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RESUMEN

El aguacate (Persea americana Mill.) es una planta cuya fruta es muy reconocida por su
textura, sabor y propiedades nutricionales. Su consumo genera grandes cantidades de
cascara, lo que supone toneladas de residuos desechados sin mas aplicacion que para la
alimentacion animal. En este contexto, el aprovechamiento de este subproducto para la
obtencion de extractos antioxidantes que pudieran ser aprovechados para atenuar el
envejecimiento cutaneo se presenta como una estrategia novedosa para mejorar la
sustentabilidad en el manejo de este subproducto alimentario. La presente investigacion
propone el aprovechamiento integral de la cascara de aguacate a través de la obtencidn,
caracterizacion quimica y estudio de las propiedades antioxidantes de un extracto etanolico
(EEPA) y de fracciones derivadas la carbonizacion hidrotérmica (HTC). Para ello, las
cascaras fueron sometidas a una extraccion por maceracion y la biomasa residual resultante
a HTC utilizando temperaturas de 200, 250 y 300 °C. Lo anterior permitio obtener el
EEPA, bioaceites ligeros (BAL 200-300) y bioaceites pesados (BAP 200-300), los que
fueron caracterizados quimicamente para determinar su contenido en fenoles totales, acidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides por métodos espectrofotométricos, asi
como la presencia de grupos funcionales por espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR). Posteriormente las muestras fueron analizadas respecto a su capacidad
antioxidante para captar especies oxidantes involucradas en el envejecimiento cutaneo. Los
BAL resultaron ser ricos en fenoles, acidos hidroxicindmicos y flavonoides (BAL-200),
mientras que el EEPA extrajo mas eficazmente a las proantocianidinas. El analisis FTIR
mostrd la riqueza en grupos funcionales del EEPA y los BAP. Los BAL resultaron méas
eficientes para captar a los radicales superoxido e hidroxilo, mientras que el EEPA mostro
una mayor capacidad para captar al éxido nitrico y radical peroxilo. La capacidad para
captar al peroxido de hidrégeno fue similar en el EEPA y los BAL, mientras que los BAP
no mostraron capacidad antioxidante alguna en los ensayos realizados. Resumiendo, estos
resultados demuestran que las cascaras de aguacate constituyen una fuente de moléculas
activas antioxidantes y que el uso conjunto de la extraccion con la carbonizacién
hidrotérmica representa una estrategia novedosa para maximizar la obtencién de fracciones

bioactivas a partir de este desecho alimentario.

Palabras clave: aguacate, antioxidante, carbonizacion hidrotérmica, fenoles, maceracion.



ABSTRACT

The avocado (Persea americana Mill.) is a plant whose fruit is well known for its texture,
flavor, and nutritional properties. Its consumption generates large amounts of peel, and
consequently tons of discarded waste with no other application than for animal feed. In this
context, the use of this by-product to obtain antioxidant extracts that could be used to
attenuate skin aging is presented as a novel strategy to improve the sustainability in the
management of this food by-product. This research proposes the comprehensive use of
avocado peel by obtaining, characterizing, and studying the antioxidant properties of an
ethanolic extract (EEPA) and fractions derived from hydrothermal carbonization (HTC).
For this, the shells were subjected to an extraction by maceration and the resulting residual
biomass to HTC using temperatures of 200, 250, and 300 °C. This yielded an ethanolic
extract (EEPA), light bio-oils (BAL 200-300), and heavy bio-oils (BAP 200-300), which
were chemically characterized to determine the total phenols, hydroxycinnamic acids,
proanthocyanidins, and flavonoids content by spectrophotometric methods. Moreover, the
presence of functional groups by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was
determined. Subsequently, the samples were analyzed for their antioxidant capacity to
capture oxidant species involved in skin aging. BALs were found to be rich in phenols,
hydroxycinnamic acids, and flavonoids (BAL-200), while EEPA extracted
proanthocyanidins more efficiently. The FTIR analysis evidenced the richness in functional
groups of EEPA and BAP. The BAL were more efficient to capture superoxide and
hydroxyl radicals, while the EEPA showed a greater capacity to capture nitric oxide and
peroxyl radical. The capacity to capture hydrogen peroxide was similar in the EEPA and
the BAL, while the BAP did not show any antioxidant capacity in the performed tests. In
summary, these results demonstrate that avocado peels are a source of active antioxidant
molecules and that the use of extraction with hydrothermal carbonization together
represents a novel strategy to maximize the obtaining of bioactive fractions from this food

waste.

Keywords: avocado, antioxidant, hydrothermal carbonization, phenols, maceration.



INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es una fruta muy nutritiva, que contiene altos niveles
de &cidos grasos insaturados, vitaminas, minerales, proteinas y fibra. Es originaria de
México y América Central, aunque en la actualidad se cultiva en casi todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Entre sus principales variedades, “Hass” es la
variedad cultivada e importada méas popular (1). El aguacate se consume comunmente
como fruta fresca, sin embargo, en los Ultimos afios han aparecido productos ampliamente
industriales del aguacate, como el guacamole, los trozos congelados de pulpa o el aceite de
aguacate. Este procesamiento industrial genera una gran cantidad de subproductos, como
cascaras y semillas, que deben ser procesados como residuos. Particularmente la cascara del
aguacate alcanza el 13% del peso del fruto, lo que hoy en dia supone toneladas de residuos
desechados sin mas aplicacion que para la alimentacion animal (2).

La industria agroalimentaria actual estd inmersa en un contexto critico a nivel
medioambiental que hace imperativa la transformacion de su modelo productivo a través
del establecimiento de politicas de sostenibilidad, generando la necesidad de la aplicacion
de modelos de economia circular en sus estrategias productivas. Lo anterior implica
necesariamente el aprovechamiento de subproductos para la obtencion de otros productos
con alto valor afiadido, asi como la mejora de los métodos de conservacion para reducir el
desperdicio de alimentos (3). De hecho, la busqueda de nuevos compuestos antioxidantes
naturales obtenidos a partir de subproductos es una nueva area de investigacion con alto
impacto en la industria alimentaria (4).

Ademas, hoy en dia la concienciacion del consumidor sobre la relacion del uso de
productos naturales, supuestamente menos tdxicos y la salud esta impulsando una nueva
tendencia enfocada hacia el desarrollo de nuevos productos de origen natural para la salud.
En este escenario, los extractos de aguacate han demostrado numerosas actividades
bioldgicas, por ejemplo, propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias o
anticancerigenas (5). Recientemente, se ha demostrado la actividad anti-edad de extractos y
del aceite de aguacate, fundamentalmente derivados de la pulpa y la semilla (6). Existen
varias teorias que han intentado explicar el envejecimiento, una de ellas se basa en la
hipbtesis de que las pérdidas funcionales en la piel asociadas con la edad se deben a la

acumulacién de dafios inducidos por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (7). En este
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contexto, el uso de compuestos antioxidantes para atenuar los signos del envejecimiento
cutaneo se ha convertido en una estrategia bastante aceptada por la comunidad cientifica.
En la actualidad existe una informacién limitada acerca de las propiedades anti-edad de
extractos de cascara, a pesar de que los estudios que han analizado su composicién quimica
han demostrado la presencia de numerosos compuestos bioactivos como carotenoides,
tocoferoles y fenoles en este tejido, con reconocidas propiedades antioxidantes lo que
sugiere que también podrian potencialmente atenuar los signos del envejecimiento cutaneo
(3).

Teniendo en cuenta que los métodos de extraccion convencional normalmente empleados
en la obtencidn de extractos desechan la biomasa residual, la que aln es rica en compuestos
bioactivos, la presente investigacién propone una estrategia integral para aprovechar la
cascara de aguacate y maximizar la obtencion de fracciones activas antioxidantes con vistas
a desarrollar nuevos productos cosmecéuticos anti-edad. Para ello, se establece por vez
primera la aplicacion de la carbonizacion hidrotérmica como método de obtencion de
moléculas bioactivas antioxidantes a partir de la biomasa residual extraida en conjuncion

con la extraccion de la cascara por maceracion.



MARCO TEORICO
La piel: importancia fisioldgica y caracteristicas histoldgicas

La piel constituye la primera linea de defensa para el cuerpo protegiéndolo de agentes
externos como la contaminacion del medio ambiente, radiacion ultravioleta, agentes
quimicos, microorganismos patdgenos y traumatismos mecanicos. También regula el medio
interno por ejemplo la temperatura corporal, la cantidad de agua y electrolitos, ademas
presenta nervios sensoriales que detectan estimulos como la vibracion, presion,

temperatura, dolor y picazén que ayudan al cuerpo a interactuar con el medio (8,9).

Se considera que es el drgano mas extenso del cuerpo cubriendo una superficie de 1.6-1.9
m?, con un peso total promedio de 4 kg y un espesor variado que va desde 0.05 cm a hasta
los 0.3 cm. La piel cambia el grosor, textura y color dependiendo de la parte del cuerpo y
de las necesidades funcionales de este, por ejemplo, la piel de los parpados es muy delgada
y la de las palmas de las manos es gruesa, también varia entre hombres y mujeres, la piel

de los hombres produce menos aceite, pero forma pelos gruesos (10,11).

La piel se encuentra constituida por tres capas: epidermis, dermis y la hipodermis. La capa
mas externa es la epidermis, se trata de un tipo de epitelio escamoso en constante
renovacion. El queratinocito es la célula mas abundante, representando un aproximado de
95% de las células epidérmicas, su diferenciacion y movimiento desde la membrana basal
a la superficie de la piel da lugar a cinco estratos partiendo del méas externo tenemos al
estrato corneo, estrato lucido (presente las palmas de las manos y de los pies), granuloso,

espinoso y basal (9) (Figura 1).

El estrato cérneo proporciona la primera linea de proteccion de la piel, esta compuesto
principalmente de corneocitos que no son mas que queratinocitos diferenciados que han
cambiado su estructura y composicién durante la migracion desde la capa basal, se
convierten en células escamosas planas y anucleadas con filamentos de queratina. Asi el
estrato coérneo esta formado por corneocitos que se rodean de una envoltura celular
formada de proteinas, principalmente loricrina e involucrina y unida de forma covalente a

una envoltura lipidica formada de moléculas de hidroxiceramida (12,13).
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Figura 1. (a) Capas de la piel, epidermis, dermis e hipodermis. (b) Diferenciacion de los queratinocitos a
través de los distintos estratos de la epidermis: corneo, granular, espinoso y basal.

El estrato Iucido sélo se encuentra en la piel gruesa que se presenta en las palmas de las
manos Y las plantas de los pies, en este estrato lo queratinocitos no presentan nucleos vy el

limite entre las células no esta determinado (11)

El siguiente estrato es el granuloso, aqui los queratinocitos presentan una forma mas
aplanada, se caracteriza por contener granulos lamelares, éstos son estructuras que
contienen laminas lipidicas compuestas por fosfolipidos, colesterol y glucosilceramidas.
Cuando el queratinocito se encuentra en este estrato se llama granulocito y durante su
diferenciacion su membrana plasmatica se fusiona con los granulos lamelares que liberan
tanto su membrana lipidica como una carga de hidrolasas acidas en el espacio intercelular
de la célula granular, las hidrolasas se encargan de descomponer los fosfolipidos y de

transformar las glucosilceramidas en ceramidas (14).

Debajo del estrato granuloso se localiza el estrato espinoso que es el mas grueso de la
epidermis, los queratinocitos que se encuentran en esta capa tienen en su mayoria forma
poliédrica y nucleos redondos, poseen agrupaciones de tonofilamentos de queratina
Ilamadas tonofibrillas que terminan en desmosomas y agrupan asi a los queratinocitos
vecinos formando puentes entre sus prolongaciones espinosas dando lugar a un patrén de

unién llamado espinoso (10).

El estrato basal es la capa mas profunda de la epidermis y se compone de una capa de

queratinocitos con forma cubica unidos a la membrana basal mediante hemidesmosomas



localizados en los tonofilamentos que se originan en su citoplasma y unidos con los
queratinocitos vecinos mediante desmosomas. Algunos de éstos queratinocitos se dividen
por mitosis y forman asi el siguiente estrato mientras que otros permanecen anclados a la

membrana basal como células madre (9,11).

Las otras células que componen la epidermis son las células de Langerhans, las células de
Merkel y los melanocitos, estas celulas se encuentran distribuidas entre los queratinocitos
de las diferentes capas. Las células de Langerhans son un tipo de células dendriticas y
representan entre 2-4 % de las células de la epidermis, su funcion es reconocer y presentar
distintos antigenos a las células T y participan en la dermatitis de contacto (inflamacion de

la piel por reaccion alérgica) (11).

Las células de Merkel se encuentran distribuidas a través del estrato basal, se localizan
principalmente en las puntas de los dedos y tienen una importante funcion en la percepcion
sensorial ya que presentan una gran sensibilidad al tacto. Estas células se unen a los
queratinocitos mediante desmosomas y cada una tiene contacto con una terminal nerviosa
aferente (10).

Los melanocitos son las células que poseen prolongaciones dendriticas, son los encargados
de la produccion de melanina (sintetizada en el reticulo endoplasmico del melanocito) que
es un pigmento capaz de absorber la radiacion UV y proteger asi a los queratinocitos
evitando que esta radiacion llegue a sus nucleos y cause dafos irreversibles en el ADN
(12).

La dermis se encuentra constituida por dos capas: la dermis papilar (compuesta de colageno
tipo 111 que forma una fina malla) y la reticular (hecha de haces gruesos de colageno tipo I)
combinadas representan alrededor del 80% de la dermis y la elastina entre el 0,7-2,5%. Su
principal célula es el fibroblasto que en conjunto con las capas forman una red
tridimensional que se adapta a cada parte del cuerpo y es capaz de resistir la tension y

retraccion (15) (Figura 2).



Figura 2. Representacion de la piel humana. La imagen central muestra una representacion 3D de la piel
humana utilizando imégenes episcopicas. En color rosa se observa la epidermis; en azul la dermis papilar; en
amarillo la dermis reticular y en gris la hipodermis. (a)(i) Corte de piel hasta el nivel de la dermis reticular.
(ii) Iméagenes episcopicas de la dermis mostrando la orientacion de las fibras de colageno entrelazadas. (b)
Red microvacuolar de colageno laxo, extensible y flexible. (c) Imagenes de grasa hipodérmica vista por
diferentes modalidades de imagen (16).

La matriz extracelular (MEC) se compone de una red de macromoléculas que mantienen la
rigidez, funcionalidad y resistencia del tejido y se encargan de regular mecanismos
celulares, la MEC se asocia mediante integrinas a fibras de colageno, elastina y
proteoglicanos (originados a partir de los fibroblastos), en conjunto generan soporte

estructural y actian durante la cicatrizacion (15).

La hipodermis facilita la movilidad de la piel, se encuentra constituida principalmente por
tejido conjuntivo laxo, es rica en proteinas G asociadas a receptores que regulan la
lipdlisis, la secrecién de adiponectina y leptina, también es rica en adipocitos que proveen
de aislamiento térmico y reservas metabolicas (11) (Figura 2).

Las células que en su mayoria componen a la hipodermis son los adipocitos, los
fibroblastos y los macrofagos, estas desempefian un papel importante en la homeostasis del
tejido adiposo, remodelacion del tejido y la estimulacion de la termogeénesis de la grasa
durante la exposicion al frio o al ejercicio (16).

La piel presenta también otras estructuras especializadas situadas en la dermis y la
hipodermis, conectadas a la epidermis como son las glandulas sebaceas, las sudoriparas y

el pelo (Figura 3). Las glandulas sebaceas estan ausentes en las palmas de las manos y
6



plantas de los pies y son méas abundante en el rostro, frente y cuero cabelludo. Estas
glandulas generalmente estan asociadas a un foliculo piloso, pero en algunas zonas del
cuerpo como en los parpados se abren a la superficie de la piel directamente. Se componen
de una capa de células basales y varias capas de sebocitos diferenciados y no diferenciados
cargados de lipidos que al desintegrarse liberan el sebo, éste cumple con funciones como

dar flexibilidad y textura a la piel y el cabello y protegerlos del medio ambiente (9,10).

— Epidermis

— Dermis

| Tejidos
subcutaneos

Glandula
sebacea

Foliculo
piloso

Glandula

sudoripara
Vasos

sanguineos

Figura 3. Estructura de la epidermis, dermis e hipodermis y algunos de sus anejos cutaneos, muestra la
distribucion de venas y arterias en la dermis e hipodermis y la ausencia de vascularizacion en la epidermis
(12).

Las glandulas sudoriparas pueden ser de dos tipos: ecrinas y apocrinas. Las ecrinas no se
asocian a foliculos pilosos, tienen forma tubular y enrollada, producen el sudor que es rico
en sales minerales, amoniaco, acido Urico y productos de desecho, participan en la
regulacién de la temperatura y se encuentran en toda la superficie del cuerpo, excepto en el
bermellon de los labios y en genitales, son mas abundantes en las palmas de las manos,
plantas de los pies, axilas y la frente. La apocrinas por el contrario si se asocian a los
foliculos pilosos y tienen un mayor tamafio que las ecrinas, su secrecion es mas viscosa y
oscura y desemboca en el foliculo piloso y se localizan principalmente en las axilas, monte

de venus y areola del pezon (10,11).



El pelo esta distribuido por todo el cuerpo excepto en las palmas de las manos, plantas de
los pies y genitales, nace a partir de la raiz en el foliculo piloso y su parte visible se Ilama
tallo. El foliculo piloso se extiende desde el tejido subcutaneo hasta la superficie de la piel,
se divide en tres segmentos: el infundibulo (se extiende desde la piel hasta la apertura del
conducto sebaceo), el istmo (va desde el infundibulo hasta la insercidén del musculo erector
del pelo) y el bulbo (comprende la parte inferior del foliculo). La papila es una estructura
que se encuentra envuelta por el bulbo, es rica en vascularizacion y es muy importante para

el crecimiento del cabello (9,11).
El envejecimiento cutaneo: definicion y factores extrinsecos e intrinsecos implicados

El proceso de envejecimiento puede definirse como el proceso de disminucion de la
funcion maxima y de la capacidad de reserva en todos los érganos del cuerpo, lo cual lleva
a enfermedad y muerte (17). El envejecimiento celular cutaneo depende de factores
intrinsecos o endogenos, también llamados bioldgicos que son inevitables y estan
determinados por la genética, aunque depende también de factores extrinsecos o exdgenos
que son determinados por las condiciones ambientales y son capaces de exacerbar a los
factores intrinsecos, este proceso de deterioro lleva a una serie de manifestaciones cutaneas
como arrugas, desecacion cutanea, atrofia senil difusa, entre otras (18,19). Ademas, se

presentan numerosos cambios histoldgicos en la piel (Figura 4).

Los factores intrinsecos provocan manifestaciones especificas como el adelgazamiento de
la piel, xerosis, laxitud, arrugas y atrofia que lleva a la prominencia de los vasos
sanguineos, pérdida de elasticidad y mayor fragilidad cutanea. Dentro de los factores
intrinsecos la genética es uno de los principales condicionantes, es asi que se le atribuye el
25 % del proceso de envejecimiento, algo que hasta ahora resulta inmodificable, si bien no
hay un gen determinante del envejecimiento, los genes asociados a enfermedades de la
vejez estan implicados en el estrés oxidativo, la reparacion del ADN y la inflamacion
(17,18).

Otro factor bioldgico es la funcion del telémero ya que su acortamiento provocado por la
falta de actividad de la telomerasa produce en la célula un estado de senescencia. También

la regulacion hormonal juega un papel importante, ya que la reduccién de los niveles de



estrdgeno provoca la disminucion de elastina y modificaciones vasculares que alteran la

oxigenacion de los tejidos (17).

Los factores extrinsecos o exdgenos son condicionados por el ambiente, siendo la
exposicion a los rayos UV el que mas contribuye al envejecimiento de la piel, aunque
también se consideran importantes la exposicion al humo del tabaco que aumenta la
produccion de radicales libres y disminuye la produccion de colageno y elastina, asi como
las particulas presentes en el aire, la radiacion infrarroja, el ozono y una mala nutricion
(18,20).

NSE Joven NSE Madura SE Joven SE Madura

PAS H&E

Tricromo

Elastina

Figura 4. Cambios histoldgicos e histoquimicos de piel adulta relativamente joven (29 afios) de cara expuesta
crénicamente al sol (SE) y piel de abdomen crénicamente no expuesta al sol (NSE) vs. piel relativamente
envejecida (84 y 88 afios). Se observa un adelgazamiento epidérmico notable con pérdida de las crestas
interpapilares en la piel envejecida, independientemente de que esté expuesta o no al sol. Esta piel se
caracteriza por un colageno dérmico reticular menos denso y menos intensamente tefiido. La disminucién de
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la densidad del colageno dérmico en la piel envejecida se confirma alin mas con las tinciones de tricromo y
elastina, que también revelan un reemplazo significativo de la dermis superior por fibras elasticas
marcadamente anormales. Tincion con hematoxilina y eosina (H&E) y acido peryddico de Schiff (PAS)
Ampliacion original, x10. Tomado de (21).

El estrés oxidativo y el envejecimiento cutaneo

La oxidacion y la reduccion son necesarias para la produccion de energia y de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) de tipo radicalarias y no radicalarias,
moléculas necesarias para el funcionamiento celular pero también capaces de producir
sustancias toxicas para el organismo al reaccionar con otras. Por esta razon los mecanismos
de oxidacién son cuidadosamente regulados para conservar un equilibrio, pues el exceso de

especies reactivas de oxigeno puede llevar al organismo a un estrés oxidativo (17).

Los radicales libres poseen electrones impares que pueden neutralizarse y reaccionar con
O, formando radicales tipo peroxilo. De los radicales libres, el superdxido (O;) es el méas
abundante ya que es resultado de variados procesos metabdlicos. El radical hidroxilo (OH)
es el mas toxico y se deriva de la reaccion del radical superoxido con el perdxido de
hidrogeno, el 6xido nitrico (NO) tiene efecto toxico al mezclarse con el radical superdxido.
El peroxido de hidrégeno (H,0;) es no radicalario, pero es el oxidante mas estable de todos
(22).

Se considera que un 50% de los dafios causados por la radiacion UV en la piel son causados
por la formacién de radicales libres. La luz UVA presenta una gran capacidad de
penetracion y es absorbida por los cromoforos celulares (como el &cido urocénico), los
precursores de la melanina y la rivoflavina, dichos croméforos expuestos a la luz generan

ERO, que dafian los lipidos, las proteinas y el ADN (20,23).

La radiacion UV de 245 a 290 nm es absorbida al maximo por el ADN y es capaz de
producir cambios en él, la radiacibn UVB es la que méas induce mutaciones, éstas se
producen debido a un cambio quimico e incluyen dimeros de ciclobutano dimeros de
pirimidina y fotoproductos (6-4) formados entre bases de pirimidina adyacentes. La
radiacion UVA y UVB en menor medida pueden dafar el ADN mediante la generacién de
ERO que dafian también lipidos y proteinas. La mutagénesis por la radiaciéon UVA implica
al acido trans-urocanico y la 8-hidroxi-guanina, que produce oxigeno singlete y dafios en el

ADN. ElI ADN mitocondrial presenta tasas de mutacion mas altas que el ADN nuclear
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debido a sus ineficaces mecanismos de reconocimiento y reparacion y a su proximidad con
las ERO producidas durante la cadena respiratoria, la mutacion mitocondrial méas habitual
es la de la “delecion comun” que consiste en 4977 pares de bases y estd asociada a la
exposicion a los rayos UVA (23).

Es importante sefialar que las ERO pueden generarse tanto en condiciones patoldgicas
como en condiciones fisioldgicas. Las células fagociticas como los linfocitos polinucleares
y los macrdfagos presentes en la piel producen grandes cantidades de ERO debido a las
grandes cantidades de la enzima NADPH oxidasa. Ademas, la presencia de estas células en
la piel inflamada produce niveles altos de superoxido y puede liberar iones cataliticos de la
ferritina y de hierro en combinacion con las ERO, causando dafios adicionales en la piel.
Las ERO dafian también a los acidos grasos polinsaturados mediante el proceso de
peroxidacion de los lipidos presentes en las membranas, los que provoca dafios en la

estructura epidérmica y muerte celular (24).

Durante la inflamacién mediada por ERO a nivel cutdneo uno de los eventos que tiene
lugar es la activacion de los factores de transcripcion como el factor nuclear Kappa B
(NFkB) y la proteina activadora-1 (AP-1), estos factores son responsables de una gran
cantidad de procesos degenerativos asociados al envejecimiento como la remodelacion de
los tejidos, la oncogénesis y la apoptosis. La exposicion a la luz UV promueve también la
expresion de la ciclooxigenasa inducible (COX-2) y la lipooxigenasa (LOX) que producen
a su vez un aumento de mediadores proinflamatorios como las prostaglandinas y los

tromboxanos (Figura 5).

La piel envejecida muestra una gran acumulacion de proteinas oxidadas en la dermis
superior que son resultado de la disminucion de enzimas antioxidantes provocada por la
radiacion UV, como consecuencia a la acumulacion de proteinas oxidadas y reticuladas se
ocasiona la agregacion de proteinas y lipofuscina que inhiben progresivamente todas las

actividades del proteasoma que ademas disminuye con la edad (20).
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Los polifenoles: sintesis y caracteristicas quimicas

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, lo que significa que no participan
directamente en las funciones bioldgicas vitales de las plantas tales como la fotosintesis,
respiracion, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o la sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal en
algunas plantas y pueden aparecer en diversas formas tanto en forma libre como
glucosilados o acilados y en estructuras oligoméricas y polimerizadas, también pueden

encontrarse ligados a componentes de la matriz vegetal como las paredes celulares (25,26).

Los polifenoles estan estrechamente relacionados con algunas caracteristicas de las plantas
como el sabor, el color, la palatabilidad y el valor nutricional, ademas participan en
funciones de defensa frente a estimulos de diversa indole o situaciones de estrés (27,28).

Las diferencias estructurales de los compuestos fendlicos condicionan sus propiedades tales

como la solubilidad, polaridad y estabilidad (26).
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Los polifenoles se caracterizan por tener uno 0 mas anillos fendlicos en su estructura, es en
base a la cantidad de estos anillos y los grupos funcionales que poseen que los polifenoles
se clasifican en distintas clases y subclases. Entre los principales grupos de polifenoles se
encuentran los &cidos fendlicos (derivados del &cido hidroxibenzoico o del é&cido

hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (27) (Figura 6).

Derivados del acido Derivados del acido hidroxibenzoico

hidroxibenzoico
Alcoholes fenélicos
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Figura 6. Nucleo estructural de los principales polifenoles. Se indican los sustituyentes segin corresponden a
cada estructura y se numeran los carbonos del ndcleo estructural de los flavonoides (27).

Los acidos hidroxicindmicos, por su parte tienen una estructura C¢-C3 y han sido
reconocidos por sus propiedades antioxidantes y antinflamatorias, dentro de los que
encontramos a los &cidos cafeico, fertlico y cumarico que pueden encontrarse como

derivados glicosilados o esterificados con &cido quinico, siquimico o tartarico (29).

Los flavonoides son compuestos fendlicos ampliamente distribuidos en el reino de las
plantas caracterizados por poseer un esqueleto carbonado del tipo difenil 1,3-propano que
comprende 15 atomos de carbono distribuidos en dos anillos de benceno denominados A 'y
B unidos entre si por la estructura de cromano con tres carbonos. Existen varios subgrupos
de flavonoides segun el grado de insaturacion y oxidacion del heterociclo, a saber:
flavonas, flavanonas, flavanos e isoflavonas. Los flavonoides generalmente existen en la

naturaleza en forma hidroxilada, aunque la presencia de carbohidratos o grupos metilo en
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hidroxilos fendlicos es muy frecuente. Dentro de este grupo encontramos compuestos como

como la epigalocatequina galato, la miricetina y la quercetina (30).

Las proantocianidinas o taninos condensados son oligdmeros o polimeros de flavan-3-ols y
flavan-3,4-dioles, las que pueden clasificarse en dos categorias segun su grado de
polimerizacion de unidades monomeéricas: oligomeros (desde dimeros a pentdmeros) y

polimeros (a partir de hexameros) (30).

Una de las rutas a través de las cuales se originan los polifenoles es la ruta del acido
shikimico que comienza con el acoplamiento del fosfoenolpiruvato (PEP) y la D-eritrosa-4-
fosfato que producen el &cido 3-deoxi-Darabino-heptusoldnico-7-fosfato (DAHP), esta
reaccion se da catalizada por enzimas preferentemente. El acido fosférico del DAHP se
elimina por una oxidacion que genera un enol debido a la presencia del NAD", se forma un
intermediario que mediante un rearreglo se transforma en acido 3-dehidroquinico. Este
ultimo puede ser reducido a acido quinico en presencia de NADH y de la enzima que oxidd
el DAHP. El &acido shikimico se forma por la deshidratacion del acido 3-dehidroquinico,
formando primero el acido 3-dehidroshikimico que se reduce gracias al NADH (Figura 7)
(25).
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Figura 7. Formacion del acido shikimico y formacion del &cido protocatequinico y galico (25).
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Algunos fenoles simples derivan directamente del acido shikimico como el caso del &cido
protocatequinico y el &cido gélico que se forman a partir del &cido 3-dehidroshiquimico
(Figura 7). Sin embargo, la ruta del acido shikimico puede continuar con la adicion de otra
molécula de PEP formando asi la fenilalanina que en el metabolismo secundario de la
planta sufre la eliminacion de un grupo amonio por la accion de la enzima fenilalanina
amonioliasa, formando el &cido trans-cindmico que incorpora un grupo hidroxilo en el
anillo y se transforma en &cido p-cumarico, posteriormente la CoA-ligasa lo convierte en p-
cumaroilCoA (Figura 8) que es el precursor de la mayoria de los fenoles de origen vegetal

entre ellos los &cidos hidroxicinamicos (27).

La ruta de los poliacetatos también es importante para la formacion de algunos polifenoles
ya que de ella se obtienen precursores que se utilizaran en conjunto con compuestos
obtenidos de la via del &cido shikimico en una ruta mixta que llevara a la formacion de

algunos compuestos fendlicos como es el caso de los flavonoides (Figura 8) (27).

Eritrosa 4-fosfato Fosfoenolpiruvato
(via pentosas-fosfato) iy
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Fenilalanina @
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hidrolizables
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@ Acido poliacetatos
FENOLES trans-cinamico
SIMPLES @
P-cumaroilCoA Malonil-CoA
Polifenoles
Flavonoides

Figura 8. Ruta biosintética de los polifenoles en las plantas (27).
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Las proantocianidinas o taninos condensados son oligomeros con 2 a 6 nucleos fenolicos,
se forman por un mecanismo bioldgico que ain no es bien conocido, sin embargo, se sabe
que derivan de una sintesis mixta de la ruta del &cido shikimico y de la ruta de la
malonilCoA que forman flavan 3-4-dioles que posteriormente se condensan por un

mecanismo bioldgico que ain no es bien conocido (31,32).
Los polifenoles como agentes antienvejecimiento

Las propiedades antioxidantes de los polifenoles y su participacién en las reacciones
metabdlicas de oOxido-reduccién son la causa principal de los beneficios de estos
compuestos tanto como agentes antienvejecimiento, antitrombdticos, antilipémicos,
antiinflamatorios y antiapoptdticos. Los polifenoles tienen la capacidad de modular la
actividad de diversas enzimas y, por tanto, afectar vias de sefializacion y procesos celulares
(27). O sea que sus beneficios en el envejecimiento cutaneo pueden explicarse a partir de su
reconocida actividad antioxidante y también de su capacidad de interferir en vias de
sefializacion implicadas en este proceso. Varios polifenoles se han reconocido como
agentes anti-envejecimiento, los mas reconocidos son el resveratrol, la epigalocatequina-3-

galato y la genisteina (Figura 9).
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O HO
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Epigalocatequina-3-galato (EGCG) Genisteina

Figura 9. Estructura quimica de algunos polifenoles con efecto anti-envejecimiento.
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El resveratrol (3, 4, 5’ trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina perteneciente al grupo de los
flavonoides, existen dos isdmeros de este compuesto, el trans-resveratrol y el cis-
resveratrol, siendo el primero el que ha demostrado tener mas propiedades beneficiosas
para la salud (33). El resveratrol posee actividades antioxidantes, antiinflamatorias,

antimicrobianas y una alta capacidad antifungica (34).

Se considera que las propiedades antienvejecimiento del resveratrol se deben a su
capacidad para regular la inflamacién y el estrés oxidativo. Segun estudios, el resveratrol
presenta accidn antiapoptdtica al ser usado como radioligando, ya que actua sobre sitios
especificos de union a polifenoles de la membrana plasmatica (especialmente en la
epidermis) expuesta al 6xido nitrico (NO). También bloquea la activacion de la ruta del
factor nuclear kappa (NF-xB) mediada por los rayos UVB en los queratinocitos
epidérmicos normales, ademas los protege del dafio por estrés oxidativo inducido por los
rayos UVA mediante la regulacion de la expresion de la proteina 1 asociada a ECH tipo
Kelch (Keapl) (35).

Segun estudios in vivo en los que se aplico resveratrol en forma topica a ratones sin pelo, se
observaron inhibiciones significativas de los efectos inducidos por los rayos UVB como
disminuciones en: edema e hiperplasia de la piel, inflamacidn, infiltracion de leucocitos en
dermis y epidermis, nivel de ciclooxigensa-2 (COX-2), ornitina descarboxilasa (ODC),
peroxido de hidrogeno (H202) peroxidacion lipidica, nivel de antigeno nuclear de células

proliferante (PCNA) en la epidermis y marcadores de promocion tumoral (35).

La epigalocatequina-3-galato (EGCG) es un derivado del té verde perteneciente A la
familia de los flavanoles, este compuesto muestra propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y de reparacion del ADN. Segln un experimento en células HaCaT, el EGCG
logré reducir la muerte celular por SNP. En otro estudio, el EGCG mostré sobre un cultivo
de fibroblastos humanos la capacidad de bloquear la secrecidn de colageno inducida por los
rayos UV y de inhibir la union de los factores de transcripcion (NF-xB) y la activacion de
la proteina (AP-1). En queratinocitos normales el tratamiento con EGCC es capaz de inhibir
la liberacion de H,O, intracelular inducida por los rayos UVB, al mismo tiempo puede
inhibir la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) y la via
de las MAPKSs (35).
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En otro experimento, el tratamiento topico con EGCG en piel humana logro la reduccion
de: la infiltracion de leucocitos inflamatorios inducidos por rayos UBV, la infiltracion de
NO y H,0,, produccion de metabolitos de prostaglandina (PG) inducida por rayos UVB.
Estudios independientes han mostrado un efecto foto protector excepcionalmente alto del
EGCG contra la peroxidacion lipidica y la merma de las enzimas de defensa antioxidante.
Ademaés, un estudio que evaluaba mecanismos de reparacion del ADN sugirio que la rapida
reparacion de los dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPDs) debido a la aplicacion
topica de EGCG estd mediada por la estimulacion de la interleucina-12 (IL-12) (35).

La genisteina es una aglicona perteneciente al grupo de las isoflavonas que se obtienen de
la soja, es un potente antioxidante, un inhibidor de la enzima tirosina quinasa y un
fitoestrdgeno, tiene efectos anticarcindgenicos y antienvejecimiento. Un estudio mostrd que
la genisteina puede disminuir los niveles de H,O, en los queratinocitos humanos inducidos
por los rayos UVB, otro estudio realizado en fibroblastos prob6 que la genisteina protege
las caracteristicas asociadas a la senescencia mediante actividades enzimaticas
antioxidantes y regulacion del estrés oxidativo mitocondrial y de la regulacion por

decremento de la via de sefializacion dependiente del (p66Shc) (35).

Un estudio in vivo demostré que la genisteina en la piel humana es capaz de inhibir la
actividad del EGF-R de la tirosina quinasa, asi como la sefializacion extracelular regulada
por quinasa (ERK) y de la JNK, Sin embargo, en el mismo estudio se indic6 que la
genisteina no es un buen filtro solar. Otro estudio en ratas de edad avanzada observo un
efecto benéfico a largo plazo con tratamiento sistémico de cisteina para revertir cambios
moleculares, histoldgicos y funcionales de la piel relacionados con ovariectomia, por
ejemplo, la disminucion del factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-p1) y del

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (35).
Caracteristicas generales del aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass)

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol perteneciente a la familia Lauraceae, que
comprende alrededor de 2200 especies entre la que destacan el laurel (Laurus nobilis L.), el
alcanfor (Cinnamomum camphora L. Siebold.) y la canela (Cinnamomum verum J. Presl.),

siendo el aguacate la especie de mayor importancia comercial y econémica (36).
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El aguacate se divide en tres variedades botanicas: Persea americana Mill. var. drymifolia
conocida como raza mexicana, Persea nubigena Mill. var. guatemalensis que corresponde a
la especie guatemalteca y Persea americana Mill. var. americana correspondiente a la

especie de las indias occidentales o también conocida como raza antillana (37).

La raza mexicana de aguacate se origin0 de los ejemplares de Persea americana
provenientes del centro y este de México, mientras que la especie guatemalteca proviene de
las zonas altas de Guatemala y la raza antillana desciende de las primeras plantas
encontradas en las tierras bajas de Las Antillas. Las variedades mas aceptadas en el
mercado internacional son la guatemalteca y la mexicana, principalmente las variedades
‘Hass’, ‘Fuerte’ y ‘Nabal’ (36,37).

El fruto del aguacate es una baya monosperma cuyas caracteristicas pueden variar, puede
tener un tamafio, forma, corteza, pulpa y semilla diferentes dependiendo de la variedad a la
pertenezca. Su contenido de azlcares es bajo en comparacion a otras frutas, sin embargo,
posee el contenido de proteinas mas alto que cualquier otra fruta fresca. Las vitaminas
liposolubles, sales minerales y &cidos organicos abundantes que contiene son algunos de los

atributos que lo hacen una fruta atractiva (38).

Caracteristicas taxonomicas de la especie Persea americana Mill.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Laurales

Familia: Lauraceae

Género: Persea

Especie: Persea americana Mill (36).

El cultivo del aguacate se localiza en regiones tropicales (Guatemala, Republica
Dominicana, Peru, Colombia) y subtropicales (México, Estados Unidos, Chile, Argentina)
del planeta, a una altura de 800 y 2500 metros sobre el nivel del mar (38,39).
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Origen

El origen del aguacate es dificil de precisar, se sabe que la familia Lauraceae se origind en
Laurasia a partir de los antepasados de Gondwana (Africa) y posteriormente una parte de
esta familia incluyendo al clado Perseae migré a América del Norte (40).

Los progenitores del aguacate moderno se originaron en el area de la actual Sierra Nevada
en California hace aproximadamente 60 millones de afios, en esta época la region

presentaba clima tropical y una gran diversidad de flora (41).

Segln la evidencia, el cambio climatico producido por las glaciaciones durante el
paleoceno provocd la migraciéon de los antepasados del aguacate de América del Norte
hacia el sur, para finalmente establecerse en Mesoameérica entre los afios 16 000 y 8 000 a.
C. (40).

El consumo y cultivo del aguacate comenzé en épocas tempranas por los primeros grupos
que habitaron el area de Mesoamérica alrededor del afio 6500 a. C., es probable que estos
grupos comenzaran la seleccion y domesticacion del aguacate cuando consumian y
seleccionaban variedades ancestrales de la fruta, dando paso asi a la creacion de las tres
variedades de aguacate (41).

La diseminacion del aguacate a través del continente americano puede ser el resultado del
intercambio comercial entre las distintas culturas que se extendian desde Mesoamérica
hasta el sur de América. En Per( fueron descubiertas por arquedlogos semillas de Persea,
las cuales fueron encontradas con momias incas enterradas alrededor del afio 750 a. C.
(36,40).

Después de la llegada de los espafioles, a estos les agradd tanto este fruto que lo
distribuyeron a sus diferentes colonias en el hemisferio oriental y a Europa. El aguacate fue
introducido a Indonesia en 1750, a Filipinas en 1850 y a Israel en 1908 (40).

Descripcidn botanica

El arbol de aguacate puede llegar a medir hasta 20 metros de altura, no obstante, en las
huertas comerciales solo se dejan crecer alrededor de los 5 metros, esto para permitir las

practicas de control fitosanitario, fertilizacion y cosecha. Esta especie posee un tronco
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grueso con ramificaciones, de las cuales crecen hojas abundantes que producen un follaje

perenne denso (36).

Las hojas del &rbol miden entre 10 y 30 cm de largo, son de forma ovalada o eliptica, de
color verde oscuro, lustrosas en el haz y palidas por el envés y con pelos cortos en las
nervaduras. Los peciolos son delgados y miden de 2 a 6 cm de largo. Alrededor de las
terminaciones de las ramas presenta abundantes inflorescencias paniculas grisaceo-
puberulentas de 6 a 20 cm de largo. Sus pedicelos son delgados y miden de 3 a 6 mm de
largo y el perianto es palido (38).

El fruto es una baya monosperma generalmente con forma similar a la pera. El peso y la
forma del fruto pueden cambiar dependiendo de la variedad a la que pertenezcan, oscilando
en un rango de 150 a 350 gr. Presenta una céscara rugosa cuyo color varia dependiendo del
estado de maduracion, que puede ir del color verde claro a verde oscuro y de violeta a

negro (36).

El mesocarpio del fruto es carnoso y de color verde amarillento al igual que el endocarpio,
el cual contiene una sola semilla de gran tamafio que puede abarcar del 12 al 28 % del peso
total de la fruta (38).

El cultivar ‘Hass’ posee genes en su mayoria guatemaltecos y 1/6 de genes mexicanos que
le confieren una mejor resistencia al clima frio. La temperatura 6ptima para la produccion
de esta variedad de aguacate oscila entre 17.9 - 19.7 °C en condiciones templadas estables,
libres de estrés. Este frutal requiere de una precipitacion de 1200 — 1600 mm distribuidos
durante el afio, pero se recomiendan riegos durante la floracion y el amarre del fruto. El tipo
de suelo recomendable para este arbol es el andosol con un pH de 5.0 a 7.0, con méas
ventajas hacia la tendencia &cida (42).

Importancia econémica

El arbol Persea americana Mill. es uno de los cultivos tropicales mas importantes del
mundo con una produccion anual por encima de 3.5 millones de toneladas, de las que se

comercializa en el mercado internacional un 20% (43).

El aguacate es un fruto cuya demanda ha ido en aumento en los ultimos afios, siendo el

cultivar ‘Hass’ el méas comercializado en la actualidad debido a su buena aceptacion en el
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mercado internacional como un alimento alto en proteinas y minerales y como una

excelente fuente de energia (36,42).

México es el principal productor de aguacate en el mundo, ocupa este lugar gracias a sus
149 185 hectareas productoras de este fruto de las cuales la mayoria se localizan en el
estado de Michoacéan y aportan el 94.9% de la produccion nacional con 145 092 toneladas

anuales (44).

En Michoacén el aguacate genera grandes beneficios econémicos a todos los que participan
en la cadena de produccion, esto incluye tanto a productores como trabajadores eventuales
y permanentes para labores de cultivo, cosecha, y manejo poscosecha, a los
comercializadores e industrializadores. También es una fuente de empleo ya que por cada
10ha de cultivo da ocupacion a 1.5 hombres (42).

Propiedades nutricionales de fruto

El principal componente de la pulpa del aguacate son los lipidos que se encuentran en un
porcentaje de 10% a 30% dependiendo de la variedad de aguacate y la estacion del afio. El
contenido de acidos grasos monoinsaturados es aproximadamente de 15 g/ 100g de fruta, de
los cuales el &cido oleico es el méas abundante con un 58% (Tabla 1) (45).

El fruto de Persea americana Mill. var. ‘Hass’ contiene una gran diversidad de nutrientes
entre los que destacan el potasio, magnesio, vitamina A, C, E, K, niacina, riboflavina, &cido
pantoténico, folato, piridoxina y una alta cantidad de fibra dietética, ademéas de la alta
concentracion de &cidos grasos monoinsaturados (45).

Tabla 1. Composicion nutrimental de la pulpa de aguacate.

Componente Cantidad Unidad Minimo Maximo
Agua 73.23 g 64.4 83.8
Proteina 2 g 1.53 3
Lipidos totales 14.66 g 8.4 23.2
Ceniza 1.58 g 0.82 2.8
Fibra dietética 6.7 g 3.2 12.7
AzUcares totales 0.66 g 0 2.42
Sacarosa 0.06 g 0 0.15
Glucosa (dextrosa) 0.37 g 0.06 2.17
Fructosa 0.12 g 0.07 0.25
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Lactosa 0 g 0 0
Maltosa 0 g 0 0
Galactosa 0.1 g 0 0.3
Almidon 0.11 g 0.05 0.17
Calcio 12 mg 8 19
Hierro 0.55 mg 0.14 1.06
Magnesio 29 mg 17 34
Fésforo 52 mg 30 70
Potasio 485 mg 219 691
Sodio 7 mg 1 17
Zinc 0.64 mg 0.35 0.83
Cobre 0.19 mg 0.09 0.38
Manganeso 0.142 mg 0.07 0.19
Selenio 0.4 ug 0.2 0.6
Vitamina C 10 mg 6.3 24.1
Tiamina 0.067 mg 0.011 0.1
Rivoflavina 0.13 mg 0.037 0.18
Niacina 1.738 mg 0.357 2.51
Acido pantoténico 1.389 mg 0.612 2.71
Vitamina B-6 0.257 mg 0.07 0.452
Folato 81 Mg 14 155
Vitamina A 146 IU

Vitamina E 2.07 mg 0.66 3.28
Vitamina K 21 ug 15.7 27
Acidos grasos 2.126 g

saturados totales

Acidos grasos 9.799 g

monoinsaturados

totales

Acidos grasos 1.816 g

poliinsaturados totales

Acidos grasos trans 0 g

totales

Colesterol 0 mg

Nota: La presente tabla describe las caracteristicas nutricionales de la pulpa del aguacate por cada
100 g de fruta (46).

Entre los principales componentes de la semilla del aguacate de las variedades ‘Hass’ y
‘Fuerte’ respectivamente se encuentran: proteinas (2.4 % y 2.5 %), azucar (3.5% y 2.2 %),
lipidos neutros (2.5% y 3.2%), glicolipidos (12% - 13 %), fosfolipidos (7.4% - 10.9%),
almidon (27.5 y 29, 6 %) y grasas (0.8% y 1.0%) (38). El aceite extraido de la pulpa de
Persea americana Mill. es rico en vitamina E, glicéridos, acido oleico, esteroles y acidos
volatiles (38).
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Propiedades farmacoldgicas

Ciertas variedades de Persea americana Mill. poseen propiedades curativas variadas, por
ejemplo, el aceite extraido del aguacate se utiliza para aliviar la gota y el reumatismo. La
infusion de hojas de aguacate se utiliza para el alivio de los colicos menstruales, la migrafia

y para combatir la fiebre (36).

A partir de las hojas y semillas de Persea americana Mill. han sido aislados una gran
variedad de flavonoides, estos compuestos son kaempferol, quercetina-3-O-a-
arabinopiranoésidos, afzelina, quercitrina, quercetina-3-O-b-glucopirandsido y quercetina, la
escopoletina es el unico tipo de cumarina presente en las hojas del aguacate. Las semillas
del aguacate pueden ser usadas para curar la diarrea en una preparacion que consta de
cenizas y semillas tostadas disueltas en agua, también se cree que su polvo puede acabar
con la caspa. En Ecuador los Shuar utilizan la semilla del aguacate triturada y macerada en
aguardiente para tratar las mordeduras de serpiente. Las hojas del aguacate masticadas se
utilizan contra la piorrea, su jugo se utiliza como antibidtico, en decoccion se emplean
contra la diarrea, dolor de garganta y hemorragias, en emplastos se aplican sobre las heridas
y calentadas sobre la frente alivian la neuralgia. La cascara es considerada un antibiotico
eficaz y se usa como vermifugo en casos de disenteria. Los brotes tiernos en decoccion se

emplean contra la tos. Las raices contienen un antibiético eficaz (38,47).

La pulpa del aguacate también tiene varios compuestos bioactivos entre los que se
encuentran carotenoides como la luteina zeaxantina, a-caroteno y criptoxantina. También
es rico en vitamina B, C y E, D-manoheptulosa, B-sitosterol y persenona A y B. Todos

estos componentes tienen actividad antifangica, antitumoral y son antioxidantes (32).
Contenido de polifenoles y actividad antioxidante de extractos de aguacate

El aguacate es una fuente de moléculas con potente capacidad antioxidante incluidos los
compuestos fenolicos, estas moléculas se encuentran distribuidas en varias partes del
aguacate como las hojas, cascaras, semillas y pulpa, siendo esta Gltima la que muestra
menor cantidad de moléculas antioxidantes (48). También el grado de maduracién del fruto
juega un papel importante en la cantidad de moléculas antioxidantes que este presenta, se
ha encontrado que los aguacates en un estado de maduracion méas avanzado presentan

mayor cantidad de antioxidantes que los dptimamente maduros (49). Los estudios
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demuestran que los compuestos fendlicos, los carotenoides, tocoferoles (a-tocoferol),
acetogeninas (persenona A y persina), vitaminas B, C y E, fitosteroles y acidos grasos
mono Y poliinsaturados son los principales antioxidantes en el aguacate (49,50).

Dentro de los compuestos mas representativos identificados en el aguacate se encuentran
los &cidos hidroxicindmicos que estan principalmente asociados a las paredes celulares
formando enlaces ésteres, amidas o glucésidos con celulosa, hemicelulosa, arabinoxilanos,
lignina, pectina, proteinas y otros constituyentes (50). El acido cumérico es el principal
acido hidroxicinamico monomérico que se ha reportado en extractos metanolicos de pulpa
de aguacate en concentraciones de 27 a 47 pg/g ps, seguido del acido ferulico, &cido

cafeico, &cido sinapico y acido trans-cindmico.

Los é&cidos hidroxicinamicos conjugados presentes en el aguacate son principalmente
conjugados con azucares y &cido quinico. La pulpa de aguacate contiene &cido 5-
feruloilquinico (76.2-115.5 pg/g ps), seguido del glucosido del acido p-cumarico (84.4-93.5
Hg/g ps), el glucosido del acido ferdlico (19.5-24.4 ug/g ps) y el rutindsido del acido p-
cumérico (16.4-35.8 pg/g ps), entre otros. En semilla de aguacate, los derivados del acido
cafeico son los principales compuestos fendlicos reportados, incluido el acido trans-5-O-
cafeoil-D-quinico (1630-5740 ug/g ps), acido 1-cafeoilquinico (1123-2438 ug/g ps), acido
4-cafeoilquinico (66.9-103.9 pg/g ps), acido 3-O-cafeoilquinico (53.5-57.5 pg/g ps), y un
derivado conjugado de &cido cumarico; el acido 3-O-p-cumaroilquinico (8.1-375.6 ug/g
ps). En cascara de aguacate, el &cido 5-O-cafeoilquinico (77.4-81.8 ug/g ps) y el acido
clorogénico (1592.4-1989.9 ug/g ps) son los compuestos de este grupo mayoritariamente

reportados (50).

Las subclases de flavonoides en la fruta del aguacate incluyen agliconas, glucésidos y
grupos metilados. Los principales flavonoides especificos informados en la fruta del
aguacate incluyen flavan-3-oles (catequina, epicatequina y galato de epicatequina) (Tabla
2), flavonoles (rutina, isorhamnetina, narirutina y quercetina) y flavanonoles (taxifolina).
La naringenina también se ha identificado en la cascara del aguacate, pero no se ha
cuantificado (51).

En cuanto a las procianidinas presentes en el aguacate, Rosero et al. (2019) reportaron dos

tipos de tipos procianidinas de tipo A (1 dimero y 1 trimero) y 7 de tipo B (cuatro dimeros
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y tres trimeros) en semillas y céscaras de aguacate (52). Wang et al. (2010) identificaron
procianidinas de tipo A y tipo B, a partir de monémeros decamericos y polimeros, en las
semillas (23.7-55.6 mg/g ps) y cascaras (4.9-38.9 mg/g ps) de 8 cultivares de aguacate (53).
Estos autores también reportaron que los aguacates de las variedades 'Simmonds’, 'Hass',
‘Tonnage' y 'Booth' tenian un alto contenido de procianidinas en las semillas, mientras que
las cascaras de los aguacates 'Hass' tenian el contenido méas alto de PAC. Estos hallazgos
coincidieron con Tremocoldi et al. (2018) quienes reportaron que la cascara de aguacate
‘Hass’ contiene una mayor concentraciéon de procianidinas tipo B2 (48.38 mg/g ps) en
comparacion con las cascaras de aguacate ‘Fuerte’ (28.34 mg/g ps) (54). Los dimeros tipo
A (0.026 mg/g ps) son un componente menor en comparacion con los dimeros tipo B
(0.055-0.135 mg/g ps) en la cascara del aguacate 'Hass' y no se encontraron en el aguacate
‘Shepard'. Se encontraron trimeros de tipo A en las semillas de aguacates ‘Hass’ (0.085
mg/g ps) y ‘Shepard’ (0.086 mg/g ps) (55). Esto sugiere que el cultivar de aguacate y los
componentes morfoldgicos y anatomicos del fruto afectan significativamente el contenido y

grado de polimerizacion de procianidinas.

Tabla 2. Algunos compuestos fendlicos presentes en diferentes partes y productos derivados del aguacate.

COMPUESTO FUENTE ESTRUCTURA
Acido galico Aceite de la Oxy-OH
pulpa
HO OH
OH
Acido 3,4- Aceite de la i
dihidroxifenilacético pulpa °

HO

HO

o

Acido 4-hidroxibenzoico  Aceite de la

pulpa

OH
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Sustancias usadas para atenuar el envejecimiento cutaneo

La dermatologia estética busca tratar o prevenir trastornos de la piel y retrasar el
envejecimiento mediante estrategias que intentan revertir los signos dérmicos y

epidérmicos del envejecimiento fotografico y cronoldgico, entre estas destacan el uso de
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protector solar para reducir la exposicion a los rayos UV, uso de retinoides para favorecer
la formacion de colageno y reducir la sintesis de colagenasa y uso de antioxidantes

principalmente combinados para reducir y neutralizar los radicales libres (56).

Compuestos de origen sintético

Retinoides topicos

La Vitamina A es importante para el crecimiento y diferenciacion epidérmicos, asi como
para el mantenimiento de la integridad del tejido dérmico. Existen en el mercado
numerosos derivados topicos de la Vitamina A conocidos como retinoides. De hecho,
existen diversos estudios clinicos que documentan la efectividad del &cido retinoico
(tretinoina) para reparar la piel fotoenvejecida a nivel clinico, histolégico y molecular. La
tretinoina topica produce una reduccion significativa de la presencia de arrugas, la laxitud,
hiperpigmentacion y rojez en la piel fotoenvejecida. Estos resultados se deben a la
disminucion del grosor epidérmico, compactacion del estrato corneo, decrecimiento en el
contenido de melanina y estimulacion de la sintesis de colageno, asi como la generacion de
nuevos vasos sanguineos. El tazaroteno, un retinoide topico posee efectos similares a la
tretinoina. Otros retinoides también utilizados para atenuar el envejecimiento incluyen el

retinol y el retinaldehido (57).
Antioxidantes

Como se expuso anteriormente, la radiacion ultravioleta y la contaminacién ambiental
resulta en la generacién de ERO y otros radicales en la piel. Esto induce cambios
histologicos y clinicos relacionados con el fotodafio. Para contrarrestar estos efectos, la
piel estd equipada de un sistema de defensa antioxidante. Dos importantes componentes de
este sistema son las vitaminas C y E. Los efectos antioxidantes de la vitamina C incluyen
la neutralizacion de la superproduccion de radicales libres y la regeneracion de la Vitamina

E, mientras que la vitamina E protege las membranas celulares de la peroxidacién (58).

La piel normal contiene altas concentraciones de vitamina C, con niveles comparables a
otros tejidos corporales y muy por encima de las concentraciones plasmaticas, 1o que
sugiere una acumulacién activa de la circulacién. La mayor parte de la vitamina C en la
piel parece estar en compartimentos intracelulares, con concentraciones probablemente en

el rango milimolar. Se transporta a las células desde los vasos sanguineos presentes en la

28



capa dérmica. Se ha indicado que los niveles de vitamina C son mas bajos en la piel
envejecida o fotodafiada. Se desconoce si esta asociacion refleja causa o efecto, pero
también se ha informado que la exposicion excesiva al estrés oxidativo a través de
contaminantes o irradiacion UV se asocia con niveles reducidos de vitamina C a nivel

epidérmico (59).

La vitamina C actGa como un cofactor de las hidroxilasas de prolina y lisina que
estabilizan la estructura terciaria de la molécula de colédgeno, y también promueve la
expresion del gen del coldgeno. En la piel, la formacion de colageno es realizada
principalmente por los fibroblastos dérmicos, lo que resulta en la generacion de la
membrana basal y la matriz de colageno dérmico. La dependencia de las enzimas colageno
hidroxilasa de la vitamina C se ha demostrado en varios estudios con células de
fibroblastos in vitro, con disminucién de la sintesis total y disminucion de la reticulacién

cuando la vitamina C esta ausente (58).

La vitamina E o tocoferol es el principal antioxidante no enzimético soluble en lipidos que
se presenta naturalmente en la piel y la protege de los efectos adversos del estrés oxidativo,
incluido el fotoenvejecimiento. Ademas de sus propiedades antioxidantes, otros efectos
bioldgicos se atribuyen al tocoferol. Uno de ellos incluye el metabolismo del acido
araquidonico que esta mediado por el tocoferol. Las complejas interacciones con el sistema
de eicosanoides parecen resultar en una inhibicion de la sintesis de prostaglandinas. La
vitamina E disminuye la biosintesis de prostaglandina E2 al prevenir la liberacion de acido
araquiddnico por la fosfolipasa A2. La actividad de la ciclooxigenasa estd modulada de
manera dosis-dependiente por el tocoferol: concentraciones bajas conducen a la inhibicién
y las altas a la activacion de la enzima. Esta disminucion en la sintesis de prostaglandinas

regula la inflamacion cutanea que ocurre en los procesos de fotoenvejecimiento (60).
Toxina botulinica

Desde la década de los 70’s, el Clostridium botulinum se ha usado como agente
terapéutico. Resultan conocidos sus efectos benéficos en el rejuvenecimiento facial
mediado por el bloqueo en la liberacién de la acetilcolina, lo que genera una paresia
quimica temporal eliminando la contraccion muscular que resulta en la formacion de

arrugas dinamicas ligadas al proceso de envejecimiento. Existen en el mercado mdultiples

29



preparaciones de toxina botulinica A y B, las que requieren dosificaciones diferentes, y
cuyos efectos se manifiestan de 1 a 3 dias después de la inyeccion y duran
aproximadamente 6 meses (61).

Compuestos de origen natural

Durante mucho tiempo se ha creido que los ingredientes naturales en forma de
fitonutrientes, metabolitos microbianos, activos derivados de los lacteos, nutrientes
minerales y componentes de proteinas animales benefician el envejecimiento cutaneo. La
evidencia cientifica reciente ha servido para fortalecer este concepto y validar la eficacia de
varios activos naturales a nivel molecular en la piel. Estos hallazgos, junto con estudios
clinicos exitosos, han ayudado a establecer el papel de los compuestos naturales, apoyando
la belleza desde adentro, en forma de nutricosméticos, y desde afuera, como cosmecéuticos
(62).

La creciente gama de activos naturales en los productos cosméticos convencionales es una
prueba amplia de que la industria ahora depende en gran medida de estos ingredientes. El
mercado mundial de cosmecéuticos, inicialmente dominado por terapias para el acné como
los retinoides y agentes aclaradores de la piel como la hidroquinona, experimento un
cambio significativo hacia el sector antienvejecimiento, y mas especificamente hacia los
activos naturales antienvejecimiento, en la ultima década. De hecho, se ha postulado que la
demanda de productos antienvejecimiento esta creciendo al doble comparativamente a la

tasa de otros productos cosmecéuticos (62).
Agentes hidratantes

La hidratacién es importante para preservar la integridad y el tono de la piel. En general, los
acidos grasos insaturados refuerzan la funcion barrera de la piel, previenen la pérdida de
humedad a través de la epidermis, aportan integridad estructural a la piel envejecida por
influencias externas y son antiinflamatorios. También ayudan a suavizar la piel al inhibir la

formacion de células corneas (62).

Los humectantes topicos naturales pueden nutrir, tonificar y fortalecer el estrato cérneo de
la piel representando una aplicacion innovadora de extractos naturales en productos para el
cuidado de la piel. Un ejemplo es el aceite de semilla de cilantro, una rica fuente de acido

petroselinico, acido linoleico y acidos grasos relacionados (63). Los polisacéaridos (como
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quitosano y derivados), glicanos de bajo peso molecular (polisacaridos de semillas de

tamarindo, por ejemplo), también evitan la pérdida de agua de la piel (64).

Aceites como la manteca de karité, la manteca de cacao y los derivados del aceite de coco,
son otros productos naturales que apoyan la textura y la hidratacion de la piel (65).
Ingredientes a base de frutas como agua de coco verde, rica en nutrientes, aminoacidos
(incluida la arginina) un precursor de la urea y factores de crecimiento, también apoyan la
hidratacion y preservan la elasticidad de la piel que se va perdiendo durante el

envejecimiento (66).
Alfa y beta hidroxiacidos

Los alfa y beta-hidroxidcidos son sustancias naturales que pueden encontrarse en frutas,
vino, leche y azlcar de cafia. Los alfa-hidroxiacidos (AHA) incluyen &cido glicélico (GA),
acido citrico (CA), acido malico (MA), acido tartarico (TA) y é&cido lactico (LA).
Estructuralmente, los AHA son &cidos organicos débiles con uno o mas grupos hidroxilo

unidos al carbono alfa, que es el primer carbono después del grupo &acido (Figura 10).

AHAs Estructura Peso molecular
0
Acido glicdlico C,H403 )k/OH 72
HO a
0
Acido lactico C;H,0, 920
OH
OH
0 OH
Acido malico CHO; P 134
HO" & |l

- a
Acido tartérico CHO, HOM 150
OH

0O OH

00 OH
Acido citrico C.H,0, |kijf\ 192

/
HO” g, TOH

Figura 10. Estructura quimica de los alfa-hidroxiacidos cominmente usados en dermatologia para retrasar el
envejecimiento cutaneo.
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En 1974, Van Scott y Yu indicaron que los AHA podrian tener efectos profundos sobre los
trastornos relacionados con la queratinizacion (67). Los AHA se pueden utilizar para
realizar peelings cutaneos con un riesgo minimo. Los AHA disminuyen la cohesion de los
corneocitos inmediatamente por encima de la capa granular al desprender y descamar el
estrato cdérneo. Por lo tanto, las exfoliaciones con AHA han sido populares en la practica
dermatoldgica durante muchos afios. Los AHA se suelen aplicar en forma de exfoliaciones
superficiales y de profundidad media, como las que se utilizan para tratar el acné, las
cicatrices, el melasma, la hiperpigmentacion, las asperezas, las manchas de la edad y la
seborrea. Los AHA pueden mejorar la piel arrugada propia de la piel envejecida,
aumentando la sintesis de glicosaminoglicanos y engrosando la piel. Debido a estos
factores, los AHA son un tratamiento muy utilizado y popular. Los informes han
demostrado que los AHA pueden prevenir el desarrollo de tumores cutaneos inducidos por
rayos ultravioleta (UV), y muchos dermat6logos han sugerido que los AHA también
pueden desempefiar otras funciones, como la actividad antioxidante que en combinacion

con otras acciones ayudan a contrarrestar el envejecimiento (68).
Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales que atendan la accion deletérea de los radicales libres son un
componente esencial de las formulaciones anti-envejecimiento. Potencialmente ofrecen
proteccion contra dafios a los tejidos y contra los efectos perjudiciales del medio ambiente y
otros agentes. Las reacciones bioquimicas promovidas por las ERO y ERN aceleran la
progresion del envejecimiento cutdneo exacerbando la inflamacién cutanea, generando

micro-cicatrices que se convierten en imperfecciones o arrugas (35).

Dentro de este grupo destacan los antioxidantes de fuentes naturales como el té verde, la
carcuma, el vino rojo (resveratrol), las uvas (antocianinas), las semillas de uva
(proantocianinas) y la grosella espinosa india (galotaninos) que soportan la integridad y el
tono de la piel (35).

Propiedades antioxidantes y anti-envejecimiento de extractos de aguacate

La literatura muestra la existencia de una mayor cantidad de estudios acerca de las

propiedades antioxidantes de extractos de cascara de aguacate con relacion a su analisis
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como agentes antienvejecimiento. La Tabla 3 indica los estudios reportados para extractos

de cascara como antioxidantes.

Tabla 3. Estudios realizados con extractos de cascara de aguacate como antioxidantes

Especie Método empleado Resultado Referencia
Persea Ensayos CUPRAC, EI extracto en acetona de las cascaras de (2)
3;??”&122 y ABTS vy DPPH de aguacate var. Fuerte mostré la mayor
Fuerte extractos en metanol, capacidad antioxidante en los 3 ensayos.

acetona y acetato de etilo CUPRAC - 456.24 mmol Trolox /g pf
de céascaras, pulpa y ABTS-242.26 mmol Trolox /g pf
semillas. DPPH —199.61 mmol Trolox /g pf
Persea Ensayo ABTS en aceite Mayor capacidad antioxidante en aceite de (69)
americana prensado de pulpa + pulpa + cascaras de aguacates inmaduros
var. Hass cascaras y aceite de pulpa secados en microondas.
secadas en horno, horno
de microondas y
liofilizadas de aguacates
maduros e inmaduros.
Persea Ensayo ORAC en El extracto de cascara mostré una mayor (70)
americana extractos acuosos de capacidad antioxidante que el extracto de
var. Hass cascaras y semillas. semilla con una valor ORAC de 216.8
pmol Trolox /g ps
Persea Ensayos DPPH y ABTS EIl extracto de cascara mostrd la mayor (71)
americana de extractos etanolicos de capacidad antioxidante en el ensayo ABTS
var. Hass cascara, pulpa y semillas. ~ con un valor de 791.5 pmol Trolox /g pf
mientras que en el ensayo DPPH fue el
extracto se semilla con un valor de 410.7
pmol Trolox/g pf.
Persea Ensayo FRAP a muestras Los niveles antioxidantes variaron segin la  (72)
americana liofilizadas de hojas, época del afio, siendo los més altos en la
var. Hass cascaras, pulpa y semillas. céscara en noviembre, en las hojas en
marzo y en las semillas en junio.
Persea Ensayos ABTS, DPPH y Los extractos de cascara mostraron mayor (54)
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americana
var. Hass y
Fuerte

Persea
americana
var. Hass y
Shepard

Persea
americana

var. Hass

Persea
americana
var. Hass,
Quintal,
Margarida vy
Fortuna

Persea
americana
var.

Drymifolia

Persea

americana

FRAP a

etandlicos de cascaras y

extractos

semillas.

Ensayos DPPH, ABTS y
ORAC de

metandlicos de cascaras y

extractos

semillas.
Ensayo DPPH de
extractos  acuosos  de

cascara, pulpa y semillas.

Ensayos ABTS, DPPH y
FRAP de

etanélicos de

extractos
cascara,

pulpa y semilla.

Ensayo DPPH en extracto
metandlico de cascara en
muestras recolectadas de

distintas zonas.

Ensayos DPPH y FRAP
en extractos de hojas,
cascaras, pulpa y semillas

en HCl/metanol.

capacidad antioxidante en
ABTS y FRAP con valores de 1004.5 pumol
Trolox/g pf y 1881.4 pmol Fe'’/g pf

los ensayos

respectivamente, mientras que en el ensayo
DPPH lo hicieron los extractos de semillas
con un valor de 464.9 pmol Trolox/g pf. La
variedad Fuerte presentd mayor capacidad
antioxidante que la var. Hass en todos los

ensayos.

Los extractos de cascara de la variedad
Hass manifestaron una mayor capacidad
antioxidante en los tres ensayos.

DPPH — ECg,= 0.358 mg ps

ABTS —0.161 mmol Trolox /g ps

ORAC - 0.47 mmol Trolox /g ps

El extracto de las semillas mostré6 mayor
capacidad antioxidante que los extractos de

la cascara y pulpa.

El extracto de cascara de la variedad
Quintal
antioxidante en los tres ensayos.
ABTS — 497.53 umol Trolox /g pf
DPPH — 482.65 umol Trolox /g pf
FRAP — 546.49 umol Fe*?/g pf

indic6 la mayor capacidad

El valor antioxidante mas alto fue de
307.33 mmol Trolox/g pf que presento la
muestra denominada Atlixco 5.

El extracto de hojas mostré la mayor
capacidad antioxidante segin el ensayo
DPPH con un valor de 48.60- 81.63% de
inhibicion, mientras que el extracto de
cascara  reveld mayor  capacidad
antioxidante en el ensayo FRAP con un

valor de 34.64 mg AAE/ g ps.

(55)

(73)

(74)

(75)

(76)
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Persea Ensayo DPPH en La actividad antioxidante méaxima se (77)
americana extractos etandlicos de encontr6 bajo los siguientes parametros:
cascara a  diferentes extraccion bajo agitacion por 20 minutos
temperaturas y con 48% de etanol a 70° C y una relacion
concentraciones de disolvente/sélido (v/p) 20
disolvente.
Persea Ensayo DPPH a extractos Los extractos de semilla revelaron una (78)
americana de cascara, pulpa y mayor capacidad antioxidante, seguidos de
var. Hass semilla en acetona los extractos de céscara.
Persea Ensayos DPPH y ORAC a Los extractos de cascara de la variedad (53)
americana extractos de cascara, Hass revelaron una mayor capacidad
var. Hass, pulpa y semilla en antioxidante en el ensayo ORAC con un
Slimcado, acetona/agua/écido valor de 631.4 umol Trolox /g pf, mientras
Simmonds, acetico. que en el ensayo DPPH los extractos de las
Loretta, semillas de la variedad Simmonds
Choquette, mostraron mayor capacidad antioxidante
Booth 7, con un valor de 240. 2 umol Trolox/ g pf.
Booth 8 vy
Tonnage
Persea Ensayos DPPH, ABTS y Los extractos metandlicos de la semilla (79)
americana TBA a extractos de mostraron mejor capacidad antioxidante en
var. Bacon cascara, pulpa y semilla los 3 ensayos.

en metanol y n-hexano.

DPPH — 1Cs = 4.17 mg/ml

ABTS - ICs, = 0.03 mg/ml
TBA - ICs= 7.71 pg/ml

Existen estudios que evidencian que las xantofilas (grupo al que pertenecen la luteina y la
zeaxantina) presentes en el aguacate y que le confieren el color a la pulpa, pueden tener
efectos antioxidantes y protectores del ADN, favoreciendo asi un envejecimiento saludable
(49,80,81). La aplicacién topica y el consumo de frutas y verduras como el aguacate se
recomienda para mantener una piel sana, debido al contenido de carotenoides y fenoles
(82). Se ha demostrado que los compuestos del aguacate mejoran la cicatrizacion de la piel

y disminuyen el dafio causado por la exposicion a los rayos UV (80).

35



Recientemente se demostro la alta capacidad inhibitoria de las metaloproteinasas de matriz
evidenciada con el extracto de cascara de aguacate a concentraciones relativamente bajas
(150 pg DE/mL) (3). Estas metaloproteinasas son proteasas extracelulares que escinden
especificamente una amplia variedad de sustratos, incluidos la membrana basal y los
componentes de la matriz extracelular, incluyendo varios tipos de colagenos, elastina,
fibronectina, gelatina, proteoglicanos, etc. La actividad de las metaloproteinasas esta
relacionada con el envejecimiento prematuro de la piel (83). El extracto de céscara de
aguacate fue particularmente eficaz para inhibir la matrilisina (MMP7), gelatinasa A
(MMP2) y colagenasa 1 (MMP-1). Se ha demostrado que la transcripcion de genes (MMP-
1) y la expresion de la MMP-1 estan incrementadas en el envejecimiento (84).

Estudios han demostrado que el &cido ascorbico presente en el aguacate protege contra
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y con la degeneracion por la edad como
enfermedades coronarias, cataratas y algunas formas de cancer, ademas es importante en la
sintesis de colageno y carnitina, en la comunicacion neuronal, la memoria y la actividad
locomotora (82). El aceite de aguacate se usa para reducir las manchas provocadas por la

edad, como humectante y para estimular la curacion de cicatrices (85).
Métodos de obtencidn de extractos con propiedades bioactivas

Existen mdltiples métodos de extraccion que permiten la obtencion de extractos con
moléculas bioactivas como los polifenoles dentro de los que destaca la maceracion, la
extraccion al agua caliente, la extraccion con fluidos supercriticos y la extraccion con

ultrasonido.

La maceracion es una técnica de extraccion convencional que consiste en triturar una
muestra en particulas pequefias para aumentar la superficie de contacto y obtener una buena
mezcla con el disolvente, este proceso se lleva a cabo en un recipiente cerrado y va
acompafiado de agitacion que contribuye a la extraccion aumentando la difusion (86). El
disolvente utilizado durante la maceracion se denomina menstruo, al final este es separado
del residuo solido que se prensa para recuperar la mayor cantidad posible de solucién y se
filtra junto con todo el liquido obtenido para separar de las impurezas (87). Una vez que
este residuo es extraido, se deshecha sin utilizacion. La maceracion es un método de baja

eficiencia, donde ésta depende de los parametros de operacion, la naturaleza de la muestra,
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la quimica de los compuestos bioactivos de interés, el disolvente elegido y la destreza del

operador (88).

La extraccion con agua hirviendo es otra de las técnica de extraccion convencional, es muy
utilizada ya que el agua es el solvente mas econdémico para la extraccion (89). La extraccion
con agua hirviendo es la mas utilizada para la obtencién de glucosinolatos, asi como otros
compuestos polares como fenoles (90). EI agua puede ser utilizada en la extraccion
acelerada con disolventes (ASE) que es una técnica de extraccion solido liquido a altas
temperaturas (50-200°C) y presiones (10-15 MPa), este método presenta ventajas en
contraste con los métodos tradicionales como el uso de menor cantidad de solvente y
disminucioén en los tiempos de extraccion, ademads es una tecnologia “verde” que permite el

agua o sus mezclas con disolventes GRAS (Generally recognized as safe) (48).

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) pretende maximizar la recuperacion del
compuesto extraido, asi como mejorar su calidad y minimizar el costo de energia ya que es
mas rapido y selectivo que los métodos de extraccion convencionales (91). Este método
emplea un fluido a temperatura y presion por encima de sus valores criticos, ya que al
sobrepasar el punto critico modifica su capacidad como disolvente y mejora su selectividad
en el proceso de extraccion. El fluido més utilizado en la SFE es el didéxido de carbono
(scCO,) debido a que sus valores de temperatura y presion criticos se alcanzan facilmente,
su baja temperatura critica permite el manejo a temperaturas de extraccion suaves que
favorecen la recuperacién de compuestos termolabiles, ademas es considerado GRAS en la
industria, es barato y permite su reutilizacion, adicionalmente es un gas a temperatura

ambiente lo que permite obtener un extracto libre de disolvente (92).

El CO, es una molécula no polar por lo que puede extraer compuestos no polares o de baja
polaridad, para modificar su polaridad y mejorar la solubilidad y extraccion de otras
sustancias como los tocoferoles pueden usarse co-solventes o modificadores (solventes de
caracter polar) como el etanol (EtOH) (93). Otros co-solventes que pueden usarse son los
aceites vegetales, Utiles para la extraccion de carotenoides (94). En un estudio se realizo
una extraccion de aceite de aguacate en dos pasos (scCO, seguido de scCO, + EtOH como
co-solvente), produjo mejores valores de recuperacion de aceite y una mayor cantidad de

tocoferoles en el aceite (95).
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La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se usa para mejorar el rendimiento y la
selectividad de los compuestos. El ultrasonido utiliza una frecuencia de 20-100 MHz, que
comprime y expande el material expuesto (96). La expansion y compresion dan lugar a la
formacion de pequefias burbujas (burbujas de cavitacion) que crecen y encogen segun la
expansion y compresion de la onda ultrasonica y que al llegar a su punto critico explotan,
cuando las explosiones suceden en la superficie de un solido provocan erosion que ocasiona
descamacion celular e incremento en la permeabilidad de las paredes vegetales facilitando
asi la extraccion de los compuestos (97). En un experimento se observo un aumento del
70.67 % en el rendimiento de sinigrina de semilla de mostaza india con la aplicacion de
UAE a 20 kHz y 400 W en comparacion con la extraccion convencional por solventes (H,O
y EtOH) (90).

Descripcion de la carbonizacion hidrotérmica (HTC)

La HTC es un proceso de termoconversion en donde la biomasa es colocada en agua y
sometida a temperatura y presion durante un intervalo de tiempo. Como resultado de este
proceso se obtiene una fraccion solida (biocarbon), una fraccion liquida (bioaceite) y una
fraccion gaseosa (biogés), la proporcién de estas fracciones, asi como su composicion
dependera de las caracteristicas de la biomasa utilizada, asi como de las condiciones de

reaccion (Figura 11) (98).

Fraccion gaseosa
Gas Principalmente CO2

Residuos verdes °°I0 g s
2\ Fraccion liquida

Azlcares, acidos
carboxilicos, compuestos

)
fendlicos, NPK, etc.
Biomasa

Fraccion sélida
Particulas carbonosas de
diferentes formas y

5 s Biocarbén tamafios con grupos
180° a 250°C funcionales en su

= P 20 - 40 bar superficie.
9 v 1a 72 horas ‘
Lodos de Industria
aguas residuales alimentaria

Figura 11. Productos obtenidos durante el proceso de carbonizacion hidrotérmica. Tomado de (99).

Residuos

Guano y purines Acuicultura
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La HTC comprende etapas de hidrdlisis de la biomasa formando moléculas mas pequefias a
través de procesos de deshidratacion, condensacion o polimerizacion. Se emplean
temperaturas entre 180 hasta 250-300 °C y tiempos de reaccion de varias horas, mientras
que no hay necesidad de introducir presiones adicionales, asi que las presiones son
autogenas (100). Otras reacciones que se dan a lo largo del proceso son la hidrdlisis,
deshidratacién, descarboxilacion, condensacion, polimerizacién y aromatizacion. Estas
reacciones pueden ser consecutivas pero muchas veces se producen en paralelo (Figura 12)
(100).

Hemicelulosa Celulosa Lignina —-\

Pentosas Hexosas Polisacaridos Catecoles/
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H,0 Furfurales Acido organico
Aromatizacion
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{
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Figura 12. Reacciones relevantes que ocurren durante la carbonizacién hidrotérmica. Modificado de (101).

Cuando el agua alcanza una temperatura de 100 °C durante la HTC, todos los componentes
solubles de la biomasa quedan disueltos en ella. A los 150 °C comienza a llevarse a cabo la

hidrolisis de la hemicelulosa y celulosa a cadenas monoméricas, mientras que a los 200 °C
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las moléculas del agua comienzan a ionizarse formando iones hidronio los cuales aceleran
aun mas la hidrolisis de la celulosa formando oligdmeros de celulosa y glucosa. Finalmente
a los 300 °C comienza el proceso de formacion del bioaceite (102).

En la HTC la glucosa puede isomerizarse a fructosa; mientras que ambos carbohidratos
suelen descomponerse en acido etanoico, 2-hidroxipropanoico, propenoico, 4-
oxopentanoico y metanoico; durante este proceso de deshidratacion y fragmentacion se
lleva a cabo la formacion de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) y polifuranos los cuales a
través de una deshidratacion inter- e intramolecular asi como reacciones de condensacion
alddlica y tautomerismos ceto-enol van a formar particulas con un nucleo hidrofébico y una
hoja hidrofilica que en conjunto formaran el biocarbon. Por otra parte, los principales
compuestos fenolicos obtenidos a partir de la degradacion de lignina por el procesamiento

hidrotérmico son fenoles con grupos metilo y etilo (102).

Durante la HTC el agua juega un factor critico, siendo el solvente y el reactivo que se
utiliza. En consecuencia, sus caracteristicas fisicoquimicas cambiardn en la medida que
varien la temperatura y la presion (punto critico del agua = 374 °C y 22.1 MPa) de manera
que podemos tener un proceso hidrotérmico con condiciones sub-criticas o super-criticas.
Conforme aumente la temperatura del agua, los componentes de la biomasa seran mas
solubles en ella (98). Aunque no se comprenden todas las reacciones quimicas de
formacion de los carbones por HTC se considera que al tener una energia de activacién mas
baja que la mayoria de las otras reacciones, la hidrolisis es la reaccidon que rige la HTC.
Igualmente, la polimerizacion por condensacién tiene un impacto en la formacion de los
carbonos durante la cual participan algunos de los fragmentos altamente reactivos de las
reacciones anteriores. En esta reaccion se combinan dos moléculas, lo que resulta en la
formacion simultanea de una molécula mas grande y la liberacion de una molécula pequefia
(generalmente agua). Ademas, las reacciones de aromatizacion daran como resultado
estructuras de polimeros aromaticos que son estables en condiciones hidrotermales y se

consideran los componentes basicos del hidrocarbon obtenido por HTC (103).

En un estudio realizado utilizando esta técnica, se emplearon dos muestras representativas
de biomasa: el tallo de maiz, considerado un desecho agricola y el desecho forestal de
Tamarix ramosissima. El analisis por GC-MS de la fraccion liquida describi6 la presencia
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basicamente de azUcares derivados de la hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa, asi como
de fenoles provenientes de la degradacion de la lignina. Se ha sefialado que, durante la
carbonizacion hidrotermal de la biomasa, se produce la despolimerizacion y
repolimerizacion de la lignina debido al ambiente acido. Del mismo modo ocurre su
desmetoxilacién y la elevacion de su grado de condensacion. Lo anterior contribuye a la
formacion de compuestos fendlicos. Claramente el tipo de compuesto generado depende de
las caracteristicas estructurales de la biomasa. Por ejemplo, en el caso del tallo de maiz
sometido a la HTC se encontrd que los principales mondémeros fendlicos presentes en la
fraccion acuosa (aceite ligero) consistian principalmente en acido 2,6-dimetoxilo, butil-2-
metilpropilester-1,2-bencenodicarboxilico 'y  4-etoxi-2,5-dimetoxibenzaldehido.  En
contraste, los principales tipos de fenoles en el desecho forestal de T. ramosissima fueron
2,6-dimetoxifenol, 3-metoxi-1,2-bencenodiol, p-xileno y fenol (104).

Utilizacidn de bioaceites obtenidos por carbonizacién hidrotérmica para aplicaciones
medicinales

No existen en la literatura numerosos estudios que hayan utilizado fracciones por obtenidos
por HTC para aplicaciones medicinales. En un estudio mas reciente utilizando residuos de
almazara se determind que el aceite ligero procedente de la HTC era rico en compuestos
fenolicos antioxidantes, fundamentalmente en hidroxitirosol y tirosol los que podian ser

obtenidos en concentraciones elevadas mediante la carbonizacion hidrotérmica (105).

Teniendo en cuenta las investigaciones previas consideramos que es muy probable que se
obtenga una alta concentracién de compuestos fendlicos en los bio-aceites provenientes de
la HTC de la biomasa residual extraida de cascaras de aguacate con elevada capacidad
antioxidante y propiedades anti-envejecimiento comparables a las del extracto obtenido por
extraccion convencional, lo que permitiria aprovechar de manera integral la cascara, ya que

ambos procesos (extraccion convencional y la HTC) ocurren en forma secuencial (105).
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JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta que los extractos polares ni los bioaceites obtenidos por carbonizacion
hidrotérmica procedentes de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass)
han sido estudiados como antioxidantes sobre especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
relevantes en el envejecimiento cutaneo, el presente trabajo de investigacion pretende
caracterizar y evaluar comparativamente los efectos del extracto etanélico y de bioaceites
obtenidos por carbonizacion hidrotérmica procedentes de la cascara de aguacate como
antioxidantes con vistas a proponer futuras aplicaciones de este subproducto de la industria
alimenticia para el desarrollo de nuevos productos cosmecéuticos antioxidantes de alto
valor agregado. Dado que la carbonizacion hidrotérmica serd realizada después de la
extraccion convencional utilizando la biomasa extraida, se considera que este método
permitira la utilizacion integral de la cadscara de aguacate permitiendo maximizar la

obtencion de moléculas bioactivas a partir de este subproducto alimenticio.
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HIPOTESIS

El extracto etandlico y los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica
procedentes de la c&scara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar ‘Hass’) presentan
efectos inhibitorios sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno

implicadas en el envejecimiento celular cutaneo.
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OBIJETIVOS
Objetivo general

Caracterizar quimicamente y determinar el efecto antioxidante del extracto etandlico y de
los bioaceites obtenidos por carbonizacién hidrotérmica a partir de la cascara de aguacate
(Persea americana Mill. cultivar ‘Hass”) sobre especies reactivas de oxigeno y nitrogeno

involucradas en el envejecimiento cutaneo.

Objetivos especificos

v' Determinar la composicion de fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,
proantocianidinas y flavonoides del extracto etandlico y de los bioaceites obtenidos
por HTC.

v' Determinar la presencia de grupos funcionales en el extracto y fracciones obtenidas
por HTC

v Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico y de los bioaceites
obtenidos por HTC sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno

involucradas en el envejecimiento cutaneo (H,02, O,’, OH®, NO® y ROO®).
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MATERIALES Y METODOS

La Figura 13 muestra las etapas esenciales seguidas en la estrategia experimental, desde la

obtencion de la materia prima, extraccion, realizacion de la carbonizacion hidrotérmica, asi

como la caracterizacién quimica y el estudio de las propiedades antioxidantes.

Colecta de aguacate

}

Analisis botanico

}
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}

Secar, triturar y tamizar

}
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Figura 13. Estrategia experimental.
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Para cumplir con los objetivos del presente proyecto se realizé una colecta de aguacate

(Persea americana Mill. var. ‘Hass’) en una huerta localizada en San Andrés Coru,
municipio de Uruapan, Michoacan (Latitud: 19.419756°, Longitud: 101.976952°). Todas

las muestras fueron colectadas de un solo arbol y conservadas hasta su maduracion.
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Identificacion botanica

Para la identificacion botanica de los aguacates se tomo una muestra de frutos, hojas, flores
y ramas, ademas se midio la altura y el didmetro del &rbol que sirvio para la realizacion de
los experimentos. Estas muestras fueron analizadas desde el punto de vista botanico por el
Dr. Emmanuel Pérez-Calix del Instituto de Ecologia de Patzcuaro, Michoacan. El registro
de la muestra se realizé en la base de datos del herbario del Instituto de Ecologia A. C.
Centro Regional del Bajio (IEB-INECOL): M. Avalos V. 1 (IEB 266506).

Preparacion de la cascara

El fruto de aguacate se dejo a temperatura ambiente hasta su maduracion. Posteriormente se
les retird la pulpa y la semilla, las cascaras se recuperaron y se lavaron con agua a 25 °C
para retirar la mayor parte de la pulpa restante, después se cortaron en fragmentos de menor
tamario, se colocaron en una estufa de secado durante 48 horas a 50 °C, se trituraron y se

tamizaron hasta un tamafo de particula < 850 pm.
Determinacion del porcentaje en humedad

La determinacion de humedad se realiz6 segun la Norma Mexicana 083 (NMX-F-083-
1986. Determinacion de humedad en productos alimenticios). Se tomd la muestra por
triplicado y se llevd a estufa a 50° C hasta obtener un peso constante con una variacion
maxima de 0.1% entre cada medicion. Los valores fueron obtenidos a partir de la siguiente
formula.

(P-Pp)

2

X100

% en Humedad=

En donde:

P = Peso del recipiente con la muestra hiUmeda, en gramos.
P1 = Peso del recipiente con la muestra seca.

P2 = Peso de la muestra en gramos.
Obtencion del extracto etandlico de Persea americana (EEPA)

Para extraer los compuestos fendlicos, la cdscara molida y seca fue primeramente sometida
a maceracion. En la primera fase se agregaron 15 gramos de cascara en etanol al 90%

[1:10], con agitacion durante 48 horas y protegido de la luz, posteriormente se decant6 y
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almaceno el extracto etandlico a 4 °C hasta su filtracion. Para la segunda fase al precipitado
se le afladié nuevamente etanol al 90% [1:10] y se mantuvo en las mismas condiciones que
la primera fase. El extracto etanélico total se filtr6 al vacio con papel filtro Watman® #96 y
se almacen0d a 4 °C protegido de la luz. El resto de céscara, llamada biomasa residual
extraida se sometio a secado en estufa a 50 °C durante 48 horas y se almaceno a

temperatura ambiente para su uso durante la HTC.

Para separar el volumen de etanol, el extracto etandlico fue sometido a una extraccion
liquido-solido en un rotavapor (Science MED RE100-Pro, XZ172AD0000059).
Primeramente, fue evaporado el etanol a una temperatura de 45 °C, a una velocidad de 20-
55 rpm y a una presién de 20 mmHg y después el agua a una temperatura de 55 °C y
conservando la velocidad y la presion, se recuperd el producto sélido y se llevo a
conservacion en frasco &mbar a 4 °C. Se considero6 el peso inicial y final obtenido, para de

esta manera determinar el porcentaje de rendimiento del extracto de la siguiente manera:

. o Rendimiento real
Porcentaje deRendimiento = — ——x100
Rendimiento teorico

Obtencion de fracciones por carbonizacion hidrotérmica

La carbonizacién hidrotermal se realiz6 en el Centro Interdisciplinario de Investigaciones y
Estudios sobre Medio Ambiente y Desarrollo (CIIEMAD), perteneciente al Instituto
Politécnico Nacional (IPN). Para ello, se emple6 un reactor (Marca: Parr 4562, No. de
serie: 26449). En el interior del vaso del reactor, se colocaron 10 g de la biomasa residual
extraida y 100 mL de agua destilada Millipore. Una vez sellado el reactor, se le inyecto
nitrégeno para generar una atmosfera libre de oxigeno y una presion inicial de 75 psi. Se
conectd un controlador de temperatura (Marca: Parr 4842, No. de serie: 989) al reactor y
una vez que el reactor alcanzé la temperatura indicada (tiempo de permanencia) se
encendio el sistema de agitacion para comenzar la reaccion, el tiempo de permanencia en
todas las reacciones fue de 15 min. La biomasa residual extraida fue sometida a tres
temperaturas, 200 °C, 250 °C y 300 °C, considerandose por lo menos tres réplicas por cada
condicion. La velocidad media de calentamiento para llegar al tiempo de permanencia y a
la presion final autdégena del reactor para cada condicion se indican en la (Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones utilizadas durante la HTC.

Temperatura Velocidad media de calentamiento Presion final autogena
200£5°C 9.41 + 0.66 °C/min 360 £ 17.32 psi
250+£5°C 6.47 £ 0.10 °C/min 720 £ 20.00 psi
300+£5°C 5.37 £ 0.53 °C/min 1400 + 28.28 psi

Nota: En la tabla se indica la velocidad de calentamiento y la presion para cada temperatura de reaccion. Los
valores expresan la media + la desviacidn estandar. HTC, carbonizacién hidrotermal.

Después de cada reaccion se recuperaron dos fracciones por filtracion: una fraccion solida
(biocarbon) y una fraccion liquida (bioaceite ligero, BAL). En aras de extraer y caracterizar
las moléculas presentes en el biocarbdn, asi como estudiar su bioactividad, este se
resuspendio en acetona [1:25 p/v], se macer6 durante 24 horas, se filtrd, se destilo y se
recuperé el volumen de acetona resultante, lo que generd la formacion de una nueva
fraccion conocida como bioaceite pesado (BAP). Se considero el peso inicial de la biomasa

y el peso del biocarbdn obtenido para de esta manera calcular su porcentaje de rendimiento.

Caracterizacion quimica

Para determinar la composicién quimica general de EEPA y de los bioaceites ligero y
pesado obtenidos por HTC se determiné el contenido de fenoles totales, acidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides totales presentes en el extracto etandlico
por medio de espectrofotometria. Fueron consideradas 4 réplicas por muestra y los

resultados se compararon con los obtenidos para el extracto comercial Oligopin®.

Contenido de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se colocaron en cada tubo 250 pl de reactivo Folin-
Ciocalteu en agua destilada [1:1], 250 ul de carbonato de sodio (Na,CO3) [7.5%] en agua
destilada y 250 pl de la muestra (extracto etanélico u Oligopin®) [100 y 500 ppm] en
metanol y agua destilada [1:1]. Las muestras se homogenizaron y se incubaron en un bafio
de agua a 40 °C durante 30 minutos. Después, se colocaron en bafio de hielo y se les afiadio
2 ml de agua destilada. Por ultimo, se midio la absorbancia de cada una de las muestras en
el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 750 nm. Los resultados son expresados en

equivalentes de &cido galico por gramo de extracto (mg GAE/g de extracto) (106).
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Contenido de proantocianidinas

Para cuantificar proantocianidinas totales se colocaron en un tubo 650 pl de la muestra [10
y 20 ppm] en metano/agua destilada [1:1], se agregaron 130 ul de solucion de hierro
(sulfato de amonio férrico dodecahidratado [2%] en acido clorhidrico [2 M]), se
homogenizo y se le agregaron 3900 pl de butanol acido (butanol y acido clorhidrico
[95:5]). De nuevo se homogenizd, se cubrio con papel aluminio y se incubd a 95 °C durante
40 min. Posteriormente la mezcla se colocd en bafio de hielo durante 10 min y se dejé
reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar se midio la absorbancia de
cada muestra en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm. Los resultados son
expresados como equivalentes de cloruro de cianidina por gramo de extracto (mg CChE/g
de extracto) (107).

Contenido de acidos fendlicos del tipo hidroxicinamicos

Para cuantifica los acidos hidroxicindmicos totales se colocaron en un tubo 500 pl de la
muestra [100 y 500 ppm], 1.0 ml de &cido clorhidrico [0.5 M], 1 ml del reactivo de Arnow
(nitrito de sodio [10%] y molibdato de sodio [10%] en agua destilada), 1 ml de hidréxido
de sodio [2.125 M] y 1.5 ml de agua destilada. Se homogenizé la muestra y se midié su
absorbancia en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 525 nm. Los resultados son
expresados como equivalentes de &cido clorogénico por gramo de extracto (mg ChAE/g de
extracto) (108).

Contenido de flavonoides totales

Para cuantificar flavonoides totales se colocaron en un tubo 2 ml de la muestra [10 y 30
ppm] en metanol / agua destilada [1:1], 2 ml de solucidn cloruro de aluminio (AICI3) [2%]
en metanol / agua destilada [1:1], se homogeniz6 y se llevé a incubacion a 20 °C durante 1
hora. Finalmente se homogeniz6 de nueva cuenta y se ley0 su absorbancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm. Los resultados son expresados como

equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg QE/g de extracto) (109).

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
La determinacion de los grupos funcionales presentes en el EEPA y de los bioaceites
obtenidos por HTC se realizd6 mediante espectroscopia infrarroja por transformada de

Fourier (FTIR). La determinacion se realizd en un espectrofotometro de FTIR (Marca:
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PerkinElmer® 2016) considerando un rango de longitud de onda de 4000 a 650 cm™. El
andlisis y la presentacion grafica de los resultados se realizé en el Software OriginPro
(2021).

Anilisis de la capacidad antioxidante del extracto etandlico y de los bioaceites
obtenidos por carbonizacion hidrotérmica

Para evaluar la actividad antioxidante del EEPA, asi como de los bioaceites obtenidos por
HTC, se determind su concentracion necesaria para inhibir en un 50% (ECs) la formacion
de especies oxidantes de relevancia biologica durante el proceso de envejecimiento
cutaneo: peroxido de hidrogeno (H20,), anion superdéxido (O,*), radical peroxilo (ROO®),
radical hidroxilo ("OH) y radical 6xido nitrico (NO*®) por medio de espectrofotometria. Los
resultados fueron comparados con el extracto comercial Oligopin® y la curcumina,
reconocidos por su capacidad antioxidante. Cada una de las pruebas se realizd por
triplicado.

El porcentaje de inhibicion para el perdxido de hidrogeno, anién superoxido, radical

hidroxilo y 6xido nitrico se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

Aog-(A-A
%Scavenging=100 lMl
Ap
En donde: Ay es la absorbancia de la mezcla sin el extracto, A; es la absorbancia de la
mezcla con el extracto y A; es la absorbancia del extracto (110). Mientras que el porcentaje

de inhibicidn para el radical peroxilo se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

%Scavenging=100 [1- AeO-Aef]

c0-Act
En dénde: A¢ es la absorbancia de la mezcla con el extracto sin 2,2’°-Azobis(2-methyl-
propionamidine) dihydrochloride (AAPH), A es la absorbancia de la mezcla con el
extracto, A es la absorbancia del control sin extracto y sin AAPA y A es la absorbancia

del control sin el extracto (110).

50



Capacidad para captar al anién superoxido

La capacidad para capturar el anion superoxido se determiné utilizando 1.0 mL de nitroblue
tetrazolium [100 pM], 1.0 mL de nicotinamida adenina dinucle6tido [468 uM] y 1.0 mL de
la muestra a diferentes concentraciones. La reaccion se inicié agregando 150 pL de
metosulfato de fenazina [60 uM], se incubd 30 min a 30 °C y se midio su absorbancia (Aseo
nm) (111).

Capacidad para captar al radical hidroxilo

Para determinar la capacidad para capturar el radical hidroxilo se agregd 1.0 mL de la
muestra a diferentes concentraciones, 300 uL de sulfato ferroso heptahidratado [8 mM] y
250 pL de H,0, [20 mM]. La reaccién se inici6 agregando 1.0 mL de &cido salicilico [3
mM] y se incub6 30 min a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 450 uL de agua destilada,
se centrifugé 10 min a 3500 rpm, se recuperd el sobrenadante y se midié su absorbancia
(Asio Nm) (112).

Capacidad para captar al peréxido de hidrogeno

Para determinar la capacidad para capturar el peroxido de hidrdgeno se agregaron 3.4 mL
de la muestra a diferentes concentraciones y 600 puL de H,O, [40 mM], se incub6 a
temperatura ambiente durante 3 min y después se midié la absorbancia de las muestras
(A2z0 NM) (113).

Capacidad para captar al radical peroxilo

La capacidad para capturar el radical peroxilo se evalué agregando 3.0 mL de pyrogallol
red [30 uM], 50 pL de AAPA [600 mM] y 300 pL de la muestra a diferentes
concentraciones. Después de incubar 2 horas, se determind la oxidacion del pyrogallol red
(Asao NM) (113).

Capacidad para captar al 6xido nitrico

La capacidad para capturar el radical éxido nitrico fue determinada agregando 500 uL de
nitroprusiato de sodio [10 mM], 500 pL de la muestra a diferentes concentraciones e
incubando a 37 °C por 2.5 horas con iluminacion normal. Ulteriormente, las muestras se

mantuvieron 20 min a temperatura ambiente protegidas de la luz, se les agregé 1.0 mL del
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reactivo de Griess, se incubaron 40 min a temperatura ambiente protegidas de la luz y se

determiné su absorbancia (Asss nm) (114).

Analisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos en la caracterizacion quimica y en la actividad
antioxidante se realiz6 mediante un anélisis de varianza (ANOVA one-way) seguido de

Tukey'’s test and Dunnett’s test para la comparacion de muestras.

Para determinar el nivel de significancia entre el EEPA y la Curcumina frente al radical
Oxido nitrico; se determind la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk, se
determinoé la igualdad de varianza y se utilizé la prueba Student’s t-test. Se determind el
coeficiente de correlacién de Spearman para determinar la relacion entre los resultados
obtenidos de la caracterizacion quimica y los resultados obtenidos de la actividad
antioxidante. Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar. Los
valores de p < 0.05 son considerados estadisticamente significativos. El anélisis estadistico
y la representacion grafica de los resultados fueron realizados en el Software GraphPad
Prism 7.00 (2016).
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RESULTADOS
Colecta de aguacate y andlisis botanico

La Figura 14 muestra el sitio de la colecta ubicado en San Andrés Coru, Municipio de

Uruapan, Michoacan.

México

40 km

Estado de Michoacan

Figura 14. Localizacidn geogréfica de la colecta de aguacate. En el mapa se muestra la ubicacion de la huerta
en donde se colectaron los aguacates (Latitud: 19.419756°. Longitud: 101.976952°). Imagen realizada con el
Mapa Digital de México-INEGI.

En total se colectaron 235 aguacates con un peso promedio de 150.95 + 26.73 g. El peso
fresco de las cascaras recuperadas en promedio fue de 18.63 £ 3.15 g con un porcentaje de
recuperacion en peso fresco de 12.34 %. Después de colocarlas en la estufa a 50 °C durante
48 horas, las cascaras perdieron un porcentaje en humedad del 73.15 + 0.62%,
registrandose un peso seco promedio de 5.07 + 0.23 g por aguacate y un porcentaje de
recuperacion de 3.35 % en peso seco. El analisis botanico permitio identificar a la planta
como Persea americana Mill. Cultivar Hass (Tabla 5), mientras que la (Figura 15)
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muestra que quedd registrada en la base de datos IEB-INECOL: (M.Avalos V. 1 (IEB

266506).

Tabla 5. Andlisis botanico realizado a la muestra de aguacate y su registro en la base de datos del IEB-

INECOL.

Nombre
Familia
Localidad
Estado

Latitud
Longitud
Altitud
Habitat

Fecha de colecta
Colector
Observaciones

Persea americana Mill. cultivar Hass

Lauraceae

San Andrés Coru, municipio de Uruapan

Michoacén

19.419756°

101.976952°

1663 m

Huerta de aguacate

12 de septiembre de 2020

M. Avalos Viveros

Arbol de 5 m con un perimetro basal de 121 cm, flor amarilla, fruto
verde, tamafio del fruto 8-10 cm de didmetro. Comestible

Figura 15. Muestra colectada en el herbario IEB. Registro en la base de datos del IEB-INECOL: M. Avalos

V. 1 (IEB 266506).
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Porcentaje en humedad y rendimiento

El porcentaje en humedad presente en la cascara de aguacate (Persea americana Mill.
cultivar Hass) antes de su procesamiento fue del 7.07 + 0.04%. Después de obtener el
extracto convencional la biomasa residual extraida se recuperd y se secé para realizar HTC,

presentando un porcentaje en humedad del 3.23 + 0.37%.

En los experimentos se considero el peso inicial y final utilizado de la cascara de aguacate y
la biomasa recuperada para de esta manera determinar el porcentaje de rendimiento del
EEPA y del biocarbdn obtenido por HTC; estos resultados se presentan en la (Tabla 6),
ademas, también se indica el volumen obtenido de bioaceite ligero después de la HTC a

diferentes condiciones de reaccion.

Tabla 6. Porcentaje de rendimiento. Se indica el porcentaje de rendimiento del extracto etandlico, el
biocarbén y el volumen del aceite ligero como consecuencia de la extraccién convencional y la HTC de
cascaras de Persea americana.

Condicion Bl_o_masa % de rendimiento \./OI' de bioaceite
utilizada ligero

EEPA 10 g 7.78 £4.02%* -

Biocarbén, HTC 200 °C, 360 psi 10 g 68.54 + 0.55%** 58.00 + 1.00 mL

Biocarbon, HTC 250 °C, 720 psi 10 ¢ 55.22 + 0.21%** 61.67 +3.22 mL

Biocarbon, HTC 300 °C, 1400 psi 10¢ 41.47 £ 1.24%** 74.75 £ 1.26 mL

Nota: Los datos indican el promedio + la desviacion estdndar. EEPA, extracto etandlico de la céascara de
aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) y HTC, carbonizacidn hidrotermal. *Rendimiento calculado
con relacién a la cascara seca; **Rendimiento calculado con relacion a la biomasa residual extraida seca.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Extracto etandlico de la cascara de aguacate

Los resultados obtenidos por FTIR para el EEPA se muestran en la (Figura 16) y en la
(Tabla 7). De acuerdo al espectro obtenido podemos mencionar la presencia de grupos
hidroxilo (-OH, nimero de onda v = 2470) el cual puede corresponder a compuestos
fendlicos, alcohol y/o agua asi como a polimeros (-OH, v = 3414); dobles enlaces carbono-
carbono de anillos arométicos (HC=CH, v = 3004); enlaces carbono-hidrogeno de cadenas

alifaticas correspondientes a metilo y metileno (-CHs y -CH,, © = 2970), de hidrocarburos
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(C-H, v = 1425), de fragmentos insaturados (C-H, © = 786) asi como vibraciones de
estiramiento en enlaces carbono-hidrégeno (C-H, v = 2926), flexiones simétricas (C-H, v =
1360) y flexiones fuera del plano (C-H, v = 902); presencia del grupo carbonilo (C=0, v =
1712) de &cidos carboxilicos, cetonas y/o amidas; éteres y enlaces carbono-carbono en
ciclicos (=C-O-C y C-C, v = 1218) asi como grupos hidroxilo presentes en carbonos
saturados (-C-OH, v = 1092).
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Figura 16. FTIR del EEPA. El grafico muestra el espectro de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
del extracto etandlico de la cascara de aguacate Persea americana Mill. cultivar Hass (EEPA).

Tabla 7. FTIR del EEPA. Se muestran los grupos funcionales identificados en el espectro de infrarrojo por
transformada de Fourier del extracto etandlico.

Longitud de onda Grupo Vibracion

(cm™) funcional

3440-3500 -OH Alcohol, fenol y/o agua

3414 -OH v OH asociacién intermolecular (polimero)

3004 HC=CH v C-H (anillo aromatico)

2970 -CHy/-CHj3 v C-H alifatico de grupos CH, y CH3

2926 C-H v C-H de los alifaticos

1712 C=0 v C=0 de grupos de acidos carboxilicos,
cetonas y/o amidas

1425 C-H Enlaces C-H de hidrocarburos

1360 os C-H ds C-H (tijereteo) del grupo CH

1218 =C-0-C Eter R-O-R y enlaces C-C en ciclicos

aromaticos

1092 C-O-H Enlace C-O-H de alcoholes que implica un
carbono saturado

902 C-H & C-H fuera del plano
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786 C-H Vibraciones & fuera del plano C-H
caracteristicas de fragmentos insaturados

Nota: EEPA, extracto etanolico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass); vibracion s,
simétrica; v, alargamiento y 9, flexion

Bioaceite ligero procedente de la carbonizacién hidrotérmica

Los resultados obtenidos por FTIR para el bioaceite ligero; fraccion liquida obtenida a
partir de la biomasa de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass)
sometida por HTC a diferentes condiciones de temperatura y presion se muestran en la
(Figura 17) y en la (Tabla 8). De acuerdo con los espectros obtenidos podemos mencionar
la presencia de grupos hidroxilo (-OH, v = 3350) el cual puede corresponder a compuestos
fenolicos, alcohol y/o agua; del grupo carbonilo (C=0, v = 1700) de &acidos carboxilicos,
cetonas y/o amidas; dobles enlaces carbono-carbono (C=C, v = 1635); enlaces covalentes
carbono-hidrégeno (C-H, © = 1430), vibraciones de flexion simétricas del grupo metilo (C-
H, v = 1370); éteres aromaticos (Aril-O, b = 1240), vibraciones de estiramiento del oxigeno
fenolico (C-0O, v = 1207) y grupos hidroxilo presentes en carbonos saturados (C-OH, v =
1098).

57



200

— 200 °C, 360 psi

150
100
50

200

150

250 °C, 720 psi

100 |
50 |-

Transmitancia (%)

0
200

150

300 °C, 1400 psi|

100 |
50 |-

1 1 1

1 L 1 L 1 1 1

4000

3500 3000

2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 17. FTIR del bioaceite ligero. Los gréficos muestran los espectros de infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) del bioaceite ligero recuperado de la carbonizacion hidrotermal (HTC) de la biomasa de la
cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) sometida a diferentes condiciones de reaccion.

Tabla 8. FTIR del bioaceite ligero. Se muestran los grupos funcionales identificados en los espectros de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

Longitud de onda Grupo Vibracion
(cm™) funcional
3340-3500 -OH Alcohol, fenol y/o agua
1700 R-CHO C=0 stretching
1630-1645 C=Cno v C=C
conjugada
1430 C-H Enlaces C-H de hidrocarburos
1370-1375 os C-H ds C-H (tijereteo) del grupo CHs
1240 v C-O Eteres aromaticos, estiramiento de aril-O
1207 v C-0 Asignado a C-O estirando vibraciones de
oxigeno fendlico
1098 C-O-H Enlace C-O-H de alcoholes que implica un

carbono saturado

Nota: Vibracion s, simétrica; v, alargamiento y 9, flexion.
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Bioaceite pesado procedente de la carbonizacion hidrotérmica

Los resultados obtenidos por FTIR para el bioaceite pesado; fraccion obtenida a partir de la
maceracion en acetona del biocarbdn procedente de la biomasa de la cascara de aguacate
(Persea americana Mill. cultivar Hass) sometida por HTC a diferentes temperatura y
presion se muestran en la (Figura 18) y en la (Tabla 9). De acuerdo con los espectros
obtenidos podemos mencionar la presencia de grupos hidroxilo (-OH, v = 3514) el cual
puede corresponder a compuestos fenolicos, alcohol y/o agua asi como a polimeros (-OH, v
= 3348); dobles enlaces carbono-carbono de anillos aromaticos (HC=CH, v = 3007);
enlaces carbono-hidrogeno de cadenas alifaticas correspondientes a metilo y metileno (-
CH3 y -CHy, b = 2965), de hidrocarburos (C-H, v = 1428), de fragmentos insaturados (C-H,
© = 791), con flexiones simétricas (C-H, v = 1365) y flexiones fuera del plano (C-H, v =
907); presencia del grupo carbonilo (C=0, v = 1710) de &cidos carboxilicos, cetonas y/o
amidas; dobles enlaces carbono-carbono no conjugados (C=C, v = 1649); éteres y enlaces
carbono-carbono de ciclicos (=C-OH y C-C, v = 1223) asi como grupos hidroxilo presentes
en carbonos saturados (-C-OH, v = 1095).

59



200
150

100 |
50

200
150

Transmitancia (%)

200
150

100 |
50 |
N
4000

—— 200 °C, 360 psi

——"250°C, 720 psi

100 |
50

——300 °C, 1400 psi|

|

1 " 1 L 1 : 1

3500

3000

2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 18. FTIR del bioaceite pesado. Los graficos muestran los espectros de infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) del bioaceite pesado obtenido a partir de la fraccion sélida de la carbonizacion hidrotermal
(HTC) de la biomasa de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) sometida a diferentes

condiciones de reaccién.

Tabla 9. FTIR del bioaceite pesado. Se muestran los grupos funcionales identificados en los espectros de
infrarrojo por transformada de Fourier.

Longitud de onda Grupo Vibracion
(cm™) funcional
3498-3530 -OH Alcohol, fenol y/o agua
3280-3415 -OH v -OH asociacién intermolecular (polimero)
3005-3009 HC=CH v C-H (anillo aromatico)
2960-2975 -CH,/-CH3 v C-H alifatico de grupos CH, y CH3
1710 C=0 v C=0 de grupos de &cidos carboxilicos,
cetonas y/o amidas
1649 C=C no v C=C
conjugada
1425-1430 C-H Enlaces C-H de hidrocarburos
1360-1370 os C-H ds C-H (tijereteo) del grupo CH
1220-1225 =C-0-C Eter R-O-R y enlaces C-C en ciclicos
aromaticos
1090-1100 C-O-H Enlace C-O-H de alcoholes que implica un
carbono saturado
907 C-H & C-H fuera del plano
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791 C-H Vibraciones C-H caracteristicas de fragmentos
insaturados

Nota: Vibracion s, simétrica; v, alargamiento y o, flexion.

Caracterizacion quimica del extracto etandlico y de los bioaceites

En la (Figura 19) se presentan los resultados obtenidos con relacién a la caracterizacion
quimica del EEPA, BAL y BAP de acuerdo con su contenido de fenoles, &cidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides. Los resultados son comparados con el
extracto comercial Oligopin®, obtenido a partir de cortezas del pino maritimo francés Pinus
pinaster. Se tomo6 como referencia este extracto ya que es reconocido por su contenido en

compuestos fendlicos y ha sido utilizado con éxito como agente anti-edad (115).
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Figura 19. Pre-caracterizacion quimica. Los graficos muestran la composicion quimica general del extracto
etandlico obtenido por maceracién y de los bioaceites obtenidos por carbonizacién hidrotermal comparados
con el extracto comercial Oligopin®. Se grafica el promedio + la desviacion estandar. Las diferentes letras (a,
b, ¢, d, e) sobre cada una de las barras indican una diferencia estadisticamente significativa. p < 0.05
(ANOVA one way fallowed by Tukey’s test). BAL, bioaceite ligero; BAP, bioaceite pesado; CChE,
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equivalentes de cloruro de cianidina; ChAE, equivalentes de acido clorogénico; EEPA, extracto etandlico de
la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass); GAE, equivalentes de acido géalico; QE,
equivalentes de quercetina.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos apreciar que la concentracion de fenoles
fue significativamente mas importante en los bioaceites ligeros, particularmente en los
obtenidos a mayor temperatura (250 °C y 300 °C), seguidos del Oligopin® y del EEPA

mientras que en los bioaceites pesados se determind una menor concentracion (Figura 19).

La concentracion de acidos hidroxicindmicos fue significativamente mayor en los
bioaceites ligeros obtenidos a 300 °C y 250 °C seguidos del Oligopin®, el bioaceite ligero
obtenido a 200 °C y el EEPA. EIl contenido de acidos hidroxicinamicos en el bioaceite
pesado obtenido a diferentes condiciones, no presenté una diferencia estadisticamente
significativa (p > 0.05) y su concentracion fue muy inferior al compararla con el extracto
comercial Oligopin® (p <0.0001) y el EEPA (p <0.0001) (Figura 19).

La concentracién de proantocianidinas fue mayor en el extracto comercial Oligopin®

seguida del EEPA (p < 0.0001) y subsecuentemente de los bioaceites ligeros obtenidos a
diferentes condiciones de temperatura y presion (p > 0.05). En el caso de los bioaceites
pesados no se lograron identificar proantocianidinas mediante este método

espectrofotométrico (Figura 19).

La concentracion de flavonoides se mostrd significativamente incrementada en el bioaceite
ligero obtenido a 200 °C, seguido por el EEPA, y los bioaceites ligeros obtenidos a 250 °C
y 300 °C, asf como el Oligopin®. La concentracion de flavonoides en el BAP obtenido a
diferentes condiciones de reaccion no presentd diferencia significativa (p > 0.05) y su
concentracién fue muy inferior al compararla con el extracto comercial Oligopin® (p <
0.0001) y el EEPA (p <0.0001) (Figura 19).

Actividad antioxidante del extracto etandlico y de los bioaceites obtenidos por HTC

Con el objetivo de evaluar la actividad antioxidante de las muestras anteriormente
mencionadas, se determind la concentracion necesaria de cada una de ellas para capturar en
un 50% radicales de importancia bioldgica implicados en el proceso de envejecimiento

celular cutdneo (ECsp). Los resultados fueron comparados con el extracto comercial
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Oligopin® y Curcumina; procedente de la Curcuma longa, planta ampliamente utilizada en
la medicina ayurvédica y en productos cosméticos (116) (Figura 20). Es importante
mencionar que los bioaceites pesados no presentaron actividad para capturar a ninguno de

los radicales estudiados.

El extracto comercial Oligopin® presentd la mayor actividad antioxidante para capturar al
peroxido de hidrégeno al compararlo con el EEPA (p < 0.0001) y el BAL en todas las
condiciones estudiadas (p < 0.0001). No hubo diferencia significativa entre el EEPA y el
BAL 200 °C (p > 0.05) (Figura 20).

La actividad antioxidante del extracto comercial Oligopin® fue cuatro veces superior a la
del EEPA para capturar el anién superoxido (p < 0.0001), sin embargo, la capacidad del
BAL (200 °C, 250 °C y 300 °C) para capturar este radical fue considerablemente superior a
la del Oligopin® (p <0.0001) y a la del EEPA (p <0.0001) (Figura 20).

El extracto comercial Oligopin® mostré una actividad antioxidante dos veces superior para
capturar el radical peroxilo al compararlo con el EEPA (p < 0.0001) y tres veces superior al
compararlo con el BAL (p < 0.0001). El EEPA a diferencia del BAL presentd una mejor
actividad frente a este radical (p < 0.0001). Por otro lado, la actividad del BAL 300 °C y el
BAL 250 °C fue mayor al compararla con el BAL 200 °C (p < 0.001 y p < 0.01

respectivamente) (Figura 20).

En cuanto a la capacidad de las muestras para captar al radical hidroxilo destaco la
actividad del bioaceite ligero obtenido a 250 °C, seguido del bioaceite ligero a 300 °C, el
extracto comercial Oligopin® y el EEPA. Por otro lado, la actividad antioxidante del BAL
200 °C para capturar este radical fue menor a la mostrada por el Oligopin® y el EEPA (p <
0.001) (Figura 20).
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Figura 20. Actividad antioxidante. Los graficos muestran la actividad antioxidante del extracto etandlico
obtenido por maceracion y del bioaceite ligero obtenido por carbonizacion hidrotermal comparados con el
extracto comercial Oligopin® y Curcumin. El bioaceite pesado no presentd actividad antioxidante y el
Oligopin® no presenté actividad frente al 6xido nitrico (ECso > 1500 pg/mL), datos no mostrados. Se grafica
el promedio + la desviacidn estandar. Las diferentes letras (a, b, ¢, d, €) sobre cada una de las barras indican
una diferencia estadisticamente significativa; p < 0.05 (ANOVA one way fallowed by Tukey’s test), **p <
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0.01 (Student’s t-test). BAL, bioaceite ligero; ECso, concentracion inhibitoria del 50%; EEPA, extracto
etanolico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass).

La capacidad de las muestras para captar al 6xido nitrico fue inferior a la mostrada frente a
otros radicales. De hecho, solo se constato actividad para la curcumina, la que fue cinco
veces superior al EEPA para inhibir la actividad del este radical (p < 0.01). El extracto
comercial Oligopin® y el BAL no presentaron buena actividad (ECsy > 1500 pg/mL.

Resultados no mostrados) (Figura 20).
Correlacion de Spearman

Con el propdsito de determinar la relacion entre la concentracion de diferentes tipos de
compuestos fendlicos determinados en la caracterizacion quimica y la actividad
antioxidante de las muestras analizadas frente a radicales de importancia bioldgica durante

el envejecimiento, se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman (r) (Tabla 10).

Tabla 10. Correlacion de Spearman. Correlacién determinada entre los diferentes grupos de fenoles
analizados y la capacidad antioxidante.

H,0, O,” ROO* *OH NO*®
Fenoles 0.279 -0.761** 0.454 -0.082 0.500
Acidos Hidroxicindmicos 0.029 -0.526* -0.013 -0.229 0.500
Proantocianidinas -0.527* 0.677** -0.606* -0.098  -1.000
Flavonoides 0.289 -0.154 0.754** 0.368  -0.500

Nota: En la tabla se indica el coeficiente de correlacion de Spearman (r) entre la capacidad antioxidante y la
concentracion de compuestos fendlicos de las muestras analizadas. Correlacion estadisticamente significativa:
*p < 0.05, **p < 0.01. *OH, radical hidroxilo; H,0,, peréxido de hidrogeno; NO®, dxido nitrico; O,", anion
superoxido; ROQ°®, radical peroxilo.

Con relacion al andlisis estadistico realizado, la capacidad para capturar al perdxido de
hidrogeno esta relacionada con la concentracion de proantocianidinas (r = -0.527, p < 0.05).
Esto indica que conforme aumenta la concentracion de proantocianidinas se incrementa la
capacidad para capturar el peroxido de hidrégeno, representada por una disminucion de la
ECxo.

La capacidad para inhibir la actividad del anién superéxido esta fuertemente relacionada
con la concentracion de fenoles (r =-0.761, p < 0.01), y mas débilmente con la presencia de

acidos hidroxicindmicos (r = -0.526, p < 0.05) en las muestras. En cambio, a la luz de los
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resultados obtenidos puede decirse que un incremento en las proantocianidinas (r = 0.677, p
< 0.01) influye negativamente en la capacidad para captar a este anidon, ya que genera un
aumento significativo de la ECs. Esto significa que a una menor concentracion de fenoles
y acidos hidroxicinamicos se incrementa la capacidad para capturar el anion superoxido,
mientras que una elevada concentracion de proantocianidinas seria desfavorable para captar

a este radical.

De acuerdo con la correlacion de Spearman, la capacidad para capturar el radical peroxilo
quedo relacionada al contenido de proantocianidinas (r = -0.606, p < 0.05). Sin embargo, ¢l
contenido de flavonoides (r = 0.754, p < 0.01) parece impactar negativamente en la
capacidad de las muestras para captar a este radical. En el caso de la capacidad para captar
al radical hidroxilo y al éxido nitrico no se encontraron asociaciones significativas con los

grupos de fenoles analizados.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran un menor peso fresco de los
aguacates respecto al reporte publicado por Rodriguez-Carpena y colaboradores (2011)
utilizando aguacate (Persea americana variedad Hass), los que reportaron un peso fresco
para el fruto de 310.25 + 17.44 g y para la cascara de 34.46 + 3.73 g, mientras que el
porcentaje en humedad en la cascara que los autores reportan es de 75.96 + 1.54 %, similar

al encontrado en nuestra investigacion (2).

Al comparar el porcentaje de rendimiento del EEPA (7.78 = 4.02%) respecto a la literatura
pudimos constatar que fue similar a lo reportado por Trujillo-Mayol y colegas para el
extracto de la cascara de aguacate de la variedad Hass quienes obtuvieron un porcentaje de
rendimiento del 7.8 + 0.1% (117). Con relacién al biocarb6n, pudo constatarse una
disminucion en su porcentaje de rendimiento en la medida que se incrementd la
temperatura durante la HTC. Es asi que de los 200 °C a los 250 °C el porcentaje de
biocarbén obtenido disminuy6 un 13.32% (del 68.54 + 0.55% al 55.22 + 0.21%) y a los 300
°C disminuyo un 13.75% (del 55.22 + 0.21% al 41.47 + 1.24%). Estos rendimientos
siguieron una tendencia similar a los reportados para el biocarbon de la biomasa de la cafia
de azlcar sometida por HTC a las temperaturas de 180 °C, 220 °C y 250 °C (118).

Los resultados derivados del FTIR sugieren la presencia de moléculas diferentes en el
extracto etandlico vs. el aceite ligero y el aceite pesado debido a las diferencias de grupos
funcionales en las muestras. El extracto etandlico muestra la mayor diversidad de grupos
funcionales especialmente de grupos C=0O caracteristicos de acidos carboxilicos, cetonas
y/o amidas, enlaces C-H, grupos éter e hidroxilo, seguido del bioaceite pesado quien
muestra la presencia de grupos carbonilo propio de acidos carboxilicos, cetonas y amidas,
asi como grupos éter en compuestos aromaticos y ciclicos, mientras que el aceite ligero
muestra la menor diversidad en grupos funcionales, aunque se muestra rico en grupos
hidroxilo, probablemente fenoles. Aunque esta técnica no permite determinar con precision
la naturaleza de las moléculas presentes en el extracto convencional y las fracciones, los

resultados del FTIR indican diferencias notables en la composicion quimica entre las
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muestras, por lo que podria hipotetizarse que también se encontraran diferencias en la

actividad antioxidante.

En cuanto a la caracterizacion quimica, los bioaceites ligeros presentaron el mayor
contenido de fenoles totales con respecto al extracto etandlico y los bioaceites pesados. La
concentracion de fenoles en el caso del BAL-250 y 300 fue incluso superior a la mostrada
por el Oligopin®, evidenciandose una tendencia al aumento de fenoles conforme
aumentaban la temperatura y presion de la HTC. Durante la HTC, el agua caliente funciona
al mismo tiempo como disolvente y reactivo, ya que su constante dieléctrica se reduce en la
medida que incrementa la temperatura, lo que posibilita que la solvatacion del agua se
aproxime a la de disolventes polares (119). Por consiguiente, durante este proceso fenoles
con caracteristicas intermedias de polaridad podrian incorporarse al bioaceite ligero. La
presencia de fenoles durante la HTC puede explicarse a partir de la degradacion de los
componentes fundamentales de la biomasa: celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como de
otros compuestos como péptidos presentes en la matriz vegetal. La celulosa se hidroliza
principalmente a glucosa la que puede formar fructosa a través de la isomerizacién (120),
mientras que la hemicelulosa se hidroliza principalmente a pentosa y algunos oligdmeros de
xilano y manano (121). La degradacién de estos carbohidratos, seguido de una cascada de
reacciones posteriores: formacion de olefina/dieno, adicion de Diels-Alder y aromatizacion
posterior pueden dar lugar a la generacion de fenoles dentro del bioaceite ligero (122). En
cuanto a los péptidos, estos pueden hidrolizarse para liberar aminoacidos los que se
degradan posteriormente en fenoles debido a las reacciones de descarboxilacion y
desaminacion (123). Aungue las temperaturas que usamos durante la carbonizacion son
moderadas y no permitirian una degradacién completa de la lignina considerando que se
trata de un polimero térmicamente estable, son suficientes para provocar una cierta
degradacion de esta, particularmente un incremento de estructuras tipo catecol, una vez
iniciada la desmetilacion (124). Un andlisis con respecto a la literatura muestra similitud de
nuestros resultados con relacion a otros ya reportados que demuestran un incremento del
contenido de fenoles en las hojas de orégano (125) y romero (126) como resultado de la
HTC.

En cuanto al contenido de fenoles del extracto etandlico (EEPA), nuestros resultados

muestran concentraciones superiores a las reportadas por Morais y colaboradores (2015)
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(1252.31 + 165.62 mg GAE/100 g de extracto) (127), Vinha y colegas (2013) (1252.31 +
165.62 mg GAE/100 g de extracto) (73) y Rodriguez-Carpena y colaboradores (2011)
(8997 £ 3103 mg GAE/100 g de peso seco) (2). Las diferencias encontradas con respecto a
nuestro estudio podrian ser atribuidas a las diferentes variedades de aguacate utilizadas, asi
como al cambio en las condiciones geograficas, climaticas y del suelo que puede impactar

en el contenido de metabolitos secundarios en los extractos.

Los bioaceites ligeros a temperaturas mas elevadas presentaron el mayor contenido en
acidos hidroxicinamicos. La presencia de acidos hidroxicinamicos particularmente de &cido
cinamico, acido p-cumarico y acido fertlico ha sido reportada en la fraccion acuosa
obtenida por HTC a 220 °C a partir de residuos sélidos derivados de la produccion de
aceite de oliva, mientras que un incremento del contenido de &cido propionico fue
reportado con biomasas de trigo, madera de alamo y pino sometidas a HTC a temperaturas
190 °C, 230 °C, 250 °C y 270 °C (128).

Contrariamente a la tendencia mostrada para los fenoles totales y &cidos hidroxicindmicos,
los flavonoides disminuyeron en los bioaceites ligeros en proporcion con la temperatura de
reaccion. Morais y colaboradores (2015) reportaron un contenido de flavonoides inferior al
de nuestro estudio en un extracto de cascara de aguacate 139.95 + 13.19 mg QE/100 g de

extracto (127), aunque el estudio no precisa la variedad de aguacate empleado.

En cuanto al contenido de proantocianidinas, fue muy inferior en los bioaceites ligero y
pesado comparativamente al extracto etanélico y al Oligopin®. Nuestros resultados sugieren
que una degradacién de los flavonoides y las proantocianidinas (cuya estructura base la
constituyen unidades de flavan-3-ol) ocurre durante la HTC, lo que también fue constatado
por Poerschman y colaboradores en 2015 para la fraccion acuosa derivada de la HTC de

subproductos solidos de la industria cervecera (129).

Las concentraciones obtenidas de los diferentes fenoles en el extracto comercial Oligopin®
son similares a las reportadas por Garcia-Perez y colaboradores (2010) (108). Este extracto,
obtenido a partir de cortezas de Pinus pinaster, fue empleado en nuestra investigacion
como control positivo, ya que es un reconocido producto natural antioxidante, rico en

fenoles ampliamente utilizado en la dermocosmética (130).
La légica acerca de estudiar la capacidad del extracto y las muestras obtenidas por HTC
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hacia la captacion de especies reactivas de oxigeno como una primera etapa para verificar
su utilidad en el envejecimiento cutaneo procede de estudios que han demostrado que el
fotoenvejecimiento se inicia a través de la generacion fotoquimica de diferentes especies
oxidantes como el anién superdxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo y oxigeno
singulete (131).

Como se esperaba considerando los resultados de la caracterizacion quimica que mostraron
diferencias en cuanto al contenido de fenoles y grupos funcionales entre las diversas
muestras, se constataron variaciones en la capacidad antioxidante frente a especies
oxidantes involucradas en el envejecimiento. Los bioaceites ligeros a las diferentes
temperaturas pudieron captar mas eficientemente al anion superdxido, mientras que el
extracto comercial Oligopin® fue el extracto méas eficiente para capturar al peréxido de
hidrégeno y al radical peroxilo. Por su parte, el bioaceite ligero a 250 °C mostro la mejor
capacidad antioxidante frente al radical hidroxilo, mientras que el extracto etanolico fue la
Unica muestra capaz de captar al 6xido nitrico. La correlacién de Spearman permiti

explicar la diferencia en la capacidad antioxidante mostrada entre las muestras.

La capacidad para inhibir la actividad del anion superoxido estuvo fuertemente relacionada
con la concentracion de fenoles (r =-0.761, p < 0.01), y mas débilmente con la presencia de
los acidos hidroxicindmicos (r = -0.526, p < 0.05), mientras que un incremento en las
proantocianidinas (r = 0.677, p < 0.01) influyé negativamente en captacion de este anion.
Se ha demostrado que los extractos con mayores concentraciones en fenoles totales y
acidos hidroxicinamicos son generalmente mejores para captar a este anién (108,132). En
cuanto al efecto negativo de las proantocianidinas sobre la captacion de este anion, no fue
posible encontrar una explicacion mecanistica en la literatura cientifica, pero es posible que

estos efectos se deban a los efectos pro-oxidativos de estas moléculas (133).

La correlacion de Spearman mostré que la capacidad para capturar al peroxido de
hidrogeno estuvo relacionada con la concentracion de proantocianidinas (r = -0.527, p <
0.05). La literatura demuestra que extractos naturales ricos en proantocianidinas como las
semillas de uva son buenos captadores de este agente oxidante (134), lo que podria explicar
que las muestras con mayor cantidad de estos compuestos, notablemente el Oligopin® y el

EEPA posean la mayor capacidad de captar al peroxido de hidrégeno.
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La capacidad para capturar el radical peroxilo se relacion6 al contenido de
proantocianidinas (r = -0.606, p < 0.05), mientras que el contenido de flavonoides parece
impactar negativamente en la capacidad de las muestras para captar a este radical (r =
0.754, p < 0.01). Existe evidencia experimental que indica claramente que las
proantocianidinas oligoméricas se caracterizan por una eficiencia de captacion del radical
peroxilo mas fuerte que sus unidades monomeéricas (135). Se ha postulado que la capacidad
de los flavonoides para captar radicales peroxilo depende de su naturaleza y estructura
molecular. De hecho, la sustitucion de grupos O-metoxi por grupos hidroxilo en la posicion
3 del anillo C disminuye significativamente la capacidad de captacion de radicales peroxilo
por parte de los flavanoles (136). Ademas, se ha reportado que los flavonoides con un
patron de sustituyentes de tipo fenol en su anillo B, como la apigenina y la naringenina,
generan una mayor peroxidacion de lipidos y actian como un pro-oxidante en
concentraciones donde otros flavonoides todavia estaban activos como antioxidantes (137).
El analisis quimico presentado en este estudio no permite conocer con precision la
estructura molecular de los flavonoides presentes en las muestras, por lo que estudios
subsecuentes en este sentido deben realizarse en el futuro para explicar con precision el

impacto negativo del contenido de flavonoides en la captacion de este radical.

En el caso de la capacidad para captar al radical hidroxilo no se encontraron asociaciones
significativas entre la actividad antioxidante determinada por la ECsy y los grupos de
fenoles analizados. Es posible que esta actividad esté modulada por otros metabolitos
secundarios, no determinados en este estudio, notablemente lignanos, neolignanos,
cumarinas y estibenos. Llama la atencion el efecto antioxidante superior mostrado por el
BAL 250 °C comparativamente con las otras muestras analizadas sobre este radical. No se
encontraron estudios que hayan analizado la capacidad de captacién del radical hidroxilo
utilizando bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica. Sin embargo, nuestros
resultados concuerdan con investigaciones previas que demuestran la capacidad de

extractos de aguacate, particularmente de hojas y fruto para captar a este radical (138,139).

El extracto etandlico fue el Unico, de entre las muestras analizadas, que tuvo capacidad para
captar al oOxido nitrico. Otros estudios han demostrado que extractos de esta planta
obtenidos de diferentes tejidos como las hojas presentan capacidad para capturar al éxido

nitrico (138). Este resultado resulta interesante considerando el papel del 6xido nitrico en la
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fisiologia cutanea. Cuando este radical se presenta en bajas concentraciones desempefia un
papel en el mantenimiento de la funcion de barrera de la piel, mientras que niveles elevados
de NO después de la irradiacion con luz UV estimula el inicio de la melanogénesis, el
eritema y la inmunosupresion, tres procesos deletéreas para la piel, que contribuyen a la

hiperpigmentacion y a su cambio de apariencia (140).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron demostrar la presencia de
fenoles totales, &cidos hidroxicinamicos, flavonoides y proantocianidinas en el extracto
etanolico de céascaras de aguacate y en las fracciones obtenidas por carbonizacion
hidrotérmica, aunque la proporcion relativa de estos compuestos fue diferente. Los
bioaceites ligeros resultaron ser ricos en fenoles, &cidos hidroxicindmicos y flavonoides
(BAL-200), mientras que el extracto etandlico extrajo mas eficazmente a las
proantocianidinas. Similarmente, el analisis FTIR evidencio un perfil distinto en los grupos
funcionales predominantes en las muestras analizadas, siendo el extracto etandlico y los

bioaceites pesados los de mayor riqueza en grupos funcionales.

Las diferencias en la composicién quimica de las muestras motivaron que el extracto
etanolico y los bioaceites obtenidos por HTC mostraran una capacidad distinta para captar
las diferentes especies reactivas de oxigeno y nitrogeno involucradas en el envejecimiento,
siendo los bioaceites ligeros mas eficientes para captar a los radicales superoxido e
hidroxilo, mientras que el extracto capté méas eficazmente al Oxido nitrico y radical
peroxilo. La capacidad para captar al peréxido de hidrogeno fue comparable en el extracto
y los bioaceites ligeros, mientras que los bioaceites pesados no mostraron ningln efecto
antioxidante. Resumiendo, estos resultados demuestran que las céscaras de aguacate
constituyen una fuente de moléculas activas antioxidantes y que el uso conjunto de la
extraccion con la carbonizacion hidrotérmica representa una estrategia novedosa para
maximizar la obtencion de fracciones bioactivas a partir de este subproducto de la industria

alimentaria.
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RECOMENDACIONES

v" Realizar estudios de caracterizacion quimica que permitan determinar la estructura

molecular de los fenoles presentes en el extracto y bioaceites obtenidos por HTC.

v' Realizar estudios sobre otros marcadores del envejecimiento cutaneo
(metaloproteinasas de matriz, interleucinas, etc.), para confirmar el potencial
farmacoldgico anti-envejecimiento del extracto y fracciones obtenidas por

carbonizacion hidrotérmica.
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