 45.44+0.31 para Ext 10%. En todas
las formulaciones se obtuvieron valores de AE superiores a 5, permitiendo concluir que los
cambios en la coloracién experimentados durante el almacenamiento son perceptibles a

simple vista, sin necesidad de utilizar ningin equipo especializado (Ranjan et al., 2024).
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7.6.2 Comportamiento en el tiempo de los valores de pH en los jamones formulados

La figura 19 muestra la variacion de pH de los distintos jamones formulados en el
tiempo. Durante todo el desarrollo experimental el valor de pH se mantuvo en el rango de
6.19 a 6.65. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Gwak et al. (2024) quienes
evaluaron la adicion de rabano en polvo en jamones de cerdo, encontrando fluctuaciones de
pH de 6.01 a 6.27. Los resultados encontrados en nuestra investigacion se adecuan a los
encontrados en la literatura. Ademads, se observo que en los jamones recién formulados la
adicion del extracto optimizado de residuos de aguacate contribuye al ligero incremento del
pH comparado con el jamén control. A través del tiempo se evidencia que los valores se
mantienen constantes y para el dia 21, concluido el experimento, no se observan cambios
significativos para los jamones Ext 3%, 5% y 10%, pero si para el jamon control y Ext 1%.
El comportamiento sugiere que la adicion de los extractos puede regular los valores de pH

de los jamones en el tiempo.
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Figura 19. Valores de pH de los jamones formulados en el tiempo. Valores son la media = desviacion estandar
(n=3). C: jamon control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamon adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto
optimizado de residuo de aguacate. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05).
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7.6.3 Comportamiento en el tiempo de la capacidad de retencion de agua en los jamones

formulados

El comportamiento de la capacidad de retencion de agua (CRA) fue evaluado en
los jamones formulados con la adicion de distintas concentraciones de extracto optimizado
del residuo de aguacate (Figura 20). Los resultados para este andlisis muestran que en el dia
cero, la adicidon de los extractos disminuye la CRA en los jamones formulados respecto al
control. Durante el desarrollo del estudio se observd que existe la misma tendencia cuando
se analizaron las muestras en los dias 7 y 14. Por otro lado, en el dia 21 el comportamiento
fue diferente, existid un aumento en los jamones Ext 3% y Ext 10%, los valores se
mantuvieron constantes para Ext 1% y Ext 5% y en el caso de la muestra control ocurrid

una disminucion de los valores de la CRA.
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Figura 20. Valores de la capacidad de retencion de agua (CRA) en los jamones formulados en el tiempo.
Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamén control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext _10%:
jamoén adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. Literales diferentes
representan diferencias (p<0.05).

La CRA esta ligada a caracteristicas sensoriales muy apreciadas por los
consumidores como la jugosidad, debido a que se refiere a la capacidad que posee el jamon
de ligar o retener agua. Ademas, también tiene un impacto en la textura, desarrollando
texturas mas suaves comparado con aquellos productos con poca capacidad para retener agua

(Pan et al., 2021). Tomando como base los resultados de la figura 20, el tiempo de
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almacenamiento disminuye la CRA. Factores externos como la temperatura de refrigeracion,
asi como la permeabilidad a los gases de la tripa empleada durante el proceso de conformado
puede favorecer la migracion superficial del agua, fuera de la matriz carnica. Otro factor a
tener en cuenta es que, durante el almacenamiento, ocurren distintos cambios quimicos en
las proteinas como su oxidacion, lo que trae consigo su desnaturalizacion y la disminucion
de la interaccion proteina-agua (Tan et al., 2022). Los cambios mencionados anteriormente
pueden afectar al jamén disminuyendo su capacidad de retencion de agua. Adicionalmente,
la presencia del extracto optimizado rico en compuestos de origen fendlicos también puede
afectar a la CRA, como se evidenci6 en este estudio. Los compuestos identificados en el
extracto de residuo de aguacate como acido galico, clorogénico y quercetina, establecen
interacciones electrostaticas con las proteinas miofibrilares presentes en el jamon. Las
interacciones entre compuestos fenolicos y proteinas contribuyen a preservar la estructura o-
hélice de las proteinas, aumentando su hidrofobicidad superficial y en consecuencia
disminuyendo su capacidad de ligar agua, por ocupacion de los sitios activos por los

compuestos fenolicos (Xu et al., 2021).

7.6.4 Comportamiento de la textura en el tiempo en los jamones formulados

La Figura 21 muestra el comportamiento de la dureza de los jamones formulados a
través del tiempo. La muestra control y el jamoén Ext 5% experimentaron la mayor variacion
en la dureza del dia cero al dia 21 con un porcentaje de incremento de 67.43% (Ext 5%) y
52.51% (C). El jamoén adicionado con 1% del extracto no presentd diferencia de textura
durante el almacenamiento. Por otro lado, los jamones con concentraciones de extracto
afiadido del 3 y 5% experimentaron un incremento menor: 25.58% para Ext 3% y 42.35%
para Ext 10%. Los resultados muestran que para la dureza no existe correlacion entre los
porcentajes afiadidos y su incremento en el tiempo. Sin embargo, lo que si se puede afirmar
es que independiente de la cantidad de extracto afiadido, la dureza aumenta durante el
almacenamiento de los jamones. En el apartado anterior se discutié acerca de la capacidad
de retencion de agua y como puede afectar parametros tecno-funcionales como la dureza.
Una menor CRA implica la pérdida de jugosidad y en consecuencia cambio en la estructura
de los jamones como un aumento en la dureza. El incremento de la dureza esta vinculado a

la formacion de estructuras cristalinas tridimensionales e hidréfobas entre las proteinas
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durante el almacenamiento (Zhang et al., 2023). Ademas, durante el proceso de elaboracion
de los jamones, el masajeo y maduracion, mejoran la integracion de los distintos compuestos
a nivel molecular y contribuye a la formacion de productos con una textura firme. Por otro
lado, durante el almacenamiento ocurre la exudacion del agua en las piezas de jamoén lo que

puede generar un incremento de la dureza en el tiempo (Liu et al., 2024).
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Figura 21. Valores de dureza expresado en Newton (N) de los jamones formulados en el tiempo. Valores son
la media + desviacion estdndar (n=3). C: jamon control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamoén
adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. Literales diferentes representan
diferencias (p<0.05).

7.6.4 Comportamiento en el tiempo del contenido de CFs y actividad antioxidante en
los jamones formulados

Los cambios en el contenido de CFs de los jamones en un lapso de 21 dias se
muestran en la Figura 22. Existe una disminucion en el contenido de los compuestos en el
tiempo para todas las formulaciones, obteniéndose menores niveles en el dia 21. El jamén
adicionado con 10% del extracto experimenté la mayor disminucion, reduciéndose su
contenido hasta el 55.17%. Algunos de los jamones como Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%
mantuvieron iguales valores entre los dias 7 y 14 del ensayo, pero disminuyeron su valor al
concluir el experimento. Por otro lado, al final del experimento el jamoén control presento los
menores valores del contenido de CFs, comparado con el resto de las muestras. La
disminucion de este pardmetro se puede asociar a procesos de oxidacion de las moléculas

antioxidante, lo que es un aspecto positivo, ya que probablemente estén ejerciendo accion
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antioxidante sobre compuestos generados por la oxidacion de proteinas y grasas o especies
reactivas de oxigeno presentes en los jamones. El comportamiento descrito coincide con lo
planteado en un estudio realizado por Ozer et al. (2025), donde indican una disminucién del
contenido de compuestos fenolicos a partir del séptimo dia en muestras de salchichas

adicionadas con extractos de flor de granada.
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Figura 22. Contenido de compuestos fenolicos solubles de los jamones formulados en el tiempo. Valores son
la media £ desviacion estandar (n=3). C: jamén control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%: jamén
adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate.mg EAG/g PS: mg equivalentes
de acido galico/ g peso seco. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05).

Adicionalmente, los resultados de la capacidad antioxidante medida por DPPH (A)
y FRAP (B) durante 21 dias se muestran en la Figura 23. Los valores encontrados para la
capacidad antioxidante por DPPH indican que del dia cero al 21 existe un incremento en la
capacidad que tienen los antioxidantes de inhibir al radical DPPH. El incremento
experimentado se manifiesta en todos los jamones formulados, aunque existe
correspondencia entre la cantidad de extracto anadido en las formulaciones y los valores
reportados. Un comportamiento similar fue expresado por Manzoor et al. (2022) al observar
un incremento de la capacidad antioxidante en el tiempo al adicionar extractos de cascara de
mango en salchichas de pollo. Lo planteado nos indica entonces que el tiempo de
almacenamiento de los jamones bajo condiciones controladas de temperatura mejora sus

caracteristicas antioxidantes.
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Figura 23. Capacidad antioxidante medida por DPPH (A) y FRAP (B) de los jamones formulados en el tiempo.
Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamén control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext_10%:
jamén adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate.mg ET/g PS: mg

equivalentes de Trolox/ g peso seco. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05).

Los valores que se obtuvieron para FRAP (Figura 23B) muestran un aumento en la
capacidad antioxidante con el transcurso del tiempo. El valor mas elevado fue encontrado en
el jamon Ext 10%, con un incremento del 45.86% respecto al dia cero, corroborando que la
actividad antioxidante en los jamones depende de la cantidad de extracto adicionada en los
mismos. Por otro lado, el resto de los jamones experimentaron un incremento gradual pero
no tan notable para este parametro. Algunos autores han reportado que la adicion de
compuestos con caracteristicas antioxidantes incrementa los valores de la capacidad
antioxidante medida por FRAP (Chernukha et al., 2023). La cantidad estimada de este valor
depende de factores como la matriz carnica a la cual se le adicionaron los antioxidantes, asi
como a la organizacion estructural e interacciones entre proteinas y antioxidantes (Echegaray
et al.,2021). Ademas, si se realiza una comparacion entre ambos métodos (DPPH y FRAP)
se observa que los valores obtenidos para FRAP son menores comparados con DPPH.
Anteriormente se habia expresado que los compuestos antioxidantes presentan distintos
mecanismos para ejercer su accion neutralizando los radicales libres, ya sea por donacion de
protones H' o por transferencia de electrones. De acuerdo con los resultados, se estima que
los compuestos fendlicos adicionados en los jamones ejercen su accién antioxidante

preferentemente mediante la donacion de protones H'.
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7.6.2 Comportamiento en el tiempo del contenido de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) en los jamones formulados
La Figura 24 representa el efecto que tiene la adicion del extracto optimizado en

los jamones sobre la evolucion en el tiempo del indice de oxidacion lipidica medido por
TBARS. Al realizarse una comparacion entre los valores iniciales y finales del experimento,
el jamon control experiment6 un incremento del 78.99%. En cambio, la adicion de extracto
optimizado en los jamones redujo la formacién de productos de oxidacion en un 60.45% para
Ext 1%, 66.14% para Ext 3%, 64.45% para Ext 5% y 67.05% para Ext 10%. El
comportamiento indica que la adiciéon de 10% de extracto reduce de manera efectiva la
formacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico comparado con el resto de los
tratamientos. La disminucién de los valores se puede adjudicar al contenido de compuestos
fenolicos y a la capacidad que estos poseen para neutralizar la formacion de radicales libres,
que son los precursores de los procesos de oxidacion de las grasas en los productos carnicos
(Fiorucci da Silva et al., 2025). Anteriormente se identificaron distintos compuestos de
naturaleza fendlica en el residuo de aguacate, principalmente, derivados del &cido
hidoxibenzdico como &cido galico, derivados de acido hidroxicindmico como el acido
cafeoilquinico, clorogénico y flavonoides como glucésido de quercetina, taxifolina y

quercetina, que pueden actuar inhibiendo los procesos de oxidacion lipidica.
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Figura 24. Concentracion de productos finales de oxidacion lipidica de los jamones formulados en el tiempo.
Valores son la media + desviacion estandar (n=3). C: jamon control; Ext 1%, Ext 3%, Ext 5%, Ext 10%:
jamoén adicionado con 1, 3, 5 y 10% del extracto optimizado de residuo de aguacate. uM MDA/g PS:
micromoles de malonaldehido/ g peso seco. Literales diferentes representan diferencias (p<0.05).
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Existe evidencia que refiere que los compuestos fendlicos previenen la oxidacion
de lipidos al impedir la aparicion del radical peroxilo inicial, el cual da lugar al ciclo de
propagacion. Debido a que los eventos desencadenantes pueden ser de distinta naturaleza, la
prevencion ocurre mediante distintos mecanismos (Helberg y Pratt, 2021). Por ejemplo,
compuestos fendlicos como acido galico, cafeoilquinico y clorogénico, encontrados en el
presente estudio, son capaces de neutralizar hasta 2 radicales peroxilos mediante la
transferencia de los protones H' pertenecientes a los grupos -OH. Adicionalmente, los
flavonoides como quercetina, identificada en el residuo de aguacate, puede neutralizar una
mayor cantidad de radicales peroxilo (Lucarini y Pedulli, 2010). Los arreglos
conformacionales que ocurren a nivel intramolecular, posterior a la primera donacion del
proton hidrégeno, provoca una mayor exposicion de los grupos -OH, formacion de enlaces
hidrégeno intramoleculares y diminucion de la energia de enlace, generando que los
flavonoides sean mas susceptibles a donar un mayor nimero de protones H" (Chatgilialoglu
et al.,2014). Los resultados de la investigacion demuestran que los compuestos identificados
en el residuo de aguacate contribuyen a disminuir la formacién de radicales libres mediante
la neutralizacion de radicales peroxilo y existe un incremento a medida que la concentracion

de los compuestos aumenta en los jamones formulados.

La formacion de sustancias o compuestos derivados de la peroxidacion lipidica es
el tipo mas importante de dafio oxidativo provocado por radicales libres en los productos
carnicos, debido a su accidn directa sobre biomoléculas como las proteinas (Foret et al.,
2020). Los reportes en la literatura acerca del uso de subproductos o extractos vegetales ricos
en antioxidantes en la formulacion de productos carnicos y su impacto sobre la reduccion de
procesos de oxidacion lipidica son muy variados. Los resultados encontrados en el
experimento estan acordes con lo expresado por Chernukha et al. (2023) en el que plantearon
que la adicidon de extractos de residuos de cebolla retard6 la formacion de productos de
oxidacion lipidica en muestras de paté de res. De igual manera, se logro retardar los procesos
de oxidacidn lipidica en muestras de salchichas de pollo adicionadas con extractos de cascara
de mango (Manzoor et al., 2022). La adicién de los extractos optimizados de residuo de
aguacate tiene potencial como antioxidante y retardando la formacion de productos de
oxidacion lipidica. Adicionalmente, su incorporaciéon a las formulaciones le confiere

caracteristicas antioxidantes, altamente apreciadas por los consumidores.
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VIII. CONCLUSIONES

Los residuos del proceso de extraccion de aceite de aguacate, particularmente RA-
2, poseen un alto potencial como fuente de compuestos bioactivos, especialmente
compuestos fenodlicos y flavonoides, los cuales presentan una notable capacidad antioxidante.
La retencion de estos compuestos en la fase acuosa durante la extraccion de aceite permite
su posterior aprovechamiento mediante tecnologias como la extraccion asistida por
microondas, cuya optimizacion reveld que el uso de etanol a 477.67 W por 3.05 min es
eficiente y reproducible. La encapsulacion de los extractos utilizando maltodextrina en
combinacién con grenetina, resultd efectiva, logrando rendimientos de hasta 89.87% y una
liberacion controlada de compuestos fendlicos, alcanzando el equilibrio después de 20 min.
Estos sistemas de liberacion podrian tener aplicaciones prometedoras a nivel gastrointestinal,
aunque se requieren estudios adicionales para confirmar su comportamiento in vivo. Al
incorporar los extractos en un jamon horneado artesanal, se observd un incremento en la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y una alta digestibilidad proteica sin que la
matriz cérnica interfiriera significativamente en la disponibilidad de los compuestos
bioactivos. Ademas, la actividad antioxidante de los jamones mejord, como lo demuestro la
disminucion de productos de oxidacion lipidica, especialmente con la adicion del 10% de
extracto optimizado de residuos de aguacate. No obstante, este nivel de adicion afectd
negativamente las caracteristicas sensoriales del producto. Finalmente, aunque el jamén con
10% de extracto mostrd el mejor perfil antioxidante, el jamén con 1% fue el mas aceptado
por los consumidores. Esto destaca la necesidad de equilibrar funcionalidad y aceptacion

sensorial en el desarrollo de alimentos.
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