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RESUMEN
En los ultimos afios, la obtencion de aceite de aguacate cobra una relevancia particular en

México, debido a que ostenta el liderazgo en la produccién mundial de aguacate, alcanzando

una cifra anual de 1.6 millones de toneladas.

El aceite de aguacate ha experimentado un notable aumento en su demanda, impulsado por
el creciente interés en los alimentos funcionales. Este aceite ha capturado la atencion por su
perfil nutricional, destacando su riqueza en acidos grasos insaturados, conocidos por sus
beneficios para la salud cardiovascular y sus propiedades antiinflamatorias. No obstante, la
presencia de estas insaturaciones lo hace mas susceptible a la oxidacion. Este proceso puede

afectar adversamente tanto la calidad del aceite como su valor nutricional.

Para abordar este desafio, se busca la ayuda de antioxidantes obtenido de fuentes naturales,
como la astaxantina, un carotenoide del alga Haematococcus pluvialis. Este estudio se enfoca
en retardar la oxidacion del aceite de aguacate utilizando antioxidantes estabilizados en una
emulsion agua en aceite, logrando asi un aceite que cumple con estandares de calidad
fisicogquimicos. La combinacion de carotenoides con otros antioxidantes, como polifenoles,

se plantea como una estrategia efectiva contra la oxidacion y el estrés oxidativo.

La emulsion con extracto de alga (AH) muestra una reduccion del 26% en la formacién de
perdxidos en el aceite de aguacate, mientras que la emulsion con TBHQ (AT) logra una
disminucion del 29%, lo que indica que AH no supera el efecto de TBHQ. La emulsion AHC,
que incorpora carotenoides y catequina, se destac6 como un aditivo antioxidante natural,
disminuye la formacion de peroxidos en un 57% respecto al control. Dicha emulsion es una
opcidn efectiva para sustituir el uso de antioxidantes sintéticos, como una alternativa para la
industria alimentaria. Esto, no solo representa un avance significativo en la industria de
alimentos y aceites, sino también una respuesta prometedora a las demandas del mercado. La
emulsion AHC ofrece una alternativa natural y efectiva a los antioxidantes sintéticos,
respondiendo a la creciente preferencia de los consumidores por productos mas saludables y
naturales. En resumen, este estudio tiene el potencial de impulsar la produccion de aceite de
aguacate de alta calidad y satisfacer la creciente demanda de los consumidores en busca de

opciones mas saludables y naturales.
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ABSTRACT

In recent years, the production of avocado oil has become particularly relevant in Mexico,
since it is the world leader in avocado production, reaching an annual figure of 1.6 million

tons.

Avocado oil has experienced a notable increase in demand, driven by the growing interest in
functional foods. This oil has captured attention for its nutritional profile, highlighting its
richness in unsaturated fatty acids, known for their cardiovascular health benefits and anti-
inflammatory properties. However, the presence of these unsaturations makes it more
susceptible to oxidation. This process can adversely affect both the quality of the oil and its

nutritional value.

To address this challenge, the help of antioxidants obtained from natural sources, such as
astaxanthin, a carotenoid from the algae Haematococcus pluvialis, is sought. This study
focuses on retarding the oxidation of avocado oil using antioxidants stabilized in a water-in-
oil emulsion, thus achieving an oil that meets physicochemical quality standards. The
combination of carotenoids with other antioxidants, such as polyphenols, is proposed as an

effective strategy against oxidation and oxidative stress.

The emulsion with algae extract (AH) shows a 26% reduction in the formation of peroxides
in avocado oil, while the emulsion with TBHQ (AT) achieves a 29% decrease, indicating that
AH does not outperform the effect of TBHQ. The AHC emulsion, which incorporates
carotenoids and catechin, stood out as a natural antioxidant additive, decreasing peroxide
formation by 57% compared to the control. This emulsion is an effective option to replace
the use of synthetic antioxidants, as an alternative for the food industry. This represents not
only a significant advance in the food and oil industry, but also a promising response to
market demands. AHC emulsion offers a natural and effective alternative to synthetic
antioxidants, responding to the growing consumer preference for healthier and more natural
products. In summary, this study has the potential to boost the production of high quality

avocado oil and meet growing consumer demand for healthier and more natural options.
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1. INTRODUCCION
El aceite de aguacate ha experimentado un creciente aumento en su demanda, impulsado por

el interés cada vez mayor en los alimentos funcionales y la conciencia sobre la importancia
de una dieta equilibrada. En 2018, su valor fue de 669.5 millones de délares y se proyecta
que alcance los 1,452.2 millones de dodlares para el afio 2027 (Rodriguez-Moreno, 2019 y
USDA, 2021). Este aceite, proveniente del aguacate (Persea americana), el cual es de gran
interés gracias a su perfil nutricional, principalmente debido a su alto contenido de &cidos
grasos insaturados, que se asocian con beneficios para la salud cardiovascular y propiedades
antiinflamatorias. Sin embargo, por estas insaturaciones, es mas propenso a oxidarse por la
presencia de oxigeno, lo que aumenta los niveles de peroxidos y, por lo tanto, en la velocidad
de oxidacion. Factores ambientales como la exposicién al oxigeno, la luz y la temperatura
aceleran las reacciones de oxidacion. La oxidacion no solo conlleva cambios quimicos, sino
también afecta las propiedades sensoriales y nutricionales de los aceites, lo que puede influir
en la calidad del producto final.

Para retrasar el proceso de oxidacion de los aceites, se buscan alternativas basadas en
antioxidantes de origen natural, ya que el consumo en grandes cantidades o de manera regular
de los antioxidantes sintéticos ha suscitado algunas preocupaciones en términos de impacto
en la salud, como toxicidad a largo plazo y efectos en el sistema inmunologico (Eskandani,
et al., 2014, Gharavi, et al., 2007, Esch, 1986).

Los carotenoides, que son compuestos pigmentados presentes en una amplia variedad de
fuentes naturales, se han destacado por su capacidad antioxidante. Se ha observado que los
carotenoides pueden atrapar radicales libres y prevenir la oxidacion de los lipidos en los
aceites. En particular, la astaxantina, un carotenoide que se encuentra en el alga
Haematococcus pluvialis, ha demostrado ser un antioxidante potente, con un poder
antioxidante considerablemente superior al de la vitamina C, el B-caroteno y otros

antioxidantes comunes.

La astaxantina, principalmente presente en forma esterificada, se ha destacado por su
capacidad para mantener la estabilidad de los aceites. Ademas, la combinacion de
carotenoides con otros antioxidantes, como los polifenoles, la vitamina C, la vitamina E y el

acido alfa lipoico, ha demostrado tener efectos sinérgicos en la proteccion contra los radicales
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libres y el estrés oxidativo. Lo cual fortalece la accion antioxidante conjunta y mejora la

capacidad de proteger las células y los tejidos del dafio causado por los radicales libres.

El efecto sinérgico se basa en la capacidad de los antioxidantes para donar y recibir
electrones, neutralizando asi los radicales libres, los cuales reaccionan con los acidos grasos
insaturados produciendo aldehidos, cetonas, entre otros productos que se forman durante el
proceso de oxidacion. La combinacién de dos o mas antioxidantes puede tener un efecto
mayor que la suma de sus efectos individuales debido a la cooperacién y la regeneracion
mutua entre ellos. Esta cooperacion, en el contexto de los carotenoides, se basa en su
capacidad para actuar tanto como donantes como receptores de electrones, lo que les permite
interactuar con otros antioxidantes y restaurar su funcionalidad. Ademas, los carotenoides
pueden resguardar a otros antioxidantes de la oxidacion, lo que contribuye al fortalecimiento

del efecto antioxidante conjunto.

La combinacion de antioxidantes es especialmente valiosa en la proteccion de aceites y grasas
contra la oxidacion. Los sistemas de emulsiones, que consisten en dos liquidos inmiscibles
con la presencia de un agente emulsificante, permiten encapsular compuestos bioactivos y

liberarlos de manera controlada.

El objetivo de este trabajo es retardar la velocidad de oxidacion del aceite de aguacate
utilizando antioxidantes, obtenidos del alga Haematococcus pluvialis y catequinas, los cuales

estaran estabilizados en una emulsion agua en aceite.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Aceite de aguacate
El aceite de aguacate es conocido por sus beneficios para la salud, ya que es una buena

fuente de vitaminas, minerales y grasas saludables asociadas con la reduccion del riesgo de
enfermedades del corazon, y diabetes debido a su alto contenido de &cido oleico y
antioxidantes. La obtencidn de este aceite cobra una relevancia particular debido a que
México destaca como lider mundial en la produccion y exportacion de este fruto, generando
ingresos significativos que alcanzan los 2024 millones de délares (PROCOLOMBIA,
2018). En México, se cultivan las tres variedades de aguacate mas valoradas por los
consumidores: Hass, criollo y fuerte, siendo el aguacate Hass el que constituye el 97% de
la produccidn nacional (Redagricola, 2021).

El mercado mundial de aceites vegetales, incluido el aceite de aguacate, estd
experimentando un crecimiento notable, impulsado por la creciente demanda de alimentos
con propiedades funcionales. Segun un informe, el mercado de aceite de aguacate se valuo
en 669.5 millones de dolares en 2018 y se proyecta alcanzar los 1,452.2 millones de dolares
en 2027, con un crecimiento anual del 9.1 % entre 2019 y 2027 (Rodriguez-Moreno, 2019,
USDA, 2021).

La pulpa del aguacate contiene alrededor del 60% de aceite (Flores, et al., 2019). El aceite
de aguacate se caracteriza por contener un 60% de acidos grasos monoinsaturados, un 20%
de acidos grasos poliinsaturados y un 20% de acidos grasos saturados (Pérez-Rosales, et al.,
2005).

Tabla 1. Perfil de &cidos grasos en el aguacate Hass mexicano (Rosales, et al., 2005).

Acido graso % en el aguacate Hass.
Acido palmitico 22.59
Acido estearico 0.24
Acido palmitoleico 11.63
Acido oleico 49.19
Acido linolénico 14.72
Acido o-linolénico 1.63
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El contenido de &cidos grasos insaturados se relaciona con beneficios para la salud
cardiovascular y propiedades antiinflamatorias (Flores, et al., 2019). La oxidacion de grasas
y aceites es un proceso gradual que se denomina "periodo de induccién”. Al final de este
periodo, se alcanza una cantidad de perdxidos que desencadena un aumento en la velocidad
de oxidacidn, lo que hace que el aceite desarrolle un olor y sabor "rancio™ (Jiménez, et al.,
2001). En aceites con alto contenido de acidos grasos insaturados, son méas propensos a la
oxidacion por oxigeno, lo que aumenta los niveles de perdxidos y, por lo tanto, en la
velocidad de oxidacion. Factores ambientales como la exposicion al oxigeno, la luz y la
temperatura aceleran las reacciones de oxidacion, generando diferentes productos a lo largo
del tiempo. En la fase inicial de oxidacion, se forman peroxidos, mientras que en la fase de
oxidacion secundaria se produce malonaldehido (MDA), seguido de la formacién de
compuestos volatiles de bajo peso molecular y decoloracion. El proceso concluye con la
formacion de polimeros. Esta oxidacion no solo conlleva cambios quimicos, sino también
afecta las propiedades sensoriales de los aceites, 1o que a su vez puede influir en la calidad
del producto final. Los radicales libres generados durante la oxidacion pueden causar dafios
irreparables al interactuar con moléculas bioldgicas, como el ADN, proteinas o lipidos. El
consumo de aceites en estado oxidado debido a la exposicion a altas temperaturas se ha
vinculado de manera positiva con el riesgo de hipertension (Durén, et al., 2015). Para
retrasar el proceso de oxidacion de los aceites, se buscan actualmente alternativas basadas
en antioxidantes de origen natural, ya que los aceites comerciales suelen contener
antioxidantes sintéticos como el BHT, el BHA y el TBHQ, que han demostrado tener

efectos perjudiciales para la salud (Lingzhao, et al., 2012).

La obtencion de aceites vegetales es un proceso fundamental que involucra una variedad de
métodos, cada uno con sus propias implicaciones en la calidad y caracteristicas nutricionales
del producto final. Entre los métodos mas comunes se encuentran el prensado en frio, el
prensado en caliente y la extraccidn con solventes. Las condiciones tipicas para el prensado
en frio incluyen una temperatura por debajo de los 100°C, una boquilla de didmetro de 4
mm y una velocidad de tornillo de 17 rpm (Vargas, et al., 2019). Estas condiciones
conservan mejor los compuestos sensibles al calor y pueden dar lugar a un aceite de mayor
calidad en sabor y contenido nutricional. Los aceites prensados en frio son reconocidos por

sus beneficios para la salud, ya que en su proceso de obtencion no se emplean temperaturas
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elevadas que podrian comprometer sus propiedades nutricionales (Yazdani-Nasab & Piravi-
Vanak, 2015). Estos aceites tienen un mayor contenido fenolico, propiedades sensoriales
caracteristicas al fruto o semilla, ademas de un alto valor nutricional (Chandra, et al., 2020).
Los componentes bioactivos de los aceites prensados en frio, como tocoferoles, esteroles,

carotenoides y fosfolipidos, contribuyen a sus beneficios para la salud (Makata, 2015).

2.2 Aceites enriquecidos
Los aceites enriquecidos son aquellos que han pasado por un procedimiento de fortificacion

con nutrientes especificos, como &cidos grasos esenciales, fitoesteroles, antioxidantes y
otros compuestos beneficiosos. Estos nutrientes pueden incorporarse al aceite de forma
natural o mediante procesos quimicos controlados. Los aceites enriquecidos tienen el
potencial de brindar ventajas para la salud, como la reduccién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares y la mejora de la salud del sistema nervioso, entre otros beneficios.
Ademas de los aspectos relacionados con la salud, este enriquecimiento a veces se traduce
en beneficios para la industria, ya que puede extender la vida atil del aceite, especialmente
cuando se afaden antioxidantes. La accion antioxidante de los carotenoides puede extender
la vida util de los aceites, lo que es beneficioso tanto para los consumidores como para la
industria alimentaria, ya que reduce el desperdicio de productos y los costos asociados con

la produccion y almacenamiento de aceites.

Se reporto que los carotenoides dan estabilidad al aceite de aguacate, pues pueden atrapar
radicales libres y prevenir la oxidacion de los lipidos en los aceites. Al neutralizar los
radicales libres, los carotenoides pueden ayudar a mantener la frescura y la estabilidad de
los aceites. Este efecto se ha evidenciado en un estudio realizado por Cerecedo-Cruz, et al.,
(2018). En este estudio, se agregd una oleorresina obtenida del chile chipotle, que contiene
carotenoides en una proporcion de 1:3 (p/v: chile chipotle/aceite de aguacate). Los
resultados indicaron que, después de 28 dias, el contenido de perdxidos en el aceite
enriquecido con carotenoides del chile chipotle fue significativamente menor en
comparacion con el control que no contenia estos carotenoides. Esto respalda la capacidad
de los carotenoides para proteger los aceites de la oxidacion y mantener su calidad a lo largo

del tiempo.
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2.3 Carotenoides
Los carotenoides son compuestos pigmentados que generan tonalidades amarillas, naranjas

y rojas por la existencia de un croméforo en su composicion. Estos pigmentos se hallan en
los tejidos fotosintéticos, a menudo en compafiia de las clorofilas, asi como en los tejidos
vegetales no fotosintéticos, donde forman parte de los cromoplastos. Estos compuestos se
pueden descubrir en una amplia variedad de fuentes naturales, incluyendo plantas,
alimentos, levaduras, microalgas y en un sinfin de fuentes de la naturaleza (tabla 2).
Quimicamente son tetraterpenos, moléculas con 40 atomos de carbono. La familia de los
carotenoides se puede dividir en dos grupos: carotenos (hidrocarburos) y xantofilas
(hidrocarburos con atomos de oxigeno en su estructura). Asi mismo las xantofilas pueden
existir en estado libre o esterificado con acidos grasos (Meléndez-Martinez, et al., 2007).
Actualmente existe un interés creciente en sus propiedades nutricionales por su poder

antioxidante, ya que bloquean la accion de los radicales libres.

Tabla 2. Ejemplos de algunos carotenoides y sus fuentes (Jaswir, et al., 2011).

Carotenos Fuente Xantofilas Fuente
a-caroteno Naranja Luteina Cempasuchil
[-caroteno Zanahoria Zeaxantina Maiz
Licopeno Tomate Astaxantina Haematococcus
pluvialis
Neurosporeno Neurospora crassa Fucoxantina Sargassum
Fitoeno Passiflora setacea Violaxantina

Los carotenoides son susceptibles a la degradacién debido a varios factores, como la
temperatura, la luz, el pH, el tiempo, la accion enzimatica, el oxigeno y la actividad del
agua. Dado que los carotenoides son compuestos altamente insaturados, son particularmente
vulnerables a procesos de oxidacion y cambios en su estructura durante la manipulacion de
alimentos. La degradacién de los carotenoides se origina por reacciones de oxidacion, las
gue ocurren sin intervencién de enzimas y las provocadas por enzimas y las lipoxigenasas,
y esto se observa principalmente en el secado de frutas y verduras (Meléndez-Martinez, et
al., 2004).
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2.4 Astaxantina y Haematococcus pluvialis
La astaxantina es una xantofila la cual tiene un poder antioxidante 65 veces mayor que la

vitamina c, 54 veces mayor que el f-caroteno, 10 veces mayor que la zeaxantina y la luteina
y 100 veces mayor que el a-tocoferol. Lo cual sugiere un potencial significativo en la
proteccion celular contra el estrés oxidativo (Shah, et al., 2016). Este carotenoide se puede

encontrar en diferentes fuentes como algas, algunas levaduras, crustaceos, etc.

Haematococcus pluvialis es una variedad de alga verde de agua dulce perteneciente a la

familia Haematococcaceae. Su hébitat habitual en zonas de clima templado en todo el

mundo.

Figura 1. Haematococcus pluvialis

Esta especie es reconocida por su elevado contenido de carotenoides, principalmente
astaxantina, un antioxidante de gran potencia que desempefia un papel importante en la
acuicultura, la industria cosmética y alimentaria. La astaxantina se encuentra en las células
de reposo, las cuales se generan y acumulan de manera rapida cuando las condiciones
ambientales se tornan desfavorables para el crecimiento celular normal. Estas condiciones de
estrées pueden incluir alta luminosidad, elevada salinidad y limitada disponibilidad de
nutrientes (Ferndndez-Lozano, et al., 2015). En particular, la astaxantina que produce el alga
Haematoccocus pluvialis, principalmente se encuentra en forma esterificada, es decir, unida
con acidos grasos, lo que puede mejorar su solubilidad en lipidos y, en algunos casos, su
estabilidad. EI contenido de astaxantina es aproximadamente de 70% monoésteres, 25%
diésteres y 5% libre (Camacho, et al., 2013). De acuerdo con lo anterior, el contenido de
carotenoides prersentes en H. pluvialis seria 85% astaxantina esterificada (70% monoésteres,
25% diésteres), 5% astaxantina libre y 10% de potros carotenoides presentes en menor
proporcion, como el B-caroteno, cantaxantina, luteina, entre otros (Ruiz-Dominguez, et al.,
2019).
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Una consideracion importante para la obtencidén de la astaxantina a partir del alga H.
pluvialis, es realizar una extraccion de la astaxantina del alga y no afiadir directamente el alga
en alimentos, debido que, realizando una extraccion, se incrementa la biodisponibilidad de
este carotenoide, ya que, dentro de las células del alga, la astaxantina se encuentra rodeada
por paredes celulares gruesas e impermeables que podrian limitar sus aplicaciones en la
industria. Como se ha mencionado, esta xantofila esta presente en diversas fuentes de origen
natural, sin embargo, la astaxantina obtenida de fuentes naturales corresponde al 1% de la
cantidad comercializada hoy en dia en el mercado, por otro lado, su forma sintética es mas
comercializada y su uso para consumo humano aun no ha sido aprobado, principalmente se
utiliza como alimento para algunas especies marinas como crustaceos y algunas variedades
de trucha. Es importante mencionar que la variante sintética de la astaxantina tiene una
capacidad antioxidante 20 veces menor que la obtenida de fuentes naturales. (Shah et al.,
2016) (Camacho et al., 2013) (Lingzhao et al., 2012) (Mezzomo & Ferreira, 2016).

2.6 Emulsiones
Una emulsion es un sistema disperso que consta de dos liquidos inmiscibles, que

generalmente son de naturaleza polar y no polar, formando dos fases: una dispersa y una
continua. Para lograr una estabilidad fisica, las emulsiones requieren la presencia de un
agente emulsificante o tensoactivo en su formulacion, el cual reduce la tension superficial
entre la fase oleosa y acuosa, resultando en una solucion homogénea (Mufioz, et al., 2007).
Las emulsiones permiten encapsular compuestos bioactivos y liberarlos de manera
controlada desde una fase a otra, lo que se conoce como encapsulacion. La eficiencia de
encapsulacion, referida a la cantidad de compuesto encapsulado en la fase acuosa interna
tras el proceso de elaboracidn de la emulsion maltiple, se usa para evaluar las propiedades
de encapsulaciéon de las emulsiones W1/O/W2 (Jiménez-Colmenero 2013). EI método
comunmente utilizado es la homogeneizacion de alto corte, el cual implica el paso de una
mezcla de liquidos inmiscibles a través de una serie de pequefias aberturas a alta presion.
Este proceso mecanico provoca la ruptura de las gotas de liquido disperso en fragmentos
mas pequefos, lo que resulta en una distribucion mas uniforme en la fase continua. Es un
método eficaz para producir emulsiones estables con un tamafio de particula homogéneo,

adecuado para diversas aplicaciones industriales, farmacéuticas y alimentarias.
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2.6.1 Emulsiones simples
Existen dos tipos principales de emulsiones simples o primarias: las de aceite en agua (O/W)

y las de agua en aceite (W/O). En estos casos, la fase con menor proporcion en la
formulacion se llama fase dispersa, y la sustancia que compone la fase predominante se

Ilama fase continua (McClements 2015).

2.6.2 Emulsiones agua en aceite (w/0)
La investigacién sobre emulsiones de agua en aceite se ha centrado en su estabilidad y

aplicaciones potenciales. Este tipo de sistema disperso se ha utilizado en diversas
aplicaciones, como la elaboracion de aderezos para ensaladas, cremas y margarinas en la
industria alimentaria. Ademas, estas emulsiones también se han estudiado para aplicaciones
en la industria cosmética y farmaceutica, donde la estabilidad y la capacidad de transporte
de ingredientes hidrofilicos son importantes.

Hamuro (1975) desarroll6 una emulsion de aceite W/O de baja viscosidad con estabilidad
mejorada, mientras que Awang (2008) prepar6 una emulsion de agua en aceite de palmay
encontrd que la estabilidad del sistema de emulsion aumentaba con una mayor velocidad de
homogenizacion. Lin (2004) estudio la estabilidad de las emulsiones de éter de petréleo w/o
y descubrio que un mayor contenido de agua y concentracion de surfactante mejoraban la
estabilidad.

Al-Sabagh, et al., (2011) llevaron a cabo la formulacidn de emulsiones agua-en-aceite (w/0),
investigando el impacto de la proporcién de la fase dispersa en el tamafio de particula. El
estudio abarcd la evaluacion del tamarfio de particula mediante la incorporacion de distintos
porcentajes de agua (5%, 10%, y 14%) en las emulsiones, destacando que se observé un

aumento en el tamafio de particula al incrementar el porcentaje de agua.

Cabe sefialar que emulsiones agua-en-aceite con elevados porcentajes de fase oleosa
presentan mayores tamafios de particula que emulsiones aceite-en-agua. Este fendmeno se
atribuye a la influencia de la viscosidad de la fase oleosa en el tamafio de particula, segun
lo sefialado por Sugiura, et al., (2001). Otro factor que incide en la viscosidad es la
concentracion de emulsificante utilizado, como indican Nour y Yunus (2006), quienes
afirman que tanto la concentracion del emulsificante como el volumen de la fase dispersa

ejercen un impacto significativo en el tamafio de particula y la estabilidad de la emulsién.
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Reducir la cantidad de fase dispersa no solo disminuye el tamafio de particula, sino que
también conlleva una reduccion en la separacion de fases a lo largo del tiempo. Por otro
lado, el aumento en la concentracion del emulsificante se correlaciona positivamente con el
incremento en la viscosidad de la emulsion. Coincidiendo con estas observaciones,
Zembyla, et al., (2019) llevaron a cabo una investigacion adicional utilizando altos
porcentajes de aceite en la fase continua en emulsiones agua-en-aceite con curcumina. En
este caso, se evidencid que el incremento en el porcentaje de agua de la fase dispersa,
variando del 5% al 20%, result6 en un aumento en el tamafio de particula de 20 a 25 pum.

Algunos ejemplos en la industria alimentaria y cosmética de este tipo de emulsiones son: la

mantequilla, aderezos, cremas hidratantes, protectores solares, etc.

2.6.2 Emulsiones maltiples
Otras emulsiones, las multiples o dobles, son sistemas coloidales en los que una emulsion

primaria se dispersa en otra fase para formar una nueva emulsion. Estos sistemas incluyen
el tipo W1/O/W?2 (agua en aceite, en agua) y O1/W/O2 (aceite en agua, en aceite), lo que
significa que tienen tres fases y requieren dos tipos diferentes de agentes emulsionantes
debido a la naturaleza distinta de las interfases. Esto hace que las emulsiones multiples sean
termodinamicamente inestables en comparacion con las emulsiones simples (Peredo-Luna
& Jiménez-Munguia, 2012).

2.6.3 Estabilidad

Las emulsiones enfrentan desafios significativos relacionados con la estabilidad fisica y
quimica, ya que pueden experimentar la ruptura de sus membranas, lo que conlleva a la
pérdida del material encapsulado. Las emulsiones enfrentan desafios significativos
relacionados con la estabilidad fisica, ya que pueden experimentar la ruptura de sus
membranas, lo que conlleva a la pérdida del material encapsulado. Entre los principales
mecanismos de ruptura se encuentran la coalescencia de la gota interior o exterior, asi como
el hinchamiento o encogimiento de la gota interna (Kosegarten-Conde y Jiménez-Munguia,
2012). Mientras que la estabilidad quimica implica la resistencia de la emulsion a cambios
en su composicién quimica debido a reacciones de oxidacion, hidrélisis u otras
transformaciones quimicas. Ambos tipos de estabilidad son importantes para garantizar la

calidad y eficacia de las emulsiones en diversas aplicaciones, ya que la estabilidad quimica
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puede influir en la estabilidad fisica de una emulsion y viceversa debido a que cambios en
la composicion quimica pueden alterar las propiedades interfaciales de la emulsion. Por
ejemplo, la oxidacion de los lipidos en la fase oleosa puede generar compuestos que afecten
la capacidad del agente emulsificante para mantener la interfaz entre las fases, lo que puede
resultar en la coalescencia de las gotas y la separacion de fases. Del mismo modo, la
inestabilidad fisica de la emulsion puede facilitar la oxidacion de los componentes quimicos,
ya que las interfaces expuestas pueden aumentar la velocidad de las reacciones quimicas.
Por tanto, la estabilidad quimica y fisica estan relacionadas y pueden afectarse mutuamente

en una emulsioén.
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3. JUSTIFICACION
El aceite de aguacate, apreciado por sus propiedades nutricionales, esta experimentando una

creciente demanda. Segun informes, el mercado de aceite de aguacate alcanzé un valor de
669.5 millones de dolares en 2018 y se prevé que alcance los 1,452.2 millones de délares
para 2027, con una tasa de crecimiento anual esperada del 9.1% entre 2019 y 2027. Este
crecimiento va de la mano con la destacada produccion mundial de aguacate en México. A
pesar de sus beneficios, enfrenta el desafio de la oxidacion, comprometiendo su calidad y
valor nutricional. La justificacion para centrarse en la preservacion y extension de su vida
atil no solo responde a la creciente demanda del mercado, sino también asegura que los
consumidores disfruten de un producto de alta calidad. La vida Gtil del aceite de aguacate
es considerablemente méas breve en comparaciéon con la de los aceites comerciales que
contienen menor cantidad de acidos grasos insaturados. Esto se debe a la susceptibilidad del
aceite de aguacate a la oxidacion, lo que ha llevado al uso extendido de antioxidantes
sintéticos como el BHT, BHA y TBHQ. Sin embargo, se ha demostrado que estos aditivos
tienen efectos adversos para la salud, como toxicidad a largo plazo y efectos en el sistema
inmunoldgico. Esta investigacion se propone disminuir la velocidad de oxidacion del aceite
de aguacate mediante la adicion de una emulsion que emplea antioxidantes naturales. Esta
emulsion estard enriquecida con un extracto oleoso de Haematococcus pluvialis, un alga
verde de agua dulce conocida por su destacado contenido en astaxantina, que constituye
aproximadamente el 95% de los carotenoides totales. Este extracto oleoso no solo aportara
sus propiedades antioxidantes, sino que también se combinard con catequinas, para
estabilizar los radicales libres. El resultado de esta mezcla entre el extracto oleoso de
Haematococcus pluvialis y las catequinas serd una potente defensa contra la oxidacion de
aceites, y se espera que prolongue significativamente la vida atil de los productos grasos.
Esta estrategia no solo beneficia a la industria alimentaria al reducir el desperdicio y los
riesgos para la salud asociados con los antioxidantes sintéticos, sino que también promueve

la utilizacion de ingredientes naturales y sostenibles en la produccién de alimentos.
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4. HIPOTESIS
La emulsion con extracto de H. pluvialis disminuye la velocidad de oxidacion del aceite de

aguacate.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar emulsiones con extracto de H. pluvialis para retardar la oxidacion del aceite de

aguacate.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el aceite de aguacate Hass por el método de prensado en frio

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y composicion del aceite

e Obtener un extracto de H. pluvialis mediante energia sonica

e Determinar la composicion del extracto y actividad antioxidante

e Evaluar la velocidad de oxidacion y actividad antioxidante del aceite de aguacate
adicionado con diferentes concentraciones de extracto de H. pluvialis

e Desarrollar emulsiones w/o fisicamente estables con extracto de H. pluvialis y
catequina

e Evaluar la velocidad de oxidacion mediante cinética quimica y actividad

antioxidante del aceite de aguacate con las emulsiones w/o
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES
Aguacate Hass adquirido comercialmente en un supermercado en Monterrey, Nuevo Ledn

(Mexico). Haematococcus pluvialis polvo liofilizado, (Astaxanthin 3.5%, fecha de produccion 25-
12-2021, NUTRIHERB BIOTECH CO, BioTech and Pharmaceutical Valley, Nanjing 210000,
China. Aceite de coco mct (Bionutrients Global, México), GRINDSTED® PGPR 90 Polyglycerol
Polyricinoleate indice de refraccion a 65°C 1,463 - 1,467. ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-
6-sulfonico) (purity >98%), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Persulfato de potasio (pureza
99.99%), trolox, TBHQ (tert-Butylhydroquinone) (pureza 97%), 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (pureza
>96%), (—)-Catequina de té verde HPLC (pureza >97%), Astaxanthin de Blakeslea trispora HPLC
(pureza >97%), &cido tridecanoico acid (pureza >98%), fueron comprados en Sigma Company
(USA). Acetona, etanol absoluto, hexano, almidén soluble. yoduro de potasio fueron adquiridos en
CTR scientific (México). Acido clorhidrico de DEQ (México). Acetato de etilo y 2-2-4-
trimetilpentano (isooctano) fueron adquiridos en Fermont (México). Acido acético y acido sulfurico
adquiridos en Jalmek (México). Tiosulfato de sodio de JT Baker (USA). Acido tiobarbitdrico fue

adquirido de MP Bio (USA). Todos los reactivos fueron de grado analitico.

6.2 METODOS
6.2.1 Extraccion de aceite de aguacate Hass
Se selecciond la materia prima considerando, aguacates variedad Hass cuya piel es de textura

rugosa a semirrugosa, siendo esta caracteristica uniforme en toda la superficie. Su forma es
semirredonda hasta aperada. Su color caracteristico va del verde mate al negro. Su pulpa es
verde amarillento, suave y sin fibra (NOM-128-SCFI1-1998). Sin presencia de magulladuras,
picaduras u otro tipo de alteraciones en la cascara (CXS 197-1995), adquiridos en un mercado
mayorista (Monterrey, Nuevo Ledn, México). Los frutos de cada variedad se envolvieron en
papel periddico y a temperatura ambiente (25 £ 1 ° C). Los aguacates se lavaron con agua
destilada para eliminar cualquier tipo de impurezas. Se procedio a pelar los aguacates de tal
forma que se consigui6 la mayor parte de pulpa (0.11% acidez), con un contenido de solidos
totales aparentes de 2.25+0.060 °Brix (Anton Paar (modelo Abbemat 300), indice de
madurez: 20.45%. La cual se sometié a secado a 60°C por 10 horas en un deshidratador
(Hamilton beach, USA). Se alimenté la tolva de una prensa expeller para la obtencion del
aceite, posteriormente se centrifugo a 10,000 rpm por 15 min, se midié el volumen obtenido

y se envasé en botellas &mbar (Vargas, et al., 2020).
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6.2.2 Caracteristicas fisicoquimicas
Las caracteristicas quimicas evaluadas fueron: indice de Peroxido (PI) segln el método

oficial AOCS con ligeras modificaciones propuestas por Crowe & White (2001), indice de
Acidez (IA) segin el método de la ISO 660:2009 y determinacién de pH con un
potenciometro marca Hanna instruments (modelo pH211). Las caracteristicas fisicas
evaluadas fueron: Densidad Relativa (RD) utilizando el método del picnémetro segin
CODEX, indice de Refraccion (IR) se realizo siguiendo el método AOCS-Cc 7-25 (1998).
Se utilizé el refractémetro digital marca Anton Para (modelo Abbemat 300) y el Color
Instrumental por el método CIELAB, utilizando un colorimetro digital marca Hunterlab
(modelo ColorFlex EZ).

6.2.3 GC-MS analisis: determinacion del perfil de acidos grasos
Se pesaron 30 mg del aceite, se adicioné 1 mL de estandar interno Triundecanoin (4000

ppm), 1 mL de hexano y 2 mL de &cido sulfurico al 10% en un vial de 12 mL. La muestra se
mantuvo a 80°C durante 1 h (ACCUBLOCK, Labnet). Las muestras se dejaron enfriar, se
agregaron 4 mL de hexano y se mezclo durante un minuto, se mantuvo en reposo durante 10
min y se separd la fase organica. Se repiti0 dos veces. Los extractos organicos fueron
mezclados en un matraz aforado y se ajusto el volumen a 10 mL. Se inyectaron 2 ul de cada
muestra con un detector de ionizacion de Ilama (Agilent Technologies, 7890A
(GC)/7693(ALS), CA, EUA). El anélisis se realizo utilizando una columna capilar de silice
fundida (60 m x 0,25 mm id, 0,20 um de espesor de pelicula, Agilent GC, EUA). Temperatura
inicial 100°C (4 min); 3°C/min; temperatura final 240°C; 15 min. Las temperaturas del
inyector y del detector fueron de 225 °C y 285 °C, respectivamente. Se utilizé helio como
gas portador a un caudal de 0,75 mL/min con una relacion de division de 200:1. Los picos se

identificaron con patrones externos.

6.2.4 Extracto de H. pluvialis
De acuerdo con el procedimiento realizado por Ruen-ngam et al. (2011), se utiliz6 un bafio

ultrasénico (Sonic Ruptor 250, Omni, USA), utilizando una punta de procesamiento de 25.4
mm de didmetro. La extraccion se realiz6 utilizando una relacion 1:100 alga/acetona en un
vaso de precipitado de 250 mL, protegido de la luz. Se colocé en una placa de agitacién a
400 rpm, en el cual se sumergio la punta del ultrasonido a 1 cm de profundidad de la

superficie. La corrida de extraccion se realizo a 45 °C, variando la potencia ultrasonica en
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40%, 60% y 80% durante 60 min. Después, la solucidn se filtr6. Se realizé la evaporacion
del solvente en un rotavapor (RV10 digital, IKA, USA), acoplado a un termostato de
refrigeracion (LAUDA ALPHA RAS) a 35°C, 50 rpm y 500 mbar de presion, parametros
establecidos por Zaho, et al. (2016). El rendimiento de extraccion fue determinado con la

siguiente formula:

g de extracto seco recuperado

%Rendimiento =
g dealga

Para la actividad antioxidante, el extracto seco se resuspendi6 en 10 mL de acetato de etilo,
se coloco en vortex 10 min, se centrifugé a 6500 rpm durante 15 min y finalmente se filtro
a través de un filtro de jeringa con membrana de PTFE de 0.45 um (Millex-FH). Para la
determinacion de la oxidacion, el extracto seco se resuspendio directamente en aceite coco

de triglicéridos de cadena media (extracto 0loeoso).

6.2.5 Caracterizacion de extracto de H. pluvialis: HPLC
Para esta parte del procedimiento, el extracto seco del alga se resuspendio en acetona se

filtré a traves de un filtro de jeringa con membrana de PTFE de 0.45 pm (Millex-FH). Los
extractos del alga (H. pluvialis) se separaron en un HPLC Hewlett Packard equipado con
un detector de matriz de fotodiodos. Se us6 una columna Hypersil Cig (5 um) de 250, 4 mm
de fase reversa (Hewlett Packard). El gradiente de elucion se realizé de la siguiente manera
con eluyente A (agua), eluyente B (metanol), eluyente C (acetona): 0 min 9 % A, 76 % B,
15 % C; 9 min 5% A, 45% B, 50% C; 15 min 4% A, 38% B, 58% C; 17 min 3% A, 27% B,
70% C; 22 min 3% A, 27% B, 70% C; 25 min 100% C; 26 min 100% C. El caudal fue de 1
ml min . Las longitudes de onda de deteccion fueron 480 nm. Astaxantina (Sigma), se

utiliz6 como estandar (Orosa et al., 2005).

6.2.6 Carotenoides totales
Para la determinacion del contenido de carotenoides totales, se tomaron 100 pL de muestra

en 3 mL de acetona en un tubo falcon de 15 mL. Se coloc6 2 min en vortex. Esta metodologia
se realizé en la oscuridad. Luego, se ley6 con un espectrofotémetro thermo scientific genesys
10s uv-vis a 472 y 508 nm con acetona como blanco. Los carotenoides totales se expresaron

siguiendo la ley de Lambert-Beer con las siguientes ecuaciones:

_ 2144.0 x A508_4’03-3 X A472
270.9

CR

1)
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1724.3 x Ay72—2450.1x A
cY = 472 508 (2

270.9

CT = CR + CY (3)

Donde: CR es la fraccion de carotenoides rojos; CY es la fraccion de carotenoide amarillo y

CT es el total de carotenoides;
A508 y A472 es la absorbancia de lectura en estas longitudes de onda expresada en nm.
(Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera, 2001).

6.2.7 Capacidad antioxidante ABTSe*
El radical ABTSe+" se origina a partir de su precursor, conocido como el Acido 2,2’-azinobis

(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS+") segun el estudio de Prior et al. en 2005. Este
radical cationico, que se caracteriza por su tonalidad verdeazulada, posee estabilidad y exhibe

un espectro de absorcion en la region del ultravioleta-visible.

Es esencial destacar que este radical es de origen artificial y no reproduce de manera precisa
las condiciones in vivo. Desde una perspectiva termodinamica, puede ser reducido por
compuestos que posean un potencial redox inferior al del ABTS* (0.68V), lo que lo hace
susceptible a reacciones con numerosos compuestos fenolicos que tienen un potencial mas
bajo. La interpretacion de los resultados de este ensayo puede verse influida por la eleccion
de tiempos de reaccion, ya que pueden ser demasiado cortos o largos, lo cual representa un

desafio.

Una ventaja significativa de este método es su capacidad para realizar muestras hidrosolubles

y liposolubles, permitiendo la seleccion del disolvente apropiado para cada caso.

En nuestro estudio actual, hemos implementado el método ABTS+* generando el radical de
manera quimica mediante el uso de persulfato potasico. La oxidacion con persulfato potasico
se realiza a temperatura ambiente, en un entorno sin exposicion a la luz, con un tiempo de
reaccion que oscila entre 12 y 16 horas. Notablemente, el persulfato potdsico y el ABTSe*
reaccionan en proporciones estequiométricas (1:0.5). Una vez que el radical ha sido
generado, la medicion se lleva a cabo a través de un ensayo de post-adicion, tal como se
detalla en el trabajo de (Prior, et al., 2005).

Preparacion del reactivo:
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- ABTSe* 7TmM.
Se disolvieron 0.038 g de sal amonica cristalizada de ABTSe* en 10 mL de agua destilada.

- Solucidn persulfato potésico 2,45 mM.
Se disolvieron 0.0066 g del reactivo en 10 mL de agua destilada.
- Preparacion radical ABTSe".

Se mezclaron partes iguales de la solucion de ABTSe* 7mM y la de persulfato potasico
2.45mM.

La mezcla se mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente durante 16 horas para la
formacion del radical (Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012). Esta solucion es estable durante
dos dias. La solucion de ABTSe* se diluyd con etanol para obtener una absorbancia de 0.7 a
734 nm. Esto se consiguio mezclando 2.5 mL de la solucion del radical con aproximadamente

100 mL de etanol absoluto.

Curva de calibracion de trolox ABTSe*

Para elaborar la solucion stock se disolvieron 0.001 g de Trolox en 10 mL de etanol absoluto.
A partir de esta solucion se hicieron diluciones a concentraciones de 0, 16, 32, 48, 64, 80, 96
MM. Se tomardn 300 pL de cada dilucidn, después, a cada celda se le agregd 2.7 mL del
ABTSe". Se dejo reposar por 7 minutos en la oscuridad. Se tomaron las lecturas en un

espectrofotometro thermo scientific genesys 10s uv-vis a 734 nm.
Determinacion de la capacidad antioxidante ABTSe*

Del extracto de H. pluvialis se tom6 0.3 mL y se diluyo en 2.7 mL de acetato de etilo, de esta
solucion diluida se tomaron 300 pL y se afiadieron 2.7 mL de ABTSe" previamente ajustado
a 0.700+0.005 de absorbancia. Cada muestra se realizd por triplicado. Posteriormente se
tomaron las lecturas correspondientes en un espectrofotometro thermo scientific genesys 10s
uv-vis a 734 nm después de 7 minutos de reposo. Todo este método se realizé en oscuridad.
Los resultados se calcularon con una curva de calibracion utilizando trolox como estandar y

se expresaron como uM TEAC.
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6.2.8 Capacidad antioxidante DPPH<".
Se utilizé el método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH<") (Nenseter, et al.,

1995). El DPPHe+ es un radical libre utilizado como indicador para evaluar la capacidad
antioxidante de diferentes compuestos. Este radical presenta un color violeta oscuro debido
a su electron desapareado, y su concentracion puede ser medida espectrofotométricamente
mediante la pérdida de absorbancia a 517 nm.

Preparacion del reactivo:

Se pesaron 0.0039 g del reactivo DPPHe* y se aforaron a 100 mL con etanol absoluto y

después se midio la absorbancia de la solucion a 517 nm, ajustando a 1.
Curva de calibracion de trolox DPPH-".

Para elaborar la solucion stock se pesaron 25 mg de Trolox (M = 250.29 g/mol) y se aforaron
a 100 mL con etanol absoluto. Para realizar la curva se elaboraron diluciones de 0, 16, 32,
48, 64, 80, 96 y 112 uM. Se tomaron 750 uL de cada dilucion, despues, a cada celda se le
agreg6 2.25 mL del DPPH+*. Se dejo reposar por 90 minutos en la oscuridad. Se tomaron las

lecturas en el espectrofotometro UV Genesys 5 a 517 nm.
Determinacion de la capacidad antioxidante DPPHe<"

Del extracto de H. pluvialis se tom6 0.3 mL y se diluyo en 2.7 mL de acetato de etilo, de esta
solucion diluida se tomaron 750 puL y se anadieron 2.25 mL de DPPHe<* previamente ajustado
a 1.000+0.005 de absorbancia. Cada muestra se realizd por triplicado. Posteriormente se
tomaron las lecturas correspondientes en un espectrofotometro thermo scientific genesys 10s
uv-vis a 517 nm después de 90 minutos de reposo. Todo este método se realizd en oscuridad.
Los resultados se calcularon con una curva de calibracion utilizando trolox como estandar y

se expresaron como uM TEAC.
6.2.9 Aceite de aguacate con extracto de H. pluvialis

Se agrego el extracto oleoso de H. pluvialis al aceite de aguacate con agitacion suave para
asegurar la disolucién completa, las concentraciones se enuncian en la tabla 3. Como

muestras control, seré aceite de aguacate sin antioxidante y aceite de aguacate con TBHQ.

Tabla 3. Concentracién de extracto de H. pluvialis en el aceite de aguacate.
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Clave Ppm (mg/L)

AT TBHQ [80 ppm]*
A Extracto [0 ppm]
A100 Extracto [100 ppm]
A500 Extracto [500 ppm]
A1000 Extracto [1,000 ppm]

AX Astaxantina [400 ppm]

*Dato obtenido del listado de ingredientes en aceites comerciales.
Condiciones de almacenamiento

Los aceites se almacenaron a 25, 45y 65 °C. En oscuridad. Las muestras se analizaron
durante 36 dias. Durante este periodo de almacenamiento se determinaron cada 4 dias el
contenido de peroxidos (meq O2/kg) y los productos de la oxidacion secundaria (TBARS),
Estos mismos analisis se realizaron en condiciones de oxidacion a celerada (150°C) durante
180 min, realizando las determinaciones cada 30 min. Las metodologias previamente

mencionadas son presentadas a continuacion.

6.2.10 Indice de perdxidos (IP) en el aceite de aguacate
El IP se evalu6 siguiendo el método oficial AOCS con ligeras modificaciones propuestas por

Crowe & White (2001), los resultados se expresaron como miliequivalentes de perdxido de
oxigeno activo por kilogramo de aceite (meq O2/kg). En un matraz Erlenmeyer se agregaron
0.5 g de aceite, se le afiadieron 3 mL de acido acético-isooctano 3:2. Se mezcld la solucion
manualmente y se afiadieron 50 pL de una solucién de yoduro de potasio saturada. Se agito
2 min seguido de un reposo. Se agregaron 3 mL de agua destilada recién hervida y fria.
Posteriormente se afiadieron 200 puL de una solucion de almidon al 1%. Se titulara con

tiosulfato de sodio 0.01 N. El valor de peroxidos se calculé mediante la siguiente ecuacion:

IP — (V)(¥)(1000) (4)

g de muestra
Donde: N es la normalidad de tiosulfato de sodio, V es el volumen de tiosulfato de sodio

gastado.
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6.2.11 Meétodo de TBARS (Valor de &cido tiobarbiturico) en el aceite de aguacate
A 910 pL de aceite se le agregaron 2.5 mL de agua destilada, se mezclaron en vortex 2

minutos. Posteriormente se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm, 2 mL del sobrenadante se
pasd a tubos de ensaye, a los cuales se les agregaron 2 mL del reactivo TBA (46 mM).
Después fueron colocados en un bafio de temperatura controlada a 100°C por 35 minutos, al
término de este tiempo se colocaron en un bafio de hielo por 10 minutos. Posteriormente se
centrifugaron a 6000 rpm por 20 minutos y se recolectd el sobrenadante. Se ley6 a una
absorbancia de 532 nm en un espectrofotometro thermo scientific genesys 10s uv-vis
(Poyato, et al., 2013). Las concentraciones se determinaron utilizando una curva estandar de
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (0.6 a 11 uM). Los resultados se expresaron como pmol
equivalente de MDA/Kkg de aceite (UM eq MDAV/KQ). Los procedimientos se llevaron a cabo

por triplicado.

6.2.12 Estudio cinético
Las velocidades de oxidacion para la formacion de peréxidos y malonaldehido, se calcularon

tomando en cuenta el promedio de las repeticiones determinadas a lo largo de los 36 dias de
almacenamiento, a cada temperatura evaluada.

Se utilizo la ecuacion de Arrhenius:

—FEa

k = Aexp (ﬁ) (5)
La forma lineal de la ecuacion es:

Ink=InA—(_R—b::)x% (6)

Donde k es la constante de velocidad, A es el factor preexponencial, Ea es la energia de
activacion (kJ/mol), R es la constante universal de los gases (8.3145 J/molY/K1) y T es la

temperatura.

6.2.14 Proceso de elaboracion de la emulsion (w/o g=0.08)
La fase oleosa se prepar6 mezclando 83 g de aceite mct con 9 g de grinsted PGPR y extracto

de H. pluvialis, esta mezcla se llevo a un Homogeneizador (IKA ultra turrax) a 3000 rpm
durante 2 min, mientras se adicionaba la fase acuosa, la cual se elaboré adicionando
catequina, propilenglicol y etanol. Ambas fases fueron homogenizadas durante 3 min a 5000

rpm.
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Tabla 4. Formulaciones de emulsiones.

EC EAT EAH EAHC
%
Propilenglicol 3.8 3.8 3.8 3.5
Etanol 4.2 4.2 4.2 3.9
Catequina 0.0 0.0 0.0 0.6
Aceite mct 83.0 82.9 63.0 63.0
Extracto seco de H. pluvialis 0.0 0.0 0.9 0.9
TBHQ 0.0 0.1 0.0 0.0
Grinsted PGPR 9.0 9.0 9.0 9.0

6.2.15 Caracterizacion de la emulsion: estabilidad fisica (micrografias 100x y tamafo

de particula)

Se tomaron fotografias en un microscopio Leica ICC50 utilizando un objetivo de 100x, de

las emulsiones durante un mes.

Un criterio que se utilizard para medir la estabilidad fisica de la emulsion sera determinando
el tamafio de particula (d32). Para esto se utilizo el software GIMP 2.10.12 para la edicion
de las micrografias y posteriormente el software Image-Pro Plus version 6.0, para determinar

el diametro de los globulos de la emulsion, este dato se convirtio al d32 usando la siguiente

formula:

_ I
d32 =535

Aceite de aguacate con emulsion

Se agregd 5.5 g de cada una de las emulsiones de la tabla 4, por cada 100 g de aceite de

aguacate con agitacion suave para asegurar la disolucién completa.

Condiciones de almacenamiento



Los aceites se almacenaron a 25, 45y 65 °C. En oscuridad. Las muestras se analizaron
durante 36 dias. Durante este periodo de almacenamiento se determinaron cada 4 dias el
contenido de perdxidos (meq O2/kg) y los productos de la oxidacién secundaria (TBARS),

Cada 6 dias se determind la actividad antioxidante.

6.2.16 Analisis estadistico
En el objetivo 2 se realizé un anova de un factor. La diferencia entre medias se considero

significativa a p < 0.05. En aquellos resultaron significativos, se siguid con prueba de

comparaciones multiples de Tukey. Esto para cada una de las temperaturas evaluadas.

Los resultados obtenidos en el objetivo 3, 4 y 5, de las diferentes pruebas con los distintos
tratamientos fueron analizados mediante Anova bifactorial evaluando 2 factores:
Tratamiento (antioxidante) y Tiempo. La diferencia entre medias se consider6 significativa
a p < 0.05. En aquellos resultaron significativos, se siguido con prueba de comparaciones

multiples de Tukey. Esto para cada una de las temperaturas evaluadas.

Todas las determinaciones fisicoquimicas se realizaron por triplicado (n=3). Para estos
analisis se utilizo el software estadistico SPSS 23.0. Las graficas se realizaron con los

softwares OriginLab y Grapher, con apoyo en el programa Microsoft Excel 2013.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion del aceite de aguacate
Luego de realizar el deshidratado a 60°C durante 10 h y la extraccién del aceite de aguacate

(Figura 2) se determinaron los rendimientos de cada componente del aguacate. Respecto a
los rendimientos obtenidos del aceite se obtuvo un valor de 56% de aceite de aguacate (base

seca), los datos se observan en la tabla 5.

Figura 2. Obtencion del aceite de aguacate.

De acuerdo con lo reportado por Werman & Neeman (1987), Estrada & Morocho (2020),
Satriana, et al., (2019), Sanata, et al., (2015), el rendimiento del aceite de aguacate
considerando la pulpa como base seca, se han obtenido rendimientos de 57.7, 38.9, 42.8, y
55.7%, respectivamente. Lo cual coincide con el rendimiento del aceite de aguacate obtenido
por prensado en frio (Tabla 5) 56£3.13%.

Tabla 5. Rendimientos del aceite de aguacate.

Rendimiento (%)

Cascara y hueso 31+1.30

Pulpa 69+1.30

Pulpa seca 32+1.70

Pulpa seca del fruto total 22+0.88
Aceite de aguacate (del fruto total) 12+0.225
Aceite aguacate (pulpa base humeda) 17+0.01
Aceite aguacate (pulpa base seca) 56+3.13

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar.
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Para la evaluacion de la calidad del aceite de aguacate Hass (Persea americana MILL.) se le
evaluaron los parametros fisicoquimicos, que se muestran en la tabla 6. Respecto al valor de
peroxidos la NMX-F-811-SCFI-2021 establece un limite maximo permisible de 10.0 meq
02/Kg, el aceite obtenido no sobrepasa este limite. Asi mismo la obtencién de estos valores
de peroxido, también se ha reportado por otros autores, Kilic-Buyukkurt (2021), obtuvo un
valor de peroxidos de 10.19+0.84 meq O2/Kg en aceite de aguacate prensado en frio y
Prescha, et al., (2014) en aceite de aguacate prensado en frio obtuvieron 9.55 meq O./Kg,
esto podria indicar que el prensado en frio también podria tener cierta influencia en el nivel
de oxidacion. Para el pH, Bizimana, et al., (1993) obtuvieron un pH para el aceite de aguacate
de 5.55, lo cual coincide con lo obtenido. Por otro lado, la densidad relativa, el indice de
refraccion y los acidos grasos libres también coinciden con lo establecido por la normativa

mexicana.

Tabla 6. Pardmetros fisicoquimicos del aceite de aguacate.

Parametro Valor
Perdxidos (meq O2/Kg aceite) 9.45+£1.011
Acidos grasos libres (como acido oleico) (%) 2.31+£0.10
Densidad relativa 25°C (g/mL) 0.91+0.0002
indice de refraccion 1.4675+0.000
pH 5.7+0.001
Color (CIELab) L*2.71 a*3.16 b*4.42

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar.

En el analisis del perfil de acidos grasos se obtuvo un % de acidos grasos saturados (SFA)
de 18.93%, é&cidos grasos monoinsaturados (MUFA) de 68.46% Yy &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de 10.93%. Lo cual es comparable a lo reportado por Santana, et al.,
(2019), en el aceite de aguacate donde establecen un contenido de 22.2% de &cidos grasos
saturados, 66.1% de acidos grasos monoinsaturados y 12% de acidos grasos poliinsaturados.
Asi mismo Berasategi, et al., (2012) presenta un perfil de acidos grasos SFA 19.31% (acido
palmitico 18.74%), MUFA 68.40% (acido palmitoleico 7.88%, &cido oleico 54.4%, acido
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vaccenico 5.87%), PUFA 11.75% (&cido linoleico 10.87%), resultados que son muy
aproximados a los obtenidos en la tabla 7. En algunas investigaciones se reportan juntos el
acido oleico y el &cido vaccenico debido a la similitud de la estructura, tal es el caso de Wang,
et al., (2020) un 66.21% de &cido oleico y acido vaccenico.

Tabla 7. Perfil de acidos grasos en aceite de aguacate.

Acidos grasos %
C16:0 Acido palmitico 18.93
C16:1 Acido palmitoleico 9.70
C18:1 Acido Oleico 52.30
C18:1 Acido vaccenico 6.46
C18:2n-6 Acido linoleico 10.93
SFA 18.93
MUFA 68.46
PUFA 10.93

7.2 Extracciones de H. pluvialis

En la obtencion del extracto de H. pluvialis, se evaluaron distintas potencias ultrasonicas para
obtener la mayor eficiencia respecto a la actividad antioxidante (umol eq. trolox/g), respecto
al rendimiento de el extracto seco obtenido, no se observaron diferencias significativas entre
las distas potencias de extraccion (Tabla 8).

Tabla 8. Extracciones de H. pluvialis.

Potencia de

extraccion Watts Alga peso seco (g) Extracto seco (g) Rendimiento (%)

ultrasonica
40% 2.80 2.00+0.010 0.17+0.014 8.60+0.7172
60% 15.3 2.03+0.059 0.18+0.027 8.91+1.0762
80% 20.2 2.00+0.003 0.19+0.009 9.42+0.440°

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar. VValores

con diferente letra de superindice entre columnas difieren estadisticamente (p<0.05)

Al realizar un barrido UV-VIS a los extractos obtenidos a las tres potencias evaluadas (figura
3), se observa que al aumentar la potencia de extraccion, se presenta un pico con una
absorbancia mayor en la region caracteristica de carotenoides, la cual se encuentra en un
intervalo de 400 a 500 nm, sin embargo en esta region también se encuentran las clorofilas
tipo B, en un intervalo de 428 a 453 nm, por lo tanto podria haber una superposicién entre

carotenoides y clorofila tipo B en el espectro UV-Vis, por otro lado se observa otro pico entre
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650 y 675 nm, esta zona es caracteristica de las clorofilas tipo A. Lo que diferencia a estos
tipos de clorofila, es que la de tipo A tiene un grupo metilo en su estructura. (Lichtenthaler
& Buschmann, 2001). A pesar de una posible superposicion entre los carotenoides del alga
H. pluvialis y clorofilas tipo B, el espectro observado para los extractos coincide con el
obtenido por Li, et al., (2012), en donde de igual manera realizo un barrido UV-Vis a un
extracto de H. pluvialis y observo ambos picos caracteristicos del alga, donde menciona que
de acuerdo al pico obtenido, la region donde se encontraban los carotenoides era entre 450 y
550 nm, em cambio, en la figura 3 podemos observar la region de los carotenoides entre 425
y 525 nm, esta diferencia podria ser debido al solvente utilizado, para este analisis se utiliz6
acetona, Li y colaboradores elucidaron el espectro del alga utilizando DMSO como solvente.
Esto coincide con lo reportado por Lichtenthaler & Buschmann (2001), quienes mencionan
que, en un mismo extracto al incrementar la polaridad del solvente, puede haber ligeros

cambios en las longitudes de onda tanto de carotenoides, como de clorofilas.

AX 50 ppm

403

60-3
20+ 20-3

ABS

054

O 7T 7T 7T 7T T T T T T T 1
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

nm

Figura 3. Espectro UV de barrido de estandar de astaxantina y extractos de H. pluvialis.

--Extracto de H. pluvialis realizado con 40% de potencia, --Extracto de H. pluvialis realizado con 60% de
potencia --Extracto de H. pluvialis realizado con 80% de potencia, --Estandar de astaxantina a 50 ppm
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Para la cuantificacion de astaxantina libre por medio de HPLC (figura 4), se observa que, al
aumentar la potencia de extraccion, también aumenta el contenido de astaxantina, se
observan diferencias significativas entre las potencias ultrasénicas evaluadas, donde la que
presento una mayor concentracion de astaxantina fue 80%, obteniendo 8.26 mg de
astaxantina/g de extracto seco de H. pluvialis. Ruiz-Dominguez, et al. (2019), realizaron la
cuantificaciéon de los carotenoides de H. pluvialis y obtuvieron 6.82 + 0.19 mg de

astaxantina/g, lo que concuerda con el valor obtenido.
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Figura 4. Concentracion de astaxantina (mg/g) en el extracto seco de H. pluvialis determinados por HPLC.

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar. Valores
con diferente letra de superindice entre columnas difieren estadisticamente (p<0.05).

En los cromatogramas presentados en la figura 5, se observan 3 regiones caracteristicas con
sus respectivos picos. El primer pico es caracteristico de la astaxantina libre, la cual,
generalmente se presenta en cantidades muy pequefias, ya que la mayor parte de la
astaxantina en Haematococcus pluvialis se encuentran en forma de monoésteres asociados
con acidos grasos unidos de cadena corta. Aproximadamente el 70% es monoéster de
astaxantina, el 25% es diéster de astaxantina y el 5% es astaxantina libre (Todorovi¢, et al.,
2021). Si comparamos los resultados anteriores con los obtenidos en la Figura 5 - C, podemos

afirmar claramente que la concentracion maxima de monoéster de astaxantina se observo

44



cuando se utiliz6 el 80% de potencia, lo cual promueve la mayor liberacién de astaxantina
esterificada en los extractos obtenidos.

Astaxanthin
monoeslers
25.4-30.7 min

202W
153 W
28 W

Astlaxanthin
diesters
Astaxanthin 34.7 - 38.1 min

10.1 min

[ [ o T i T |
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Minutes
Figura 5. Cromatograma HPLC (DAD, 480 nm) de extractos de H. pluvialis a distintas potencias ultrasonicas.

En la tabla 9 podemos observar que al incrementar la energia de extraccion, la actividad
antioxidante aumenta, especialmente en la técnica de ABTS, en donde cada porcentaje de
potencia ultrasénica evaluado presenta diferencias significativas, por otro lado en el método
de DPPH entre 60% y 80% de potencia ultrasénica no existe diferencia significativa, esto
podriamos atribuirlo a que en el método de DPPH cuantifica principalmente antioxidantes
hidrofilos, ademas se ha reportado que es posible una interferencia en la absorbancia de los
carotenoides presentes en H. pluvialis (400-500 nm) en presencia del reactivo DPPH, ya que
esta técnica se determina a 517 nm (Castillo, et al., 2022). El uso del radical ABTS se realiza
a 734 nm, donde no interfieren los carotenoides. Esta técnica presenta un amplio espectro, ya
que cuantifica tanto hidrofilos como lipéfilos, donde los carotenoides presentes en el alga
son lipdfilos. La diferencia en la actividad antioxidante en funcion a la potencia ultrasonica
podriamos atribuirlo a que la eficiencia de extraccién mejora al aumentar el % de potencia 'y
por ende el contenido de carotenoides aumenta. Goiris, et al., (2012) Determinaron la
actividad antioxidante por el método ABTS en extractos etanol/agua de H. pluvialis y
obtuvieron 5.71+0.12 umol eq. Trolox/ g de alga seca, lo cual coincide con lo observado en
la tabla 9. Para el contenido de carotenoides, el método UV-Vis, se ve limitado ya que solo

se estarian cuantificando los carotenoides libres presentes en H. pluvialis, es decir,
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cantaxantina, B caroteno, luteina, astaxantina, etc, este método no estaria determinando la
astaxantina esterificada. Ruiz-Dominguez, et al., (2019), reportan un contenido de
carotenoides libres de 13.5 mg/g, lo cual es similar a los datos obtenidos (Tabla 9), el resto
de los carotenoides que reportan estos autores, son la astaxantina mono y diester, con un
contenido de 89.4 mg/g, obteniendo un contenido total de carotenoides (libres y esterificados)
de 114.9 mg/g.

Tabla 9. Actividad antioxidante y carotenoides de H. pluvialis (peso seco), a distintas potencias ultrasonicas.

Potencia de DPPH (umol ~ ABTS (umol eq. :

extraccion Watts eq. tro(lgx/g tro(lgx/g | Carotenoides

ultrasénica D.W.) D.W.) (m/g)
40% 2.80 3.50+0.645% 4.95+0.036% 7.422
60% 15.3 6.21+0.909° 6.21+0.594° 12.54°
80% 20.2 6.81+1.455" 7.30+0.263° 19.92°

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar. Valores

con diferente letra de superindice entre columnas difieren estadisticamente (p<0.05)

Tabla 10. Actividad antioxidante y carotenoides totales de extracto oleoso de H. pluvialis
obtenido a 80% de potencia ultrasonica.

ABTS (umol eq trolox./g DPPH (umol eq Carotenoides (mg/g)
D.W.) trolox./g D.W.)
9.39+0.163 6.12+0.273 21.33+0.98

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar.

L

J‘

Figura 6. Extracto oleoso de H. pluvialis.
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7.3 Aceite de aguacate con extracto de H. pluvialis
El extracto de H. pluvialis se afiadio en distintas concentraciones al aceite de aguacate,

obteniendo los aceites presentados en la figura 7.

1 == Wi

A: Aceite de aguacate

AT: Aceite de aguacate + TBHQ

A100: Aceite de aguacate + 100 ppm ext. H. pluvialis
A500: Aceite de aguacate + 500 ppm ext. H. pluvialis
A1000: Aceite de aguacate + 1000 ppm ext. H. pluvialis
Ax: Aceite de aguacate + 400 ppm de astaxantina

Se afadi6 el extracto de H.
pluvialis a diferentes
concentraciones al aceite de
aguacate

Figura 7. Aceite de aguacate con distintas concentraciones de extracto de H. pluvialis, TBHQ y astaxantina.
7.4 Estabilidad oxidativa de aceites adicionados con extracto de H. pluvialis

La oxidacion en aceites es un fenomeno que suele ocurrir de manera progresiva, sin embargo,
la velocidad de oxidacion se ve influenciada por parametros como temperatura, luz, oxigeno
y presencia de antioxidantes. Estos ultimos, suelen tener la capacidad de disminuir la
velocidad de oxidacion, sin embargo, en altas concentraciones, algunos antioxidantes
también pueden ocasionar en el aceite una tendencia prooxidante, lo cual, en lugar de
disminuir la velocidad de oxidacion, podria aumentarla y oxidar mas rapido el aceite. En la
figura 8 y 9 se presenta la determinacién del indice de peroxidos y la cuantificacion de
malonaldehido a 25, 45 y 65 °C, se puede observar que, con el incremento de la temperatura,
también aumentan las concentraciones de los productos de la oxidacion (perdxidos y
malonaldehido). Respecto al indice de perdxidos, se observa claramente como el aceite de
aguacate sin antioxidante (control) incrementa rapidamente su valor de peroxido, a
comparacion de afiadir extracto de H. pluvialis, lo que redujo dicho valor. El afiadir extracto
de H. pluvialis disminuyo el valor de peroxidos, esto es debido a que los antioxidantes
presentes en el alga, los cuales principalmente son astaxantina monoester, actia como un
aceptor de radicales libres, lo cual retrasaria la velocidad con la que el aceite se esta oxidando
(Pu & Sathivel, 2011). Asi mismo, no se observa diferencia estadisticamente significativa al

variar la concentracién de H. pluvialis (100,500 y 1000 ppm), lo cual coincide con lo
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reportado por Wang., et al, (2012), quienes afiadieron extracto de H. pluvialis (200, 600 y
1000 ppm) en un aceite de girasol y observaron que en este intervalo de concentraciones no
se observo diferencia notoria en el indice de peroxidos. Lo anterior implica que quiza sea
necesario evaluar concentraciones mayores y observar su influencia en la oxidacion del
aceite. EIl que no se observe diferencia entre las concentraciones mencionadas podria deberse
a que como menciona Rao, et al., (2007) la astaxantina en H. pluvialis al estar esterificada
(principalmente como astaxantina monoester) tiende a ser mas estable y empieza a
degradarse arriba de 90°C. Se ha reportado que el uso de carotenoides en el aceite de aguacate
es alternativa para brindarle mayor estabilidad oxidativa, (Cerecedo-Cruz et al., 2018),
afiadieron una oleorresina obtenida del chile chipotle en relacion 1:3 (p/v: chile
chipotle/aceite de aguacate), y observaron que el contenido de perdxidos al cabo de 28 dias
fue menor, que el control que no contenia carotenoides obtenidos del chile chipotle. Por otro
lado, en las tres temperaturas evaluadas 25,45 y 65 °C, se puede observar en el indice de
perdxidos del aceite de aguacate con astaxantina, una tendencia prooxidante, en el analisis
estadistico realizado se obtuvo que existe diferencia significativa entre el aceite con aguacate
con astaxantina y el aceite de aguacate control. Podriamos inferir que al usar 400 ppm de
astaxantina se observo un aumento en la oxidacion compadrandolo con el aceite de aguacate
control, sobre todo al incrementar la temperatura. Esto concuerda con lo reportado por
Espinaco, et al., (2021), donde evaluaron el indice de peroxidos al aceite chia, adicionando
400 ppm de astaxantina y observaron una tendencia a oxidar mas rapido el aceite control
(aceite de chia sin antioxidante). La muestra de aceite con TBHQ a 25 y 45°C no presento
diferencia significativa comparado con los aceites que contienen H. pluvialis, sin embargo,
a 65°C se presenta diferencia significativa, mostrando el menor indice de perdxidos. Por otro
lado, para la cuantificacion de los productos secundarios de la oxidacion, determinados por
el método de TBARS obteniendo mg eq. MDA/Kg de aceite, se observa que a 25°C la
muestra de aceite con 1000 ppm de H. pluvialis presenta el valor mas alto, a 45°C el aceite
de aguacate control y a 65°C el aceite de aguacate con astaxantina. Este método nos brinda
informacion acerca de como se comenzara a comportar el indice de peroxidos, Du &
Bramlage, (1993). demostraron que el valor de peroxido en los aceites esta altamente
correlacionado con la concentracion de malonaldehido, ya que puede ser oxidado por los

perdxidos y producir mayor concentracion de malonaldehido como producto de oxidacion,

48



de acuerdo con la figura 9, podriamos deducir que el aceite con astaxantina y con 1000 ppm
de H. pluvialis, eventualmente mostraran una tendencia prooxidante en el indice de
peroxidos. En algunos casos al incrementar la temperatura, el efecto de los antioxidantes se

puede perder, incluso actuar como prooxidante en altas concentraciones (Yesilsu & Ozyurt,
2019).

49



7.5 Indice de peroxidos a diferentes temperaturas de almacenamiento
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Figura 8. Oxidacion primaria de aceite de aguacate (control) y muestras adicionadas con antioxidantes, a
diferentes temperaturas de almacenamiento a 25°C, 45°C y 65°C. mAceite de aguacate e Aceite de aguacate +
TBHQ A Aceite de aguacate + 100 ppm ext. H. pluvialis ¥ Aceite de aguacate + 500 ppm ext. H. pluvialis ¢
Aceite de aguacate + 1000 ppm ext. H. pluvialis <@ Aceite de aguacate + 400 ppm de astaxantina.

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones.
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7.6 Malonaldehido a diferentes temperaturas de almacenamiento.
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Figura 9. Oxidacion avanzada del Malonaldehido (MDA) del aceite de aguacate con distintos antioxidantes, a
diferentes temperaturas de almacenamiento a 25°C, 45°C y 65°C. mAceite de aguacate e Aceite de aguacate +
TBHQ A Aceite de aguacate + 100 ppm ext. H. pluvialis ¥ Aceite de aguacate + 500 ppm ext. H. pluvialis ¢
Aceite de aguacate + 1000 ppm ext. H. pluvialis <@ Aceite de aguacate + 400 ppm de astaxantina.

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones.
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Figura 10. Comparacién de la oxidacién primaria y avanzada de (a) indice de peréxidos y (b) produccion de
malonaldehido (MDA) en el aceite de aguacate con distintos antioxidantes, a 150°C. mAceite de aguacate e
Aceite de aguacate + TBHQ A Aceite de aguacate + 100 ppm ext. H. pluvialis ¥ Aceite de aguacate + 500
ppm ext. H. pluvialis ¢ Aceite de aguacate + 1000 ppm ext. H. pluvialis <€ Aceite de aguacate + 400 ppm de

astaxantina

Ceredero-Cruz, et al., (2018), propusieron un modelo de orden uno para describir el proceso
de oxidacién del aceite de aguacate prensado en frio cuyos parametros cinéticos coinciden
con los resultados obtenidos. Asi mismo, segun lo presentado en la tabla 11, se observa que
la velocidad de los procesos de oxidacion aumenta su velocidad de reaccién si no hay

antioxidantes (Zhang, et al., 2020).
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La muestra de aceite A tiene la constante de velocidad més alta para la formacion de
peroxidos. Esto sugiere que los peroxidos se forman méas rapidamente en este aceite en
comparacion con las otras muestras, lo cual podria ser debido a que el aceite no contiene
antioxidantes. Es importante tener en cuenta que una alta velocidad de formacion de
peroxidos puede ser problemaética, ya que los peroxidos son compuestos oxidantes que
pueden afectar la calidad del aceite. El aceite AT tiene una constante de velocidad mas baja
en comparacion con el aceite A. Esto indica que la formacion de perdxidos es un proceso un
poco mas lento en este aceite. En aplicaciones donde se requiere una mayor estabilidad y una
vida Util més larga, una velocidad de formacion de peroxidos mas baja puede ser beneficiosa.
Para las muestras A100, A500 y A1000, presentan la misma constante de velocidad. Esto
indica que la formacion de perdxidos en estas muestras es lenta y se produce a la misma
velocidad. El aceite AX tiene una constante de velocidad mayor en comparacion con las
muestras A100, A500 y A1000, pero menor que la muestra A. Esto sugiere que la formacion
de perdxidos es més rapida que en las muestras A100, A500 y A1000, pero aun maés lenta

que en la muestra A.

La Ea es la cantidad minima de energia necesaria para que inicie el proceso de oxidacion en
aceites, se explica como la relacion existente entre la velocidad de oxidacion en funcion del
cambio de temperatura (Singh, et al., 2023). Lo anterior debido a que, a bajas temperaturas,
los procesos de oxidacion son mas lentos y las moléculas necesitan mas energia para iniciar
la reaccion de oxidacion. Otro factor que influye directamente en la energia de activacion es
el grado de instauracion de un aceite, donde a mayor grado de instauracion, la Ea tiende a ser
menor y por lo tanto un aceite mas inestable (Villanueva, et al., 2017). Ceredero-Cruz, et
al., (2018), anadieron una olerresina de chile chipotle al aceite de aguacate prensado en frio
y para la formacién de peroxidos obtuvieron una Ea de 34.6 kJ/mol. En los resultados
presentados en la tabla 11 se observa que el aceite de aguacate obtenido presento una energia
de activaciéon de 24 kJ/mol, la cual es menor a lo obtenido por Ceredero-Cruz y
colaboradores, esto podria ser debido a que afiadieron los carotenoides del chile chipotle y
esto incrementa la energia de activacion en el aceite de aguacate. En diversas
investigaciones, al afiadir antioxidantes en aceites se observa que se incrementa la Ea
respecto al control (Villanueva, et al., 2017). Al tener alta Ea, las moléculas necesitan mas

energia para iniciar la reaccion de oxidacién lo cual indica un tiempo de induccién mas largo
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y por ende mayor estabilidad frente a la oxidacion. Piedrahita, et al., (2015) afiadieron
extracto de romero en aceite de choiba y observaron que la energia de activacion aumenta
alrededor de un 60% con respecto al aceite control. Pu & Sathivel (2011) determinaron la Ea
al aceite de linaza control y con astaxantina, donde obtuvieron Ea de 51.07 y 65.84 kJ/mol

respectivamente.

Tabla 11. Productos de la oxidacion primaria: Indice de peroxidos: parametros cineticos de la ecuacion de
arrhenius del aceite de aguacate, con distintos tratamientos.

Método indice de peroxidos (meq O2/Kg)

P_ariélr_netros Muestras de aceites

cincticos A AT A100 A500 A1000 AX
Ea (Kjmol-1)  24.65 30.78 41.60 41.60 41.60 27.48
KO 0.00034 0.00027  0.00020 0.00020 0.00020 0.00030
R? 0.8074 0.7179 0.8702 0.8702 0.8702 0.8235

Tabla 12. Productos de la oxidacion avanzada (Malonaldehido): parametros cineticos de la ecuacion de
arrhenius del aceite de aguacate, con distintos tratamientos.

Método TBARS (Eg. Malonaldehido)

Parametros Muestras de aceite

cinéticos A AT A100 A500 A1000 AX
Ea (Kj mol-1) 23.32 28.73 31.28 23.77 17.85 16.82
KO 0.00036 0.00029  0.00027  0.00035  0.00047 0.00049
R2 0.8749  0.9699 0.9982 0.7766 0.7844 0.7692

7.7 Actividad antioxidante de aceites con H. pluvialis
En cuanto a los resultados obtenidos para la actividad antioxidante observados en la figura

11, por medio de los métodos de ABTS y DPPH, para el método de ABTS, se puede observar
como el aceite con astaxantina disminuye drasticamente su contenido antioxidante al
incrementar la temperatura, en cambio en los aceites con extracto de h. pluvialis, se observa
mayor estabilidad en el almacenamiento, esto debido a que en H. pluvialis, la astaxantina
presente se encuentra esterificada, lo cual le brinda mayor estabilidad. Wang, et al., (2012),

afiadid extracto de H. pluvialis en distintas concentraciones al aceite de girasol y observo que
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no existia diferencia significativa de la degradacion de la actividad antioxidante, respecto al
tiempo. En el método de DPPH, se observan menores valores de TEAC debido a que este
método tiene mayor afinidad a compuestos polares, y los principales constituyentes de los
aceites evaluados son no polares, afines al aceite, por ende, en ABTS, que es un método que
abarca un espectro mas amplio de compuestos tanto polares y no polares, nos da un valor
mas alto (Bibi, et al., 2020).
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Figura 11. Actividad antioxidante ABTS (a) y DPPH (b) del aceite de aguacate con distintos antioxidantes, a
diferentes temperaturas de almacenamiento a 25°C, 45°C y 65°C. mAceite de aguacate e Aceite de aguacate +
TBHQ A Aceite de aguacate + 100 ppm ext. H. pluvialis ¥ Aceite de aguacate + 500 ppm ext. H. pluvialis

Aceite de aguacate + 1000 ppm ext. H. pluvialis

Aceite de aguacate + 400 ppm de astaxantina.
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7.8 Caracterizacion de la emulsion: estabilidad fisica
En la figura 12, se puede apreciar las emulsiones al paso del tiempo a las distintas

temperaturas, a partir del dia 9 en todas las temperaturas evaluadas se observa u ligero
sedimento, sobre todo en la emulsion EAHC, esto debido a que es una emulsion altamente
concentrada en su fase dispersa, sin embargo, al realizar una ligera agitacion manual, la
emulsion se vuelve a resuspender y homogenizarse sin problema. Otro dato destacable es la
emulsion EAT, la cual contiene TBHQ y se observa como a 45°C a partir del dia 27, una
coloracion amarillay a 65°C a partir del dia 9 dicha coloracidn, esto podria ser debido a que

el exceso de TBHQ resulta prooxidante en la emulsidn, lo cual podria acelerar el proceso de

oxidacion.
Dia0 Dia9 Dia18 Dia 27 Dia 36
EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC
'I l l l I ' ' I' h
EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC
l ' I ' I l I I 45°C
EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC EC EAT EAH EAHC

II ll II I, l' o

Figura 12. Emulsiones a distintas temperaturas 25, 45 y 65°C monitoreadas durante 36 dias.
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25°C Dia 0 Dia 9 Dia 18 Dia 27 Dia 36

EAT

EAH

Figura 13. Micrografias 100x de las emulsiones a 25°C monitoreadas durante 36 dias, realizadas por

triplicado.

45°C Dia0 Dia 9 Dia 18 Dia 27 Dia 36

EAT

EAH
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Figura 14. Micrografias 100x de las emulsiones a 45°C monitoreadas durante 36 dias, realizadas por

triplicado.
65°C Dia 0 Dia 9 Dia 18 Dia 27 Dia 36
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Figura 15. Micrografias 100x de las emulsiones a 65°C monitoreadas durante 36 dias, realizadas por

triplicado.

Las formulaciones de emulsiones desarrolladas tienen un 8% de fase dispersa, 83% aceite y
9% polirricinoleato de poliglicerol. Se opto por un alto % de emulsificante considerando que
se estan desarrollando emulsiones altamente concentradas en ambas fases, Vladisavljevic, et
al., (2000), desarrollaron emulsiones w/o utilizando polirricinoleato de poliglicerol como
emulsionante y observaron que al aumentar el contenido de emulsificante a 10% obtuvieron
tamafo de particula menores. Se evaluaron distintas formulaciones variando el contenido de
la fase acuosa interna y la fase oleosa (Tabla 4). En la figura 16 se puede observar cdmo varia
el tamarfio de particula d32 a las distintas temperaturas de almacenamiento. Se obtuvieron
tamafos de particula entre 3 y 4.5 um, la emulsion control (EC) presento el tamafio de
particula inicial mas alto, seguido de la emulsion con TBHQ (EAT), después EAH vy el
tamafo mas pequefio para EAHC, lo cual coincide con lo observado en las micrografias en
las figuras 13, 14 y 15. En ninguna de las temperaturas evaluadas se observa diferencia
significativa en el tiempo para la emulsion EAHC. Para la emulsion EC y EAT se observa

como el tamafio de particula aumenta y posteriormente disminuye esto podria ser debido al
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fendmeno de coalescencia, el cual posteriormente origina el rompimiento de las particulas,
perdiendo su contenido encapsulado y por ende el tamafio de particula disminuira.
(Kosegarten-Conde, C y Jiménez-Munguia, 2012),

Al-Sabagh, et al., (2011) desarrollaron emulsiones w/o donde observaron el efecto de la
cantidad de fase dispersa en el tamafio de particula, evaluaron el tamafio de particula usando
5, 10 y 14% de agua en las emulsiones, y observaron que al incrementar el % de agua el
tamafio aumentaba. Si se disminuye la cantidad de fase dispersa, el tamafio de particula
podria ser menor, pero la cantidad de fase dispersa utilizada se eligié porque era la cantidad
necesaria para solubilizar correctamente las catequinas. Asi mismo, al utilizar altos
porcentajes de fase oleosa w/o, se ha observado que el tamafio de particula tiene a ser mayor
a diferencia de emulsiones o/w, esto debido a que la viscosidad de la fase oleosa influye en
el tamafio de particula (Sugiura, et al., 2001), otro factor que influye en la viscosidad es la
cantidad de emulsificante empleada, Nour & Yunus, 2006, mencionan que dicha
concentracion y el volumen de la fase dispersa influyen altamente en el tamafio de particula
y la estabilidad de una emulsion. Al disminuir la cantidad de fase dispersa, la separacion de
fases respecto al tiempo también disminuye. EI aumento de concentracion de emulsificante
modifica la viscosidad de la emulsion. Los resultados obtenidos son similares a Zembyla, et
al., (2019), realizaron emulsiones w/o con curcumina, y observaron que al aumentar el % de

agua de la fase dispersa, de 5 a 20%, el tamafio de particula aumento de 20 a 25 um.
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7.9 Aceites con emulsiones
En la figura 17 se puede observar los aceites con la emulsion afiadida, se observan

homogéneos y no se presentd una sedimentacion que pudo haber sucedido por afadir una
emulsion. La cantidad de emulsion que se afadio al aceite fueron 5.5 g por cada 100 g de
aceite de aguacate, considerando la cantidad de emulsificante (PGPR) afadida, esto para
cumplir con la NMX-F-016-SCFI-2007 que establece un méximo permisible de 0.5 % de

esteres de poliglicerol y acidos grasos.

Figura 17. Fotografias tomadas a los aceites con emulsion, almacenados a 25°C en presencia de luz.

7.10 Estabilidad oxidativa de aceites con emulsiones
En la figura 18 se observa la evolucién del indice de peroxidos del aceite de aguacate con

emulsion al transcurso del tiempo a las distintas temperaturas evaluada, a 25, 45y 65°C se
puede observar como el aceite de aguacate control se oxida mas rapido. En las temperaturas
evaluadas, no hay diferencia significativa entre el aceite de aguacate con la emulsion AT y
el aceite de aguacate con la emulsion AHC. Se ha reportado que las catequinas pueden
disminuir la velocidad de formacion de perdxidos en aceites, tal como menciona Nain, et al.,
(2022), afadieron catequinas a un aceite con alto contenido de omega 3 (DHA) y observaron
que ralentizo la formacion de perdxidos. Sin embargo, es importante destacar que estos
compuestos fendlicos son inestables en temperaturas altas, ya que suelen degradarse
drasticamente respecto al tiempo, y ain mas a altas temperaturas (Guzméan-Diaz, et al.,
2019). El aceite de aguacate con la emulsion AH presenta diferencia significativa respecto al
aceite con AHC a 25 y 45°C.Se observo un menor valor de oxidacion tanto en perdxidos
como en malondaldehido (figura 19) al comparar el aceite de aguacate con AH, respecto al
que tiene AHC, esto coincide con lo reportado por Giilmez & Sahin, (2019), donde
determinaron la estabilidad oxidativa en aceite de avellana, observando el efecto del &cido

gélico y B-caroteno como antioxidantes, obtuvieron resultados, en donde el aceite de avellana
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control presenta una mayor tendencia a la oxidacion, y que el afiadir &cido galico y B-
caroteno redujo el valor de perdxidos, a temperatura ambiente el aceite de avellana a los 36
dias obtuvo 52 meq O2/Kg, el aceite de avellana con &cido galico 51.17 O./Kg, aceite de
avellana con B- caroteno 50.04 O2/Kg, aceite de avellana con acido galico y p-caroteno 44.13
0O2/Kg y el aceite de avellana con TBHQ 38.29 O,/Kg, lo cual es similar a los datos obtenidos
en las figura 19 esto podria ser debido a que las catequinas estén actuando regenerando los
carotenoides presentes en la fase oleosa. Un efecto parecido se observo en la investigacion
de Zhou, et al., (2021), quienes observaron el efecto protector proporcionado por el aceite de
clavo, el cual contiene eugenol, sobre el -caroteno y obtuvieron que el aceite de clavo
protege contra la foto degradacion al - caroteno. Yin, et al., (2012) evaluaron el efecto
sinérgico entre catequinas y a-tocoferol en aceite de girasol, primeramente, observaron que,
al incrementar la concentracion de catequinas afiadidas en el aceite, obtenian tiempos de
induccién mas altos, por ende, un aceite mas estable frente a la oxidacion. Respecto al efecto
sinérgico, obtuvieron que las catequinas en relacion 1:1 con el a- tocoferol mostraban un
efecto sinérgico.

Se podria atribuir al efecto sinérgico mencionado anteriormente, las catequinas son inestables
a temperatura mayor de 60°C, incrementando la formacion de peroxidos, en el cual se observa
el efecto prooxidante. EIl exceso de antioxidante no necesariamente reduce la formacion de

perdxidos. No obstante, faltan estudios para confirmar esto el efecto sinérgico y prooxidante.
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Figura 18. Oxidacion primaria: indice de peroxidos en aceite de aguacate (control) y adicionado con
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Figura 19. Oxidacién avanzada: produccién de Malonaldehido (MDA) del aceite de aguacate (control) y
adicionado con emulsiones, a diferentes temperaturas de almacenamiento a 25°C, 45°C y 65°C. mAceite de
aguacate e Aceite de aguacate + emulsion con TBHQ A Aceite de aguacate + emulsion control V' Aceite de
aguacate + emulsién con H. pluvialis ¢ Aceite de aguacate + emulsion con H. pluvialis y catequina.

La energia de oxidacion en aceites es un factor critico que determina su estabilidad y vida
atil. La muestra de aceite de aguacate (A) tiene una Ea relativamente baja. Esto significa que

la oxidacidn de este aceite ocurre mas facilmente y a temperaturas mas bajas en comparacion
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con otras muestras. Es importante tener en cuenta que la baja Ea podria ser beneficiosa en
aplicaciones donde se busca una rapida oxidacion, como en la produccién de biodiesel. Se
observa una tendencia similar en la muestra de aceite C, la cual tiene una Ea baja, similar a
la del aceite A. Esto debido a que la muestra C, es aceite de aguacate con una emulsion
control, es decir no contiene antioxidantes, debido a esto podria presentar una Ea muy
parecida a la muestra A. El aceite AT tiene una Ea significativamente mayor en comparacion
con el aceite A., debido a la adicion de TBHQ. Esto sugiere que la oxidacién de este aceite
es un proceso mas lento y requiere una temperatura mas alta para activarse. Este tipo de aceite
podria ser preferible en aplicaciones donde se busca una mayor estabilidad y una vida util
prolongada, con las limitantes atribuidas al TBHQ y su impacto en la salud del consumidor.
El aceite AH tiene una Ea similar al aceite AT, lo que indica que la oxidacion de ambos
aceites es igualmente lenta y requiere temperaturas altas. Sin embargo, el aceite AH podria
tener otras propiedades que lo diferencian del aceite AT, como el uso de antioxidantes
obtenidos de fuentes naturales, en este caso del alga H. pluvialis. El aceite AHC tiene la Ea
mas alta de todas las muestras. Esto significa que es el aceite mas resistente a la oxidacion y
requiere condiciones de temperatura mas altas para iniciar el proceso de oxidacion. Este tipo
de aceite es ideal en aplicaciones donde se busca una alta estabilidad y una vida util

prolongada.

Tabla 13. Productos de la oxidacion primaria: Indice de peroxidos: parametros cineticos de la ecuacion de
arrhenius del aceite de aguacate (control) y adicionado con emulsién.

Método indice de peroxidos (meq O2/Kg)

Parametros Muestras de aceites con emulsién

cineticos A AT C AH AHC
Ea (Kj mol-1) 20.10 75.25 17.84 76.46 83.19
KO 0.00041 0.00011 0.00047 0.00011 0.00010
R? 0.9552 0.7693 0.8472 0.7884 0.8494
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Tabla 14. Productos de la oxidacién secundaria (Malonaldehido): parametros cineticos de la ecuacion de
arrhenius del aceite de aguacate (control) y adicionado con emulsion.

Método TBARS (Eq. Malonaldehido)

P_ariétr_netros Muestras de aceites con emulsion

cincticos A AT C AH AHC
Ea (Kj mol-1) 31.40 22.84 31.15 31.40 29.84
KO 0.00026 0.00036 0.00027 0.00026 0.00028
R? 0.9934 0.9657 0.9147 0.9934 0.635

7.11 Actividad antioxidante de aceites adicionados con emulsiones
Los resultados de la actividad antioxidante revelan que la muestra de aceite de aguacate con

extracto de H. pluvialis y catequina (AHC) muestra una actividad antioxidante
significativamente mas alta en comparacion con la muestra de aceite de aguacate con extracto
de H. pluvialis (AH). Se observa diferencia estadisticamente significativa entre el aceite con
AHC respecto a los demas aceites, en ambas metodologias (ABTS y DPPH) (figura 20).

Este aumento en la actividad antioxidante en AHC es notable y sugiere la posible existencia
de un efecto sinérgico entre los carotenoides presentes en H. pluvialis y la catequina. La
hipdtesis de este efecto sinergico es que la combinacion de carotenoides y catequina puede
interactuar de forma cooperativa para proporcionar una mayor proteccion antioxidante que
la que daria cualquiera de estos componentes por separado. Aunque no se evaluo
directamente la actividad antioxidante de la muestra de aceite de aguacate con catequina, se
podria argumentar que la presencia de este flavonol en AHC y su capacidad para mejorar la
actividad antioxidante en comparacion con AH respaldan la idea de un efecto sinérgico. Es
importante reconocer las limitaciones del estudio, en particular, la evaluacion directa del
aceite de aguacate con catequina. Para confirmar la sinergia y entender la contribucion de los
polifenoles, futuros estudios incluirian la evaluacién del aceite de aguacate con catequina y
estudios adicionales para caracterizar las interacciones entre carotenoides y polifenoles a
nivel molecular. Este sistema emulsionado con carotenoides y catequina es util para la

incorporacion de antioxidantes con distintas polaridades, para usarlos en aceites.
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Figura 20. Actividad antioxidante ABTS (a) y DPPH (b) del aceite de aguacate con emulsiones, a diferentes
temperaturas de almacenamiento a 25°C, 45°C y 65°C. mAceite de aguacate e Aceite de aguacate + emulsion
con TBHQ A Aceite de aguacate + emulsion control ¥V Aceite de aguacate + emulsién con H. pluvialis
Aceite de aguacate + emulsién con H. pluvialis y catequina.
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvo un aceite fisicoquimicamente que cumple con la normativa mexicana.

Se determind que al emplear 20.2 watts de energia sénica en la obtencion de un
extracto de H. pluvialis, se logré una concentracion de astaxantina (8.26 mg/Kg) y
actividad antioxidante (7.3 umol eq. Trolox/g) mas elevadas en comparacion con el
uso de 2.8 Wy 15.3 W.

La adicion de 500 ppm de extracto de H. pluvialis al aceite de aguacate demostré
una disminucion en el proceso de oxidacion, aunque no alcanzé niveles de eficacia

superiores a los observados con el uso de TBHQ.

La adicion del 9% de PGPR resultd en una emulsion estable con un tamafo de

particula promedio de 3 um.

Las emulsiones AH Y AHC presentaron una ligera sedimentacion, por el exceso de
carotenoides y catequina, no obstante, al afiadirlas al aceite de aguacate se observd

una completa disolucidon, obteniendo aceites homogéneos.

La emulsion con extracto de alga (AH) demuestra una reduccion del 26% en la
formacion de peroxidos en el aceite de aguacate, mientras que la emulsion con TBHQ
(AT) alcanza una disminucion del 29%. Estos resultados destacan la eficacia del
TBHQ en comparacion con el AH. Por otro lado, la emulsion AHC, enriquecida con
carotenoides y catequina, sobresale como un aditivo antioxidante natural al reducir la
formacion de perdxidos en un 57% en comparacion con el control. Esta notable
disminucion posiciona a la emulsion AHC como una opcidon altamente efectiva para
reemplazar el uso de antioxidantes sintéticos en la industria alimentaria, ofreciendo

una alternativa mas saludable y natural.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar la citotoxicidad del extracto de H. pluvialis.

Explorar un rango mas extenso de concentraciones de H. pluvialis para determinar si
mayores concentraciones mejoran la proteccion contra la oxidacion.

Purificar la astaxantina esterificada del extracto de H. pluvialis.

Evaluar distintas proporciones de fase dispersa en las emulsiones y observar su
impacto en el tamafio de particula y separacion de fases.

Evaluar distintas concentraciones de catequina en la emulsién para comprobar el
efecto sinérgico.

Realizar una emulsion con catequina sin H. pluvialis y ver su efecto en la oxidacion
del aceite de aguacate.

Evaluar la efectividad de la emulsion con H. pluvialis y catequinas en otros aceites
con distintos contenidos y proporciones de acidos grasos insaturados.

Realizar una prueba sensorial y/o organoléptica del aceite con H. pluvialis.
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Figura 21. Curva de calibracion para el método ABTS.
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Figura 22. Curva de calibracion para el método DPPH.
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Figura 23. Curva de calibracion para el método TBARS expresado como uM eq TEP (Tetraetoxipropano).
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Figura 24. Curva de calibracion astaxantina por el método HPLC.
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