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RESUMEN

La necesidad imperiosa de generar procesos productivos sostenibles y de disminuir el
impacto de las enfermedades no transmisibles en la poblacién mundial fomenta el
desarrollo de nuevos ingredientes funcionales a partir de subproductos de la industria
alimentaria. La granada es una fruta conocida por su alto contenido en compuestos
bioactivos, destacandose los que presentan actividad antioxidante, antidiabética y
antiinflamatoria. Su produccion y consumo esta en aumento a nivel mundial. La cascara
de granada representa casi el 50% del fruto, por lo cual resulta atractivo el estudio de sus
propiedades bioactivas para convertir este residuo en un potencial ingrediente funcional.
Tradicionalmente, los compuestos bioactivos se extraen a través de metodologias de
extraccion solido/liquido como la maceracion, pero en los ultimos afos, han surgido
meétodos “verdes” que permiten la extraccion selectiva de compuestos utilizando bajas

cantidades de solventes no toxicos y permitiendo una extraccién mas rapida.

En el presente estudio se compararon las técnicas de maceracion, extraccion supercritica
con dioxido de carbono (SC-CO,), y extraccién con liquidos presurizados (PLE) aplicadas
a la cascara de granada. En esta ultima las variables en el proceso de extraccion fueron
la temperatura y el solvente utilizado. La extraccion PLE bajo la condicion de 120°C,
utilizando 100% etanol como solvente y 100 bar de presion fue seleccionada como la
optima. El extracto obtenido en esa condicion presentd el mayor contenido de polifenoles
totales (200,55 + 15,32 mg GAE/g) y la mayor capacidad antioxidante medida por la
técnica de ABTS (2860,19 £ 41,00 umol TE/g). Sin embargo, el extracto de macerado
presento la mayor capacidad antioxidante medida por la técnica de ORAC-FL (1014,53 +
14,25 pmol TE/g). Posteriormente, los extractos se incorporaron a una mermelada de
frutilla y se analizaron las fracciones bioaccesibles luego de la simulacion digestiva. La
fraccidon bioaccesible de la mermelada con extracto PLE presentd el mayor contenido de
polifenoles totales (7,16 £ 0,39 mg GAE/g) y la mayor capacidad antioxidante medida por
la técnica de ORAC-FL (133,36 = 5,96 umol TE/g), mientras que la fraccion bioaccesible
de la mermelada con la incorporacion del extracto de macerado presenté la mayor
capacidad antioxidante medida por la técnica de ABTS (162,21 + 12,00 ymol TE/g). En

las dos mermeladas se observé un aumento significativo de la capacidad antioxidante
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luego de la digestion, y ambas presentaron una capacidad antidiabética superior a la
mermelada control (sin la adicién de ningun extracto). Los compuestos mayoritarios en
los extractos PLE y en el extracto macerado identificados por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC) fueron punicalagina A, punicalagina B, y acido elagico.

En suma, los extractos de cascara de granada constituyen un potencial ingrediente
funcional con capacidad antioxidante y antidiabética. La mermelada de frutilla con la
incorporacion del extracto PLE obtenido bajo las condiciones 6ptimas es el producto mas
interesante logrado, por su elevada capacidad antioxidante y antidiabética y por

formularse con un extracto obtenido a partir de una extracciéon verde.



ABSTRACT

The urgent need to generate sustainable production processes and reduce the impact of
non-communicable diseases on the global population promotes the development of new
functional ingredients from the food industry by-products. Pomegranate is a fruit known
for its high content of bioactive compounds, particularly those with antioxidant,
anti-diabetic, and anti-inflammatory properties. Its production and consumption are
increasing worldwide. Pomegranate peel accounts for almost 50% of the fruit, making it
an attractive target for studying its bioactive properties to convert this waste into a
potential functional ingredient. Traditionally, bioactive compounds are extracted using
solid/liquid extraction methods, such as maceration. However, in recent years, “green”
methods have emerged that allow for the selective extraction of compounds using small

amounts of non-toxic solvents and enable faster extraction processes.

In the present study, the maceration, supercritical carbon dioxide extraction (SC-CO2),
and pressurized liquid extraction (PLE) techniques applied to pomegranate peel were
compared. For the latter, the process variables were temperature and solvent type. The
PLE extraction under 120°C, using 100% ethanol as the solvent and 100 bar pressure,
was selected as the optimal condition. The extract obtained under this condition exhibited
the highest total polyphenol content (200.55 + 15.32 mg GAE/g) and the highest
antioxidant capacity measured by the ABTS method (2860.19 + 41.00 umol TE/g).
However, the macerated extract showed the highest antioxidant capacity measured by the
ORAC-FL method (1014.53 + 14.25 pmol TE/g). Subsequently, the extracts were
incorporated into a strawberry jam, and the bioaccessible fractions were analyzed
following a simulated digestive process. The bioaccessible fraction of the jam with the
PLE extract showed the highest total polyphenol content (7.16 £ 0.39 mg GAE/g) and the
highest antioxidant capacity measured by the ORAC-FL method (133.36 + 5.96 umol
TE/g), while the bioaccessible fraction of the jam with the macerated extract showed the
highest antioxidant capacity measured by the ABTS method (162.21 + 12.00 pmol TE/g).
In both jams, a significant increase in antioxidant capacity was observed after digestion,
and both showed higher anti-diabetic activity compared to the control jam (without any
extract added). The major compounds in the PLE extracts and the macerated extract
identified by high-performance liquid chromatography (HPLC) were punicalagin A,

4



punicalagin B, and ellagic acid.

In summary, pomegranate peel extracts represent a promising functional ingredient with
antioxidant and anti-diabetic properties. The strawberry jam incorporating the PLE extract
obtained under optimal conditions is the most interesting product, due to its high
antioxidant and anti-diabetic capacities and because it is formulated with an extract

derived from a green extraction method.
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1 INTRODUCCION

1.1 Pérdida y desperdicio de alimentos a nivel mundial

La humanidad enfrenta actualmente numerosos desafios en materia alimentaria,
reflejados en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). Es indiscutible la necesidad
de apuntar a modalidades de consumo y producciones sostenibles, que contribuyan a
la mitigacion de la pobreza y a la transicién hacia economias verdes y circulares (ONU,
2021). La importancia a nivel mundial que se le ha adjudicado a la pérdida y el
desperdicio de alimentos se ve reflejada en la Agenda 2030 para el Desarrollo
Sostenible, en la cual la meta 12.3 plantea, de aqui al 2030, reducir a la mitad el
desperdicio de alimentos per capita mundial en la venta al por menor y a nivel de los
consumidores, y reducir las pérdidas de alimentos en las cadenas de produccion y

suministro, incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha (FAO, 2019).

Segun FAO (2012), alrededor de un tercio de la produccion de los alimentos destinados
al consumo humano se pierde o desperdicia en todo el mundo, lo que equivale a
aproximadamente 1300 millones de toneladas al afio. Esto representa, segun las
estimaciones del Banco Mundial, un 15% de las calorias disponibles para el consumo
humano (FAO, 2017). Este fendmeno implica no solo la pérdida del alimento
propiamente dicho, sino que también refleja ineficiencias a lo largo de toda la cadena
productiva, ya que recursos como agua, tierra, fertilizantes, entre otros, se pierden, por
lo que constituyen un problema ambiental, social y econdmico (Charalampia &
Koutelidakis, 2017), y un deterioro en la seguridad alimentaria (El-Beltagi et al., 2022).
A nivel mundial la pérdida de alimentos es responsable de aproximadamente 3300
millones de toneladas métricas de emisiones de gases de efecto invernadero (didxido
de carbono equivalente) (FAO, 2017). En el afio 2019, en América Latina y el Caribe,
mas de 36 millones de toneladas de alimentos se desperdiciaron Unicamente en la

etapa de elaboracion (Toledo-Merma et al., 2022).

Por esta razén, se debe destinar esfuerzos a la busqueda de la reduccion de pérdida

de alimentos, dandole valor a los subproductos obtenidos en toda la cadena
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alimentaria. La importancia de lo anterior radica en que se prevé que el crecimiento
demografico y el aumento de los ingresos conduciran a un incremento en la demanda
de productos agricolas del 35% al 50% entre 2012 y 2050, ejerciendo aun mas presion

sobre los recursos naturales mundiales (FAO, 2019).

Del volumen total de alimentos desperdiciados a nivel mundial, el 25,3% corresponde a
la categoria de raices, tubérculos y cultivos oleaginosos, seguido por las frutas y
hortalizas con un 21,6%, carne y productos de origen animal 11,9%, cereales y
legumbres 8,6% y otros alimentos 10,1% (FAO, 2019). Sin embargo, al analizar el
rango de porcentajes declarados de pérdida y desperdicio de alimentos por etapa de la
cadena de suministro, en el periodo 2000-2017, se observa que las pérdidas de la
categoria frutas y hortalizas muestran grandes variaciones entre diferentes regiones del
mundo, lo que indica que existen importantes posibilidades para reducirlas,
especialmente durante el transporte y en la etapa de venta al por mayor y al por menor
(FAO, 2019). Por lo tanto, es necesario profundizar en las estrategias de aquellas
regiones que presentan los porcentajes mas bajos para aplicarlas en las otras regiones
con valores mayores, considerando que el aprovechamiento de subproductos puede
ser una de las estrategias clave en este proceso. El elevado porcentaje de pérdida de
esta categoria no resulta sorprendente, dado el caracter perecedero de las frutas y
hortalizas, que se pueden deteriorar, a menudo en solo unas pocas horas ante la falta

de instalaciones de almacenamiento adecuadas (FAO, 2019).

Complementando las oportunidades para la reduccién del desperdicio de ésta
categoria, diversos estudios epidemioldgicos demuestran que el consumo de frutas y
verduras esta inversamente relacionado con la aparicion de enfermedades cardio y
cerebrovasculares y algunos tipos de cancer (Li et al., 2006). Adicionalmente, su
elevado contenido de compuestos bioactivos (Kalantari et al., 2020) resalta la

importancia de su utilizacion y la reduccion de desperdicios.

En Uruguay, los resultados indican, para el periodo 2011-2016, que las pérdidas y

desperdicios de alimentos constituyen el 11% de la oferta de alimentos disponible para
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consumo humano, de los cuales el 25% fueron cereales, lacteos 20%, cana de azucar
19%, oleaginosos 15%, frutas y hortalizas 12% y carne 8% (FAQO, 2017). Dentro de la
categoria de frutas y hortalizas, las mayores pérdidas se producen en los citricos (48
mil toneladas/ano), seguido por las frutas de hoja caduca (42 mil toneladas/ano) y papa
(36 mil toneladas/ano). En todos los casos las mayores pérdidas se concentran en las
etapas de produccion y poscosecha con una incidencia relativa entre el 70% y 75%
(FAO, 2017).

Asimismo, los desechos de frutas se producen en cantidades importantes durante el
procesamiento industrial y su acumulacion causa graves dafios al medio ambiente, por
lo que es necesario, cada vez mas, gestionarlos y utilizarlos en un segundo ciclo de
procesamiento (El-Beltagi et at., 2022). Los residuos generados a partir de las
diferentes frutas son objeto de intensas investigaciones debido a que muchos de estos
subproductos son potenciales fuentes de biocompuestos, actualmente desperdiciados,
y por lo tanto pueden constituir novedosos y potenciales ingredientes funcionales. Los
mismos podrian utilizarse para prevenir y controlar algunas de las enfermedades no
transmisibles de mayor impacto mundial, como la obesidad, diabetes y enfermedades
cardiacas (Ventura et al., 2012; Santos et al.,, 2019; Kalantari et al., 2020). Los
desechos de frutas y verduras son naturalmente ricos en compuestos bioactivos como
vitaminas, antioxidantes, compuestos fendlicos, minerales y fibra (Lotfy & Baraka,
2018). Se conoce que las cascaras de frutas tienen compuestos bioactivos que pueden
usarse como antimicrobianos y antioxidantes, dentro de los cuales se destacan los
flavonoides, polifenoles, proantocianidinas, vitamina k, acido félico, elagitaninos, entre
otros (El-Beltagi et at., 2022).

Por tanto, la utilizacién de subproductos de la industria alimentaria contribuye no solo a
aumentar la eficiencia del sistema, mejorar la seguridad alimentaria y la nutricién, sino
que también impacta positivamente en la economia y la sociedad, contribuyendo a la

reduccion de residuos organicos y contaminacion de suelos y agua.
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1.2 Alimentos funcionales y enfermedades no transmisibles

En la ultima década han surgido nuevas tendencias en la industria alimentaria,
impulsadas por los consumidores, que se caracterizan por una mayor preocupacion por
la calidad y seguridad de los productos, con una preferencia marcada por productos
naturales y etiquetado limpio, acompafada de regulaciones mas estrictas relacionadas
con el nivel residual de solventes en los alimentos (Herrero et al., 2005). Ademas, el
sector nutracéutico y de alimentos representa uno de los sectores de mayor
crecimiento en un mercado de tendencias impulsado por los consumidores (Ahangari &
Sargolzaei, 2012). Esta clara demanda de productos mas saludables promueve el
desarrollo de alimentos funcionales y la investigacion de sus potenciales efectos
benéficos en la salud del consumidor (Ventura et al., 2012; Cam et al., 2013). Un
alimento funcional se puede definir como aquel que produce un efecto beneficioso en
una o mas funciones fisioldgicas, aumenta el bienestar y/o disminuye el riesgo de sufrir
una determinada enfermedad (Herrero et al., 2005). A su vez, para ser considerado
funcional, el alimento debe ser convencional y cotidiano, consumido como parte de un
régimen normal, en cantidades normales y no afectar las propiedades sensoriales del

alimento (Jones & Jew, 2007).

Con respecto a las propiedades funcionales de un alimento, la regulacién contempla
dos posibilidades para la designacién de los mismos: 1) declaracion de propiedades
funcionales: son las que afirman o sugieren que existe una relacién entre el nutriente
contenido en el alimento y la salud, y 2) declaracion de propiedades saludables: son las
que vinculan el consumo de un alimento que contenga uno 0 mas componentes que
favorezcan la reduccion del riesgo de padecer alguna enfermedad (Camara de
Industrias del Uruguay, 2017). Es decir que, no esta permitido, desde un punto de vista
legal, promocionar un alimento como funcional o atribuirle de forma directa propiedades
funcionales. En Uruguay, la habilitacion y registro de alimentos funcionales se realiza
en el Ministerio de Salud Publica (MSP), utilizando tablas de claims aprobados, pero no
incluyen alimentos con propiedades antioxidantes o antidiabéticas. Para alimentos con
potencial antioxidante, la EFSA (European Food Safety Authority) reconoce a aquellos

alimentos con contenido de quercetina, a la cual se le atribuyen propiedades
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antioxidantes, y propone los siguientes claims: “el contenido de quercetina en alimentos
contribuye a mantener tu organismo saludable”, “los alimentos que contienen
antioxidantes contribuyen al envejecimiento saludable”, y “los antioxidantes contribuyen
a la capacidad antioxidante total de todo el cuerpo y puede contribuir al fortalecimiento
de las defensas”. La condicidon para poder usar estos claims es que el alimento tenga
un contenido de entre 20 y 30 mg de quercetina (European Food Safety Authority
(EFSA), 2011).

Las dietas basadas en plantas se han asociado durante mucho tiempo con una mayor
esperanza de vida y un menor riesgo de contraer enfermedades cronicas y
degenerativas, por lo que la busqueda de fuentes abundantes y econdmicas de
biocompuestos naturales a partir de las mismas es de interés mundial (Masci et al.,
2016). Por lo tanto, es necesario seguir investigando para seleccionar las fuentes de
estos compuestos, y aquellos que se encuentran en subproductos agroindustriales son
especialmente prometedores debido a su bajo costo (Yasoubi et al., 2007). Los
compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos del reino vegetal. Pueden variar desde moléculas simples, como los acidos
fendlicos, hasta moléculas altamente polimerizadas, como los taninos. Se conoce que
los flavonoides son los polifenoles mas abundantes en la dieta alrededor del mundo (Li
et al., 2006). La extracciéon de compuestos polifendlicos de fuentes naturales y su
agregado en alimentos es de gran interés, dada su conocida capacidad de
neutralizacion de radicales libres y poder antioxidante (Yasoubi et al., 2007), asociados
a una promocién en la salud, y a su papel en la conservacion de los alimentos (Herrero
et al., 2005). Los radicales libres son especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno que
pueden destruir una amplia gama de sustratos biologicos, incluidos carbohidratos,
ADN, proteinas o acidos grasos poliinsaturados (El-Beltagi et at., 2022). Por lo anterior,
muchas investigaciones se centran hoy en dia en la recuperacién de los compuestos
bioactivos de los subproductos generados en la industria hortofruticola y su utilizacion

en el desarrollo de un potencial alimento funcional (Savikin et al., 2018).
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Asimismo, existe actualmente un creciente interés en la poblacion por dejar de
consumir aditivos alimentarios sintéticos y sustituirlos por similares de origen natural.
Esto se debe en parte a posibles efectos negativos que podrian provocar los aditivos
sintéticos en el organismo humano (Nanditha & Prabhasankar, 2008, como se cit6 en
Ismail et al., 2014). Por ejemplo, los antioxidantes sintéticos mas utilizados,
butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA) han sido restringidos,
mayoritariamente debido a su posible carcinogénesis (Mahadavi, 1995, como se citd en
Yasoubi et al., 2007). Sumado a lo anterior, debido a la oxidacién de lipidos, los
sistemas alimentarios sufren deterioro altamente relacionado con la formaciéon de
sabores desagradables, pérdida de valor nutricional y un aumento en la concentraciéon
de subproductos toxicos, por lo cual los extractos ricos en plantas tienen un gran
potencial para ser utilizados como antioxidantes naturales en sustitucion de los
sintéticos homodlogos (Charalampia & Koutelidakis, 2017). En esta linea se ha
desarrollado y se promueve el estudio de nuevos meétodos de obtencion de aditivos
naturales para el desarrollo de alimentos funcionales (Esquivel & Vargas, 2007).
Ademas de su interés como potenciales antioxidantes, también se destaca su poder

antidiabético, entre muchos otros (Okumus & Bakkalbasi, 2021).

La diabetes es un trastorno metabdlico que resulta de la deficiencia de insulina y que
afecta al metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas. En la actualidad, la
prevalencia de la diabetes ha aumentado en todo el mundo y se prevé que aumentara
en mayor medida en las generaciones futuras (Vos et al., 2012). Uno de los diversos
enfoques terapéuticos implementados para prevenir la diabetes consiste en regular los
niveles de glucosa en sangre mediante diversos mecanismos. Esto es evaluado
mediante ensayos antidiabéticos in vitro, como la inhibicion de las enzimas que digieren
carbohidratos y glicosilacion no enzimatica de la hemoglobina (Sani & Nair, 2017). Hay
estudios que demuestran que los compuestos fendlicos inhiben la actividad a-amilasa y
a-glucosidasa, enzimas responsables del aumento de la glucosa en sangre (Okumus &
Bakkalbasi, 2021). La diabetes tipo 1 se trata con inyecciones de insulina, mientras que
la diabetes tipo 2 se trata con medicamentos, que en muchos casos traen asociados

efectos secundarios como el aumento de peso, hipoglicemia, trastornos intestinales,
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lesiones hepaticas, entre otras (Sani & Nair, 2017). De alli la importancia de tratar esta
enfermedad con productos naturales que no presenten estos efectos secundarios

nocivos para la salud.

Las enfermedades crénicas no transmisibles, fundamentalmente enfermedades
cardiovasculares, la diabetes, el cancer y las enfermedades respiratorias, son una de
las principales causas de muerte a nivel mundial y también en Uruguay, (Organizacién
Mundial de la Salud, 16 de setiembre de 2023). Se conoce que los principales factores
de riesgo para el desarrollo de estas enfermedades se relacionan con los estilos de
vida, destacandose la alimentacion inadecuada (Skapino & Alvarez, 2016). En Uruguay,
se estima que el 10 % de la poblacién tiene diabetes, siendo de éstos el 10% diabetes
tipo 1 y el 90% diabetes tipo 2 (FDU, 2021). La prevalencia y tendencia en aumento de
estas enfermedades, junto con su relacién con la alimentacion, enfatizan la importancia
de abocar recursos a la investigacion y desarrollo de nuevas fuentes de compuestos

bioactivos naturales.

1.3 La Granada

La granada (Punica granatum L.) es una fruta que ha ganado atencion en las ultimas
décadas debido a sus multiples propiedades nutricionales y funcionales. Pertenece a la
familia Punicaceae y ha sido cultivada desde la antigiedad, presentando mas de 500
cultivares. Son conocidas al menos 7 variedades: Emek, Shany, Acco, 116,
Hershkovits, Wonderful y Kamel (Vicencio, 2016). La variedad Wonderful es la mas
cultivada a nivel mundial, debido a sus caracteristicas y principalmente por tratarse de
una variedad de cosecha tardia; periodo comprendido entre los meses de otofio
(Vicencio, 2016). Es una de las frutas comestibles mas antiguas y ha sido utilizada
extensamente en la medicina popular por varias culturas (Li et al., 2006) para tratar,
entre otras enfermedades, la diabetes tipo 2 (Ventura et al., 2012). El uso de la granada
se encuentra en aumento a nivel mundial, y es considerada una fruta sabrosa y
saludable (Marra et al., 2022). Practicamente todas las partes de la planta presentan
actividad biolégica y es usada en el tratamiento de numerosas enfermedades (Ventura
et al., 2012).
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La granada es un arbol originario de Oriente Medio, ahora cultivado en todo el mundo,
especialmente en los paises mediterraneos, China, el sudeste asiatico y en otras areas
tropicales, subtropicales o secas (Mahdavi & Raofie, 2016; Marra et al., 2022). La
superficie estimada de cultivo mundial de granada es de alrededor de 300.000 ha. con
una produccion de 3,0 millones de toneladas métricas, de las cuales mas del 76% se
localiza en India, Iran, China, Turquia y Estados Unidos (Okumus & Bakkalbasi, 2021;
Marra et al., 2022). Las frutas consideradas de mejor calidad son las que crecen a una
temperatura en el entorno de 38°C bajo clima seco; asi, la cuenca mediterranea tiene
las condiciones climaticas ideales para una alta produccion de frutos de granada de
buena calidad (Marra et al., 2022). Al continente americano fueron introducidas en el
periodo de conquista por los espafioles, extendiéndose asi su cultivo en las zonas

calidas y aridas del continente (Vicencio, 2016).

Figura 1

Arbol de granada

Nota. Adaptado de Aguilera-Arango et al. (2020).
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Figura 2

Fruto de granada

Corteza

Porcion comestible:
arilos + semillas

Membranas
carpelares

Semilla

Nota. Adaptado de Toledo (2020).

El arbol denominado granado se caracteriza por su follaje abundante, troncos y ramas
torcidas, levemente espinosas, hojas de color verde y flor acampanada de color naranja
brillante (Figura 1), (Vicencio, 2016). Los frutos de la granada tienen una forma redonda
irregular con cascaras coriaceas que varian en color de amarillo, verde o rosa a rojo
intenso brillante, dependiendo de la variedad y etapa de maduracién. Internamente
tiene camaras de multiples 6vulos separados por paredes membranosas (tabique) y un
mesocarpio carnoso. Las camaras estan llenas de semillas envueltas en una pulpa
rojo-rosa suculenta y comestible llamada arilos (Figura 2). En general, las frutas
recolectadas con defectos moderados se utilizan para el procesamiento, mientras que
los frutos sin defectos y con defectos leves se comercializan como frescos. Dentro de
las principales causas de descarte de la granada se encuentra la partidura de piel y los
golpes de sol. Sin embargo, si bien el presentar dichas caracteristicas son causa de
descarte de la fruta, el producto interno (arilos), no siempre es afectado (Vicencio,
2016).

Productos como jugo, jugo concentrado, vino, gelatina, mermeladas, arilos frescos

aislados, arilos secos, corteza en polvo, y otros productos tienen una gran demanda y

un mercado bien establecido, (Venkitasamy et al., 2019). La seguridad e inocuidad de
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la granada y algunos de sus componentes se han estudiado experimental y también
clinicamente, y no hay evidencia de efectos toxicos en drganos corporales como
corazén, higado o riidn (Cerda et al., 2003; Aviram et al., 2004, como se citd en
Savikin et al., 2018). De todas formas, previo a la utilizacién de cualquier subproducto
de la fruta como ingrediente alimentario es necesario analizar su estabilidad

microbioldgica.

Recientemente, ha habido un notable aumento en el cultivo comercial de granada a
nivel mundial, debido a los beneficios potenciales para la salud que ofrece
(Venkitasamy et al., 2019). En América del Sur, Peru es el principal pais productor,
superando las 35.000 toneladas por afio, seguido de Argentina, con 4.000 a 5.000
toneladas por ano y Chile, con 3.500 a 4.000 toneladas por afio. En Uruguay el cultivo
es incipiente aun pero se encuentra en crecimiento, existiendo emprendimientos
comerciales en el departamento de Maldonado y, en menor escala, en Canelones, y
algunos destinados a la investigacién (Villamil et al., 2022). Su cosecha no es facil y la

adaptacion al clima requiere sus cuidados (El Observador, 2017).

Segun Venkitasamy et al. (2019), una fruta de granada bien madura contiene un 78%
de humedad, 1,6% de proteina, 14,5% de carbohidratos, 5,1% de fibra, 0,7% de
minerales y 0,1% de grasas. En cuanto a los minerales, se ha reportado la presencia
de fosforo, acido oxalico, magnesio, potasio, hierro, calcio y boro, y dentro de las
vitaminas se destaca su composicion en tiamina, riboflavina, acido nicotinico y vitamina
C (Ismail et al., 2014; Lotfy & Baraka, 2018; Venkitasamy et al., 2019; El-Beltagi et al.,
2022). Presenta a su vez entre un 12% y un 16% de glucosa y fructosa digeribles y su
acidez oscila entre el 1,5% y el 3,0%. Su aporte energético es de aproximadamente 65
cal/100 g (Venkitasamy et al., 2019). Las frutas de granada contienen entre un 38% y
50% de jugo, entre un 39% y 53% de cascara, y entre un 8% y 12% de semillas
(Venkitasamy et al., 2019), es de decir que, aproximadamente el 50% del fruto
representa un desperdicio luego de extraido el jugo (Kalantari et al., 2020; Kumar et al.,
2022).
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De la amplia variedad de beneficios que se le atribuyen a la granada, se destaca su
capacidad antioxidante, antidiabética, hipolipidémica, antibacteriana, antiinflamatoria,
antiviral y anticancerigena (Viuda-Martos et al., 2010; Savikin et al., 2018; Okumus &
Bakkalbasi, 2021; Marra et al., 2022). Inflamacién estomacal, fiebre, bronquitis, diarrea,
infeccion del tracto urinario, entre otros, se han tratado con varias partes de granada
(Marra et al., 2022). Algunos compuestos responsables de estas actividades podrian
llegar a ser compuestos fendlicos como el acido galico y elagico, taninos y flavonoides
presentes en la fruta (Savikin et al., 2018; Torres et al., 2020; Okumus & Bakkalbasi,
2021). En la granada predominan las antocianinas sobre los taninos, lo que explica su
elevada actividad reductora. Cianidina-3,5-O-diglucésido y
pelargonidina-3,5-O-glucésidos son las antocianinas mas representativas en los
diferentes genotipos de granada (Marra et al., 2022). En la Tabla 1 se resumen los
principales compuestos presentes en la fruta y sus potenciales beneficios atribuidos

para la salud.

Tabla 1

Principales compuestos presentes en la granada y actividad benéfica reconocida

Compuesto Actividad benéfica reconocida Referencia

o o _ Torres et al. (2020)
. _ antioxidante, antimicrobiana, L
Acido galico . . o _ Savikin et al. (2018)
antiinflamatoria, antidiabética
Kumar et al. (2022)

o o _ Torres et al. (2020)
i antioxidante, antimicrobiana, .
Acido elagico . . o _ Savikin et al. (2018)
antiinflamatoria, antidiabética
Kumar et al. (2022)

Cianidina-3,5-O-di

lucosid antioxidante Marra et al. (2022)
glucosido
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Pelargonidina-3,5-

O-glucosidos

Punicalagina

Punicalina

Quercetina

Catequina

Rutinapunicalina

Kaempferol

Luteolina

Epicatequina

antioxidante

antioxidante, antimutagénica,
anticancerigena, antiinflamatoria,

antidiabética

antioxidante, antimutagénica,
anticancerigena, antiinflamatoria,

antidiabética, antitumoral

antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antimutagénica,

antiinflamatoria, antitumoral

antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antimutagénica,

antiinflamatoria

antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antimutagénica,

antiinflamatoria

antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antimutagénica,

antiinflamatoria

antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, antimutagénica,

antiinflamatoria

antimicrobiana, antioxidante,

anticancerigena, antimutageénica

Marra et al. (2022)

Okumus & Bakkalbasi
(2021)

Okumus & Bakkalbasi
(2021)

Ascacio-Valdés et al.
(2012)

Kumar et al. (2022)
Lansky & Newman (2007)
Al-Ansari et al. (2023)

Kumar et al. (2022)

Kumar et al. (2022)

Kumar et al. (2022)

Kumar et al. (2022)

Kumar et al. (2022)
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El creciente uso de suplementos naturales como los compuestos fendlicos extraidos de
frutas y verduras o sus subproductos, como el caso de la cascara de granada, han
aumentado enormemente como sustituto de los aditivos sintéticos en alimentos y
sistemas biolégicos (Sharayei et al., 2019). Por los beneficios antes mencionados, los
subproductos de la granada podrian utilizarse como sustrato para la produccion de
alimentos, aditivos alimentarios, nutracéuticos y suplementos valiosos desde el punto

de vista nutricional y funcional (Charalampia & Koutelidakis, 2017).

El jugo de granada es un potencial quimiopreventivo, quimioterapéutico,
antiaterosclerético y antiinflamatorio (Cam, Hisil, & Durmaz, 2009, como se cité en Cam
& Hisil, 2010). Sin embargo, los productos elaborados a partir de los subproductos de la
granada aun no se han popularizado y existen muy pocos datos sobre la bioactividad
de su cascara y semillas (Charalampia & Koutelidakis, 2017). La cascara de algunas
frutas tienen mayor actividad antioxidante que la pulpa, como se ha reportado en el
caso de la granada (Cam & Hisil, 2010). Sdélo unos pocos estudios se centraron
recientemente en la cantidad y composicién de los compuestos bioactivos presentes en
la cascara de la granada, en comparacion a los numerosos estudios reportados sobre
las propiedades del jugo. Sin embargo, Mahdavi & Raofie (2016) citan mas de diez
investigaciones sobre los beneficios de la cascara de granada, donde destaca su
actividad anticancerigena, hepatoprotectora, hipoglucemica, inmunomoduladora,
antibacteriana, antitumoral, antiviral y antidiabética, entre otras. Los compuestos
presentes en la cascara son de naturaleza variada y provocan un efecto sinérgico en el
organismo, que a menudo puede causar diferentes respuestas fisioldgicas que actuan

sobre diferentes 6rganos objetivo al mismo tiempo (Marra et al., 2022).

El contenido de compuestos bioactivos en la fruta en general y particularmente en la
cascara, depende de factores como la especie, variedad, indice de madurez, y las
condiciones ambientales y manejo agronémico a las cuales fue expuesta la planta
(Marra et al. 2022). La concentraciéon de polifenoles en este tipo de fruto se va
incrementando a medida que aumenta su estado de desarrollo y se detiene una vez

alcanzada la maduracién. La granada es un fruto no climatérico, por lo que es
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necesario cosechar el fruto en el periodo correcto y asi conservar sus caracteristicas
sensoriales y obtener la mayor concentracibn de compuestos bioactivos posible
(Vicencio, 2016). Varios estudios han informado que el contenido fendlico de la cascara
de granada es 10 veces mayor que el que se encuentra en la pulpa (Li et al., 2006), y
tiene un gran potencial para el desarrollo de productos con alto valor afiadido a través

de los procesos adecuados (Charalampia & Koutelidakis, 2017).

La cascara de granada es rica en nutrientes, especialmente en compuestos fendlicos
(Lotfy & Baraka, 2018), acido elagico y sus derivados, acido galico, como elagitaninos
(Ascacio-Valdés et al., 2012), taninos, punicalagina y punicalina (Bustamante et al.,
2017), catequina, rutinapunicalina, kaempferol, luteolina, y epicatequina (Kumar et al.,
2022) (Tabla 1). ElI mas abundante de estos compuestos es la punicalagina,
responsable también de mas del 50% de la actividad antioxidante en el jugo de
granada (Adams et al., 2006 como se cité en Cam & Hisil, 2010 ), junto con el acido

galico, el acido elagico y la quercetina (Figura 3), (Kumar et al., 2022).
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Figura 3

Principales compuestos fendlicos presentes en la cascara de granada
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La punicalagina es un elagitanino en el cual los acidos galico y elagico se unen a una
molécula de glucosa siendo los isdmeros de la misma los responsables de la coloracién
amarillenta de la corteza (Garcia-Viguera & Pérez, 2004). La presencia de este
biocompuesto y sus derivados se ha asociado con la proteccion contra enfermedades
cronicas no transmisibles (Toledo-Merma et al.,, 2022), por sus propiedades
antioxidante, antimicrobiana y antitumoral, entre otras, (Ascacio-Valdés et al., 2012). La
quercetina ha sido asociada con la apoptosis de células tumorales (Lansky & Newman,
2007), y se le ha atribuido actividad antioxidante y anticancerigena (Al-Ansari et al.,
2023).

Ademas de los beneficios potenciales de la cascara de granada antes mencionados,

otra ventaja de este subproducto es que resiste a condiciones de procesamiento y
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almacenamiento tales como el tratamiento térmico y refrigeracion, lo que lo convierte

en un ingrediente alimenticio de gran interés (Charalampia & Koutelidakis, 2017).

Por todas sus virtudes, la cascara de granada podria utilizarse en medicina o en la
industria de alimentos, sin embargo, es considerado hoy en dia un residuo
agroindustrial (Ventura et al., 2012), siendo descartado o usado en alimentacién animal
(Magangana et al., 2020). Se estima que se generan anualmente alrededor de 3,6
millones de toneladas de cascara de granada en el mundo (Grillo et al., 2023). Esta
gran cantidad presenta un riesgo potencial para la salud y el medio ambiente, ya que
contribuye a la contaminacién ambiental y supone problemas de eliminacion si no se
gestiona adecuadamente. Por esta razon es necesario encontrar métodos apropiados
para la extraccion de compuestos bioactivos de residuos de granada y agregarle valor

al incorporarlos, por ejemplo, a una nueva matriz alimentaria (Grillo et al., 2023).

1.4 Extracciones

La obtencién y concentracién de los compuestos bioactivos presentes en la cascara de
granada depende, no solo del cultivar, zona del cultivo, y maduracion de la fruta al ser
cosechada (Charalampia & Koutelidakis, 2017), sino que también tiene una gran
dependencia del método de extraccion (Savikin et al., 2018) y del solvente utilizado
(Kalantari et al., 2020; Kumar et al.,, 2022). La eficiencia de la extraccién de los
compuestos fendlicos esta influenciada por las condiciones a las que es sometido el
subproducto durante el proceso, como la temperatura, tiempo de extraccion, polaridad
del solvente, entre otros, y sus efectos pueden ser independientes o interactivos
(Santos et al., 2012). Estas condiciones seleccionadas provocan cambios importantes
en la composicion y estructura de la muestra, y por lo tanto también en su funcionalidad
(Rivas et al., 2021). La temperatura de secado de la muestra previo a la extraccion
también influye en el perfil quimico y biolégico de los metabolitos secundarios que se

encuentran en la cascara (Magangana et al., 2020).

Los compuestos bioactivos presentes en las plantas son extraidos generalmente a

partir de solventes organicos como el metanol, etanol, dietil éter y acetona. El metanol
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es un solvente muy efectivo para extraer una amplia gama de polifenoles, y es por esto
frecuentemente utilizado a escala de laboratorio e industrial, sumado a su facil acceso y
bajo costo (Cam & Hisil, 2010). Existen antecedentes de la extraccidén de los polifenoles
de la cascara de granada mayoritariamente a partir de metanol y/o una combinacion de
metanol con otros solventes organicos, a partir de extracciones clasicas (Cam & Hisil,
2010). El agua no es un solvente efectivo para la extraccion de polifenoles en
condiciones de presion atmosférica (Cam & Hisil, 2010). El solvente a utilizar es un
factor esencial para la extraccion y recuperacién de los compuestos bioactivos; tanto
solventes polares como los no polares logran extraer diferentes compuestos bioactivos
y fendlicos de las plantas, utilizandose generalmente aquellos de baja polaridad para

extraer compuestos lipofilos y pigmentos (Cam & Hisil, 2010).

Para la extraccion de los compuestos de interés, los métodos convencionales como la
maceracion resultan tediosos, requieren mucho tiempo, grandes cantidades de
solventes, tienen baja selectividad y provocan un impacto negativo en el medio
ambiente en términos de emisién de compuestos organicos volatiles (Herrero et al.,
2005; Mahdavi & Raofie, 2016; Venkitasamy et al., 2019). A su vez, pueden quedar
residuos del solvente en los extractos que pueden comprometer su uso final (Rivas et
al., 2021). Debido a estas desventajas, han surgido en los ultimos afos nuevas
técnicas de extraccidén denominadas “verdes”, las cuales se basan en el disefo de
procedimientos sostenibles que reducen el consumo de energia, utilizan agua o
solventes y productos naturales renovables y en bajas cantidades, y garantizan un
producto seguro y de alta calidad (Torres et al., 2020). Entre estas nuevas técnicas se
destaca la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) y la extraccién con liquidos
presurizados (PLE). En este sentido, tanto la extraccion PLE como la SFE son las
técnicas mas utilizadas basadas en el uso de fluidos comprimidos para la obtencién de
compuestos bioactivos. Este tipo de procesos son ampliamente conocidos como

tecnologias verdes debido a su bajo (o nulo) consumo de solventes organicos.

La extraccion con dioxido de carbono supercritico (SC-CO,) se ha convertido en una

técnica de eleccion para la extraccion y aislamiento de productos naturales y
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fitoquimicos de alto valor, por tratarse de un proceso ecoldgico, que permite la
recuperacion de compuestos puros y extractos sin trazas de solventes especialmente
utiles para el desarrollo de alimentos funcionales, y productos nutracéuticos y
farmacéuticos (Mushtaq, 2015). Los procesos de extraccion que utilizan didéxido de
carbono supercritico son potenciales métodos alternativos para la recuperacion de
aceites esenciales y compuestos bioactivos que buscan reemplazar los procesos de
extraccidon convencionales, como la maceracion con solventes (Mahdavi & Raofie,
2016).

Un fluido supercritico es aquel que se encuentra a una presion y temperatura por
encima de su punto critico, adquiriendo de esta forma propiedades que se encuentran
entre las de un gas y las de un liquido. La densidad de un fluido supercritico es similar
a la de un liquido (buen poder solvente), su viscosidad es similar a la de un gas
(buenas propiedades de transferencia de masa), y su difusividad es intermedia entre
los dos estados, por lo cual se convierte en un fluido compresible con un poder
solvente similar a la de un liquido (Herrero et al, 2005). Por tanto, una vez que se
sobrepasa el punto critico, el fluido adquiere propiedades significativamente diferentes
como solvente, las cuales se alteran de forma importante al modificar su presiéon y
temperatura. Esto permite tener una selectividad que puede ser ajustada hacia los
compuestos de interés (Herrero et al, 2005). Las ventajas de utilizar CO, como solvente
es que es seguro, no toxico, no carcindgeno, no inflamable, tiene puntos criticos
moderados (31,1°C, 7.38 MPa) , y es posible recuperarlo luego de la extraccion para
utilizarlo posteriormente en otros procesos industriales, por ejemplo en procesos de
carbonatacién de bebidas, congelacidon, conservacion, entre otros, cumpliendo asi con
algunos de los principios de la Quimica Verde (Mahdavi & Raofie, 2016). Sumado a lo
anterior, el CO, posee una serie de propiedades que lo convierten en un solvente
supercritico ideal, incluyendo, entre otras, su consideracion como compuesto GRAS
(Generally Recognized As Safe) para la industria alimentaria, su bajo costo y gran
disponibilidad. Al ser un gas a temperatura ambiente es posible su completa
evaporacion y eliminacion del producto final por simple despresurizacion. Esta ultima

propiedad es muy importante ya que permite obtener un extracto libre de solvente
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(Herrero et al., 2005). EI CO, es apropiado para recuperar compuestos de naturaleza
hidrofébica o ligeramente hidrofilica. Si la extraccion tiene como objetivo la obtencion
de compuestos hidrofilicos se le puede adicionar solventes organicos (co-solventes en
baja proporcién) de la misma naturaleza logrando modificar la polaridad del fluido
(Ahangari & Sargolzaei, 2012; Toledo, 2020). Las variables para optimizar las
extracciones de esta técnica son: la presion, la temperatura, el tiempo de extraccién y

el uso y volumen de solventes y/o co-solventes (Mahdavi & Raofie, 2016).

Entre las tecnologias verdes disponibles, la extraccion con liquidos presurizados (PLE)
es otra técnica moderna que explora el uso de alta temperatura y presién con un
solvente liquido. La alta temperatura favorece las interacciones de los analitos con la
matriz, aumenta la transferencia de masa de los compuestos presentes en la muestra
al solvente de extraccion, facilita la difusiéon desde la matriz de la materia prima y
aumenta la solubilidad de los compuestos extraidos (Santos et al., 2019). El principio
basico es que utiliza solventes a temperaturas mayores a su punto de ebulliciéon (y
menores a su punto critico), y a una presién suficiente para que se mantenga en estado
liquido durante todo el proceso. La alta temperatura aumenta la solubilidad de los
analitos en el solvente, mientras que la viscosidad y la tension superficial del solvente
disminuyen, permitiendo una mayor penetracion en la matriz (Herrero et al., 2005). Sin
embargo, la temperatura excesiva puede promover la degradacion de los compuestos
(Santos et al.,, 2019). La extraccion con liquidos presurizados aparecid como otra
alternativa para la concentracion y fraccionamiento de biocompuestos naturales, ya que
permite una extraccidn mas rapida que las técnicas tradicionales, y reduce el consumo
de solventes a través de una tecnologia verde, obteniendo rendimientos mas altos con
bajos volumenes de solventes, disminuyendo asi la dilucion del extracto final
(Arciniegas, 2020). Un caso particular de extraccion con liquidos presurizados se da
cuando el solvente utilizado es agua, lo que se conoce como extraccidbn con agua
subcritica. A las temperaturas utilizadas (entre 100°C y 374°C, temperatura critica del
agua) los enlaces de hidrogeno se debilitan, modificando la constante dieléctrica del

agua y por ende su polaridad. Dependiendo de la temperatura de operacion, se pueden
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extraer selectivamente distintos compuestos: los mas polares a menor temperatura y

los menos polares a mayor temperatura (Herrero et al, 2005).

1.5 Antecedentes relacionados: extracciones de cascara de granada

Se han reportado en bibliografia estudios sobre las propiedades bioactivas de la
cascara de granada y sus extractos, utilizando diferentes técnicas de secado y
extraccion. La mayoria de estas investigaciones utilizaron técnicas tradicionales,
principalmente la maceracion, variando los solventes utilizados. Dentro de estos

trabajos se pueden destacar los de Masci et al. (2016) y Kumar et al. (2022).

Masci et al. (2016), estudiaron la eficiencia de varios métodos de extraccion de
compuestos bioactivos de cascara de granada, sometiendo los extractos obtenidos a
ensayos cuanti y cualitativos, evaluando su capacidad antioxidante in vitro y actividad
antiproliferativa contra el cancer de vejiga humana en células T24. Las técnicas de
extraccién ensayadas fueron maceracion con: etanol, metanol, acetato de etilo y agua
acidificada, y extraccion por el método de Soxhlet. Los resultados mostraron que el
acetato de etilo fue el solvente mas efectivo para la obtencion de extractos
enriquecidos en acido elagico y/o punicalaginas. La extraccién con acetato de etilo se
realiz6 sobre el extracto de la maceracion con etanol. Los ensayos antioxidantes y
antiproliferativos demostraron que la capacidad antioxidante esta directamente
relacionada con el contenido fendlico, mientras que la capacidad antiproliferativa se

debid principalmente al contenido de acido elagico.

Kumar et al. (2022), evaluaron los efectos de diferentes métodos de secado (liofilizado,
horno de bandeja y secado solar) y solventes de extraccién (metanol, etanol, agua,
acetona y hexano), en la extraccion y recuperacion de los principales compuestos
bioactivos (acido elagico, acido galico, quercetina y punicalagina) de la cascara de
granada para las variedades Bhagwa y Ganesh, mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). Los resultados indicaron que la mayor extraccion de compuestos
bioactivos se obtuvo utilizando metanol (10 mL por 0,2 g de harina de cascara de

granada) como solvente de extraccion y el secado por liofilizacién.
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Otros estudios realizaron extracciones sobre cascara de granada utilizando técnicas
innovadoras, como Kalantari et al. (2020), Garcia et al. (2021) y Rivas et al. (2021).
Kalantari et al. (2020), estudiaron la eficacia de la aplicacion de beta-ciclodextrina en
una extraccion asistida por ultrasonido (EAU) como método ecolégico, sostenible y
seguro para la extraccidon de compuestos bioactivos de la cascara de granada. Como
resultado se logré cuantificar, por HPLC, acido galico, acido cafeico, acido clorogénico,
acido cinamico y apigenina como compuestos bioactivos mayoritarios. Garcia et al.
(2021), determinaron las condiciones O6ptimas de extraccion PLE, utilizando una
combinacion de agua presurizada y etanol, con el objetivo de obtener el extracto de
cascara de granada con el maximo contenido de polifenoles totales, punicalagina y
actividad antimicrobiana, utilizando un disefio compuesto central con puntos axiales.
Las variables estudiadas fueron el porcentaje de solvente agua:etanol (10-90% v/v) y la
temperatura de extraccion (55-200°C). Las condiciones se optimizaron en 200°Cy 77%
de etanol. Los hallazgos de esta investigacién apoyan la eficacia de la extraccién PLE
en la recuperacion de compuestos fendlicos totales pero no en la recuperacion de
punicalagina. Rivas et al. (2021), optimizaron la extraccién de compuestos bioactivos
de la cascara de granada a partir de la técnica de fluidos supercriticos, utilizando CO..
Llevaron a cabo un disefio Box-Behnken combinado con un método de superficie de
respuesta, y se utilizd la metodologia RSM para optimizar la presion de extraccion
(250-300 bar), la temperatura (45-55°C) y el tiempo (2-4 h). Concluyeron que las
condiciones aplicadas a la cascara de granada afecta de forma directa en la
concentracion y las propiedades funcionales de extractos y fibra dietética residual,

siendo las condiciones Optimas encontradas en 291 bar, 46,5°C y 2,5 horas.

Sin embargo, a pesar de su potencial, el uso de la cascara de granada en matrices
alimentarias sigue siendo escaso y son pocos los estudios reportados donde se ha
incorporado cascara o extractos de cascara de granada en alimentos. Entre ellos se
puede mencionar el de El-Said et al. (2014), quienes prepararon yogur batido a partir
de leche descremada en polvo reconstituida y enriquecida entre un 5% y un 35% con

extracto acuoso de cascara de granada. Los resultados mostraron que al aumentar el
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porcentaje del extracto agregado, aumento significativamente la actividad antioxidante
en el alimento, destacandose el hecho de que la adicion del extracto no tuvo efectos
significativos sobre los atributos sensoriales en comparacion con la muestra de control.
En otro estudio de El-Beltagi et al. (2022), elaboraron tortas sustituyendo la harina de
trigo por un 3% de cascara de granada, y analizaron los compuestos fendlicos,
flavonoides y antioxidantes totales presentes en el alimento. La actividad
antirradicalaria aumenté significativamente (p<0,05) de 1,78% en la torta de control a
7,11% en la torta con adicion de harina de cascara de granada. Los autores
concluyeron por tanto que la cascara de granada puede ser utilizada en la preparacion

de tortas y otros alimentos como un conservante natural.

1.6 Bioaccesibilidad y biodisponibilidad

La bioaccesibilidad se define como la presencia de un constituyente en el intestino,
como consecuencia de la liberacion del mismo desde una matriz alimentaria, mientras
que la biodisponibilidad hace referencia a la fraccion del componente ingerido que se
encuentra disponible en el sitio de accidn para su utilizacién en funciones fisiolégicas
normales (Saura-Calixto et al.,, 2007). El estudio de la bioaccesibilidad de los
compuestos bioactivos en un determinado alimento es necesario ya que para tener un
efecto beneficioso en la salud, primero deben ser liberados de la matriz alimentaria y
encontrarse bioldgicamente accesibles en el tracto gastrointestinal (Okumus &
Bakkalbasi, 2021). Sdlo los biocompuestos liberados de la matriz alimentaria por la
accion de las enzimas digestivas en el intestino delgado, y por la microflora bacteriana
en el intestino grueso, son bioaccesibles y, por lo tanto, potencialmente biodisponibles
(Saura-Calixto et al., 2007). Por lo anterior, resulta indispensable estudiar, no sélo la
presencia de compuestos bioactivos en un extracto o matriz alimentaria, sino que
también la bioaccesibilidad de dichos compuestos. Entre las diferentes técnicas a las
cuales se puede recurrir con este objetivo, se destaca la simulacion digestiva in vitro,
que presenta la ventaja de no utilizar animales para el estudio, y ser mas accesible y de
menor costo que la simulacion in vivo (Brodkorb et al., 2019). La simulacién digestiva in
vitro puede ser estatica o dinamica, y durante la misma se utilizan enzimas y fluidos

gastrointestinales para simular las condiciones fisiolégicas en sus tres fases (oral,
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gastrica e intestinal), y evaluar posteriormente el contenido de biocompuestos en la
fraccidn bioaccesible y en la fraccion coldnica (Saura-Calixto et al., 2007). La fraccidn
colénica es aquella que no se digiere ni se absorbe en el intestino delgado y llega al
colon, donde sirve como sustrato para la microflora fermentativa (Saura-Calixto et al.,
2000 como se citd en Saura-Calixto et al., 2007). La misma esta formada por fibra
dietética y otros compuestos resistentes a la accidén de las enzimas, como proteinas no
digeribles, almiddn resistente, polifenoles y otros compuestos bioactivos (Saura-Calixto
et al., 2007). Debido a su simplicidad, los modelos estaticos que utilizan una proporcién
constante de alimentos, enzimas y electrolitos, y un pH constante para cada fase
digestiva, se han utilizado ampliamente durante muchas décadas para fines
alimentarios, demostrando que son muy Uutiles para predecir los resultados de la

digestién in vivo (Brodkorb et al., 2019).

En las frutas, los polifenoles se encuentran en forma libre (principalmente como
glucésidos), covalentemente unidos a componentes estructurales de la pared celular, o
también pueden encontrarse fisicamente atrapados o ligados a macronutrientes (por
ejemplo, almidon, proteinas y lipidos), principalmente a través de interacciones no
covalentes (Parada & Aguilera, 2007; Acosta-Estrada et al., 2014; Zhang et al., 2014,
como se citdo en Colantuono et al., 2017). Los polifenoles libres y no covalentemente
unidos pueden disolverse en el tracto gastrointestinal superior, ya sea directamente o
después de la accion de las enzimas digestivas sobre la matriz alimentaria. En cambio,
aquellos covalentemente unidos a la fibra dietética, también conocida como fibra
antioxidante, pasan sin modificar por el intestino superior y llegan al colon. En este sitio,
los polifenoles unidos se liberan por accion de las enzimas microbianas, creando asi un
ambiente reductor y estando disponibles para su absorcion en sus formas quimicas
originales o como metabolitos microbianos. En el colon, los polifenoles también pueden
modificar positivamente la composicion de la microbiota y, a su vez, la fisiologia del
hospedador, (Saura-Calixto, 1998; Vitaglione et al.,, 2008; Selma et al., 2009;
Saura-Calixto, 2010; Etxeberria et al., 2013; Vitaglione et al., 2015, como se cité en
Colantuono et al., 2017).
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Se ha reportado en bibliografia el estudio de Okumus & Bakkalbasi (2021), quienes
realizaron una simulacion digestiva de extractos de cascara de granada, pero no se ha
encontrado ningun trabajo que haya realizado la simulacion digestiva sobre un alimento
con incorporacion de cascara o extractos de cascara de granada, por lo que el analisis

de este aspecto resulta sumamente innovador.

1.7 Perspectivas del trabajo

La relacion entre alimentacion y salud tiene un impacto cada vez mayor en la
innovacion alimentaria debido a la popularidad del concepto de alimentos funcionales
(Altunkaya et al.,, 2013). El presente trabajo se centra en evaluar la capacidad
antioxidante y antidiabética de la cascara de granada y busca caracterizar un potencial
ingrediente alimentario funcional a partir de un subproducto agroindustrial, generando
de esta forma un doble cometido de reducir los desperdicios de la industria fomentando
procesos circulares sostenibles, y contribuir al conocimiento de la lucha contra las
enfermedades no transmisibles. EI mismo se llevd a cabo con la variedad Wonderful,
que es la mas frecuentemente comercializada en Uruguay, y la variedad mas extendida

y la estandar en la industria (Marra et al., 2022).

En este estudio se buscé comparar una técnica de extracciéon tradicional con técnicas
innovadoras, analizando las propiedades antioxidantes y antidiabéticas de los extractos
obtenidos, e incorporandolos luego a una matriz alimentaria. El alimento seleccionado
fue una mermelada de frutilla, a la que posteriormente se le realizé una simulacion
digestiva para conocer la bioaccesibilidad de los compuestos de interés. La mermelada
es uno de los alimentos mas consumidos en los desayunos uruguayos, segun fue
reportado por el informe de investigacion de Opcién Consultores (2020), sobre habitos
y comportamiento de consumo de alimentos en Uruguay, luego de los panificados,
quesos y fiambres y manteca. Se destacé ademas que la mermelada fue uno de los
alimentos seleccionados como de preferencia por los consumidores que buscaban
alimentos orientados a la salud, por lo que resulta interesante seleccionar esta matriz

alimentaria para la incorporaciéon de los extractos de cascara de granada. Cabe
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destacar que hoy en dia no se comercializa en el mercado uruguayo ningun alimento

con la incorporacién de cascara de granada.

Motivo el desarrollo de esta investigacion la posibilidad de aprovechar un subproducto
agroindustrial con numerosas propiedades bioactivas e incorporarlo a un alimento de
un alto consumo en Uruguay, aportando al conocimiento cientifico sobre sus
propiedades antioxidantes y antidiabéticas, fundamentales para combatir algunas de

las enfermedades no transmisibles de mayor prevalencia en la actualidad.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Aplicar una técnica innovadora de extraccion asociada a la quimica verde al
subproducto cascara de granada y utilizar el extracto obtenido en la elaboracidon de un

alimento potencialmente funcional.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fisicoquimicamente la cascara de granada.

e Realizar una extraccion de la cascara de granada utilizando una técnica
tradicional (maceracion).

e Seleccionar las condiciones Optimas para la extraccion de la cascara de granada
utilizando una técnica innovadora verde (se analizan dos técnicas: extraccion
con fluidos supercriticos y extraccion con liquidos presurizados).

e Caracterizar los extractos obtenidos por la técnica tradicional y la innovadora
seleccionada como la 6ptima. Estudiar la capacidad antioxidante y antidiabética
de los extractos y la capacidad antioxidante de sus fracciones bioaccesibles.

e Incorporar los extractos obtenidos a una matriz alimentaria (mermelada).

e Comparar la capacidad antioxidante y antidiabética de las mermeladas

elaboradas y sus fracciones bioaccesibles.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1. Granadas

Las granadas utilizadas fueron de la variedad Wonderful, comerciales y proporcionadas
por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Uruguay. Las mismas se
sanitizaron con agua y jabdén detergente de cocina, y se pelaron a mano, separando la
cascara de la parte comestible y las semillas. La cascara se molié en trozos pequefos

en una procesadora para su posterior secado.

3.2 Seleccion de la temperatura de secado

Se llevaron a cabo una serie de ensayos preliminares con el objetivo de determinar la
temperatura Optima de secado de la cascara de granada, para conservarla seca y
refrigerada durante el periodo de estudio. Para ello, se realizaron ensayos de secado
en estufa de conveccion marca Labotecgroup, modelo DHG-9053A, a 40°C, 60°C y
105°C, temperaturas seleccionadas por otros autores (Torres et al., 2020; Fernandez &
Romero, 2021; Rivas et al., 2021). El secado se considerd terminado una vez que la
cascara de granada alcanzaba un porcentaje de humedad menor al 1%, de modo de
asegurar su estabilidad microbiolédgica a lo largo de todo el estudio. Posterior al secado,
se obtuvo una harina de cascara de granada utilizando un molinillo de cocina
convencional, y se analizé su contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
por ABTS, con el fin de evaluar una posible pérdida de compuestos bioactivos por
exposicion al calor. Los resultados se muestran en el punto 4.1.1. La temperatura de
secado seleccionada fue de 105°C ya que se observo que a esta temperatura el
secado se lograba en un tiempo menor y el contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante medida por ABTS no presenté diferencias significativas con la

cascara secada a 40°C y 60°C.
Por lo anterior, el secado se determin6 a 105°C durante 5 horas. Luego del secado la

cascara se molié hasta obtener una harina y se almacen6 a -20°C hasta su posterior

analisis (Figura 4).
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Figura 4

Obtencion de harina de cascara de granada

3.3 Analisis fisicoquimicos de la cascara de granada

El contenido de humedad de la cascara (sin secar) fue determinado por analisis
gravimétrico en estufa de conveccién marca Labotecgroup, modelo DHG-9053A, a
105°C hasta peso constante (AOAC International, 2016). El resto de los ensayos fueron
determinados sobre la harina de cascara de granada. El contenido de cenizas se
determind gravimétricamente a partir de la incineracion de la muestra en mufla a 550°C
hasta peso constante (AOAC, 1997). En cuanto al contenido graso de la muestra, el
mismo se determiné a partir del método de Soxhlet (AOAC,1997). El contenido de fibra
se determind a partir de una combinacion de métodos enzimaticos y gravimeétricos,
utilizando un kit de ensayo de fibra dietética SIGMA (DF-100A y TDF-C10). Las
enzimas utilizadas fueron: a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa (AOAC, 1997). El
contenido de proteina se determind por el método de Kjeldahl, utilizando un factor de
6,25. Para ello se utilizé un digestor Tecator 1007, Digestion System 6 y un destilador
Tecator 1002, Kjeltec System (Hudson, 1982, Matissek et al., 1998, Pomeranz et al.,
1980). Los carbohidratos se calcularon por diferencia. Todas las determinaciones

fueron realizadas por triplicado.

El color se midié utilizando un colorimetro Minolta CR-300 (Konica Minolta Business
Technologies Inc., Tokio, Japdn). El color de la muestra se midié en el espacio CIELAB,
con iluminante estandar D65, angulo de observacion de 10° y calibracion de blanco y
cero. Se midieron L* (luminosidad), a* (rojo) y b* (amarillo), donde:

L: es el parametro de la luminosidad; otorga la diferencia entre la claridad/oscuridad del

objeto. Su escala va del 0 (negro) al 100 (blanco).
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a: tonalidades desde el rojo al verde. Los valores positivos, ubicados a la derecha del
eje L, corresponden a los rojos, mientras que los valores negativos, ubicados a la
izquierda del eje L, se acercan al verde.

b: tonalidades desde el azul al amarillo. Los valores negativos corresponden al azul,

mientras que los valores positivos se acercan al amarillo (Vicencio, 2016).

La actividad de agua de la muestra (Aw) se determiné utilizando el equipo Aqualab LAB
4 TE. El mismo se calibré utilizando una sal (MgCl,) de Aw similar a la esperada en la
muestra (Aw=0,3). Este parametro es uno de los factores mas criticos para asegurar la
calidad y seguridad de los productos alimenticios ya que representa la cantidad de
agua disponible para reaccionar quimicamente con otras sustancias y provocar el

crecimiento microbiano (Vicencio, 2016).

3.4 Extracciones realizadas

Se realizaron extracciones supercriticas con CO,, extracciones con liquidos
presurizados y maceraciones sobre |la harina de cascara de granada, con el objetivo de
comparar una técnica tradicional de extraccion convencional, con técnicas innovadoras

asociadas a la quimica verde.

3.4.1 Maceracion

Se adaptd y escald el método descrito por Santos et al. (2012). Se partié de 2 g de
harina de cascara (sin tamizar), a la cual se le agregé 30 mL de solvente en un tubo
Falcon de 50 mL. Se utiliz6 como solvente etanol acuoso 75% (etanol/agua v/v) y
metanol acuoso 75% (metanol/agua v/v) (este ultimo unicamente para pruebas
preliminares, pero luego fue descartado como solvente de extraccion, ver punto 4.1.3).
Posteriormente, se agitdo constantemente en la oscuridad durante 4 horas, a
temperatura ambiente. Luego se centrifugd 15 minutos a 4000 rpm y se filtré6 con papel
de filtro. Se realiz6é un lavado con 15 mL del solvente utilizado, y se agité durante media
hora. Se procedié nuevamente a separar vy filtrar la parte soluble y luego se evapord

todo el solvente en bafo de agua a 40°C bajo flujo de nitrégeno, hasta llegar a peso
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constante. Tanto el extracto de macerado como el residuo remanente de la extraccion

se almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

El rendimiento masico de extraccion se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

R (%)= (masa de extracto libre de solvente (g)/ masa muestra inicial (g))*100

3.4.2 Extraccion con fluidos supercriticos (CO,)

Se llevé a cabo el ensayo de extraccion supercritica con diéxido de carbono empleando
un equipo armado en la facultad de Quimica UdelaR. El equipo consiste en un
reservorio de solvente (A), desde el cual se bombea el solvente a elevada presion
mediante el uso de una bomba (B) hacia la celda de extraccion de 25 mL (C), la cual
esta dentro de un horno de temperatura regulable. El extracto se despresuriza a través
de una valvula de expansion y se junta en el recipiente colector (E). Es opcional el uso

de un co-solvente que es bombeado a través de la matriz (D) (Figura 5).

Figura 5

Representacion esquematica del equipo de extraccion supercritica

| P

Bomba de CO2 - Celda de extraccion C

e S— Horno
Bomba de co-
solvente o - ’@ -
Salida de CO2
Recipiente colector E

N
Tanque de CO2 A

Nota. Adaptado de Yu et al. (2006).
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El principio basico de esta técnica de extraccion consiste en utilizar un solvente, en
este caso el CO,, en estado supercritico, es decir, a una temperatura y presion mas

elevadas que las de sus respectivos valores criticos (Tc y Pc).

Las condiciones de trabajo estudiadas se detallan en la Tabla 2. Las mismas fueron
seleccionadas en base a la bibliografia disponible donde se aplicé la misma técnica:
Mahadavi & Raofie (2016) y Rivas et al. (2021), y se fueron variando en base a los
resultados obtenidos, buscando aumentar el rendimiento de extraccion. La extraccion
se realiz6 sobre cascara de granada seca (aproximadamente 6 g), variando el tamafio
de molienda y el tamizado en funcion de sugerencias reportadas por los mismos
autores (Mahadavi & Raofie, 2016 y Rivas et al., 2021). La extraccion se llevé a cabo
durante 120 minutos (30 minutos en estado estatico y 90 minutos en dinamico) hasta
alcanzar 100 L de CO, de acuerdo con lo reportado en Vieitez et al. (2018). En la fase
inicial estatica, la salida de extracto se encuentra cerrada y el solvente se encuentra en
contacto con la muestra a una temperatura y presién constantes (segun la corrida,
Tabla 2). Una vez alcanzados los 30 minutos se procede con la fase dinamica, donde
se mantiene un flujo de solvente de 0,5 L/min CO, promedio a través de la muestra, se

abre la salida y la temperatura y presion del sistema se mantienen constantes.

Tabla 2

Condiciones de extraccion supercritica con CO,

Condiciones de la

Corrida Presién Temperatura Co-solvente muestra (cascara de

granada)
1 300 bar 55°C 10% etanol Harina, sin tamizar
2 300 bar 55°C 10% etanol Molida a trozos

pequenos irregulares,

sin tamizar

40



3 350 bar 55°C 10% etanol  Molida a trozos
pequenos irregulares,

sin tamizar

4 400 bar 55°C 20% metanol Harina tamizada entre

500-1000 micrometros

Se calculé el rendimiento masico de extraccion a partir de la siguiente ecuacion:

R %= (masa de extracto libre de solvente (g)/ masa muestra inicial (g))*100

3.4.3 Extraccion con liquidos presurizados (PLE)
Se utilizé un equipo a escala laboratorio (Singularity Extraction Technologies, Brasil),
(Figura 6), que consta de una bomba de alta presion para transportar el solvente al
extractor, un sistema de calentamiento y una valvula micrométrica que permite regular
la presion del sistema. La muestra (harina de cascara de granada) se coloco en la
celda de extraccion de 25 mL; se pesaron aproximadamente 16 g y se agregaron
perlas de vidrio para favorecer la distribucion uniforme de la muestra y el extractante.
El equipo se operd 10 minutos en modo estatico y otros 30 minutos en modo dinamico.
En el estado estatico la salida de extracto se encuentra cerrada y el solvente se
mantiene en contacto con la muestra, a una temperatura y presion constantes (segun la
corrida). En el estado dinamico, la salida del extracto se abre y se mantiene un flujo
constante de solvente entre 1 y 2 mL/min, manteniendo también la temperatura y
presidn constantes. Se trabajé en todas las experiencias a 100 bar de presion. Se
realizaron 4 corridas, variando la temperatura entre 100°C y 120°C, y el solvente entre
75% etanol/agua v/v y 100% etanol (Borras, 2013; Cam & Hisil, 2010; Toledo, 2020),
como se detalla:

- Corrida 1: 100 bar, 100 % etanol, 100°C

- Corrida 2: 100 bar, 100 % etanol, 120°C

- Corrida 3: 100 bar, 75 % etanol/ agua v/v, 100°C

- Corrida 4: 100 bar, 75 % etanol/ agua v/v, 120°C
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El extracto obtenido en cada corrida se recogid en un frasco de vidrio, que
posteriormente se rotaevapord para eliminar el solvente y se llevd a peso constante.
Tanto los extractos obtenidos como los residuos remanentes correspondientes se

almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

Figura 6

Equipo utilizado para las extracciones con liquidos presurizados

Panel
de control

Valvula
micrométrica
Bomba
de
solvente

Celda
de
extraccion

Salida
al frasco de
recoleccion

El rendimiento masico de extraccion se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

R %= (masa de extracto libre de solvente(g)/ masa muestra inicial (g))*100

3.5 Estudio del potencial funcional de la cascara de granada, extractos y
mermeladas

3.5.1 Bioaccesibilidad

Se evalud la bioaccesibilidad mediante simulacion digestiva in vitro. La simulacion se
llevd a cabo mediante el protocolo estandarizado INFOGEST (Brodkorb et al., 2019), el
cual implica tres fases de la digestién: fase oral, gastrica e intestinal. En la digestién in
vitro se utilizé a-amilasa (Sigma Aldrich), pepsina (Sigma Aldrich), pancreatina (Sigma
Aldrich), bilis (Sigma Aldrich), Na,HPO, (Mallinckrodt), NaH,PO, (J. T. Baker) para el
buffer fosfato, HCI 1 My NaHCO; 0,1 M para ajustar el pH.
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La fase oral consiste en la dilucién del producto 1:1 (m/m) en una mezcla que simula el
fluido salival (SSF, pH 7.0) y la enzima presente en la saliva, a-amilasa humana tipo IX.
La mezcla se incubd durante 2 minutos a 37°C con agitacion. En la fase gastrica se
agrego a la mezcla de la fase oral fluido gastrico simulado (SGF, pH 3), pepsina porcina
y HCI 1M hasta llegar a pH 3. La mezcla se incubé durante 2 horas a 37°C con
agitacion. Luego, la fase del intestino comenzd con el agregado a la mezcla gastrica del
fluido intestinal simulado (SIF, pH 7), pancreatina y bilis 160 mM, y se ajusté el pHa 7.0
con NaOH 1M. Las muestras se incubaron por 2 horas a 37°C con agitacién. Finalizada
la simulacién digestiva in vitro, se inactivaron las enzimas a 90°C, se centrifugé a 9.000
rom por 10 minutos (4°C) y se separo el sobrenadante (fraccion bioaccesible) del pellet
(fraccion colonica). La fraccion coldnica se liofilizo durante aproximadamente 4 dias y

ambas fracciones se almacenaron a -20 °C.

3.5.2 Determinacion de las propiedades bioactivas de la cascara de granada, sus
extractos, fracciones bioaccesibles y mermeladas

Previo a los analisis de propiedades bioactivas, fue necesario realizar extracciones de
las diferentes muestras ensayadas, con el fin de poder extraer y medir los compuestos
de interés. Se realizaron las extracciones sobre las siguientes muestras (todas ellas
son muestras en estado sélido a excepcion de las fracciones bioaccesibles): harina de
cascara de granada, extracto y residuo de macerado, extracto y residuo de
extracciones supercriticas y PLE, mermeladas, y fraccion bioaccesible de las
digestiones. Estas extracciones se realizaron con dimetil sulféxido (DMSO),
seleccionado por ser un solvente ampliamente utilizado y adecuado para extraer de la
matriz un amplio rango de compuestos bioactivos (Fernandez-Fernandez et al., 2019).
Para ello se prepararon, en todos los casos por duplicado, soluciones madre de 50
mg/mL, a partir de 50 mg de muestra libre de solvente, 940 yL de agua destilada y 60
ML de DMSO. Estas soluciones se centrifugaron a 9000 rpm durante 10 minutos, se
extrajo el sobrenadante y se realizaron las diluciones requeridas para cada ensayo

segun la muestra a analizar.
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3.5.2.1 Contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu,
a partir de la técnica propuesta por Fernandez-Fernandez et al. (2019), la cual consiste
en una reaccion de reduccién/oxidacion entre los polifenoles (acido gélico, patron)
presentes en una muestra y el reactivo de Folin-Ciocalteu. Es una técnica que involucra
reacciones de transferencia de electrones (ET). Se prepararon diluciones de las
muestras en agua destilada y se utilizo acido galico (GAE) como estandar para la curva
de calibracion (0,05 — 1,0 mg/mL). La reaccion de reduccion-oxidacion se siguié por
espectrofotometria UV-Vis a 750 nm. Los resultados se expresaron como mg GAE/g

muestra libre de solvente.

A la placa de 96 pocillos se agregaron 10 yL de patréon o muestra en cada pocillo
(cuadruplicado), 200 pL de solucién 20 % de carbonato de sodio, se esperaon 2
minutos y se le agregaron 50 pL de solucion de Folin (1/5), esperando 30 minutos en la
oscuridad para medir posteriormente en un espectrofotdmetro de microplacas
MultiskanTM Go (Waltham, Massachusetts, USA).

3.5.2.2 Capacidad antioxidante

3.5.2.2.1 ABTS

La técnica utilizada se basa en el método propuesto por Re et al. (1999), modificado
por Fernandez-Fernandez et al. (2019), la cual consiste en la medida de la capacidad
de los antioxidantes de atrapar los radicales cationicos ABTS:-+, formando el complejo
reducido ABTS2- (incoloro), reaccion de reduccidén/oxidacion entre los antioxidantes
(Trolox como patron, acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)
presentes en una muestra y el reactivo de ABTS. Es una técnica de ensayo que

involucra reacciones de transferencia de electrones (ET).

Las muestras se prepararon en buffer fosfato (pH 7.4) y se realizé una curva de
calibracion con Trolox (TE) (0.25 — 1.5 mM). La reaccion de reduccion-oxidaciéon se
siguié por espectrofotometria UV-Vis a 750 nm. Los resultados se expresaron como

umol TE/ g muestra libre de solvente.
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En la placa de 96 pocillos se agregaron 10 uL de patron (concentraciones de la curva
de calibracion y concentracion 0 mM poniendo 10 yL de PBS) o muestra en cada
pocillo (cuadruplicado), se le agregaron 190 uL de solucién de trabajo de ABTS y se
esperaron 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente para medir en el lector de

placas a 750 nm.

3.5.2.2.2 ORAC-FL

Se utilizé la técnica basada en el método propuesto por Ou, Hampsch-Woodill y Prior,
modificada por Davalos, Bartolomé y Gdémez-Cordovés, como se describe en
Fernandez-Fernandez et al. (2019). La misma consiste en evaluar la habilidad de los
antioxidantes presentes en la muestra para neutralizar radicales libres en un ambiente
especifico, utilizando fluorescencia para cuantificar la reduccion de luz emitida por un
marcador fluorescente, la fluoresceina (FL). Los radicales peroxilo son generados en la
muestra por el agregado de AAPH, y oxidan a la fluoresceina provocando que ésta
pierda fluorescencia. Frente a los radicales, los antioxidantes de la muestra ceden
atomos de hidrégeno, por lo tanto es una técnica HAT. Las mediciones de fluorescencia
se realizaron en longitudes de onda de excitacion de 485 nm y emisiéon de 520 nm, en
una placa multimodal VarioskanTM Lux (Thermo Scientific, Massachusetts, EEUU.). El
area bajo la curva (AUC) de fluorescencia vs. tiempo se calculé y normalizé a la AUC
del blanco de la siguiente manera: AUC antioxidante (Trolox o muestra) — AUC blanco.
Se construyd una curva de calibracion (AUC vs. [Trolox]) y los resultados se expresaron

como pmol TE/ g muestra libre de solvente.

3.5.2.3 Capacidad antidiabética: Inhibiciéon de a-Glucosidasa

Se siguio el método descrito por Fernandez-Fernandez et al. (2019), el cual se basa en
determinar la inhibicion de la enzima a-glucosidasa a través de la medida de la
fluorescencia, a Aex=360 nm y Aem=460 nm, cuando la enzima esta en presencia de un
sustrato fluorescente (4-MUG) y la muestra, utilizando acarbosa como estandar con
capacidad inhibitoria comprobada. Las mediciones se realizaron cada 1 minuto durante

30 minutos, a 37°C. Posteriormente se construyd la curva % Inhibicion vs.
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[Estandar/Muestra] (mg/mL) ajustando a una funcién logaritmica, expresando los

resultados como IC50 (mg/mL).

3.6 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos por Cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC)

Se siguid el método descrito por Cam & Hisil (2010). Se utiliz6 un equipo HPLC
Shimadzu 20A acoplado con una columna Macherey-Nagel, C18 (250 mm x 4,6 mm,
100 um) y un detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD M20 A. El software utilizado
fue un LC Solution version 1.25. Las separaciones cromatograficas de los extractos se
llevaron a cabo usando como solvente: agua/acido acético (98:2, v/v) (solvente A) y
metanol (solvente B) como fases modviles con un flujo de velocidad de 1 mL/min. El
programa de elucion utilizado fue el siguiente: 5% B durante 5 min, 5-70% B durante
25 min y 70-5% B durante 10 min. La deteccion se realizd6 monitoreando a 260, 280,
320, 360 y 378 nm, ya que por datos bibliograficos se conoce que los compuestos
bioactivos mayoritarios presentes en la cascara de granada se detectan a esas
longitudes de onda, (Cam & Hisil, 2010; Kumar et al., 2022). Se pesaron 10 mg de
extracto libre de solvente, se disolvieron en 1,5 mL de una mezcla de metanol/agua
(1:1, v/v), y se filtraron por filtro de 0,45 um. El volumen de inyeccidn para estandares y

muestras fue de 10 L.

Los compuestos fendlicos presentes en las muestras se identificaron comparando los
tiempos de retencién de acuerdo con lo reportado en Cam & Hisil (2010). Luego se
cuantificaron a partir de una curva de calibracidn realizada para quercetina a 378 nm.

Los resultados se expresaron en mg de quercetina/100 g extracto libre de solvente.

3.7 Elaboracién de mermelada
Se seleccion6é como producto base para la incorporacion del extracto de cascara de
granada una mermelada casera de frutilla, apta para diabéticos. Los ingredientes de la

misma fueron: frutillas frescas obtenidas en el mercado local, gelatina sin sabor, jugo
de limén natural, edulcorante sucralosa (Splenda®) y agua. La mermelada se elaboré

de forma casera en una hornalla. Las cantidades de los ingredientes seleccionados, asi
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como también la fruta a utilizar y el gelificante y edulcorante a incorporar fueron

determinados en pruebas previas.

Las frutillas se lavaron con detergente de cocina, se les extrajo el pediculo, se cortaron
y se pusieron a hervir junto con el resto de los ingredientes, calentandolos hasta

obtener la consistencia buscada (Figura 7).

Figura 7

Proceso de elaboracion de mermelada de frutilla

Posteriormente, se procedid a incorporar a la mermelada los extractos obtenidos en la
maceracion y en la extraccién PLE seleccionada como la éptima (ver Punto 4.2.3). Se
decidié incorporar los extractos en un 5%, a partir de datos bibliograficos (Ismail, et al.,
2014; Lotfy & Baraka, 2018; El-Beltagi et al., 2022). Se obtuvieron las siguientes
mermeladas:

1- Mermelada control: sin ningun agregado

2- Mermelada + 5% extracto PLE 1

3- Mermelada + 5% extracto macerado

Para la incorporacién de los extractos, los mismos se diluyeron en etanol y se ultra
sonicaron durante 15 minutos. Luego se agregaron a la mermelada y la misma se
calento hasta evaporar todo el etanol. Las mermeladas se almacenaron a -20°C hasta

su posterior analisis.
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Las extracciones de las mermeladas elaboradas para la determinacién de sus

propiedades bioactivas se realizaron con DMSO, como se describe en el punto 3.5.2.

3.8 Andlisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados al menos por triplicado. El analisis estadistico se
realiz6 a través del anadlisis de varianza (ANOVA). Los resultados fueron expresados
como el promedio de las mediciones * desviacion estandar (SD). El test de Tukey se
utilizé para determinar las diferencias significativas entre los valores obtenidos (p<
0,05) usando el programa Infostat v. 2015. Letras diferentes indican diferencias

significativas con p< 0,05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensayos preliminares

4.1.1 Determinacion de las condiciones de secado

Como primer paso para realizar la caracterizacion de la cascara de granada, fue
necesario establecer las condiciones de secado de la misma para almacenar de
manera optima la muestra durante el tiempo de duracién del presente estudio y realizar
las extracciones planteadas. Para ello se tuvieron en cuenta dos aspectos principales:
la inhibicion del crecimiento microbiolégico, y evitar la pérdida de capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales por exposicién de la muestra a alta

temperatura.

Se estudiaron tres temperaturas de secado (40°C, 60°C y 105°C) seleccionadas a partir
de lo reportado por otros autores (Torres et al.,, 2020; Fernandez & Romero, 2021;
Rivas et al., 2021). El secado se realizoé hasta obtener una humedad de muestra menor
al 1%. Se optd por secar la muestra hasta este valor para asegurar su estabilidad
microbiolégica durante el estudio, ya que la misma seria almacenada por un tiempo
indefinido. La muestra secada se molié en un molinillo de laboratorio hasta obtener una

harina y se almacené a -20°C hasta su posterior analisis.

En la Tabla 3 se detallan las condiciones de secado y el resultado del contenido de
polifenoles totales y capacidad antioxidante medida por ABTS de las harinas. En todos
los casos, la harina de cascara de granada presenta una humedad final menor al 1%.
Por tratarse de pruebas preliminares se decidié analizar la capacidad antioxidante
unicamente por un método ET. Los resultados obtenidos en esta instancia no
constituyen los resultados finales, siendo utilizados como indicadores unicamente en

esta primera etapa.
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Tabla 3
Tiempo de secado, contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de

cascara de granada secada a diferentes temperaturas

Temperatura Contenido de Capacidad
Tiempo de
de secado de Polifenoles Totales Antioxidante: ABTS
] secado (h)
la cascara (°C) (mg GAE/g muestra) (umol TE/g muestra)
40 7,0 137,31 £ 11,66 ® 2037,68 + 99,56 °
60 6,5 131,02 £ 11,26 @ 1908,56 + 148,40 @
105 5,0 131,57 £+ 11,822 2156,45 + 86,91 °©

Nota. El resultado se expresa como el promedio de las repeticiones + SD. El analisis de
ANOVA se llevé a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las diferencias
significativas entre los valores. Por columna, letras diferentes indican diferencias

significativas con (p<0,05).

Dado que los resultados no presentaron diferencias significativas entre si para el
contenido de polifenoles totales variando la temperatura de secado de la cascara, y que
el mayor valor de capacidad antioxidante se obtuvo con la cascara secada a 105 °C, se
define ésta como la temperatura de secado. A su vez, desde el punto de vista
microbioldgico es la temperatura que lograria la mayor eliminacién de microorganismos
en la muestra (Hawaree et al., 2009), y el secado se realiza en un tiempo menor. Como

desventaja se destaca el hecho del mayor consumo energético. Por lo anterior, las
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condiciones seleccionadas para los ensayos finales fueron: secado en estufa a 105°C

durante 5 horas, obteniendo asi una humedad inferior al 1%.

Este resultado difiere con lo publicado por Fernandez & Romero (2021), quienes
evaluaron tres temperaturas de secado de cascara de granada (40°C, 60°C y 80°C) y
observaron que a menor temperatura, el contenido de polifenoles y actividad
antioxidante fue mayor, demostrando una relacion directa entre el contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante, y una relacién indirecta con la temperatura. En
este estudio el contenido de polifenoles totales fue determinado por Folin-Ciocalteu y la
capacidad antioxidante por el método de DPPH. La misma relacion indirecta entre
capacidad antioxidante y temperatura fue observada por Diaz (2018) quien evaluo tres
temperaturas de secado (45°C, 50°C y 55°C) sobre hojas de guanabana, midiendo la
capacidad antioxidante por el método de DPPH. Sin embargo, en otras investigaciones
la relacidn entre capacidad antioxidante y temperatura de secado no fue lineal, como se
verificd en el estudio de Garay & Villafuerte (2015), quienes evaluaron la capacidad
antioxidante de harina de cascara de camu camu secada a 30°C, 40°C, 50°C, 60°C y
70°C, analizando la capacidad antioxidante por el método de DPPH, expresada como
el IC50 (mg/mL). El resultado obtenido fue una capacidad antioxidante maxima a la
temperatura de secado de 50°C, seguida de las temperaturas de secado de 40°C,
30°C, 60°C y 70°C. La diferencia encontrada entre el presente estudio con los
reportados en bibliografia puede deberse a varios factores; por un lado, ninguno de los
trabajos reportados evaluaron temperaturas mayores a 70°C, y podria ocurrir que
debido a las altas temperaturas se rompan ciertas estructuras de la matriz, por ejemplo
interacciones proteicas o con la fibra, liberando asi compuestos antioxidantes que no
estaban expuestos a temperaturas de secado menores. Esto explicaria por qué se
obtuvo una mayor actividad antioxidante a 105°C en el presente trabajo. Por otro lado,
si bien se estdan comparando dos metodologias de transferencia de electrones (ET),
ABTS y DPPH constituyen métodos diferentes entre si, por lo que los resultados entre

ambas pueden diferir.

4.1.2 Determinacion de las condiciones de extraccion supercritica con CO,

51



Inicialmente, se analizé como técnica de extraccion innovadora la extraccion con CO,
supercritico. Sin embargo, mediante esta técnica no se logré extraer de la cascara de
granada los compuestos de interés, como se detalla a continuacion, por lo tanto, los
resultados obtenidos en esta etapa del estudio se incluyen en la seccion de resultados

preliminares.

Se realizaron extracciones supercriticas con CO, con la cascara secada a 105°C y a
60°C. Si bien el secado a 60°C habia sido descartado segun se detall6 en el punto
4.1.1, como el rendimiento de la extraccidon supercritica con la cascara secada a 105°C
dio resultados preliminares bajos (Tabla 4), se decidié probar también con la cascara
secada a esta temperatura, para determinar si influye en el rendimiento obtenido. Los
parametros seleccionados para las extracciones y los rendimientos masicos obtenidos
se detallan en la Tabla 4. En todos los casos las extracciones se llevaron a cabo
durante 120 minutos; 30 minutos en estado estatico y 90 minutos en estado dinamico,

como se detallo en la seccion 3.4.2. No se realizaron duplicados.

Tabla 4

Condiciones de extraccion supercritica y rendimiento masico de extracciéon obtenido

Rendimiento
Muestra Condiciones de extraccion masico de

extraccion (%)

P: 300 bar

T: 55°C

Co-solvente: etanol 10% 0,059
Muestra: Cascara molida en pequenos

Cascara secada a  [r0Zos irregulares

105°C
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P: 400 bar

T: 55°C

Co-solvente: metanol 20% 0,034
Muestra: Cascara tamizada entre 500 y

1000 micrometros.

P: 300 bar
T: 55°C

0,064
Co-solvente: etanol 10%

Cascara secada a Muestra: Cascara molida a polvo

60°C P: 350 bar
T: 55°C
Co-solvente: etanol 10% 0,058
Muestra: Cascara molida en pequefos

trozos irregulares

Se observa que los rendimientos masicos obtenidos en las cuatro extracciones fueron
bajos: 0,059%, 0,034%, 0,064% y 0,058%. Resultados similares, aunque superiores,
fueron reportados por Mahdavi & Raofie (2016) y Rivas et al. (2021). Los primeros
autores reportaron un rendimiento maximo de 1,18% bajo la condicion de 355 bar,
55°C, tiempo de extraccion de 30 minutos y metanol como co-solvente. Rivas et al.
(2021) optimizaron las condiciones de extraccion supercritica en 291 bar, 46,5°C y

tiempo de extraccion de 2,5 h, obteniendo un rendimiento entre 1y 1,5%.

Posteriormente, se analizé el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
medida por ABTS de los extractos y residuos obtenidos en las extracciones
supercriticas antes mencionadas. Dado que los rendimientos de extraccion presentaron
valores bajos y similares entre si, se optd por juntar los extractos supercriticos
obtenidos a partir de cascaras secadas a la misma temperatura. De la misma forma se

realizé para los residuos de extraccion. Los resultados se detallan en la Tabla 5.
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Tabla 5
Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de extractos y residuos

obtenidos por extraccion supercritica con CO,

Contenido de Capacidad
Muestra Polifenoles Totales (mg Antioxidante: ABTS
GAE/ g muestra) (umol TE/g muestra)
Extracto de cascara 16,45+ 0,56 2 84,26 + 3,97 °
secada a 105°C
Residuo de cascara 120,32 + 9,53 ¢ 214141 + 62,84 ¢
secada a 105°C
Extracto de cascara 8,37 +0,43° 2444 +135°
secada a 60°C
Residuo de cascara 112,91 £ 5,60 ¢ 2548,46 + 10,64 ¢

secada a 60°C
Nota: El resultado se expresa como el promedio de las repeticiones £ SD. El analisis de
ANOVA se llevé a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las diferencias
significativas entre los valores. Por columna, letras diferentes indican diferencias
significativas con (p<0,05). Los resultados se expresan por g de muestra libre de

solvente.

Se obtuvo un resultado de 16,45 + 0,56 mg GAE/g muestra y 84,26 + 3,97 umol TE/g
muestra para el extracto obtenido a partir de cascara secada a 105°C, y de 8,37 + 0,43
mg GAE/g muestra y 24,44 + 1,35 uymol TE/g muestra para el extracto obtenido a partir
de cascara secada a 60°C. Estos resultados muestran un bajo contenido de polifenoles

totales y una baja capacidad antioxidante de los extractos al ser comparados con los
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resultados obtenidos para la cascara (Tabla 3). Estos resultados son contrarios a los
esperados ya que en la extraccibn se busca concentrar estos compuestos. Sin
embargo, es similar a lo reportado por Bustamante et al. (2017), quienes optimizaron la
extraccion supercritica de cascara de granada bajo las condiciones de 399 bar, 48°C y
19,9% de etanol como co-solvente, obteniendo un resultado de polifenoles totales para
el extracto de 10,01 mg GAE/g muestra, y una capacidad antioxidante de 99,4 ymol

TE/g muestra (por el método de DPPH).

Con el fin de descartar la posibilidad de que, pese al bajo rendimiento masico obtenido
la técnica sea efectiva en la extraccion de los compuestos antioxidantes, pero el
tratamiento aplicado al extracto previo al analisis de su contenido de polifenoles totales
y capacidad antioxidante por ABTS no sea el adecuado (ver punto 3.6, extraccion con
DMSO), fue que también se analizé el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante del residuo de las extracciones (Tabla 5). Los resultados obtenidos de
polifenoles totales y capacidad antioxidante, respectivamente, fueron: 120,32 + 9,53 mg
GAE/g muestra y 2141,41 £ 62,84 pmol TE/g muestra para el residuo obtenido a partir
de la extraccidon supercritica de la cascara secada a 105°C, y de 112,91 + 5,60 mg
GAE/g muestra y 2548,46 + 10,64 umol TE/g muestra para el residuo obtenido a partir
de la extraccion supercritica de la cascara secada a 60°C. A partir de estos valores,
comparandolos con los obtenidos para la cascara (Tabla 3) y para los extractos (Tabla
5), se comprueba que los compuestos con actividad antioxidante no fueron extraidos
con la técnica aplicada, sino que se mantuvieron en el residuo de extraccién. Por lo
anterior se concluye que la técnica de extraccion con CO, supercritico, bajo las
condiciones estudiadas, no fue adecuada para extraer los compuestos antioxidantes de

la cascara de granada.

Mushtaq et al. (2015), destaca que, en la extraccion de compuestos fendlicos
vegetales, al ser de naturaleza polar, no son completamente solubles en SC-CO,. Por
lo anterior, aunque la adicion de un co-solvente como el etanol o el metanol puede
mejorar la polaridad y extractabilidad del SC-CO,, la recuperacion de compuestos

fendlicos enlazados covalentemente o ligados hidrofobicamente es dificilmente
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alcanzable. Esto puede explicar el hecho de que no se hayan podido extraer
compuestos antioxidantes de la cascara de granada con la técnica aplicada, por su
caracter polar. Para lograr extraerlos a partir de esta técnica es posiblemente necesario
utilizar un proceso de pretratamiento antes de la extraccidn para aumentar la liberacion
de los compuestos fendlicos unidos, rompiendo la estructura celuldésica de la pared

celular (Magangana et al., 2020).

En concordancia con lo anterior, numerosos estudios han demostrado que la cascara
de granada contiene muchos componentes biolégicamente activos, incluyendo
antioxidantes naturales (Mahdavi & Raofie, 2016), dentro de los cuales se destacan
taninos hidrolizables (punicalina, punicalagina, acido galico y elagico) y flavonoides
(antocianinas, catequinas y otras sustancias complejas) (Mahdavi & Raofie, 2016;
Torres et al., 2020). La mayor parte de los compuestos nombrados anteriormente son
solubles en agua y, consecuentemente, es muy probable que sean extraidos en gran
medida por ella y en poca proporcién por CO,, por su caracter apolar. Sumado a lo
anterior, segun Saura-Calixto et al. (2010), los compuestos fendlicos se encuentran
unidos a polisacaridos por interacciones hidrofdbicas y enlaces covalentes, haciendo
necesaria la hidrélisis para su extraccion. Se ha reportado que los compuestos que
permanecen unidos a la fibra de cascara de granada corresponden a taninos
hidrolizables, como punicalagina, punicalina, pedunculagina, entre otros compuestos
fendlicos, como acido elagico, acido galico, rutina y quercetina (Middha et al., 2013).
Esto permite suponer que determinados polifenoles, a pesar de ser solubles,
permanezcan en la fraccidn insoluble incluso luego de la extraccion (Torres et al.,
2020), por lo cual la técnica aplicada debe ser capaz de vencer estas interacciones
para lograr la extraccion y separacion de los compuestos de interés. Al consultar otros
trabajos reportados en bibliografia (Mahdavi & Raofie, 2016 y Rivas et al., 2021) se
esperaba que al agregar un co-solvente polar en la extraccidn se lograria obtener los
compuestos de interés de la cascara de granada. Sin embargo, como se detallé

anteriormente, ésto no fue suficiente.
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En este punto del trabajo se decide no avanzar con el estudio de la técnica de
extracciéon con CO, supercritico, y continuar con el analisis de extraccién con liquidos
presurizados (resultados detallados en el punto 4.2 - Ensayos finales). Ambas
metodologias son las mas empleadas basadas en el uso de fluidos comprimidos para
obtener compuestos bioactivos, y ambas tecnologias estan ampliamente reconocidas
como procesos de extraccion limpias debido a su bajo (o0 nulo) consumo de solventes

organicos.

4.1.3 Determinacion de las condiciones de maceracion

Se llevaron a cabo maceraciones utilizando etanol 75% (etanol/agua v/v) como
solvente y otras utilizando metanol 75% (metanol/agua v/v), con el fin de determinar
cual de los dos solventes lograba una mayor extraccion de los compuestos de interés.
Estos dos solventes se seleccionaron a partir de maceraciones de cascara de granada
estudiadas por otros autores (Li et al., 2006; El-Said et al., 2014; Savikin et al., 2018;
Rivas et al., 2021). Para ello se analizdé el contenido de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante por el método de ABTS del macerado obtenido en cada caso.

Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
Rendimientos masicos de extraccion, contenido de polifenoles totales y capacidad

antioxidante de los macerados

Contenido de Capacidad
Rendimiento Polifenoles Antioxidante:
Solvente
masico (%) Totales (mg GAE/ ABTS (umol TE/g
g muestra) muestra)
Etanol 75% 54,22 @ 231,84 +15,92@ 5774,50 + 227,80 °
(etanol/ agua v/v)

Metanol 75% 50,37 @ 226,81 + 11,55 6232,95+ 72,95°
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(metanol/ agua v/v)

Nota: El resultado se expresa como el promedio de las repeticiones £ SD. El analisis de
ANOVA se llevo a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las diferencias
significativas entre los valores. Por columna, letras diferentes indican diferencias
significativas con (p<0,05). Los resultados se expresan por g de muestra libre de

solvente.

Los resultados obtenidos con ambos solventes no presentaron diferencias significativas
entre si, a excepcion de la capacidad antioxidante, un poco superior para el caso de la
maceracion con metanol. Este resultado difiere de lo reportado por El-Beltagi et al.
(2022), quienes obtuvieron un valor superior de polifenoles totales para el extracto de
macerado con metanol (4,9 mg GAE/g) comparado con el extracto etandlico (3,5 mg
GAE/qg).

Debido a los resultados anteriores, y dado que el etanol es un solvente considerado de
grado alimenticio asociado a la quimica verde (Savikin et al., 2018), menos nocivo y
toxico que el metanol (Pohanka, 2016) se decide utilizarlo en adelante como solvente

de extraccion en las maceraciones y también para las extracciones PLE.

En esta etapa del estudio quedaron definidas las condiciones de secado de la muestra,
las condiciones de la extraccién tradicional (maceracion), y se descartd la extraccion
con CO, supercritico. A partir de este punto se detallan los resultados finales del
trabajo, avanzando con la extraccion con liquidos presurizados como técnica de

extraccion innovadora.

4.2 Ensayos finales
4.2.1 Caracterizacion fisicoquimica de la cascara de granada
En la Tabla 7 se muestra la caracterizacion fisicoquimica de la cascara de granada de

variedad Wonderful utilizada para todos los estudios detallados en el punto 4.2.
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Tabla 7

Caracterizacion fisicoquimica de la cascara de granada

Componente Contenido
Proteina (%) 2,72 £ 0,06
Grasa (%) 0,14 0,10
Fibra (%) 22,98 + 1,57
Humedad (%) 73,78 £ 1,00
Cenizas (%) 3,60+0,12
Carbohidratos (%) 70,56

L=49,59 + 1,68

Color a=10,29 £ 0,43

b= 25,35+ 1,80
Aw 0,23+ 0,01

Nota: El resultado se expresa como el promedio de las repeticiones + SD. Todos los

resultados se expresan en base seca, a excepcion de la humedad.

Los resultados obtenidos se compararon con lo reportado por otros autores. El
porcentaje de proteina de la cascara en estudio fue de 2,72 + 0,06 %, mientras que
Ismail et al. (2014), reportaron un valor de 0,70 £ 0,03% y Buenrostro et al. (2017), un
valor superior de 8,66 + 0,01 %. Kalantari et al. (2020), reportaron un valor de 3,86%, y
El-Beltagi et al. (2022), un valor de 4,98 + 0,50%. El contenido de grasa obtenido fue
del 0,14 = 0,10 %, similar al reportado por Ismail et al. (2014), de 0,40 = 0,03%,
Kalantari et al. (2020), del 0,52%, y El-Beltagi et al. (2022), del 0,68 + 0,10%.

Buenrostro et al. (2017), reportaron un valor superior del 2,64 + 0,08 %.
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El valor de fibra determinado para la granada en estudio fue de 22,98 + 1,57 %,
cercano al doble de lo reportado por Kalantari et al. (2020) y El-Beltagi et al. (2022), del
11,2% y 13,9 £ 0,2%, respectivamente, mientras que Ismail et al. (2014), reportaron un
valor de 17,53 £ 0,74 %, y Buenrostro et al. (2017), del 8,81 £ 0,07 %. El valor obtenido
para cenizas (3,60 £ 0,12 %) se asemeja al reportado por estos tres autores
(Buenrostro et al., 2017; Kalantari et al., 2020; El-Beltagi et al., 2022), de 4,0 £ 0,2%,
3,88% y 4,51 £ 0,01%, respectivamente. Un valor inferior de 2,70 + 0,23% fue
reportado por Ismail et al. (2014). Los carbohidratos fueron determinados por
diferencia, obteniendo un valor del 70,56 %. Ismail et al. (2014), reportaron un valor
superior del 78,67 + 0,32 %, Kalantari et al. (2020), del 85,54%, y El-Beltagi et al.
(2022), un valor inferior del 33,97 + 1,20 %.

Sharayei et al. (2019) realizaron estudios de cascara de granada de variedad
SisheKape-Ferdos, publicando resultados de humedad del 46,62 + 0,08 %. Este
resultado difiere de lo analizado en la granada en estudio (73,78 £ 1,00 %). En el
mismo estudio, Sharayei, et al. (2019), reportaron valores de color de L (30,62 £ 1,25),
a (9,56 £ 0,58) y b (7,51 £ 1,01), siendo el parametro a muy similar al encontrado en el
presente estudio (10,29 + 0,43), defiriendo en mayor medida el parametro L (49,59 +
1,68) y b (25,35 £ 1,80). Cabe destacar que el color reportado por estos autores se
midié sobre la muestra sin secar, y en el presente estudio sobre el polvo de cascara
seca. Por otra parte, Vicencio (2016), obtuvo los siguientes valores para la cascara
secada a 110°C durante 30 segundos en un tambor rotatorio: L: 39,25, a: 8,83 y b:
12,42, también diferentes a lo analizado en la granada en estudio. Se ha reportado que
las antocianinas son los principales pigmentos a los que se les ha atribuido la causa del
color del fruto de la granada, como por ejemplo los mono y diglucésidos de cianidina
(rojo), pelargonidina (naranja) y delfinidina (purpura) (Borochov-Neori et al., 2011;

Fischer, Carle y Kammerer, 2011, como se cité en Sharayei, et al., 2019).

La actividad de agua de la cascara de granada seca fue de 0,23 + 0,01 %. Esta baja

actividad de agua resulta microbiolégicamente segura para la muestra, segun lo
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establecido por el Reglamento Bromatoldgico Nacional, donde se establece un maximo

de 0,65% para la categoria de condimentos deshidratados y/o en polvo (RBN, 1994).

Cabe destacar que la composicidén y caracteristicas fisicoquimicas de cada granada
varia segun la variedad y la cosecha, siendo influenciada por el clima, el suelo, y las
condiciones geograficas (Marra et al. 2022), por lo cual es esperable que los resultados

obtenidos difieran con lo reportado por otros autores.

4.2.2 Extracciones y rendimientos de extracciéon

El rendimiento masico de la maceracién de harina de cascara de granada utilizando
como solvente etanol 75% (etanol/agua v/v) se muestra en la Tabla 8. Adicionalmente,
se llevaron a cabo cuatro extracciones PLE, en las cuales se vari6 la temperatura de
trabajo (100°C y 120°C) y el solvente utilizado (etanol 75% - etanol/agua v/v- y etanol
100%), con el fin de determinar las condiciones Optimas para este método de
extraccion, teniendo en cuenta los antecedentes que habia disponible y las
capacidades del equipo (que tiene una temperatura maxima de operacion de 140°C).

Los rendimientos masicos obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8

Rendimientos masicos de extraccion por maceracion y extracciones PLE

Técnica Rendimiento masico (%)
Maceracion (75% etanol/ agua v/v) 66,9 +0,8 ¢
PLE 1: 100% etanol, 120°C 43,8+0,8°
PLE 2: 75% etanol/agua v/v, 120°C 51,4+11°
PLE 3: 100% etanol, 100°C 27,8 +1,2°2
PLE 4: 75% etanol/ agua v/v, 100°C 46,3+09°
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Nota. Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones + SD. El
analisis de ANOVA se llevd a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas entre los valores. Letras diferentes indican diferencias

significativas con (p<0,05).

El rendimiento masico obtenido para la maceracion (66,9 + 0,8 %) fue superior al
reportado por Rivas et al. (2021), en cuyo estudio se llevdo a cabo la maceracion
utilizando etanol/agua (80: 20, v/v), obteniendo un rendimiento de 26,9%. Yasoubi et al.
(2007), obtuvo un rendimiento de 23% en la extraccion por maceracion utilizando etanol

75% (etanol/agua v/v) como solvente.

En las extracciones PLE se obtuvieron rendimientos menores que en la maceracion y
similares a lo reportado en bibliografia. En orden decreciente, se obtuvieron
rendimientos del 51,4 + 1,1 %, 46,3 + 0,9 %, 43,8 + 0,8 %, y 27,8 £1,2 %, para las
extracciones PLE 2, 4, 1 y 3, respectivamente (Tabla 8). Toledo (2020), realizo
diferentes extracciones PLE variando la temperatura (entre 40°C y 60°C) y la presion
(entre 20 y 100 bar), utilizando en todos los casos etanol como solvente, y obtuvo
rendimientos de extraccidn entre 27% y 44%, muy similar al rango obtenido en el
presente estudio. Asimismo, Toledo-Merma et al. (2022), reportaron rendimientos de
extracciones PLE entre 27,4% y 45,0%.

Al comparar las cuatro extracciones PLE entre si, se observa que al utilizar etanol 75%
(etanol/agua v/v) como solvente (extracciones PLE 2 y 4) el rendimiento aumento para
ambas temperaturas en relacién a cuando se utilizé 100% etanol como solvente. Esto
se puede deber a que la diferencia en las polaridades del solvente utilizado amplié el
rango de compuestos extraidos y por ende aumento el rendimiento masico. Alexandre
et al. (2017), realizaron extracciones a alta presion (HPE) de cascara de granada,
concluyendo que, de las variables medidas (porcentaje de etanol, presién y tiempo de
extraccion), la concentracion de etanol tuvo el mayor impacto en el rendimiento de

extraccion. Li et al. (2006), consideraron en su estudio que una combinacién de
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diferentes solventes podria ser mas eficiente para extraer compuestos antioxidantes, ya
que la solubilidad de éstos difiere segun el solvente utilizado. Como resultado
obtuvieron que el extracto de cascara obtenido mediante el uso de una mezcla de
metanol, etanol, acetona y agua, presentd6 una capacidad antioxidante
significativamente mayor que la de los extractos obtenidos utilizando los mismos
solventes de forma individual, lo que refuerza la conclusion de que al aumentar el rango
de polaridades del solvente utilizado, aumenta la extraccion de compuestos bioactivos

de interés.

También, se observa que a igual presién y solvente, al aumentar la temperatura
aumenta el rendimiento de extraccion. Esta misma influencia de la temperatura sobre el

rendimiento fue reportada por Toledo-Merma et al. (2022).

Cabe destacar que al comparar la maceracion con la metodologia de PLE, como
técnica de extraccion, la maceracion llevd en el presente estudio, un 80% mas de
solvente que las extracciones PLE y demord 4,2 veces mas, de alli la importancia en

investigar nuevas técnicas de extraccion que sustituyan a las tradicionales.

Con la maceracién se obtuvo el rendimiento masico mas alto, sin embargo, un mayor
rendimiento de extraccibn no implica necesariamente una mayor extraccion de
compuestos antioxidantes y antidiabéticos de interés, por lo que este analisis se

complementa con los estudios de actividad bioactiva de los extractos obtenidos.

4.2.3 Andlisis de extractos

Se analizé el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante, por el
método de ABTS y el de ORAC-FL de la harina de cascara de granada, el extracto de
macerado, los extractos de PLE y sus respectivos residuos de extraccion. Los

resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9
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Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de harina de cascara de

granada, extracto de macerado, extractos de PLE y residuos de extraccion

Muestra

Harina de cascara

de granada

Extracto de
macerado en
etanol 75%
(etanol/agua v/v)

Extracto PLE 1:
100 % etanol, 120
°C

Extracto PLE 2: 75
% etanol

(etanol/agua v/v),
120 °C

Extracto PLE 3:
100 % etanol, 100
°C

Extracto PLE 4: 75

% etanol

Contenido de
Polifenoles
Totales (mg

GAE/g muestra)

156,30 + 15,32 ¢

164,40 + 16,92 %

200,55 + 15,32

182,45 + 17,99

162,22 + 11,22 %

168,87 + 13,24 %

Capacidad
Antioxidante:
ABTS (umol TE/g

muestra)

2058,04 + 170,68 °

2531,15 + 188,02 ©

2860,19+41,00°

2503,65 + 8,02 °

2408,26 £ 94,39 °

2832,55+28,89'

Capacidad
Antioxidante:
ORAC-FL (pmol
TE/g muestra)

744,59 + 39,76 ©

1014,53 + 14,25

806,85 + 67,33 ©

428,47 + 33,00 °

431,20 +40,85°

742,78 £ 21,59 ¢
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(etanol/agua v/v),
100 °C

Residuo de 21,03+1,97° 391,22 + 38,74 @ 117,13 +£9,90°
macerado en
etanol 75%

(etanol/agua v/v)

Residuo PLE 1: 81,29+7,36° 1717,06 + 45,38 °© 566,25 + 51,90 ¢
100 % etanol, 120

°C

Residuo PLE 2: 75 18,71+ 1,082 457,27 £ 3,04 ° 14410+ 9,72
% etanol

(etanol/agua v/v),
120 °C

Residuo PLE 3: 55,61+2,61° 1341,59 + 57,29 ° 227,24 + 12,44 °
100 % etanol, 100
°C

Residuo PLE 4: 75 16,07 £ 0,54 @ 327,23 +£7,49° 221,99 £ 12,15°
% etanol

(etanol/agua v/v),

100 °C

Nota: Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones + SD. El
analisis de ANOVA se llevdé a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas entre valores de la misma columna. Por columna, letras
diferentes indican diferencias significativas con (p<0,05). Los resultados se expresan

por g de muestra libre de solvente.
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Las curvas de calibracién obtenidas y los calculos realizados se detallan en el Anexo 1,
2y 3.

En referencia al contenido de polifenoles de la cascara de granada, Abid et al. (2017),
reportaron valores entre 109,21 £+ 0,34 y 304,60 + 14,20 mg GAE/g muestra para las
diferentes variedades analizadas en su estudio, realizando las extracciones con agua,
acetona y etanol, rango que comprende el resultado encontrado en el presente trabajo
realizando la extraccion con DMSO (156,30 £ 15,32 mg GAE/g muestra). Kalantari et
al. (2020), reportaron un valor de 242,3 mg GAE/g muestra para la cascara analizada,

de variedad Malas Fars, valor superior al encontrado en este trabajo.

Con respecto a la capacidad antioxidante de la cascara, se obtuvo un valor de 2058,04
+ 160,68 pmol TE/g muestra aplicando la técnica de ABTS, y de 744,59 + 39,76 umol
TE/g muestra por el método de ORAC-FL. Torres et al. (2020), reportdé un valor de
578,7 £ 0,1 ymol TE/g muestra medida a partir de la técnica de ABTS, valor inferior al

encontrado en este estudio.

Para el extracto de macerado de cascara de granada, se obtuvo un resultado de
contenido de polifenoles totales de 164,40 + 16,92 mg GAE/g muestra. El-Said et al.
(2014), obtuvieron los siguientes resultados de contenido de polifenoles totales:
extractos obtenidos con la cascara secada en horno, entre 16,00 y 17,78 mg GAE/g
muestra en el extracto metandlico y entre 14,23 y 16,34 mg GAE/g muestra en el
extracto acuoso, mientras que para las muestras secadas al sol el resultado fue entre
14,83 y 15,80 mg de GAE/g muestra en el extracto metandlico y entre 13,98 y 14,81 mg
GAE/g muestra en el extracto acuoso. Como se observa, todos los resultados son
inferiores a lo encontrado en este estudio. Rivas et al. (2021), obtuvieron un valor de
2554 £ 63 mg GAE/g para el extracto de cascara de granada obtenido por maceracion
con etanol 80% (etanol/agua v/v), y El-Beltagi et al. (2022), reportaron un valor de 3,5
mg GAE/g para su extracto etandlico. Masci et al. (2016), reportaron un valor de 255,7
mg GAE/g para su extracto de macerado de cascara de granada, utilizando etanol

como solvente. Se aprecia que los resultados obtenidos en bibliografia difieren entre si
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y con lo obtenido en la presente investigacion, y esto puede deberse a que son muchas
las variables que influyen en este punto, desde la variedad de la granada analizada, el
estado de maduracion, la regiéon en la cual se encuentra, hasta las condiciones de

secado y extraccion de la muestra, el solvente utilizado, la temperatura, entre otros.

En cuanto a la capacidad antioxidante del extracto de macerado, se determiné un valor
de 2531,15 £ 188,02 umol TE/g por el método de ABTS y de 1014,53 = 14,25 ymol
TE/g por el método de ORAC-FL. Masci et al. (2016), reportaron un valor de 3145 umol
TE/g muestra medido por el método de ORAC. Fernandez- Fernandez et al. (2021),
reportaron una capacidad antioxidante para un extracto etandlico de marcela de 4190
pmol TE/g muestra y 2300 ymol TE/g muestra, medida por las técnicas de ABTS y
ORAC-FL, respectivamente, valores superiores a lo encontrado en el extracto

macerado en estudio.

Asimismo, para las cuatro condiciones de extraccién PLE detalladas en la Tabla 9, se
obtuvieron resultados de contenido de polifenoles totales, ordenados de forma
decreciente, de: 200,55 + 15,32; 182,45 + 17,99; 168,87 + 13,24 y 162,22 + 11,22 mg
GAE/g muestra, para la condicion 1, 2, 4 y 3, respectivamente. Los extractos 1 y 2 no
presentaron diferencias significativas entre si, y unicamente el extracto PLE 1 presenta
diferencias significativas con el extracto macerado, mostrando un contenido de
polifenoles totales superior a éste. Garcia et al. (2021), reportaron un valor maximo de
149,0 mg GAE/g para un extracto PLE en condiciones optimas (198,6°C y 50%

etanol/agua v/v como co-solvente) que es menor que el encontrado en este trabajo.

En cuanto a su capacidad antioxidante, los resultados fueron los siguientes: 2860,19 +
41,00; 2832,55 + 28,89; 2503,65 + 8,02; 2408,26 + 94,39 umol TE/g por el método de
ABTS para la condiciéon PLE 1,4,2 y 3, respectivamente, y de 806,85 + 67,33; 742,78
21,59; 431,20 £ 40,85; 428,47 + 33,00 para la condicién PLE 1,4,3 y 2, respectivamente
por el método de ORAC-FL. Los extractos PLE 1 y 4 no mostraron diferencias
significativas entre si en su valor de capacidad antioxidante medida por ambos

métodos, pero si con los otros dos extractos PLE. Garcia et al. (2021), reportaron
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valores de capacidad antioxidante para su extracto PLE de 2265,6 + 100,5 umol TE/g
por el método de FRAP y de 916,4 + 102,0 umol TE/g por ORAC.

Al analizar los resultados de polifenoles totales para la cascara y sus extractos, se
observa que la cascara de granada presentd el menor valor, sin embargo sin presentar
diferencias significativas con el extracto de macerado y extractos PLE 3 y 4. El mayor
contenido de polifenoles totales se encontré en el extracto PLE 1, obtenido bajo las
condiciones de extraccion de 100% etanol y 120°C (200,55 + 30,65 mg GAE/g
muestra), y no presentd diferencias significativas con el extracto PLE 2 obtenido bajo
las condiciones de extraccion de 75% etanol/agua v/v y 120°C (182,45 + 17,99 mg
GAE/g muestra).

Con respecto al contenido de polifenoles totales de los residuos de las extracciones, se
obtuvieron resultados sin diferencias significativas para el residuo de macerado y
residuos de las extracciones PLE bajo las condiciones 2 y 4, siendo un poco superior
para las condiciones 1 y 3. El mayor contenido de polifenoles en los residuos se
cuantificd en el residuo de la extraccion PLE 1, con un valor de 81,29 £ 7,36 mg GAE/g
muestra. Se destaca que la extraccion PLE 1 fue la que obtuvo el resultado mas alto en
contenido de polifenoles (junto con la extraccion PLE 2) en el extracto, y también en el
residuo, por lo que se puede concluir que es la condicion mas favorable para la

extraccidon de estos compuestos de la matriz.

En cuanto a la capacidad antioxidante medida por el método de ABTS, los valores
inferiores se encontraron en todos los residuos, resultado esperable, siendo superior
para el caso del residuo PLE 1. A continuacion se encuentra la cascara de granada, con
una capacidad antioxidante de 2058,04 + 160,68 uymol TE/g muestra, seguida por los
extractos PLE 2 y 3 y el extracto de macerado, los cuales no presentaron diferencias
significativas entre si. Finalmente, los extractos PLE 1 y 4 son los que presentaron los
valores mas altos de 2860,19 + 41,00 y 2832,55 + 28,89 ymol TE/g muestra,

respectivamente, no presentando diferencias significativas entre si.
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En cuanto a la capacidad antioxidante medida por el método de ORAC-FL, el mayor
valor medido en umol TE/g muestra se obtuvo para el extracto de macerado (1014,53
14,25), seguido por el extracto PLE 1 (806,85 + 67,33), el extracto PLE 4 (742,78
21,59), y la cascara de granada (744,59 £ 39,76), sin diferencias significativas entre
ellos. Valores inferiores se obtuvieron para los extractos generados bajo las otras
condiciones, y para los residuos. Se observa que el residuo PLE 1 presenta una
capacidad antioxidante (566,25 + 51,90) superior a la de los extractos PLE 2 y 3
(428,47 + 33,00 y 431,20 + 40,85). Este resultado no esperado podria deberse a que la
técnica de extraccion PLE bajo las condiciones ensayadas no es tan especifica para
extraer de la matriz compuestos antioxidantes con metodologia HAT como la extraccion
por maceracion, cuyo extracto obtuvo el mayor valor de capacidad antioxidante medida
por ORAC-FL y su residuo el menor valor. Las diferencias en los resultados también se
pueden explicar por los diferentes métodos de extraccion utilizados, y diferentes

concentraciones del solvente de extraccion (Savikin et al., 2018).

Los residuos de extraccidon tienen un alto contenido de fibra, y el resultado obtenido,
tanto de polifenoles totales como de capacidad antioxidante, principalmente para el
residuo de extraccion PLE 1, indica que parte de los compuestos antioxidantes
presentes en la muestra quedaron retenidos en esta fibra, constituyendo lo que se

denomina fibra antioxidante.

Resulta interesante sefalar que, si bien la maceracién como método de extraccion fue
la que obtuvo el mayor rendimiento (Tabla 8), su contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante medida a partir del método de ABTS fue inferior al de algunas de las
condiciones de extraccion obtenidas mediante las extracciones PLE, por lo que lleva a
afirmar que la segunda es una técnica mas eficiente para la extraccion de los
compuestos fendlicos y compuestos antioxidantes con metodologia ET (transferencia
de electrones), y que adicionalmente insume menor cantidad de solvente y tiempo de

extraccion, como fue mencionado anteriormente. Lo contrario se observé para la
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medida de capacidad antioxidante medida por un método HAT, donde el extracto de
macerado fue el que obtuvo el mayor valor, como fue presentado anteriormente. Se
evidencia que no necesariamente la técnica que obtiene el mayor rendimiento es la que
logra extraer en mayor proporcion los compuestos antioxidantes que se detectan con
los métodos utilizados, o aquellos compuestos con una capacidad antioxidante mayor.
Lo anterior fue reportado también por Toledo (2020). Se esperaba que la capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales del extracto de macerado y de los
extractos PLE fuera superior en todos los casos a los valores obtenidos para la
cascara, pero esto se cumplid unicamente para la técnica ABTS. Al analizar el
contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante por el método de ORAC-FL,
la cascara de granada presento resultados sin diferencias significativas con algunos de

los extractos.

Estos resultados permiten observar que las metodologias de extraccion realizadas bajo
diferentes condiciones, ya sea por la técnica utilizada (maceracion o PLE) o por las
condiciones de las mismas (como la temperatura, solvente de extraccion, presion, entre
otros), determinan no solo el rendimiento de extraccion sino también la cantidad y
variedad de compuestos extraidos. EI hecho de que los residuos de extraccion
presenten contenido de polifenoles y capacidad antioxidante porcentualmente menores
al extracto correspondiente dejan en evidencia la eficacia de la extraccion. De todas
formas, algunos residuos presentan valores considerables y podrian también, en
algunos casos, ser usados como ingredientes con potencial funcional ya que ademas

presentan un aporte de fibra alimentaria.

En conclusion, se evidencid que el extracto PLE 1 fue el que presentd, de las 4
condiciones PLE ensayadas, siempre uno de los resultados mas altos en las técnicas
aplicadas. Por lo anterior, se selecciona la extraccion PLE 1 (100% etanol, 120°C) como

la condicion éptima y se continua con dicho extracto en los estudios posteriores.
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Como se comentd anteriormente, la composicidon de cada granada varia segun la
variedad y la cosecha, siendo influenciada por el clima, el suelo, y las condiciones
geograficas (Marra et al. 2022), y a su vez, la variabilidad genética conduce a la
variacion en la biosintesis de metabolitos secundarios fendlicos (Abid et al., 2017). Las
diferencias observadas entre el presente estudio y los reportados en bibliografia pueden
deberse también a la etapa de maduracion de la fruta al momento de los analisis
(Maillard et al., 2019).

4.2.4 Anilisis de fracciones bioaccesibles de extractos

Se llevd a cabo la simulacion digestiva del extracto PLE 1 que se obtuvo bajo las
condiciones de 120°C y 100% etanol como solvente, seleccionado por ser el que obtuvo
el mayor contenido de polifenoles totales y la mayor capacidad antioxidante de los
cuatro extractos PLE. Se logr6é extraer la fraccion bioaccesible y poca cantidad de
fraccidn coldnica, lo cual era esperado ya que la muestra de partida era un extracto y no
contenia grandes cantidades de fibra. Como se describio en el punto 4.2.3, en el
residuo de extraccidbn queda retenida la fibra antioxidante, por lo que la fraccion
colénica obtenida luego de la digestiéon fue despreciable y no fue analizada. La fraccion
bioaccesible fue analizada para conocer su contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante por el método de ABTS y ORAC-FL. Se analizé también la fraccion
bioaccesible de la harina de céascara y la fraccion bioaccesible del extracto de

macerado. Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de fracciones bioaccesibles

de extractos y harina de cascara de granada
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Contenido de Capacidad Capacidad

Polifenoles Antioxidante: Antioxidante:
Muestra
Totales (mg ABTS (umol TE/lg ORAC-FL (umol
GAE/g muestra) muestra) TE/g muestra)
Fraccion 170,23 + 3,76 @ 2986,74 + 277,552 724,48 + 42,59 °
bioaccesible de la
harina de cascara
Fraccion 178,59 + 12,96 @ 3316,40 + 65,94 © 774,85 + 29,372
bioaccesible del
extracto PLE 1
Fraccion 180,28 + 5,72 ° 3530,28 +221,47° 706,64 + 46,83 °

bioaccesible del
extracto macerado
en etanol 75%

(etanol/agua v/v)

Nota: Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones + SD. El
analisis de ANOVA se llevé a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas entre los valores. Por columna, letras diferentes indican
diferencias significativas con (p<0,05). Los resultados se expresan por g de muestra

libre de solvente.

Las curvas de calibracion obtenidas y los calculos realizados se detallan en el Anexo 1,
2y3.

Se observa que, en cuanto al contenido de polifenoles totales, las tres fracciones

bioaccesibles no presentaron diferencias significativas entre si. Al comparar estos
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resultados con el contenido de polifenoles totales para la cascara y extractos de partida
(Tabla 9), luego de la digestion no se observan diferencias significativas para el caso de
la cascara y el extracto de macerado, pero si para el extracto PLE 1, que disminuyé su
valor luego de la digestion. Lo anterior se visualiza en la Figura 8. Con respecto a la
capacidad antioxidante medida por el método de ABTS, la fraccion bioaccesible de la
cascara fue la que obtuvo el menor resultado (2986,74 + 277,55 pmol TE/g muestra),
seguido por la fraccion bioaccesible del extracto PLE 1 y la fraccion bioaccesible del
extracto macerado, con un valor de 3530,28 + 221,47 ymol TE/g muestra. Al comparar
los resultados obtenidos antes y después de la digestion, representado en la Figura 9,
se aprecia un aumento de la capacidad antioxidante para las tres fracciones
bioaccesibles luego de la misma. En cuanto a la capacidad antioxidante medida por el
método de ORAC-FL, no se observaron diferencias significativas entre las tres
fracciones bioaccesibles. El extracto de macerado disminuyd su capacidad antioxidante
luego de la digestion, y las otras dos muestras se mantuvieron iguales, sin diferencias
apreciables luego del proceso digestivo (Figura 10).

Figura 8

Contenido de polifenoles totales antes y después de la simulacion digestiva, para la

harina de cascara de granada, extracto macerado y extracto PLE 1
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El analisis estadistico se realizé por pares de muestra (la misma muestra antes y luego

de la simulacién digestiva), como se representa en la figura.

Figura 9
Capacidad antioxidante medida por ABTS antes y después de la simulacion digestiva,

para la harina de cascara de granada, extracto macerado y extracto PLE 1
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FB EPLE1: Fraccién bioaccesible del extracto PLE bajo las condiciones de la corrida 1

El analisis estadistico se realizd por pares de muestra (la misma muestra antes y luego

de la simulacion digestiva), como se representa en la figura.

Figura 10
Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL antes y después de la simulacion

digestiva, para la harina de cascara de granada, extracto macerado y extracto PLE 1

75



1200

£ 1000
[
p=
g
o
tw
S 800
£
i A A
L
g 600
o
[
£
8
T 400
[=]
g
h=}
L]
o
S 200
(=N
(]
Q
0
Cascara FB Cascara EM FB EM EPLE1 FB EPLE1

Muestras

Nota.

Cascara: Harina de cascara de granada

FB Cascara: Fraccion bioaccesible de la harina de cascara de granada

EM: Extracto macerado en etanol 75% (etanol/agua v/v), libre de solvente
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EPLE1: Extracto PLE bajo las condiciones de la corrida 1, libre de solvente

FB EPLE1: Fraccion bioaccesible del extracto PLE bajo las condiciones de la corrida 1

El analisis estadistico se realizé por pares de muestra (la misma muestra antes y luego
de la simulacion digestiva), como se representa en la figura.

Los resultados anteriores muestran que, en general, no se observaron diferencias
apreciables de contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante (medida por
ORAC-FL) de los extractos de macerado, extracto PLE 1 y cascara de granada antes y
después de la simulacién digestiva, por lo que este proceso no estaria influyendo en la

disponibilidad de los compuestos que estas técnicas miden. Sin embargo, se observé
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un aumento de la capacidad antioxidante medida por ABTS para todas las muestras
luego de la digestion. Esto podria deberse a que el proceso de simulacion digestiva
logra liberar y exponer a aquellos compuestos que presentan actividad antioxidante de

metodologia ET, los cuales son detectados con la técnica de ABTS.

Okumus & Bakkalbasi (2021), analizaron tres variedades de cascara de granada y
realizaron una simulacion digestiva de los extractos obtenidos con etanol 60%
(etanol/agua v/v) y metanol. Luego de la digestion, reportaron valores de polifenoles
totales entre 111,9 y 120,9 mg GAE/g muestra, capacidad antioxidante medida por
ABTS entre 19100 y 49000 umol TE/g, y capacidad antioxidante medida por DPPH
entre 91400 y 125700 pmol TE/g. Para la capacidad antioxidante se observan valores
superiores a lo encontrado en el presente trabajo, y se observa una disminucion de la
capacidad antioxidante luego del proceso de simulacion digestiva, contrario a lo

encontrado en este trabajo.

4.2.5 Analisis de mermeladas y sus fracciones bioaccesibles

Como se indico anteriormente, el extracto obtenido en la extraccion PLE 1 bajo las
condiciones de 100% etanol, 120°C fue el seleccionado para incorporar a la mermelada
de frutilla. Con fines comparativos se incorpordé también a la mermelada el extracto
obtenido en la maceracion. De esta forma se elaboraron tres mermeladas de frutilla:
una mermelada control sin agregados, una mermelada con extracto PLE 1 y otra con
extracto de macerado. Ambos extractos se incorporaron al alimento en la misma
proporcion del 5%.

Se evalud el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de las dos
mermeladas, comparandola con la mermelada control. Los resultados se muestran en
la Tabla 11. Posteriormente, se realizé la simulacion digestiva de las tres mermeladas,
analizando el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de las

fracciones bioaccesibles. Estos resultados también se muestran también en la Tabla 11.
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Tabla 11
Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de mermeladas y sus

fracciones bioaccesibles

Contenido de Capacidad Capacidad
Polifenoles Antioxidante: Antioxidante:
Muestra
Totales (mg ABTS (umol TE/lg ORAC-FL (umol
GAE/g muestra) muestra) TE/g muestra)
Mermelada de frutilla 269+ 0,19° 406+0,16° 7,84+ 0,04°
control
Mermelada de frutilla 7,84+0,48¢° 28,31 +2,19° 10,77 £ 0,76 2
con extracto PLE 1
Mermelada de frutilla 6,12+ 0,31° 17,85+ 1,54° 8,10+ 0,522
con extracto de
macerado
Fraccion 3,95+ 0,31° 109,40 + 3,18 ¢ 71,08+541°
bioaccesible de
mermelada control
Fraccion 7,16 +0,39¢ 141,93 + 8,21 ¢ 133,36 + 5,96 ¢
bioaccesible de la
mermelada con
extracto PLE 1
Fraccion 577 +0,26 ¢ 162,21 £ 12,00 f 112,13 +4,73°

bioaccesible de la
mermelada con

extracto macerado
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Nota: Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones + SD. El
analisis de ANOVA se llevé a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas entre los valores. Por columna, letras diferentes indican

diferencias significativas con (p<0,05).

Las curvas de calibracion obtenidas y los calculos realizados se detallan en el Anexo 1,
2y 3.

La mermelada control presenta un contenido de polifenoles totales bajo de 2,69 + 0,19
mg GAE/g muestra, presentes naturalmente en la fruta a partir de la cual fue elaborada.
La incorporacién de un 5% de extracto, dio como resultado un contenido mayor de 7,84
+ 0,48 mg GAE/g muestra para la mermelada con extracto PLE 1, y de 6,12 £ 0,31 mg
GAE/g para la mermelada con extracto de macerado. Es decir que se aprecia un
aumento del 292% y 228%, respectivamente, luego de la incorporacion de los extractos
al alimento. Al analizar sus fracciones bioaccesibles, no se observan diferencias
significativas en los resultados de polifenoles totales luego de la digestion para el caso
de la mermelada con extracto de macerado, pero si se aprecia un aumento en la
mermelada control y una disminucion para la mermelada con incorporaciéon de extracto
PLE 1. A pesar de dicha disminucion para el extracto PLE 1 luego de la simulacién
digestiva, su valor sigue siendo superior al de la fraccion bioaccesible de la mermelada

control y de la mermelada con extracto de macerado.

Al analizar la capacidad antioxidante medida por el método de ABTS, se observa una
capacidad mayor de las mermeladas con agregado de extracto, al compararlas con la
mermelada control. También, se observdé un aumento significativo de la capacidad
antioxidante luego de la simulacion digestiva, para las tres mermeladas. La misma
tendencia se observdé para la capacidad antioxidante medida por el método de
ORAC-FL, lo cual evidencia que el proceso digestivo logra una exposicion o liberaciéon
de los compuestos antioxidantes de interés de la matriz analizada. La fraccion

bioaccesible de la mermelada con agregado de extracto PLE 1, fue la que obtuvo la
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mayor capacidad antioxidante medida por el método de ORAC-FL y el mayor contenido
de polifenoles totales. La fraccion bioaccesible de la mermelada con extracto de
macerado fue la que obtuvo el resultado mas alto de capacidad antioxidante medida por
el método de ABTS.

Resulta interesante destacar la falta de correlacion directa entre el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante para las fracciones bioaccesibles, ya que
se esperaria que, si luego del proceso de simulacion digestivo se detecta una
capacidad antioxidante mayor en las muestras, por ambos métodos, también se
observe para el contenido de polifenoles, pero esto no fue asi para el caso de la
mermelada con extracto de macerado, cuyo contenido de polifenoles totales antes y
después de la simulacién digestiva no presentaron diferencias significativas entre si, ni
para la mermelada con extracto PLE 1, la cual disminuyd su contenido de polifenoles
totales luego de la digestion. Esto podria explicarse por los diferentes compuestos que
son detectados a través de los diferentes métodos ensayados, pudiendo aumentar en
un caso y disminuir en el otro por consecuencia de los cambios estructurales y

composicionales en la matriz producidos por la simulacién digestiva.

Altunkaya et al. (2013), incorporaron cascara de granada en productos panificados, con
un porcentaje de sustitucion de harina entre el 0 y 10%, resultando en una capacidad
antioxidante del producto final entre 0,0018 y 0,0068 mmol pmol TE/g de pan recién

horneado, valores inferiores a los de la mermelada del presente trabajo.

El-Said et al. (2014), incorporaron un extracto acuoso de cascara de granada a un
yogurt, y los resultados de contenido de polifenoles totales, expresados en mg GAE/g
muestra fueron los siguientes: 3,09; 4,01; 4,89; 5,67; 6,09, 7,39; 7,49 y 7,61, después
de la inoculacion, con porcentajes de extracto de 5%,10%, 15%, 20%, 25%, 30% y
35%, respectivamente. Se observa que, con el mismo agregado de extracto del 5%, en
el presente estudio se obtiene un alimento con el doble de contenido de polifenoles

totales que el reportado por estos autores.
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Ismail et al. (2014), cocinaron galletas con incorporacion de diferentes porcentajes de
polvo de cascara de granada. Los resultados de polifenoles totales obtenidos,
expresados en mg GAE/g muestra fueron los siguientes: 0,90 para la galleta control y
1,04; 1,19; 1,33; 1,47 y 1,61 para las galletas con incorporacién de polvo de cascara de
granada en un 1,5%, 3%, 4,5%, 6% y 7,5%, respectivamente. Estos valores son

inferiores al de las mermeladas de este estudio.

Lotfy & Baraka (2018), incorporaron cascara de granada en tortas, obteniendo un
resultado de polifenoles totales de 0,0029; 0,0043; 0,0058 y 0,0067 mg GAE/g, para las
tortas con una incorporaciéon del 5%, 10%, 15% y 20%, respectivamente, de polvo de
cascara de granada. Todas las tortas antes mencionadas presentaron un valor final de
contenido de polifenoles totales inferior al de las mermeladas elaboradas en el presente
trabajo. El-Beltagi et al. (2022), también incorporaron extracto de cascara de granada a
tortas; la torta control (sin agregado de extracto) presentaba un contenido de polifenoles
totales de 1,15 £ 0,1 mg GAE/g, y el agregado de un 3% de extracto dié como resultado
un valor de 8,01 + 0,2 mg GAE/g. Se observa que el agregado de extracto de cascara
en el producto control logré un aumento del contenido de polifenoles totales en la

muestra, tal como se observo en el presente estudio.

Santos et al. (2012), reportaron valores de 0,96 mg GAE/g muestra para un queso con
agregado de extracto de romero y de 3,96 mg GAE/g muestra para un queso fresco
para untar con extracto de orégano. Ambos alimentos presentaron un contenido de
polifenoles totales inferior a las mermeladas elaboradas en el presente estudio,
destacando la cascara de granada y sus extractos por su elevada capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles.

No se han encontrado estudios de contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante de fracciones bioaccesibles de alimentos con incorporacién de extractos de

cascara de granada en bibliografia.
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4.2.6 Capacidad antidiabética

Los resultados obtenidos de capacidad antidiabética, medida a partir de la técnica de la

inhibicion de la a-Glucosidasa y expresados a través del IC50 (mg/mL) se muestran en

la Tabla 12. Se realizé el ensayo para la cascara de granada, extractos de macerado y

PLE 1 y para las mermeladas con agregado de extracto y mermelada control. También

se realizo el ensayo sobre los residuos de extraccion, con el fin de evaluar la eficacia

de la misma sobre los compuestos antidiabéticos. Sobre las fracciones bioaccesibles

no se realizé este ensayo, ya que la enzima a-Glucosidasa actua en el organismo antes

de la digestidn del alimento.

Tabla 12

Capacidad antidiabética, inhibicion de la a-Glucosidasa

Muestra
Harina de cascara de granada

Extracto de macerado en etanol 75%

(etanol/agua v/v)
Extracto PLE 1: 100 % etanol, 120°C

Residuo de macerado en etanol 75%

(etanol/agua v/v)

Residuo PLE 1: 100 % etanol, 120°C
Mermelada de frutilla control

Mermelada de frutilla con extracto PLE 1

Mermelada de frutila con extracto de

macerado

Capacidad antidiabética (IC50 mg/mL)

0,98 +£0,96 ®

0,79+0,08 2

0,756+0,03°

6,13+ 0,67 "

1,99+0,20 @
81,80 + 3,03 ©

19,89 +1,32°

29,76 + 1,67 ¢
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Nota: Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones + SD. El
analisis de ANOVA se llevd a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas. Letras diferentes indican diferencias significativas con

(p<0,05).

La curva de calibracion obtenida y los calculos realizados se detallan en el Anexo 4.

Los resultados reflejan que todas las muestras presentaron capacidad antidiabética,
pero en diferentes proporciones. EI mayor porcentaje de inhibicion de la a-Glucosidasa
se le adjudica a la acarbosa con un IC50 de 4,0 £ 0,3 uyg/mL, Fernandez-Fernandez et
al. (2019). Se obtuvieron los menores valores de IC50 (mayor capacidad antidiabética),
sin diferencias significativas entre ellos, para la cascara de granada, extracto de

macerado y extracto y residuo PLE 1.

Okumus & Bakkalbasi (2021), reportaron valores de IC50 para sus extractos de
cascara de granada entre 0,06 y 0,14 mg/mL, dependiendo de la variedad analizada, a
través de la inhibicién de la a-Glucosidasa, siendo una capacidad antidiabética superior

a la encontrada en el presente trabajo para los extractos estudiados.

Fernandez- Fernandez et al. (2021), analizaron la capacidad antidiabética de sus
muestras por el método de la a-Glucosidasa, y reportaron valores de IC50 de 0,151
mg/mL y de 0,157 mg/mL para un extracto acuoso y otro etandlico de Marcela,
respectivamente, observandose una capacidad antidiabética en el mismo orden que la

encontrada para la cascara y sus extractos.

Al observar los resultados obtenidos para las mermeladas, se aprecia que la
incorporacion de los extractos a la mermelada control en una proporcion del 5% logro
un aumento considerable de la capacidad antidiabética original de partida, pasando de
un valor de IC50 (mg/mL) de 81,80 + 3,03 a valores de 19,89 + 1,32 y 29,76 + 1,67,

para la mermelada con agregado de extracto PLE 1 y de macerado, respectivamente.
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La mermelada con el agregado del 5% de extracto PLE 1 fue la que obtuvo la mayor
capacidad antidiabética de las tres mermeladas, constituyéndose asi como una opcion
de alimento saludable y funcional apto para el sector de consumidores que presenta o

tiene tendencia a presentar diabetes.

GCam et al. (2013a), incorporaron compuestos fendlicos de cascara de granada
encapsulados en helado, obteniendo un resultado de IC50 de 0,05 mg/mL para el
helado con 0,5% de compuestos fendlicos incorporados, y de 0,02 mg/mL para el
helado con una incorporacién del 1% de compuestos fendlicos, aplicando la técnica de
la a-Glucosidasa. Se observa en ambas matrices alimentarias una capacidad
antidiabética mayor a la encontrada en el presente estudio, tanto en las mermeladas
como en los extractos, lo cual se explica probablemente por el hecho de que en el
estudio de estos autores los polifenoles se agregaron encapsulados al helado,
generando una proteccion de los mismos y permitiendo que lleguen en concentraciones

mucho mas elevadas al alimento final.

En otro estudio de Cam et al. (2013b), incorporaron extracto de cascara de granada
obtenido a partir de una extraccion con acetona a helado, en una concentracion de
0,1% y 0,4%. Los resultados obtenidos de capacidad antidiabética, medidos por el
método de la a-Glucosidasa fueron de 0,05 y 0,02 respectivamente, expresados como
el IC50 (mg/mL). El helado control no presentd capacidad antidiabética. Resulta
interesante observar que estos valores coinciden con el estudio mencionado
previamente, pero en este caso se realizd6 la extraccién sodlido-liquido y no se
encapsularon los compuestos de interés. La mayor capacidad antidiabética en este

caso podria deberse a la técnica de extraccion utilizada.

Los resultados obtenidos en las mermeladas del presente estudio indican que tanto la
cascara de granada como los extractos evaluados poseen actividad antidiabética, y que
al ser incorporados a un alimento con una baja capacidad antidiabética logran
transformarlo en un alimento con potencial para inhibir la accién de la a-Glucosidasa,

enzima que participa en la digestiéon de carbohidratos. Esta capacidad antidiabética
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podria relacionarse con su contenido en polifenoles, compuestos conocidos por sus

propiedades antioxidantes y antidiabéticas (Okumus & Bakkalbasi, 2021).

Se evidencia que ninguna de las dos técnicas de extraccion logré concentrar los
compuestos con capacidad antidiabética (al comparar los resultados con el de la
cascara de partida), sin embargo, la mermelada con la incorporacion del extracto PLE 1
presentd una capacidad antidiabética considerablemente superior a la mermelada con
incorporacion del extracto de macerado. Esto podria explicarse por interacciones
diferentes entre los extractos y la matriz a la cual se incorporaron. Son necesarios mas

estudios para concluir al respecto.

4.2.7 Identificacion de compuestos fendélicos por HPLC

Se llevo a cabo un estudio por HPLC de los cuatro extractos PLE y del extracto de
macerado, con el fin de identificar y cuantificar los compuestos fendlicos mayoritarios
en las muestras y compararlos, evidenciando posibles diferencias debidas a las
técnicas y condiciones de extraccidon. Se siguid el procedimiento reportado por Cam &
Hisil (2010), utilizando como patron quercetina para realizar una curva de calibracién
con el fin de cuantificar los compuestos de interés. Se obtuvieron cromatogramas a 280
nm y 378 nm para cada extracto, muy similares entre si. Se muestra a modo de
ejemplo en la Figura 11 los cromatogramas del extracto PLE 3 (100% etanol, 100°C).
Figura 11

Cromatogramas del extracto PLE 3 a 280 nm y 378 nm
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A partir de los cromatogramas obtenidos a 378 nm y de lo reportado por Cam & Hisil
(2010), comparando los tiempos de retencion, se identificaron los compuestos de los
picos principales en los cinco extractos: punicalagina A, punicalagina B, derivados de
punicalagina, acido elagico y derivados del acido elagico. No se identificé acido galico

ni quercetina en ninguna de las muestras. A partir del area de los picos se cuantificaron
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los compuestos. Los tiempos de retencién y los calculos de cuantificacion se detallan

en el Anexo 5.

La punicalagina B fue el compuesto mayoritario encontrado en todos los extractos, en
una cantidad expresada en mg quercetina/ 100 g de muestra (libre de solvente) de
568,4; 685,5; 972,1 y 1082,9, para los extractos PLE 1, 3, 2 y 4, respectivamente, y de
1001,27 para el extracto de macerado. La punicalagina A fue cuantificada en una
cantidad de 164,2; 256,8; 344,3 y 454,6 mg quercetina/ 100 g de muestra libre de
solvente, para los extractos PLE 1, 3, 2 y 4, respectivamente, y de 978,67 para el
extracto de macerado. También, se identificé una cantidad apreciable de derivados de
punicalagina en todos los extractos de 69,1; 70,7; 180,3 y 261,2 mg quercetina/ 100 g
de muestra (libre de solvente), para los extractos PLE 1, 3, 4 y 2, respectivamente, y de
369,73 para el extracto de macerado. El acido elagico fue cuantificado en todos los
extractos en valores de 233,4; 291,7; 303,3 y 385,4 mg quercetina/ 100 g de muestra
(libre de solvente), para los extractos PLE 4, 1, 3 y 2, respectivamente y de 212,19 en
el extracto de macerado. Finalmente, los derivados del acido elagico fueron
identificados en mayor cantidad en el extracto PLE 2, con un valor de 122,6 mg
quercetina/ 100 g de muestra (libre de solvente), seguido por el extracto de macerado
con un valor de 116,28 y de los extractos PLE 3, 1y 4, con valores de 83,1; 80,0 y 63,8
mg quercetina/ 100 g de muestra, respectivamente. A partir de los valores antes
mencionados se calculé el contenido total de compuestos fendlicos en las muestras,
detallado en la Tabla 13.

Tabla 13

Contenido total de compuestos fendlicos determinados por HPLC
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Contenido de compuestos

Muestra -

fendlicos (%)

Extracto PLE 1: 100 % etanol, 120°C 1,64 £0,10 2

Extracto PLE 2: 75 % etanol/agua v/v, 2,10+0,13"

120°C

Extracto PLE 3: 100 % etanol, 100°C 1,38 £ 0,04 @

Extracto PLE 4: 75 % etanol/agua v/v, 1,98+0,21°

100°C

Extracto macerado: 75% etanol/agua v/v 2,57 +0,03°

Nota: Los resultados estan expresados como el promedio de las mediciones £ SD. El
analisis de ANOVA se llevo a cabo utilizando el test de Tukey para establecer las
diferencias significativas. Letras diferentes indican diferencias significativas con

(p<0,05).

El mayor porcentaje de compuestos fendlicos se obtuvo en el extracto de macerado
con un valor de 2,57 + 0,03 %, seguido de los extractos PLE 2 (2,10 + 0,13 %), PLE 4
(1,98 £0,21) y PLE 1 (1,64 £ 0,10 %), sin diferencias significativas entre si.

Como se aprecia en los cromatogramas (Figura 11), la punicalagina A y B fueron los
compuestos mayoritarios identificados en las muestras. La suma de los dos anémeros
se cuantifico entre un 31% y 78% de los compuestos fendlicos totales identificados en
las diferentes muestras, con una proporcién mayoritaria de punicalagina B en todos los
casos. En el caso del extracto de macerado, sin embargo, la proporcion de
punicalagina A y B son muy similares (ver Anexo 5). El acido elagico también se

encontré en una proporcidn apreciable en los cinco extractos, entre un 8% y un 24%

88



del total de compuestos fendlicos (ver Anexo 5), caracterizandose el extracto de
macerado por tener una cantidad inferior a los cuatro extractos PLE. Por lo anterior, se
puede concluir que la maceracién favorece la extraccidén de punicalaginas sobre la

extraccion de acido elagico, y lo contrario se observa en las extracciones PLE.

Toledo-Merma et al. (2022), reportaron un valor maximo de 0,05% de punicalagina A,
0,2% de punicalagina B, y 0,03% de acido elagico en el extracto, luego de optimizar las
condiciones de la extracciéon PLE con etanol como solvente (60°C y 20 bar), valores
inferiores a lo encontrado en esta investigacion. Garcia et al. (2021), reportaron en su
extracto un contenido de punicalagina (A+B) bajo las condiciones de extraccion PLE
optimas (198,6°C y 76,6 % etanol/agua v/v) de 17 mg/g, es decir un 1,7%, valor del
mismo orden al encontrado en el presente estudio para el contenido total de

polifenoles.

Asimismo, Alexandre et al. (2017), optimizaron la obtencién de compuestos fendlicos
en una extraccion asistida con altas presiones utilizando etanol como solvente, y
cuantificaron los compuestos por HPLC. Encontraron los mismos compuestos
mayoritarios: punicalagina y sus derivados y acido elagico, y también otros no
identificados en el presente estudio como acido galico y granatina A. En otro estudio
reportado por Santos et al. (2019), realizaron extracciones liquidas con gases
expandidos (GXL) de cascara de granada de variedad Wonderful asistida con
ultrasonido, detectandose veinte picos diferentes en los extractos, entre los cuales la
punicalagina A, punicalagina B y el acido elagico también fueron identificados como los
compuestos mayoritarios. Kumar et al. (2022), en su estudio con granada de la
variedad Bhagwa secada al sol, reportaron, para el extracto obtenido por extraccion
con etanol asistida por ultrasonido, un contenido de acido galico del 0,16%, acido
elagico 0,74%, punicalagina 0,014% y quercetina 0,012%, haciendo un total de 0,93%
entre estos compuestos. Este resultado se aproxima al encontrado en esta
investigacion para el total de polifenoles. Se concluye que, aun utilizando metodologias
diferentes de extraccion sobre la cascara de granada, se detectaron en los trabajos

antes mencionados los mismos tres compuestos fenolicos mayoritarios.
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Otros estudios informaron resultados mayores, entre los que se destaca el de Marra et
al. (2022), quienes reportaron un valor de 24% de acido elagico para su muestra de
cascara de granada secada por metodo spray como el compuesto mayoritario, seguido
por las punicalaginas con un porcentaje del 8,6%. Cabe destacar que la cascara en
este estudio pasd por un proceso de extraccion previo a la deteccion de los
compuestos por HPLC, la cual se realiz6 con metanol y acetona (primero 0,1 g de
cascara de granada liofilizada se disolvieron en 10 mL de HCI 1% en metanol y luego
0,1 g de la mezcla obtenida se disolvié en 10 mL de solucién de acetona: HCI 1% en
metanol (1:1)). Esto podria explicar el elevado porcentaje de polifenoles cuantificados
en este estudio que difiere con lo encontrado en esta investigacion, sin embargo, los

compuestos mayoritarios son los mismos.

Cam & Hisil (2010), reportaron que los principales compuestos cuantificados por HPLC
en su estudio con cascara de granada fueron punicalagina A, punicalagina B, acido
elagico y galico. Los autores calcularon la cantidad de estos compuestos presentes en
su muestra de extracto de cascara de granada (obtenido a partir de una extraccion con
agua presurizada) medida a 378 nm para las punicalaginas y acido elagico, y a 280 nm
para el acido galico, obteniendo un contenido de punicalagina (A+B) de 116,6 £ 12,2
mg/g, derivados de punicagalica un total de 25,96 mg/g, acido elagico 1,25 + 0,2 mg/g,
derivados de acido elagico 3,23 mg/g, y acido galico 1,43 £ 0,3 mg/g. Estos resultados
suman un total de 148,5 mg/g, es decir un 15%, valor superior al encontrado en este

trabajo para todas las muestras (Tabla 13).

Savikin et al. (2018), cuantificaron el contenido de compuestos fendlicos por HPLC de
extractos etanolicos de cascara de granada, obteniendo los siguientes resultados:
punicalagina (A+B) 5,8%, punicalina 16,5%, acido elagico 2,2% y acido galico 0,8%.
El-Beltagi et al. (2022), realizaron cromatografia LC-MS/MS sobre extracto de cascara
de granada obtenido con una mezcla de metanol, etanol y agua, reportando como
componentes mayoritarios acido galico (17,44%), acido elagico (16,54%),
cianidina-3-O-glucésido (14,54%), punicalagina B (9,25%) y punicalagina A (6,34%).
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Finalmente, Okumus & Bakkalbasi (2021), realizaron una extraccion de cascara de
granada con etanol 60% y metanol, reportaron valores de punicalagina A entre 9,7 y
27,8%, segun la variedad de la fruta utilizada, de punicalagina B entre 10,1y 23,7%, y
de acido elagico entre 0,5 y 1,0%. Estos trabajos también presentan resultados

superiores a los encontrados en esta investigacion.

Al comparar los resultados obtenidos en esta investigacion con lo reportado en
bibliografia, se evidencia la dependencia directa de los compuestos extraidos con la
técnica de extraccion utilizada y los solventes empleados, y con las caracteristicas del
material de partida. La deteccion y cuantificacion de los compuestos mayoritarios en los
extractos PLE explica, en gran medida, la gran capacidad antioxidante y el alto
contenido de polifenoles totales detectados por las otras técnicas y detallados en el
punto 4.2.3. De los compuestos mayoritarios encontrados en los extractos, el acido
elagico presenta propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,
neuroprotectoras, antihepatotoxicas, anticolestaticas, antifibrogénicas,
anticancerigenas, citotoxicas y antivirales, (Marra et al., 2022). Por su parte, la
punicalagina presenta actividad antioxidante, hepatoprotectora, antiaterosclerética y

antitumoral comprobada (Marra et al., 2022).

Los resultados obtenidos mediante HPLC para los extractos PLE indican que, al utilizar
etanol al 100% como solvente en condiciones de extraccion PLE a temperatura
constante, se observd una disminuciéon en el contenido de punicalagina y sus
derivados, mientras que se incrementd la concentracion de acido elagico y sus
derivados, al compararlo con el extracto obtenido con una mezcla de etanol y agua.
Este comportamiento se puede atribuir a la menor polaridad del solvente, que restringe
la extraccién de punicalaginas y favorece la de acidos fendlicos. Este hallazgo coincide
con los reportes de Rocchetti et al. (2018) y Garcia et al. (2021). Adicionalmente, al
mantener la misma composicion de solvente en la extraccion PLE y aumentar la
temperatura, se evidencido un incremento en la concentracion de acido elagico y sus
derivados, junto con una disminucion en el contenido de punicalaginas. Este fenbmeno

sugiere que temperaturas elevadas facilitan la hidrélisis de compuestos poliméricos,
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como los elagitaninos, generando compuestos fendlicos monoméricos, como el acido
elagico. Este comportamiento también puede explicar el resultado obtenido de
polifenoles totales en los extractos, ya que los que obtuvieron los mayores valores
(extracto PLE 1 y 2) fueron los obtenidos bajo la condicién de temperatura mayor
(120°C). La alta temperatura aplicada en estas extracciones favorece la hidrdlisis de los
compuestos poliméricos, formando compuestos fendlicos monoméricos que son

detectados por el método de Folin-Ciocalteu, (Garcia et al., 2021).

4.3 Resultados globales
Se elaboraron dos productos con la incorporacion de extractos de cascara de granada;
ambos presentan el aspecto y consistencia tipica de una mermelada, y fueron

elaborados sin azucar.

Tomando como referencia lo establecido por la EFSA (European Food Safety Authority
(EFSA), 2011) en cuanto al contenido de quercetina en una muestra y su capacidad
antioxidante, si bien no se identific6 quercetina en las mermeladas elaboradas, la
mermelada con agregado de extracto PLE 1, por ejemplo, presentd un contenido de
polifenoles totales medida por Folin-Ciocalteu de 7,84 + 0,48 mg GAE/g muestra. En un
consumo normal de mermelada de 10 gramos al dia, el contenido de polifenoles es de
78,4 mg GAE, por lo cual podria llegar a promocionarse con un claim que le atribuya
una potencial actividad antioxidante. Segun otros autores (Scalbert & Williamson, 2000,
como se citdé en Santos et al., 2012) la ingesta recomendable de compuestos fendlicos
es de 1 g/dia, es decir que el consumo planteado de mermelada estaria satisfaciendo el
7,84%, mientras que en la investigacion llevada a cabo por Saura-Calixto et al. (2007),
la ingesta media diaria de polifenoles en las dietas espafolas se estimoé entre 2590 y
3016 mg/dia, por lo que el consumo de esta mermelada representaria entre el 2,5 y

3%. No existen reglamentaciones para declarar alimentos con potencial antidiabético.
Al analizar la efectividad de las técnicas de extraccion aplicadas (maceracién y PLE) se

observa que las dos lograron concentrar los compuestos antioxidantes de la cascara de

granada, para algunas de las condiciones estudiadas. La extraccién PLE bajo las

92



condiciones de 100% etanol y 120°C se identifico como la éptima, permitiendo obtener
el extracto con el mayor contenido de polifenoles totales y la mayor capacidad
antioxidante medida por ABTS, valores superiores al del extracto de macerado. Por
otro lado, el extracto macerado fue el que presentd, de todos los extractos, la mayor
capacidad antioxidante medida por el método de ORAC-FL. Sin embargo, ésta técnica
tradicional presenta la desventaja de su mayor consumo de solvente y mayor tiempo de
extraccién al compararla con la extraccion PLE, por lo que se identifica esta ultima
como la técnica mas eficiente para extraer los compuestos antioxidantes de la cascara
de granada. Este resultado permite concluir que la extraccion PLE concentra
principalmente compuestos antioxidantes con metodologia ET. Al analizar en conjunto
este resultado con lo obtenido mediante HPLC, se esperaria que el acido elagico, cuya
extraccion fue favorecida mediante la técnica PLE presente principalmente metodologia
antioxidante ET, mientras que la punicalagina A y B, extraidas en mayor proporcion en
la maceraciéon podrian presentar principalmente capacidad antioxidante con

metodologia HAT.

Posteriormente, se realizé la simulacion digestiva de la cascara y de los extractos, no
observandose diferencias apreciables de contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante (medida por ORAC-FL) de los extractos de macerado, extracto PLE 1y
cascara de granada antes y después de la simulacién digestiva, por lo que este
proceso no estaria influyendo en la disponibilidad de los compuestos que estas
técnicas miden. Sin embargo, si se observo un aumento de la capacidad antioxidante
medida por ABTS para todas las muestras luego de la digestidn, por lo que se puede
concluir que el proceso de simulacion digestiva si logra liberar de la matriz y exponer
los compuestos antioxidantes detectados en esta técnica. Al final del proceso digestivo,
la cascara, el extracto de macerado y el extracto PLE 1 presentan contenido de
polifenoles totales y capacidad antioxidante medida por ORAC-FL sin diferencias
significativas, destacandose el extracto macerado por su capacidad antioxidante

medida por ABTS superior al de las otras dos muestras.
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Luego de incorporar los extractos en la mermelada en una proporcion del 5% y analizar
las propiedades bioactivas de las mismas, se observo un aumento en el contenido de
polifenoles totales y capacidad antioxidante al compararse con la mermelada control.
La mermelada con la incorporacién del extracto PLE 1 fue la que present6 el mayor
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante medida por ABTS, no
presentando diferencias significativas en la capacidad antioxidante medida por

ORAC-FL con la mermelada con agregado de extracto de macerado.

Se observo un aumento significativo de la capacidad antioxidante luego de la digestion
para las dos mermeladas, tanto por ABTS como por ORAC-FL, lo cual evidencia que el
proceso digestivo logra una exposicion o liberacién de los compuestos antioxidantes de
interés de la matriz analizada. La fraccion bioaccesible de la mermelada con agregado
de extracto PLE 1, fue la que obtuvo la mayor capacidad antioxidante medida por el
método de ORAC-FL y el mayor contenido de polifenoles totales. La fraccion
bioaccesible de la mermelada con extracto de macerado fue la que obtuvo el resultado

mas alto de capacidad antioxidante medida por el método de ABTS.

Con respecto a la capacidad antidiabética, el extracto PLE 1 obtuvo uno de los
mayores resultados, sin diferencias significativas con la cascara de granada, extracto
de macerado y residuo PLE 1. Sin embargo, la mermelada con la incorporacion del
extracto PLE 1 fue el producto final que demostré tener la mayor capacidad
antidiabética. Los compuestos bioactivos interaccionan con la matriz en la cual se
encuentren y los complejos e interacciones que se forman varian en funcion de la
misma y del compuesto de interés. Esto podria explicar el resultado observado, donde
se partié de extractos con capacidad antidiabética sin diferencias significativas, pero al
introducirlos en una misma matriz se obtuvieron dos productos finales con capacidad
antidiabética diferente (Altunkaya et al., 2013; EI-Said et al., 2014).

5 CONCLUSIONES

5.1 Conclusiones generales
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En el presente estudio se han alcanzado los objetivos propuestos. Se caracterizé
fisicoquimicamente la cascara de granada estudiada, y se realizd la extraccion de la
misma, utilizando una técnica tradicional (maceracion) y una técnica innovadora (PLE).

Los extractos obtenidos por ambas técnicas fueron caracterizados.

La extraccion PLE se destacé sobre la extraccion por maceracion, logrando un proceso
mas eficiente en términos de tiempo y cantidad de solvente utilizado, y el extracto
obtenido se caracterizé por una mayor concentracion de los compuestos antioxidantes
con metodologia ET, siendo los mayoritarios encontrados punicalagina A y B, y acido

elagico.

La mermelada que incorpora el extracto PLE 1 se presenta como el producto mas
destacado, debido a su capacidad antioxidante y antidiabética, constituyendo un
alimento con potencial funcional novedoso que busca satisfacer la creciente demanda
del mercado por productos naturales con beneficios para la salud. Ademas, cumple la
doble funcién de aprovechar un subproducto agroindustrial, contribuyendo asi a la

reduccion de la contaminacién ambiental y promoviendo procesos sostenibles.

La presente investigacién contribuye al conocimiento cientifico sobre las propiedades
antioxidantes y antidiabéticas de la cascara de granada y sus extractos, analizando de
manera innovadora la fraccién bioaccesible de un alimento con la incorporacién de los
extractos obtenidos. Los resultados obtenidos son alentadores y representan un punto

de partida para futuras investigaciones.

5.2 Futuras investigaciones

El presente estudio no incluyd la elaboracién de una mermelada que incorpore harina
de cascara de granada de manera directa, lo cual representa una oportunidad
interesante, dada la capacidad antioxidante y antidiabética demostrada de este
ingrediente, que no requiere extracciones previas. A su vez, la incorporacion de
cascara de granada de forma natural contribuiria al aporte de fibra alimentaria. En este

punto seria necesario realizar un estudio sensorial comparando las 4 mermeladas
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(control, con agregado de extracto macerado, con agregado de extracto PLE y con
harina de cascara de granada). La literatura sugiere que los compuestos fendlicos
influyen significativamente en los atributos sensoriales de los alimentos, como el sabor,
el aroma vy el perfil organoléptico (El-Beltagi et al., 2022), y la incorporacion directa de
cascara de granada podria tener un impacto negativo mayor en estos aspectos, por lo

cual realizar estudios de evaluacion sensorial resulta necesario.

Asimismo, es relevante evaluar el efecto de la adicion de cascara o extractos de
cascara de granada en la vida util de los productos elaborados, ya que se ha
documentado una influencia positiva de la misma, logrando prolongar
significativamente la vida util de diversos alimentos (Ismail et al., 2014; El-Beltagi et al.,
2022). Sin embargo, los compuestos antioxidantes son conocidos por su inestabilidad
durante el almacenamiento, ya que son susceptibles a factores como temperatura, luz,
pH, oxigeno y la actividad de agua en la matriz alimentaria (Ventura et al., 2012). Por
ello, es de gran interés estudiar sus propiedades bioactivas a lo largo del tiempo.
Ademas, el analisis de la estabilidad microbiolégica de las mermeladas complementaria

el estudio sensorial y de vida util, aportando valiosa informacion a la investigacion.
Finalmente, aunque este trabajo se centré exclusivamente en la capacidad antioxidante
y antidiabética de la cascara de granada y sus extractos, es importante sefialar que

este residuo posee numerosas propiedades bioactivas que merecen ser exploradas en

las mermeladas elaboradas.
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7 ANEXOS

Se muestra a continuacion, a modo de ejemplo, una curva de calibracion para cada uno
de los métodos utilizados a lo largo del trabajo, las mediciones realizadas y el calculo
correspondiente para obtener el resultado final.

7.1 Anexo 1: Contenido de polifenoles totales: Folin-Ciocalteu

Figura 12

Curva de calibracion Absorbancia a 750 nm vs. concentracion de acido galico (mg/mL)

0,178*x + 0,062 R? = 0,992

075

05

Absorbancia 750 nm

0725

0,05 02 04 06 08 1

[Glico] (mg/mL)

Muestra: fraccidon bioaccesible de mermelada con extracto de macerado
Masa de muestra: 127,1 (repeticion 1,2,3 y 4) y 124,3 mg (repeticion 5,6,7 y 8)

Dilucion: sin dilucion
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Tabla 14
Contenido de polifenoles totales en la fraccion bioaccesible de mermelada con extracto

de macerado

mg GAE/g Promedio mg

Repeticion Absorbancia muestra GAE/g muestra SD Ccv

1 0,678 5,466

2 0,71 5,739

3 0,718 5,807

4 0,691 5,577
5,77 0,26 4,50

5 0,725 5,999

6 0,756 6,269

7 0,677 5,580

8 0,694 5,728

mg GAE /g muestra = ((absorbancia — o.0)/pendiente) * (dilucion/masa (g))
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7.2 Anexo 2: Capacidad antioxidante: ABTS

Figura 13

Curva de calibracion Absorbancia a 750 nm vs. concentracion de trolox (mM)

08
-0,108%x + 0,724 R? = 0,973

0,6

04

Absorbancia 750 nm

02

0,0
0 025 05 08 1 1.5

[Trolox] (mM)

Muestra: Fraccion bioaccesible del extracto PLE 1
Masa de muestra: 25,29 mg (repeticion 1,2,3 y 4) y 25,23 mg (repeticion 5,6,7 y 8)

Dilucién: 1/100
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Tabla 15
Capacidad antioxidante medida por ABTS de la fraccion bioaccesible del extracto PLE

1

pmol TE/lg Promedio pmol

Repeticion Absorbancia SD Ccv
muestra TE/g muestra
1 0,402 3199347
2 0,385 3376.664
3 0,388 3345 373
4 0,392 3303,651
3316.40 6594 1,99
o 0,398 3248,134
6 0,384 3394478
7 0,388 3352,666
8 0,392 3310,853

wmol TE /g muestra = ((absorbancia — o.0)/pendiente) * (dilucion/masa(g))
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7.3 Anexo 3: Capacidad antioxidante: ORAC-FL

Figura 14

Curva de calibracion AUC vs. concentracion de trolox (uM)

20000

1628*x + 8871 R2=0.979

15000

< 10000

AU

5000

10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracién de Trolox yM

Muestra: extracto PLE 1, libre de solvente
Masa de muestra: 52,6 mg (repeticion 1y 2) y 51,6 mg (repeticion 3 y 4)

Dilucion: 1/1000 (repeticion 1y 2) y 1/1500 (repeticiéon 3 y 4)
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Tabla 16

Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL del extracto PLE 1

pmol TE/lg Promedio pmol

FEERE O HAlle muestra TE/g muestra 2 2y
1 1493000 897,63
2 1384000 /70,34
806,85 67,32 8,34
3 1141000 /4399
4 1181000 81542

umol TE /g muestra libre de solvente = ((absorbancia — o.0)/pendiente) * (dilucién/masa (g))
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7.4 Anexo 4: Capacidad antidiabética: inhibiciéon de la a-Glucosidasa

Figura 15

Curva de calibracion: % inhibicion vs. concentracion (mg/mL)

100

90
y = 18,822In(x) - 7,881
80 y = 18,853In(x) - 6,4359 R?=0,9919
2 —
20 R?=0,9704

Y = i..:::.- ____
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-----

.....
T
ot

-"‘

50 e

R i y =19,543In(x) - 8,0208
40 e R? = 0,9848

% Inhibicion

30 ,:;:;:.. b

20 K

.5‘3

10

0
0 10 20 30 40 50

Concentracién (mg/mL)

Tabla 17

Capacidad antidiabética de la mermelada con extracto PLE 1

IC 50 Promedio mg/mL SD cv
21,6537356
19,9548163
19,89 1,32 6,66
18,4848197
19,4700791
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7.5 Anexo 5: HPLC

Figura 13

Curva de calibracion mg quercetina vs. area, a 378 nm

masa (mg) 3,06E-10*x + -4E-05 R2=0,996

0,005
0,004

0,003

masa (mg)

0,002

0,001

0,000
0 250E+6 5.00E+6 7.50E+6 1,00E+7 125E+7

Area 378 nm

% de quercetina en la muestra = (mg de quercetina en el vial/mg muestra en el vial) * 100
mg de quercetina en el vial = (v. vial * mg de quercetina)/v. inyectado
mg de quercetina = pendiente * Area — 0.0

Tabla 18

Masa de muestra en el vial

Muestra masa (mg) corrida 1 masa (mg) corrida 2
Extracto PLE 1 9.1 10,8
Extracto PLE 2 9,8 10,1
Extracto PLE 3 10,4 9,8
Extracto PLE 4 10,0 10,4
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Extracto macerado en

etanol 75% etanol/agua v/v

Tabla 19

9,7

10,9

HPLC del extracto PLE 1 (100 % etanol, 120 °C): tiempos de retencion, area de pico,

contenido del compuesto en la muestra y porcentaje del compuesto en el total de

compuestos identificados

Compuesto

Derivados de
punicalagina
Derivados de
punicalagina
Acido galico
Derivados de
punicalagina
Punicalagina
A
Punicalagina
B

Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico
Acido

elagico

tr (min)
corrida

1

55

7,7

13,0

21,2

23,1

23,4

241

Area
corrida
1

237.689

516.121

1.434.59
4

182.619

17.799

18.489

754.800

mg
quercetina/
100 g
muestra c1

107,3

233,0

647,7

82,4

8,0

8,3

340,8

%
corrida
1

7,5

16,3

45,4

5,8

0,6

0,6

23,9

tr (min)
corrida
2

5,2

5,5

7,7

13,0

21,1

23,1

23,3

24,0

Area
corrida
2

12.533

55.982

211.126

1.083.06
7

109.249

12.704

13.636

537.370

mg

quercetina/

100 g

muestra c2

5,7

253

95,3

489,0

49,3

5,7

6,2

2426

%

corrida

2

0,3

1,4

5,2

26,4

2,7

0,3

0,3

13,1
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Tabla 20

HPLC del extracto PLE 1 (100 % etanol, 120 °C): promedio final de compuestos

fendlicos
Contenido
Parametro Corrida1 Corrida2 promedio SD cv
(%)

Area Total 3.162.111 4.095.667
C (mg/mL) 6,07 7,20
Viny (mL) 10 10 1,64 0,10 6,18
Masa iny. (mg) 0,061 0,072
Contenido (%) 1,57 1,71
Tabla 21

HPLC del extracto PLE 2 (75 % etanol/agua v/v, 120 °C): tiempos de retencion, area de

pico, contenido del compuesto en la muestra y porcentaje del compuesto en el total de

compuestos identificados

tr A mg tr A mg
(min) Area quercetina % (min) Area  quercetina %
Compuesto - corrida /100 g corrida . corrida /100 g corrida
corrida corrida
1 muestra 1 2 muestra 2
1 2
cl c2
Derivados de
. ] - - - - 5,3 107.921 48,7 24
punicalagina
Derivados de
55 741.856 334,9 15,6 55 307.045 138,6 6,9

punicalagina

Acido gélico - - -
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Derivados de

punicalagina

Punicalagina
A

Punicalagina
B

Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico

Acido elagico

Tabla 22

7,7

13,0

21,1

231

23,4

241

932.386 4210 19,6 7,7  592.869
2.030.27 io7 5o 227601
) 916,7 : : o
214592 959 4,5 21,1 250.236
19.705 8.9 0,4 231 21.133
18.176 8.2 0,4 233  19.449
800175 3613 16,8 240  907.020

2677

1027,6

113,0

9,5

8,8

409,5

13,2

50,8

5,6

0,5

0,4

20,2

HPLC del extracto PLE 2 (75 % etanol/agua v/v, 120 °C): promedio final de compuestos

fendlicos

Parametro

Area total
C (mg/mL)
Viny (mL)

Masa iny. (mg)

Contenido (%)

Contenido
Corrida1 Corrida2 promedio SD
(%)
4.757.162 4.481.691
6,53 6,73
10 10 2,10 0,13
0,065 0,067
2,19 2,00

cv

6,35
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Tabla 23

HPLC del extracto PLE 3 (100 % etanol, 100 °C): tiempos de retencion, area de pico,

contenido del compuesto en la muestra y porcentaje del compuesto en el total de

compuestos identificados

Compuesto

Derivados de
punicalagina
Derivados de
punicalagina
Acido gélico
Derivados de
punicalagina
Punicalagina
A
Punicalagina
B

Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico

Acido elagico

tr
(min)
corrida
1

5,2

55

7,7

13,0

21,2

23,1

23,4

24,1

Area
corrida
1

80.113

136.324

728.893

1.476.39
5

132.427

20.630

27.809

645.045

mg
quercetina
/100 g
muestra
ci

36,2

61,5

3291

666,6

59,8

9,3

12,6

291,2

%
corrida
1

2,5

4,2

22,4

45,5

41

0,6

0,9

19,9

tr
(min)
corrida
2

53

55

7,7

13,0

21,1

23,1

23,3

24,0

Area
corrida
2

40.710

56.056

408.430

1.560.12
8

139.470

20.167

27.761

698.573

mg
quercetina
/100 g
muestra
c2

18,4

25,3

184,4

704,4

63,0

9,1

12,5

3154

%
corrida
2

1,4

1,9

13,8

52,9

4,7

0,7

0,9

23,7
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Tabla 24

HPLC del extracto PLE 3 (100 % etanol, 100 °C): promedio final de compuestos

fendlicos
Contenido
Parametro Corrida1 Corrida2 promedio SD Ccv
(%)

Area Total 3.247.636 2.951.295
C (mg/mL) 6,93 6,53
Viny (mL) 10 10 1,38 0,04 2,56
Masa iny. (mg) 0,069 0,065
Contenido (%) 1,41 1,36
Tabla 25

HPLC del extracto PLE 4 (75 % etanol/agua v/v, 100 °C): tiempos de retencion, area de

pico, contenido del compuesto en la muestra y porcentaje del compuesto en el total de

compuestos identificados

tr . mg tr . mg
(min) Area  quercetina % (min) Area  quercetina %
Compuesto corrida corrida /100 g corrida corrida corrida /100 g corrida
1 muestra 1 2 muestra 2
1 2
c1 c2
Derivados de
. ] - - - - 53 95.294 43.0 2,3
punicalagina ’
Derivados de
. ] 55 491.105 2217 10,4 55 146.369 66.1 3,5
punicalagina ’ ’
Acido galico - - } - - - - -
Derivados de
. ] 6,6 66.080 208 1,4 6,6 - - -
punicalagina ’
Punicalagina 1.260.27
A 7,7 5 569,0 26,8 7,7 753.563 340,2 17,9
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Punicalagina
B

Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico
Derivados de
acido elagico

Acido elagico

Tabla 26

21,2

23,1

23,4
24,1

2.247.93 2.548.91
1014,9 47,7 13,0
0 9
114.373 51.6 2.4 211 130525
15.906 7.2 0,3 ) )
21727 9.8 05 ) )
492.991 22059 105 240  540.894

1150,8

58,9

2442

60,5

3,1

12,8

HPLC del extracto PLE 4 (75 % etanol/agua v/v, 100 °C): promedio final de compuestos

fendlicos

Parametro

Area total

C (mg/mL)
Viny (mL)
Masa iny. (mg)
Contenido (%)

Contenido
Corrida1 Corrida2 promedio SD
(%)
4.710.384 4.215.564
6,67 6,93
10 10 1,98 0,21
0,067 0,069
2,13 1,83

cv

10,60
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Tabla 27
HPLC del extracto macerado: tiempos de retencion, area de pico, contenido del

compuesto en la muestra y porcentaje del compuesto en el total de compuestos

identificados
tr A mg tr A mg
(min) Area  quercetina % (min) Area quercetina %
Compuesto - corrida /100 g corrida - corrida /100 g corrida
corrida corrida
1 muestra 1 2 muestra 2
1 2
cl c2
Derivados de
: . 53 554.403 250,3 10,0 53 759.194 342,8 12,3
punicalagina
Derivados de
: . 55 - - - 55 - - 0,0
punicalagina
Acido galico - - - - - - 0,0
Derivados de
: . 6,6 71.222 32,2 1,3 6,6 252.962 114,2 4.1
punicalagina
Punicalagina
7,7 2.149.95 970,7 38,9 7,7 2.185.24 986,6 35,4
A 0 4
Punicalagi .187. .247.
unicalagina 455 218730 4477 306 131 224780 40149 364
B 5 3
Derivados de
. L 21,1 81.947 37,0 1,5 21,1 130.523 58,9 2,1
acido elagico
Derivados de
. . . 23,1 27.574 12,4 0,5 23,1 14.639 6,6 0,2
acido elagico
Derivados de
. . 23,4 42.899 19,4 0,8 23,4 65.068 29,4 1,1
acido elagico
Acido elagico 240  415.042 187,4 7,5 24,0 524.856 236,9 8,5
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Tabla 28

HPLC del extracto macerado: promedio final de compuestos fendlicos

Parametro

Area total

C (mg/mL)
Viny (mL)
Masa iny. (mg)
Contenido (%)

Corrida 1

5.530.542
8,33

10

0,083
2,57

Corrida 2

6.180.289
9,00

10

0,090
2,56

Contenido
promedio
(%)

2,57

SD

0,01

cv

0,39
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