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Prélogo

Los autores del texto presentan un libro tedrico en su totalidad, donde la definicidn
de los términos muestran un papel fundamental en el entendimiento de la situacion
y la realidad del producto, la presentacion de graficos y tablas son fundamentales
para establecer la relacion entre la teoria y los datos investigados; en su contenido
se pone de manifiesto que la mayoria de las enfermedades degenerativas son
causadas por radicales libres, siendo los antioxidantes los agentes responsables
del barrido de estos. La importancia de este estudio radica en la evaluacion in vitro
de las propiedades de las fracciones ricas en antioxidantes de la fruta granada. Se
obtuvieron extractos metandlicos de la cascara, jugo y semilla de la planta Punica
granatum L, originarias del litoral ecuatoriano y se evaluo la actividad antioxidante
frente al DPPH, (1,1-diphenyl - Z2picrylhydrazyl), encontrandose una fuerte
actividad de barrido, siendo la AOE del extracto del jugo en los primeros 30
segundos del 90.9 %, seguido por la cascara y finalmente por la semilla. El estudio
realizado permiti6 determinar el fuerte potencial de este fruto como fuente de
antioxidantes naturales, asi como la importancia de su aplicacion en el desarrollo

de suplementos nutracéuticos.
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Introduccién

Los antioxidantes, sustancias capaces de prevenir o retrasar el envejecimiento,
han sido estudiados ampliamente desde hace varios afios. Es conocido que los
alimentos son los encargados de transportar estas sustancias hasta el organismo,

de ahi la importancia de consumir alimentos ricos en antioxidantes.

Los antioxidantes actuan de manera directa en la prevencidén de la oxidacion de
sustratos biolégicos como proteinas y lipidos, compuestos que se ven afectados
por los radicales libres, asi como por sustancias reactivas capaces de producir la
oxidacion; tienen un importe sustancial en la reduccion de enfermedades que
aquejan a la poblacion mundial, como las enfermedades tumorales vy

cardiovasculares.

La amplia difusién hacia los consumidores de la importancia de la ingesta de
alimentos ricos en antioxidantes ha motivado el estudio del nivel de antioxidantes
de diferentes grupos de alimentos; en este sentido la ciencia continua
desarrollando diversos estudios que permitan mejorar las condiciones de vida del

ser humano.

La granada (Punica granatum L.), especie de la familia Punicaceae, es una planta
originaria de los paises del medio oriente, cuyo cultivo se ha extendido a las
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo; es una fruta de muy bajo
nivel calorifico cuyo componente mayoritario es el agua; se destaca en ella la alta
presencia de potasio, mineral necesario para la trasmision y generacion del
impulso nervioso y para la actividad muscular normal, interviene en el equilibrio de
agua dentro y fuera de la célula. También de alta importancia son el acido citrico,

taninos y una serie de compuestos fendlicos y polifendlicos, todos ellos de alto



poder antioxidante. Los taninos se reconocen rapidamente por la sensacion

aspera que produce al paladar.

Diversos estudios publicados ponen de manifiesto las propiedades nutracéuticas
de esta planta, a la que se le confiere poder anticancerigeno, antiinflamatorio,
antitumoral, antiparasitario, entre otras. Su fruto es rico en antocianinas, taninos,
vitamina c, riboflavina, tiamina, acido elagico, acido galico. Los compuestos
polifendlicos presentes en el fruto le atribuyen propiedades bioldgicas,

especialmente antioxidantes.

En el Ecuador es muy favorable el cultivo de la granada por cuanto el territorio
ecuatoriano cuenta con climas tropicales y subtropicales, donde el periodo de
temperaturas elevadas coincide con la época de la maduracion de la fruta. Son
disponibles cinco meses del afo para la cosecha de este fruto iniciandose en abril
y finalizando en agosto, lo que refleja una ventaja amplia en relacion a los demas

paises productores.

En el presente libro se recoge una investigacion realizada para cuantificar el
contenido de flavonoides y antocianos de la granada, asi como determinar su
capacidad antioxidante, abriendo una puerta al desarrollo de nuevos surtidos
alimenticios a partir de este recurso natural, estableciéndose las bases para
transferir los resultados de la investigacion a la industria de alimentos y bebidas,
fomentandose la utilizacion de los recursos naturales, la conservacion, la
caracterizacion y la evaluacion de los mismos; todo esto en aras del bienestar de

los consumidores.






1. La granada

1.1. Descripcién botanica.

La granada (Punica granatum L.) es el fruto del granado, planta que pertenece
a la familia de las Punicaceas. Es un arbol de tamafo pequefio caducifolio muy
resistente a condiciones extremas de sequia, sus flores son grandes y llamativas,
presentan un hermoso color naranja. El fruto del granado es de tamafio medio con
gran cantidad de semillas denominadas arilos de color granate brillante en su
estado de madurez, su pulpa es muy jugosa y acida ligeramente. (Sanchez, et al,
2005)

Figura No. 1. La Granada (Punica granatum L.)

Fuente: http://www.fairtrasa.com/es/portfolio-items/pomegranate/

Especialistas en la rama de la agricultura refieren que las mejores granadas
son las que exhiben una coloracion roja intensa, sin signos de laceracién a marrén
y sin grietas ni roturas; las de tamafo pequefio generalmente se ven desecadas,
fibrosas y picantes. El tamafo de la fruta incide en la jugosidad de la misma. Para
conocer la madurez de la fruta sin haber sido sometida a analisis fisico quimicos
basta tan solo con tocar la parte externa, la que debe verse lisa y brillante, libre de
magulladuras de marcas. Se dice que la fruta esta madura cuando presionandola
un poco, emite un ruido metalico. (Carbonell, 2012)
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1.2. Historia

Es originaria del Oriente Medio, pero después se extendié hacia el este de la
China y al oeste de Africa. Los arabes fueron los que la introdujeron en Espafia,
citandola ya en el siglo Xlll Gonzalo de Berceo en uno de sus poemas, donde la
llama milgrana (milgranos), por la abundancia de sus semillas. (Avalos & Zapata,
2013)

El nombre cientifico de la granada, es Punican granatum. “Punica” le fue
otorgado por los romanos por cuanto este arbol fue introducido en las zonas
mediterraneas por los cartagineses durante las Guerras Punicas y “granatum” por
la gran cantidad de semillas contenidas en el fruto. (Sheets, Dubois, & Willianson,
2004)

Las granadas proliferaron sobretodo en el sur de la Peninsula, donde
finalmente la ciudad de Granada tom¢é este nombre. Con la conquista de América,

los colonos espanoles llevaron esta fruta al continente.

No se sabe si este arbol se cultivd con éxito en Nuevo México en la época
colonial, pero actualmente, su cultivo estda generalizado en las zonas de

Sudamérica y el sur de Estados Unidos.

1.3. Distribucion mundial

El granado es un frutal cultivado desde la antiguedad y, como se ha indicado su
Centro de Origen se encuentra en Oriente Proximo. Desde aqui se difundid a
diferentes zonas donde se cultiva y en las que existe gran diversidad genética
como consecuencia de su propagacion por semillas, que germinan con gran

facilidad o son difundidas por aves y otros animales. (Cubero, 2012)
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La gran diversidad que presenta la especie queda patente por el gran numero
de variedades descritas en los diferentes paises de Oriente, area mediterranea y

occidente, e incluso América. (Mira, 2017)
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Figura No. 2. Distribucion del cultivo de granada a nivel mundial.

Fuente: http://granadasaludable.com/central6.htm

1.4. Produccién mundial de granada

Muchos paises se estan convirtiendo en serios competidores en el mercado
europeo y mundial, como ocurre con Iran, India o Turquia (grandes productores) o
con otros de mas reciente incorporacién al sector (Chile, Peru, Argentina) que

exportan tanto a EE.UU como a Europa.
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Algunos paises del continente americano estan creciendo muy
considerablemente, especialmente EE.UU; también otros paises como Sudafrica o
Australia aparecen ya en la lista de productores de granada.

En California las granadas se recolectan entre agosto y mediados de
noviembre (como en Espafia). EE.UU exportd a Japon (17.000 t), también exporta
a Canada, México e Inglaterra, destinando el 80% de su produccion a la obtencién
de zumo, que en 2006 alcanzé los 0,35 $/Kg, precio muy interesante para su
procesado industrial. (Prochile, 2012)

Otro referente en América del Sur es Chile, pais en el que las exportaciones
estan creciendo muy rapidamente y que exporta a EE.UU y a Europa; aqui la

recoleccion se realiza entre marzo y abril.

La superficie dedicada al cultivo del granado en el mundo se estima en mas de
300.000ha, de las que mas del 50% se encuentran en tres paises (India, China e
Iran); sin embargo, los paises que les siguen en superficie (Turquia, EE.UU,
Espafna, Egipto e lIsrael), con superficies entre 16.000 y 2.400 ha, son los de
mayor desarrollo en materia de exportaciones, investigacion, rendimientos,

desarrollo de mercado y nuevas variedades.

1.5. Propiedades quimicas y nutricionales.

Como se muestra en la Tabla 1, la granada posee un bajo valor energético, 100
g de porcion comestible aportan unas 60 - 70 Kcal. Este bajo nivel cal6rico es
debido a que los componentes mayoritarios son el agua (aprox. 80%) y los
azucares (12%-17%), que son principalmente glucosa y fructosa. En cuanto al
contenido de grasa y proteina su contenido es poco significativo. (Garcia & Pérez,
2004)
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En cuanto a las vitaminas destacan la vitamina C, vitamina A, vitamina B1,
vitamina K y beta carotenos; con relacion a los minerales, es importante resaltar
su contenido en hierro, calcio, zinc y potasio; este ultimo representa un porcentaje

importante en este fruto.

En la granada, ademas de los azucares, vitaminas y minerales, se han
identificado mas de 120 compuestos diferentes, entre los que destacan: acidos
organicos, flavonas, flavonoles, antocianos, alcaloides, esteroles, glucésidos,

taninos, polifenoles varios y punicalaginas.

Tabla No.1 Composicion nutricional en 100g de granada (fruta fresca)

NUTRIENTES UNIDADES VALOR por 100 g
Agua g 80,97
Energia kcal 68
Proteina g 0,95
Grasa g 0,30
Colesterol mg 0
Carbohidratos g 17
Azucares totales g 16,57
Fibra dietética g 0,6
VITAMINAS

Vitamina C (acido ascorbico) mg 6,1
Vitamina A Ul 108
Vitamina E (u-tocoferol) mg 0,60
Vitamina K (filoquinona) ug 4,6
a-Caroteno ug 50
B-Caroteno ug 40
Fitoesteroles mg 17
MINERALES

Potasio mg 250
Hierro mg 0,3
Calcio mg 3
Sodio mg 0

Fuente: Antonio J. Andreu-Sevilla, Antonio J. Signes-Pastor, Angel A. Carbonell - Barrachina “La
granada y su zumo.

Todas estas sustancias, tipicas del metabolismo secundario del arbol, ademas
de aportar color y aroma al fruto tienen la funcién de protegerlo frente a posibles

agresiones y enfermedades externas como las parasitarias y microbianas, y
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aportar color y aroma caracteristico a sus frutos. Segun algunos estudios
comparativos realizados con esta fruta, la granada tiene un poder antioxidante tres
veces superior al del té verde y del vino tinto. Esto es debido sobre todo a la
accion de los polifenoles, el acido elagico y los taninos hidrolizables. (Lopez,
Lépez, & Palau, 2010)

La granada es una planta de la que se puede aprovechar todos sus
componentes, semilla, jugo, cascara, hoja, flor, corteza y raiz, las cuales poseen
actividad farmacolodgica y presentan, un amplio rango de aplicaciones clinicas
(Porras, Loaiza, Lépez, & Malo, 2009); segun la parte del arbol sea esta raiz,
corteza, flor, fruto o semillas, la concentracion de estas sustancias puede variar.
Tal y como muestra la tabla 2, determinadas partes de la planta son mas ricas en
taninos, como la corteza, raiz y las hojas, y otras son mas ricas en antocianos,

acidos organicos y polifenoles.

Tabla No. 2. Caracteristicas de los constituyentes de la granada.

| PARTE DE LA PLANTA CONSTITUYENTES PRINCIPALES
Punicalaginas, compuestos fendlicos, acido galico y otros acidos
PERICARPIO (PIEL * grasos, catequizas, EGCG, quercetina, rutina, flaconas, flavanonas

ARILOS) y antocianidinas.
ACEITE DE SEMILLAS 95 % acido punico, acido elagico, acidos grasos,esteroles
ZUMO Antocianos, glucosa, acido ascérbico, acido elagico, acido galico,

acido cafeico, catequinas, EGCG, quercetina, rutina, minerales,

aminoacidos.

EXTRACTO DE LAS HOJAS Taninos (punicalina y punicafolina), glicésidos de flavonas, incluido

la luteolina y apigenina.

EXTRACTO DE LAS FLORES | Acido galico, acido ursolio, triterpenoides, acido asiatico, acido

maslinico y otros constituentes sin identificar

EXTRACTO DE LAS RAICES | Taninos (punicalina y punicalagina) y numerosos alcaloides
Y CORTEZA

Fuente: C. Garcia-Viguera, A. Pérez Vicente. Granada, alimento rico en antioxidantes. Laboratorio
de Fitoquimica. Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. CEBAS-CSIC.Murcia
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2. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, inhibir o prevenir la
oxidacion de compuestos oxidables, atrapando radicales libres y disminuyendo el
estrés oxidativo. (Coronado, Vega, Gutierrez, Vasquez, & Radilla, 2015)

La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a unagente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden
producir radicales libres que comienzan reacciones en cadenaque dafan

las células. (Guerra, 2001)
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Figura. No. 4. Accion de un antioxidante neutralizando un radical libre
Fuente: Aviram M, Rosenblat M, GaitiniD,et al.( 2004)

Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical

libre e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos.

Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes reductores, tales
como tioles o polifenoles. (Venereo, 2002) Los antioxidantes se encuentran
contenidos en el olivo, ajo, arroz integral, café, coliflor, brocoli, jengibre, perejil,
cebolla, citricos, semolina, tomates, aceite de semilla de la vid, té, romero, entre
otras muchas frutos y vegetales. También son parte importante constituyente de

la leche materna.
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Tabla No. 4: Clasificacion de los antioxidantes

[Exégenos _ |[Endégenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Betacaroteno |Acido tidctico NManganeso
lavonoides |Enzimas: Hierro

Superoxidodismutasa(SOD)

Catalasa

Glutation peroxidasa
[ icopeno Selenio

Fuente: http://www.botanical-online.com/granada_propiedades.htm

Aunque las reacciones de oxidacién son cruciales para la vida, también pueden
ser perjudiciales; por lo tanto las plantasy los animales mantienen complejos
sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales como glutation, vitamina C,
y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa, superoxido dismutasay

varias peroxidasas.

Los niveles bajos de antioxidantes o la inhibicion de las enzimas antioxidantes

causan estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células.

El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en farmacologia es estudiado de
forma intensiva, particularmente como tratamiento para accidentes cerebro
vascular y enfermedades neurodegenerativas, sin embargo, se desconoce si el

estrés oxidativo es la causa o la consecuencia de tales enfermedades.

Los antioxidantes también son ampliamente utilizados como ingredientes
en suplementos dietéticos con la esperanza de mantener la salud y de prevenir
enfermedades tales como el cancer y la cardiopatia isquémica.(Salinas, Almaguer,
Pena, & Rios, 2009)
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La oxidacion celular en exceso puede resultar peligrosa para la salud ya que
produce unas moléculas denominadas radicales libres que aumentan el riesgo de

desarrollar cancer en algunos tejidos. (Cabiscol, 2014)

Los antioxidantes ayudan a prevenir diversas enfermedades tales como:
enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y neuroldgicas, estimulando los
mecanismos de reparacion endogena al dafio causado por el ataque de radicales
libres. Suministra entidades quimicas que aumentan la capacidad endogena de
secuestro de radicales libres. (Zamora, 2007)

A pesar de todos los estudios realizados en aras de demostrar los multiples
beneficios que aportan para el ser humano la ingesta de alimentos ricos en
antioxidantes, existe una contraposicion que refiere que los suplementos ricos en
antioxidantes pueden presentar un efecto antagdnico. . (Instituto Nacional del
Cancer, 2015)

Mecanismo de los antioxidantes.

2.1 Preventivo.

Previenen la formacion de EROs por encima de los niveles normales del
organismo. Estas son diversas proteinas con nucleos enlazados o coordinados a
metales como la albumina, metalotioneina y ceruloplasmina que son compuestos
que contienen cobre; la ferritina, transferritina y mioglobina que son compuestos
gue contienen hierro; todos estos deben ser suministrado a través de la dieta, por
cuanto el ser humano no los puede sintetizar. (Avello & Suwalsky, 2006)
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2.2. Reparador.

Por cuanto reparan o eliminan las biomoléculas que han sido dafadas por
el ataque de los radicales libres, tales como:Superoxido dismutasa (SOD),
Glutation peroxidasa (GP), Glutation reductasa (GR), Catalasa.

2.3. Secuestrador.

Su accion secuestrante permite eliminar el exceso de radicales libres,
estimulan enzimas como las SOD, GP, GR, Catalasa. Constan de entidades
quimicas con capacidad secuestradora de radicales libres como Tocoferol (VE),
Beta caroteno (BC), Acido ascorbico (VC), Flavonoides.

2.4. Acido ascorbico.

El acido ascorbico o vitamina C es un antioxidante monosacarido encontrado
en animales y plantas que debe ser suministrado a través de la dieta por cuanto
no puede ser sintetizado por los seres humanos. (Villanueva, Condezo, &
Ramirez, 2010)

La mayoria de los animales pueden producir este compuesto en sus cuerpos y
no lo requieren en sus dietas. En células, es mantenido en su forma reducida por
la reaccion con el glutation, que se puede catalizar por la proteina disulfuro

isbmerasa y las glutarredoxinas.

El acido ascorbico es un agente reductor y puede reducir y de tal modo
neutralizar especies reactivas del oxigeno tal como el peréxido de hidrogeno.

Ademas de sus efectos antioxidantes directos, el acido ascorbico es también

un sustrato para la enzima antioxidante Ascorbato Perdxidasa, una funcion que
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es particularmente importante en resistencia al estrés en plantas. (Marquez &
Vasquez, 2015)

2.5. Glutation.

El glutatién es un péptido que contiene cisteina y es encontrado en la mayoria
de las formas de vida aerobia. No es requerido en la dieta y es sintetizado en las
células desde sus aminoacidos constitutivos. (Martinez, Torres, & Juarez, 2011)

El glutation tiene caracteristicas antioxidantes ya que el grupo tiol en su porcion
de cisteina es un agente reductor y puede ser oxidado y ser reducido de forma

reversible.

En las células, el glutation es mantenido en forma reducida por la enzima
glutation reductasa y alternadamente reduce otros metabolitos y sistemas de

enzimas asi como reacciona directamente con los oxidantes.

Debido a su alta concentracion y a su papel central en mantener el estado
redox de la célula, el glutation es uno de los antioxidantes celulares mas

importantes. (Denzoin, Soraci, & Tapia, 2013)

2.6. Melatonina.

La Melatonina es un poderoso antioxidante que puede cruzar facilmente las
membranas celulares y la barrera hematoencefalica. (Acufia et al., 2009)

A diferencia de otros antioxidantes, la melatonina no experimenta un ciclo

redox, que es la capacidad de una molécula de experimentar la reducciony
la oxidacion repetidas veces.
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El completar un ciclo redox permite a otros antioxidantes (tales como la

vitamina C) actuar como pro-oxidantes y promover la formacién de radicales libre.

La melatonina, una vez que es oxidada no se puede reducir a su estado
anterior porque forma varios productos finales estables una vez que reacciona con
radicales libres. Por lo tanto, se le ha referido como antioxidante terminal (o
suicida). (Carretero, 2010)

2.7. Tocoferoles y Tocotrienoles.

La vitamina E es el nombre colectivo para un sistema de
ocho tocoferoles y tocotrienoles relacionados, que son vitaminas antioxidantes

liposolubles. (National Institutes of Health, 2016)

De éstos, el a-tocoferol ha sido muy estudiado ya que tiene
la biodisponibilidad mas alta y el cuerpo preferentemente absorbe y metaboliza
esta forma. La forma del a-tocoferol es la mas importante de los antioxidantes
liposolubles ig y protege las membranas de la célula contra la oxidacion
reaccionando con los radicales del lipido producidos en la reaccion en cadena de
peroxidacién de lipidos. Esto quita las formas intermedias de radicales libres y
evita que la propagaciéon de la reaccion en cadena continue. (Febles, Soto,
Saldafa, & Garcia, 2002)

Los radicales oxidados del a-tocoferoxil producidos en este proceso se pueden
reciclar de nuevo a la forma reducida activa a través de la reduccion por el

ascorbato, el retinol o el ubiquinol. (Arancet et al., 2007)

Las funciones de las otras formas de la vitamina E estan menos estudiadas,

aunque el y-tocoferol es unnucledfiloque puede reaccionar con
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mutagenos electrofilicos y los tocotrienoles puede que tengan un rol especializado

en la neuroproteccion. (Amazan, 2012)

2.8. Carotenoides.

Los carotenoides estan entre los pigmentos naturales mas comunes y han sido
caracterizados hasta ahora mas de 600 compuestos diferentes. Los carotenoides
son responsables por muchos de los colores rojos, amarillos y naranja de las
hojas, frutas y flores de los vegetales, asi como también por el color de algunos
insectos, aves, peces y crustaceos. Solamente pueden ser sintetizados por
plantas, hongos, bacterias y algas, sin embargo muchos animales los incorporan a
través de la dieta. Dos carotenoides dietarios

importantes son el licopeno y el B-caroteno. (Beltran, Estévez, Cuadrado, Jiménez,
& Begona, 2012)

2.9. Polifenoles.

Los flavonoides representan el subgrupo mas comun de los polifenoles y
ampliamente distribuido y entre ellos los flavonoles son los mas ampliamente
distribuidos. Al estar ampliamente distribuidos en el reino vegetal, constituyen
parte integral de la dieta. Los polifenoles poseen una estructura quimica ideal para
la actividad como consumidores de radicales libres. Su propiedad como
antioxidante, proviene de su gran reactividad como donantes de electrones e
hidrégenos y de la capacidad del radical formado para estabilizar y de localizar el
electron desapareado (termina la reaccion en cadena) y de su habilidad para
quelar iones de metales de transicion. (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

Los flavonoides tienen una poderosa accion antioxidante in Vitro, siendo

capaces de barrer un amplio rango de especies reactivas del oxigeno, nitrogeno y
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cloro, tales como el superéxido, el radical hidroxilo, el radical peroxilo, el acido

hipocloroso, actuando como agentes reductores. (Omnia Science, 2013)

2.10. Catalasas.

Las catalasas son enzimas que catalizan la conversiéon del peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno usando hierro o manganeso como cofactor, el cual
es oxidado por una molécula de peréxido de hidrogeno y después regenerado
transfiriendo el oxigeno enlazado a una segunda molécula de sustrato. (Diaz,
2003)

Esta proteina se localiza en los peroxisomasde la mayoria de las
células eucariotas. La catalasa es una enzima inusual ya que aunque el peréxido
de hidrégeno es su unico sustrato, sigue un mecanismo de ping-pong. (Garcia G. ,
2009)

A pesar de su evidente importancia en la eliminaciéon del perdxido de
hidrégeno, los seres humanos con deficiencia genética de la catalasa,
"acatalasemia" o los ratones genéticamente modificados para carecer

completamente de catalasa sufren de pocos efectos negativos. (Delgado, 2015)
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3. Flavonoides y antocianos de la granada

Los jugos comerciales de granada muestran una actividad antioxidante tres
veces mayor que el vino tinto. El principal compuesto antioxidante en el jugo de
granada son los taninos hidrolizables, pero antocianidinas y derivados del AE
contenidos en el jugo, también contribuyen a la capacidad antioxidante total. (Calin
& Carbonell, 2016)

3.1. Acido elagico

El acido elagico (AE), es un elagitanino presente en el metabolismo
secundario de los vegetales, su principal caracteristica es su capacidad
antimicrobiana, antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica y antiviral.

(Ascacio, Aguilera, Rodriguez, & Aguilar, 2013)

Es por ello que se ha estudiado su fuente de obtencion y su medio de
extraccion, ya sea por métodos quimicos o biotecnoldgicos. (Martinez, Gonzalez,
Culebras, & Tufion, 2002). Las técnicas biotecnoldgicas son relevantes, ya que la
obtencion de acido elagico se efectua en algunos casos con desechos y residuos
agroindustriales, con la finalidad de que estos sean recursos renovables y con un

valor agregado.

El acido elagico (AE) es una molécula de naturaleza fendlica que puede estar
presente en forma libre en algunas especies vegetales como producto del
metabolismo de las mismas, o bien puede encontrarse a partir de sus precursores,
los elagitaninos (Koponen, Happonen, Mathilla, & Torronen, 2007); su mecanismo
de accion es muy complicado. Experimentos in-vivo indican que el AE posee gran
actividad contra especies fisiologicas reactivas, por lo tanto representa una forma

natural de eliminar radicales libres del cuerpo humano. (Cruz, 2009)
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(ROO-, OHe, Cu2+y 02--)

Figura No. 3 Acido Elagico.

Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ellagic_acid.png.

El subgrupo de los elagitaninos pertenece a un gran grupo de compuestos
polifendlicos conocidos como taninos, que también provienen del metabolismo
secundario de los vegetales. Los elagitaninos poseen en su estructura un grupo
conocido como HHDP (6°6 dicarbonil 3°3, 44, 55 hexahidroxidifénico o bien,
acido hexahidroxidifénico), el cual es caracteristico de los elagitaninos, y que
cuando se encuentran en presencia de acidos o bases fuertes se hidroliza y se
libera el acido HHDP de los elagitaninos, el cual sufre una reaccion de
lactonizacion espontanea que da origen a la molécula conocida como &acido

elagico. (Ascacio J. , Aguilera, Rodriguez, & Aguilar, 2013)

El acido elagico es una molécula muy estable, tiene un punto de fusion de
362°C (Bala y col., 2005), por su naturaleza fendlica tiende a reaccionar formando
complejos con otras moléculas como proteinas, alcaloides y polisacaridos. (Cruz
et al., 2010)

En vista de estas propiedades del acido elagico, se han realizado distintos
trabajos de investigacidn sobre su produccion por procesos biotecnolégicos. Se ha
encontrado que el acido elagico posee actividad contra agentes nocivos para la
salud, como los radicales libres, que son los responsables de procesos como la
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oxidacion que promueve el envejecimiento de las células del organismo. (Guizar,
2014)

La presencia de radicales libres también representa un riesgo en la formacion
de distintas formas de cancer, el acido elagico se ha reportado como

un producto efectivo en contra de estos agentes. (Cruz, 2009)

Las propiedades del acido elagico también son aprovechadas en la industria de
los alimentos, elaborando bebidas nutracéuticas y suplementos alimenticios. Su
poder bacteriostatico es de gran interés para esta industria, donde es utilizado
para aumentar la vida util de los alimentos perecederos, empleado como un
agente inhibidor de microorganismos (Saucedo-Pompa y col., 2009), propiedad
algunas veces asociada a la actividad antioxidante que incrementa la vida util del

alimento.

Los elagitaninos y el acido elagico han sido empleados de manera artesanal en
medicina rural, para aliviar enfermedades gastrointestinales, ulceras gastricas,
quemaduras e infecciones bucales al ser ingeridos en infusiones de plantas que

los contienen.

A partir de estas observaciones, los investigadores han desarrollado técnicas
de aislamiento y caracterizacion de los principios activos de las mismas,
descubriendo que los elagitaninos y el acido elagico son los responsables de estos
beneficios para la salud.

Su alta actividad antioxidante los llevd a ser considerados moléculas que
pueden prevenir o disminuir enfermedades degenerativas como el cancer (lto y
col. 1999; Clifford y Scalbert; 2000; Seeram y col. 2005), asi como inhibir la
replicacion de los virus, tales como el virus de inmunodeficiencia humana y el del

papiloma humano (HIV y HPV por sus siglas en inglés) (Ruibal y col., 2003).
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La propiedad mas importante del acido elagico es su capacidad para formar
complejos con otras moléculas, siendo esta propiedad una de las mas
aprovechadas en las distintas aplicaciones que se le dan a los elagitaninos.

La propiedad astringente de los elagitaninos y el acido elagico los ha

identificado como ingredientes utiles en la medicina tradicional, asi como también

en la preparacion de alimentos y maduracion de frutas.

Bebidas como el té (Carretero, 2002) y el vino tinto a los que les da su
propiedad astringente, color y aroma caracteristicos (Doussot y col., 2000).

Tabla No 3. Propiedades del Acido Elagico.

PROPIEDADES DEL ACIDO ELAGICO

1.- Tiene propiedad antibacterial y antiviral. Se encontrd su propiedad antiviral muy
poderosa (la mayor causa de cancer cervical es por el virus papillota, que son
erradicados con el Acido Elagico)

2.- Inhibe el crecimiento de células cancerosas. Provoca apoptosis en células
cancerigenas, deteniendo su progresion reproductora geomeétrica, ya que no se
reproduce, reinstala el gen p53 que provoca apoptosis.

3.-Promueve la cicatrizacion.

4.- Controla enfermedades periodontales.

5.- Protege al higado de materiales téxicos que dafen el tejido.

6.- Restaura el dafio cromosomal producido por radicaciones.

7.- Detiene la expansién de SIDA en el cuerpo humano.

8.- Frena el dafo degenerativo de envejecer.

9.- Previene los defectos del sistema nervioso y enfermedades neuro
degenerativas.

10.- Restaura las funciones del pancreas en sus secreciones de insulina.

Fuente: Holling Cancer Investigation University en Carolina del Sur. Dr. Nixon.

29




3.1.1. Elagitaninos como precursores del acido Elagico

La caracteristica de los elagitaninos son las unidades HHDP que se acoplan en
las posiciones 4-6 o la posicion 2-3 de la unidad D-glucopiranosa, y tienen la
conformacion (S), mientras que el acoplamiento en las posiciones 3-6 conduce
unicamente a la formacion (R) de las unidades HHDP. Los acoplamientos en 1-6
son raros en la naturaleza (Lei y col., 2002).

Los elagitaninos se pueden clasificar de acuerdo al numero de grupos HHDP
en la molécula debido a que, los monémeros de elagitaninos pueden ser oxidados
en las plantas y formar dimeros, trimeros y tetrameros, oligdbmeros y polimeros,
con pesos moleculares de 4000 a 20000 Da (Carretero, 2000; Khanbabaee y Van
Ree, 2001)

Cuando los elagitaninos son expuestos a acidos o bases, los enlaces éster son
hidrolizados y el grupo HHDP se libera, para tener estabilidad la molécula se

lactoniza de manera espontanea, para formar al acido elagico.

3.1.2. Fuentes de obtencion de elagitaninos y acido Elagico.

Existen mas de 500 diferentes de estructuras de elagitaninos reportadas
(Feldman y col., 1999). La principal fuente de obtencidon de elagitaninos y acido
elagico es la vegetal, principalmente en las hojas, ramas, raices, tallos, frutos y
cortezas, como las del roble y el castario (Lei, 2001).

Se sabe también que los arboles arbustivos o arboles de bayas son una fuente
importante de elagitaninos y acido elagico, por ejemplo el arandano, la frambuesa
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y la granada (Clifford y Scalbert, 2000; Vattem y Shetty 2003; Seeram y col.,
2005).

El contenido de elagitaninos se mide con base en la cantidad de &acido
elagico presente, después de una hidrolisis. Puesto que las plantas contienen
cierta concentracion de acido elagico libre de forma natural, éste debe ser medido
antes y después de la hidrdlisis; para determinar la cantidad real de elagitaninos
presentes se resta el acido elagico liberado (inicial) al acido elagico total (final)
presente en la planta.

Se debe tener en cuenta que ciertos procesos alimenticios pueden liberar acido
elagico (Clifford y Scalbert, 2000). El acido elagico es consumido por el hombre de
manera comun en frutas, semillas y en los alimentos o bebidas elaborados a partir

de ellos, como jugos o zumo de frutas, mermeladas, etc. (Clifford y Scalbert, 2000)

3.1.3. Propiedades industriales.

Dentro de la industria de bebidas, los elagitaninos y el acido elagico se
emplean para la clarificacion de las bebidas, precipitando sustancias que forman
coloides, como carbohidratos de alto peso molecular y proteinas, sobre todo en la
industria cervecera. Otra aplicacion es la fabricacion de cremas y lociones
aclaradoras de piel donde el poder antioxidante del acido elagico es empleado

como elagatos para disminuir la generacion de melanina.

Otra importante aplicacién se desarrolla en la industria de tratamiento de aguas
residuales en donde se emplea para la precipitacion de metales y la reduccion de

los mismos.

El acido elagico ha ganado gran relevancia desde finales de la década del
siglo pasado hasta la fecha, debido a su actividad biologica. Como se ha

mencionado a la largo del texto, la capacidad de los elagitaninos y sobre todo del
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acido elagico de reaccionar con otras moléculas, confiere poder antioxidante (Aniy
col., 2006)

3.1.4. Aplicaciones medicas del acido elagico

Debido a sus propiedades quimicas, el acido elagico ha sido reportado
principalmente por sus efectos fisiologicos positivos, que favorecen la salud de
quienes lo consumen. A continuacidn se hace referencia a las actividades en que

se ha encontrado actividad del acido elagico.

3.1.5 Actividad anti-lipoxidacion o disminucién de LDL.

La propiedad antioxidante previene la formacién de colesterolemias. Se han
realizado estudios sobre esta propiedad y se evaluaron los polifenoles totales de
nuez, se demostro que el acido elagico en sinergismo con otros polifenoles reduce
los niveles de LDL (Anderson y col.,, 2001), previniendo riesgos de problemas
cardiacos y obstruccion de venas.

3.1.6. Actividad anti-Mutagénica y anti-Carcinogénica.

La reaccion coordinada entre el acido elagico y un tipico carcinogénico
benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), prueba al acido elagico como un

agente quimioprotector contra tipos de cancer causados por aromaticos

policiclicos (PAHs) (Huetz y col., 2005), inhibiendo la mutacion de células sanas.
El acido elagico redujo la multiplicidad de tumores en colon de raton y la

incidencia de carcinoma en vejiga de raton, cuando fue administrado via oral en la
dieta (Kellof y col., 1994)

32



El acido elagico es conocido por su accidén de modular la activacion de
carcinogénesis por medio de la inhibicibn de las enzimas de la fase 1 del
citocromo P450 e induce las enzimas de la fase 2 que estan involucradas en la
detoxificacion carcinogénica. (Hora, Maydew, Lansky, & Dwivedi, 2003)

El acido elagico a concentraciones entre 1-100 pm/L, mostré6 una fuerte
actividad anti-proliferativa contra células cancerigenas de colon, pulmoén y prostata
(Losso y col., 2004)

Se han reportado investigaciones sobre la inhibicion de la proliferacion de
células malignas de cancer de piel (melanoma), cancer de mama, de estomago,
eso6fago, higado y otros (Ito y col., 1999; Clifford y Scalbert 2000; Seeram y col.,
ISRN Pharm. Published online 2012December 17.doi:
10.5402/2012/547942Cytotoxic Activities of seed oil Punica granatum Extract on
Prostate Cell Line by Induction of Apoptosis
Koushan Sineh Sepehr, Behzad Baradaran, Immunology Research Center
(IRC),University of Medical Sciences Tabriz, 2005)

3.1.7. Actividad anti-Microbiana.

El acido elagico ha probado ser un potente antimicrobiano, se han realizado
trabajos experimentales contra patégenos como Staphylococcus aureus en donde
no permitio la coagulacion del plasma en un tiempo de incubacion de 24 h a 37°C,
inhibiendo el crecimiento del microorganismo (Akiyama y col., 2001).

En otro estudio los precursores del acido elagico (Punicalagina), obtenidos de
cascara de granada (Punica granatum L.), mostraron actividad antibacterial contra
18 cepas patogenas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (por sus
siglas en inglés MRSA), con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 61.5
pgmL-1 (Machado y col., 2002)
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3.1.8. Actividad Antiviral.

El acido elagico y los elagitaninos son estudiados ampliamente por su
capacidad de inhibir la replicacion del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH).

De la planta Phyllantus amarus fueron extraidos y purificados dos elagitaninos,
la geranina y la corilagina, ambos capaces de bloquear la interaccion de la
glucoproteina 120 del VIH-1, en concentraciones inhibitorias de 2.65 a 0.48 ug/mL
(extracto agualalcohol) receptor celular primario CD4. (Martinez, Contreras, &
Belares, 2010). La inhibicion fue mas evidente para la enzima integrasa del VIH-1
(0.48-0.16 pg/mL), la transcriptasa reversa (8.17- 2.53 pg/mL) y proteasa (21.80-
6.28 ug/mL) valores para geranina y corilagina respectivamente (Notka y col.,
2004).

Esta investigacion fue llevada a cabo con voluntarios, la administracion fue oral
y la potente actividad anti-VIH en sangre fue demostrada, obteniendo una
reduccién del 5% al 30% de la replicacion del VIH.

Este estudio soporta la conclusién de que los elagitaninos tienen un efecto
inhibitorio sobre el VHI no s6lo in vitro sino in vivo. También la concentracion de
acido elagico disminuye la propagacion del virus VIH en el cuerpo de personas
infectadas (Ruibal y col., 2003)

3.1.9. Actividad Gastroprotectiva

La activacion de células pancreaticas es el primer paso en el desarrollo de la
fibrosis pancreatica, el AE ha demostrado inhibir esta activacion (Masamune y col.,
2005)

El efecto gastroprotectivo de los extractos de Quercus suber y Quercus
coccifera y algunos taninos, como pedunculagina, castalagina, filliraeoidina A y
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acutissimina B, purificados de los extractos, fueron probados en ratones usando el
modelo de ulcera gastrica inducida por etanol. Ambos extractos inhibieron la
formacion de las ulceras, lo mismo sucede con los taninos purificados utilizados,
dentro de los cuales destaca el elagitanino castalgin como el mas potente
(Khennouf y col., 2003)

3.1.10. Reduccion de los niveles de Glucosa.

Algunos precursores del acido elagico (lagerstroemina, flosina B y reginina A)
fueron aislados de una planta filipina (Lagerstroemia speciosa), empleada por los
nativos para controlar la diabetes mellitus.

Los compuestos aislados incrementaron el transporte de glucosa en adipositos
de rata pudiendo reducir los niveles de glucosa en la sangre. Sin embargo, es
necesario el estudio detallado de este fendmeno debido a que no esta dilucidado
el mecanismo de estimulacion del transporte de glucosa por estas moléculas
(Hayashi y col., 2002)

Otra aplicacién del acido elagico es su capacidad de formar quelatos con
metales. (Debenedetti & Wilson, 2014). Aun mas el AE en forma de elagato tiene
gran aplicacion en la industria cosmética para la elaboracion de cremas, agua de
tocador, perfumes, maquillaje, corrector y otros productos, los cuales tienen un
efecto aclarador de la piel. (Lemmel, 2002)

3.2. Propiedades de los Fitonutrientes

Existen una multitud de estudios cientificos relacionados con la granada. En las
ultimas décadas ha experimentado un gran interés su actividad antioxidante,

anticancerigena y antinflamatoria. (Gonzalez, 2009)

35



3.2.1. Capacidad antioxidante.

Estudios in vitro han demostrado que el zumo de granada y sus semillas tienen

entre 2 y 3 veces mas capacidad antioxidante que el vino tinto o el té verde.

Estudios en ratas y ratones, confirman que las propiedades antioxidantes de
los extractos de granada muestran una reduccion del 19% del estrés oxidativo en
los macrofagos peritoneales de los ratones, una reduccion del 42% de los
peréxidos lipidicos y un incremento del 53% de los niveles de glutatién reducido.
(De la Cruz, Rodriguez, Contreras, & Aguilar, 2011)
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Figura No. 5. Dafio celular a nivel de la mitocondria dada por el aumento de los
radicales libres con el paso del tiempo

Fuente: Aviram M, Dornifeld L, Inventors. (2003)

Estudios en humanos muestran que el zumo elaborado a partir de la pulpa de
la granada, tiene una capacidad antioxidante superior al zumo de otros frutos. A

estos sujetos se les dio 250 ml de zumo de granada cada dia durante cuatro
semanas.
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Los niveles de la capacidad antioxidante en el plasma sanguineo
incrementaron de 1,33 mmol a 1,46 mmol en personas que tomaron zumo de
granada, mientras que los que tomaron zumo de manzana no hubo un incremento

significativo. (Villanueva, Condezo, & Ramirez, 2010)

3.2.2. Capacidad Anticancerigena

Estudios in vitro usaron tres lineas celulares de células cancerigenas
prostaticas demostraron que varios extractos de granada (zumo, aceite de
semillas y piel) inhibia potencialmente la invasion de células cancerigenas
prostaticas, induce a la apoptosis, causa disrupcién en el ciclo celular e inhibe el
crecimiento tumoral. Este estudio también demostré que las combinaciones de
diferentes extractos de la granada son mucho mas efectivas que usar un solo

extracto. (Pena, Casa, Martinez, & Duménigo, 2014)

En un estudio de fase Il realizado con 46 hombres con cancer de prostata
recurrente, 16de ellos (35%) mostraron un decrecimiento significativo en el
antigeno especifico para la prostata (PSA) durante el tratamiento con el zumo de

granada.

Estos resultados indican que la granada puede influenciar positivamente en la
evolucion del cancer prostatico gracias a sus efectos antiproliferativos,
apoptoticos, antioxidantes y posible accion antiinflamatoria. (David Herber M.D
PhD. F.A.C.P, F.A.C.N. Dietary Fat, Lipids, Hormones and Tumorigenesis, and
Nutritional Oncology. University of California. 2006). Los acidos linoléicos
conjugados encontrados en las semillas de las plantas ejercen bioactividades, o-
linolenic acid, cis 9, cis 12, cis 15-18:3 n-3) Yuan, Gao-Feng, 2014. Las
actividades citotoxicas del aceite de la semilla de punica granatum en las lineas

celulares prostaticas por induccidon de apoptosis Sineh Sepehr, Behzad Baradaran,
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2012 Los altos niveles de acidos linoléicos conjugados contenidos en la semillas
de granada, tienen actividades anticancerigenas. También inducen a la apoptosis
en coriocarcinoma de células JEG-3. (Garcia & Pérez, 2004)

3.2.3. Capacidad Antinflamatoria.

El aceite prensado en frio de las semillas de la granada ha demostrado in vitro
que inhibe los enzimas Lipoxigenasa y ciclooxigenasa. La ciclooxigenasa es un
enzima que convierte el acido Araquidonico en prostaglandinas, que son
mediadoras de la inflamacion. (Calin & Carbonell, 2016). La Lipoxigenasa cataliza
la conversion del acido Araquidénico en Leucotrienos, que también son

mediadores proinflamatorios.

3.2.4. Capacidad anti aterosclerética.

En las primeras etapas de la aterosclerosis, la concentracion elevada de
colesterol en el plasma, el incremento del estrés oxidativo y el incremento del
colesterol esterificado, son factores que contribuyen a la formacion de la placa de
ateroma. (Garcia & Pérez, 2004)

Estudios in vitro con animales y humanos, se ha obtenido resultados positivos
con varios constituyentes de la granada en la prevencién y atenuacion de la

aterosclerosis.
El zumo de la granada, rico en polifenoles antioxidantes y acido galico, ayudan

a minimizar las lesiones aterosclerdticas, a controlar los niveles de lipidos y azucar

en sangre. (Betanzos, Izquierdo, & Alvarez, 2015)
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La granada, al ser un alimento de origen vegetal, no contiene colesterol. Su alto
contenido en potasio, a diferencia de otras frutas y su bajo contenido en sodio,
hace que sea un alimento optimo para las personas que tienen hipertension. Esta
proporcion entre los dos minerales mas la alta proporcién de agua hace que sea
un alimento con ligero efecto drenante y diurético. (Garcia & Pérez, 2004)

3.2.5. Otros mecanismos.

Se han estudiado sus efectos en otras patologias como es la diabetes mellitus

tipo I, VIH y la accién bactericida y fungica. (Ramirez, 2013)
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4. Determinacion de la capacidad antioxidante en la granada por el método
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (dpph)

4.1. Difenil-1-Picrilhidrazil (DPPH)

DPPH es una abreviatura comun para el compuesto quimico organico 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil. Es un polvo cristalino de color oscuro, compuesto de
moléculas estables de radicales libres. (Guija, Inocente, Ponce, & Zarzosa, 2015)

Q-

N—N NO,

O,N

Figura No. 6. 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH)

Fuente: DPPH antioxidant assay revisited. Om P. Sharma and Tej K. Bhat, Food Chemistry,
Volume 113, Issue 4, 15 April 2009, Pages 1202—-1205.

4.2. Propiedades y aplicaciones.

DPPH tiene varias formas cristalinas que se diferencian por la simetria de
celosia y punto de fusion (pf). El polvo comercial es una mezcla de fases, que
funde a 130 ~ ° C. DPPH-I (pf 106 ° C) es ortorrémbica , DPPH-II (pf 137 ° C) es
amorfo y es DPPH-III (pf 128-129 ° C)triclinico .

DPPH es un radical bien conocido y una trampa ("captador") para otros
radicales. Por lo tanto, la reduccidn de velocidad de una reaccidon quimica despueés
de la adicién de DPPH se utiliza como un indicador de la naturaleza radical de esa

reaccion.
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Debido a una banda de absorcion fuerte centrada en alrededor de 520 nm, el
radical DPPH tiene un color violeta intenso en solucion, y se vuelve incoloro o

ligeramente amarillo cuando se neutraliza.

Captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (Ensayo DPPH) Este método se
basa en la reduccion del radical DPPH- por los antioxidantes de la muestra.
(Monreal, Sanchez, & Martinez, 2012)

El radical es estable y tiene una coloracion purpura que se pierde
progresivamente cuando se afade la muestra conteniendo sustancias
antioxidantes. La decoloracion del radical se determina a 515 nm. Los tiempos de
reacciéon son variables dependiendo de la naturaleza de los antioxidantes.

En particular, las moléculas pequefias con mejor accesibilidad al centro activo
del radical poseen aparentemente una mayor actividad antioxidante por este
meétodo [Prior et al., 2005]. En general la reaccion puede medirse a los 2, 3, 4,5y
10 minutos del inicio, ya que en este intervalo se espera que la mayoria de
sustancias completen la reaccion con el DPPH, y posteriormente en intervalos de
5 minutos hasta que las variaciones de absorbancia esté en torno 0.003/minuto, lo
cual indicaria que la reaccion se ha completado (KusKoski, Asuero, Troncoso,
Mancini, & Feett, 2005)

El ensayo DPPH es un método rapido y sencillo que para su cuantificacion no
requiere un equipamiento sofisticado, sencillamente un espectrofotometro. En este
ensayo no es necesario preparar radical previamente puesto que el DPPH se
comercializa ya en la forma de radical y sencillamente requiere su disolucion en

metanol.

Por esta razon se trata de un método ampliamente utilizado para evaluacion de

la actividad antioxidante total. Es adecuado para medir la actividad antioxidante en

42



alimentos y extractos vegetales. No obstante algunos antioxidantes pueden causar
interferencias si poseen un espectro de absorcion similar al del DPPH, como es el
caso de los carotenoides (Karre et al.,2013).

La evaluacion de la actividad antioxidante de la granada se realizo mediante el
método de captura de radicales libres utilizando el (DPPH).

Con el objetivo de determinar las condiciones fisicas, quimicas vy
termodinamicas del ensayo fotométrico utilizando los extractos metandlicos de la

semilla, pulpa y pericardio de la granada.

Los resultados fueron leidos a una longitud de onda, a un tiempo de reaccion y
a una temperatura de reaccion determinados; adicionalmente, se indica la baja

estabilidad de las soluciones del radical libre usado.

4.3. Materiales, reactivos y equipos utilizados.

4.3.1. Reactivos.

Es el conjunto de solventes y estandares empleados en el desarrollo
experimental son el grado analitico. Metanol y Etanol. El radical libre 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo.

4.3.2. Materiales y equipos

4.4. Ensayo DPPH

4.4.1. Materiales.

e Matraces 10 ml
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e Pipetas 1ml, 5ml, 3 ml y micro pipetas

e Cubetos de plastico y cuarzo.

4.4.2. Equipos.

e Espectrofotometro GENESIS 10

4.4.3. Reactivos.

o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (radical DPPH), Sigma Aldrich

e Metanol p.a.

4.5. Método de preparacion del reactivo DPPH

1. Soluciéon madre.- Disolver 24 mg de DPPH en una fiola volumétrica de 100
ml. En metanol, esta solucion obtenida es la solucion madre; la cual se
debe cubrir con papel aluminio y se guarda en refrigeracion, su uso no debe

extenderse por mas de una semana.

2. Solucién de trabajo.- De la solucion madre wuna vez atemperado a
temperatura ambiente, extraer 10 ml e incorporar 45 ml de metanol; debera
controlarse la absorbancia a 517 nm (llevando el espectrofotdmetro a cero
con metanol), y esta no debe estar de alrededor de 1,1 + 0,02 , esta
solucion debe taparse y cubrirse con papel de aluminio.(Brand et., 1995)

4.6. Ensayo DPPH (Band-Williams et al.)

a)
1. Colocar 5 g. de muestra y anadir uno de los siguientes solventes.
Metanol (25ml) —solo para fenoles
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b)

. Mezclar hasta una consistencia uniforme por 15 minutos. Si el ensayo es

para extractos hidrofilicos (fenoles), almacenar por 12-14 horas a 3-4 ° ¢
(refrigerado). Si el ensayo es para extractos lipofilicos (carotenoides),

entonces saltarse este paso y continuar con el siguiente.

. Antes de tomar una alicuota para el analisis, centrifugar el homogenizado

por 20 minutos a 15000 rpm.

. Separar el sobrenadante en un tubo Eppendorf para la medida de la

actividad antioxidante. Guardar la fase organica (para carotenoides) y

. luego guardar ambos tubos cubiertos con papel de aluminio para su

posterior analisis.

6. El sobrenadante puede guardarse a -20 ° C para analisis posteriores.
7. Llevar el espectrofotometro a cero con metanol.

8. Asegurar la absorbancia inicial a 517 nm de la solucién diluida de DPPH

que es alrededor de 1,1 + 0,02.

. Con una micro pipeta afiadir una alicuota de 150 pyL de la muestra (puede

ser acuoso o fase organica) con 2850 pL de la solucién diluida de DPPH
dentro de un vial de plastico limpio, correr un blanco con 150 pL del
solvente puro (de acuerdo a la solucion de extraccion) hasta obtener un
factor de correccion (debido a la solucion).

10.Dejar que la muestra y el DPPH reaccione en un agitador en la oscuridad y

cerrar los viales. La temperatura ambiente debe ser 20° C.

11.En diferentes intervalos de tiempo (15 minutos) transferir la solucion a una

cubeta de vidrio limpio. Golpear la cubeta hasta eliminar las burbujas y
tomar la lectura del espectrofotometro a 517 nm.

12.Repetir las lecturas a través del tiempo hasta que se observe que no hay

cambios significativos en la absorbancia. El punto final de la absorbancia es

usado para calcular la actividad antioxidante.

13.Si la lectura de la absorbancia es por debajo de 0.1 diluir el extracto de la

muestra a un factor conveniente y repetir el ensayo.

45



1. Pesar 25.6mg de radical DPPH vy diluir hasta los 100mL con metanol y
posteriormente diluirla 1:10 con metanol.

Anadir una proporcion de 1:10 de muestra (en el caso del blanco metanol).
Anadir una proporcion de 9:10 de la dilucion 1:10 de DPPH y agitar.
Realizar una lectura a 515 nm (lectura a t=0)

o > 0D

Al cabo de 1 hora, realizar una segunda lectura a 515 nm (lectura a t=60)
El resultado se obtiene como:

abs,, — abs abs ,, — abs Don
% perdida absorbancia :{( 0o _° 60)—( s BGO) *100

abs, abs g, de:

Abs, = absorbanciaent=x

Absgy = absorbancia del blanco en t = x

Se utilizé un espectrofotometro y celdas de vidrio. Ademas de pipetas de
volumen variable de 100 — 1000 ul eppendorf research serie 2100, sometida
periédicamente a procesos de calibracidén. El control de tiempos se efectué con

cronometros y el control de temperatura con bafio termostatico.

4.7. Procedimiento.

Se introduce en la cubeta del espectrofotometro 2 ml de la disolucién de DPPH
0.1 Mm en metanol. Se le afnade 0.05 ml del extracto de la granada obtenido
previamente y se va leyendo la absorbancia a 517 nm, para determinar la
concentracion del radical. Si la disminucion de la absorbancia es muy rapida, se
realizara una dilucién apropiada del extracto. Se determina el tiempo en que la
concentracion de DPPH se reduce a la mitad y el porcentaje de inhibicién a los 30

minutos
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4.7.1 Preparacion de los Reactivos

Los fenoles totales se determinan mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu usando el acido galico como material de referencia.

Se prepard una disolucion patrén de acido galico de 0,1 g/L, para lo cual se
pesaron 25 mg de acido galico, se colocaron en un matraz aforado de 25 mly

se llevaron a volumen con agua destilada, enseguida se prepar6 una dilucion 1:10

con agua destilada (siempre se utiliza una solucion recién preparada).

De la misma manera se prepard una disolucion de carbonato de sodio al 20 %
pesando 5 g de carbonato de sodio en un matraz aforado de 25 ml, Por otro lado
se prepardé una disolucion 1N del reactivo de Folin Ciocalteu, el reactivo se

protegio de la luz y se colocé en refrigeracion hasta su uso.

A partir de la disolucién patrén de acido galico, en viales protegidos de la luz,
se hicieron las diluciones necesarias con agua destilada para obtener
concentraciones de 0 mg/L, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l y 5 mg/l para la

preparacion de la curva de calibracion.

Esto se realizé tomando respectivamente 20 uL, 40 uL, 60 yL, 80 yL y 100 uL
de la disolucion patrén de acido galico de 0,1 g/L en viales ambar de 3 ml, luego
se adicion6 a cada vial, 250 pL de reactivo de Folin Ciocalteu 1N, se agité durante
5 min en el ultrasonido, posteriormente se adicionaron 250 L de la disolucion de
carbonato de sodio al 20 % a cada vial, se llevd a un volumen final de 2 ml con

agua destilada y se dej6 reposar por 2 h.

También se preparé un blanco con todos los componentes excepto la
disolucién de acido galico. Finalmente se leyo la absorbancia a 517 nm en el
espectrometro GENESYS 10.
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El contenido de fenoles de cada extracto es expresado en mg/g de peso seco

de la planta, basandose en la curva de calibracién del material de referencia de

acido galico, de ahi que se utilice el término “Unidades de acido galico

equivalentes por gramo de extracto o materia vegetal desecada”.

4.7.2. Calculos y resultados

Datos experimentales:

e Extracto Granada: 17/07/2012
Cantidad de extracto usado: 0.01 1ml
% inhibicién = 90,9

GRANADA 17/07/2012 1/100-0,5

0,300

0,250

y =-0,02In(x) +0,1425

R?=0,982

0,200

ABS

0,150 K
0,100

0,050

0,000

0,0 10,0 20,0 30,0

t/min
Grafico No. 1: Ensayo No. 1

Fuente: Elaboracion propia

e Extracto de Granada: 27/07/2012

Cantidad de extracto usado: 0.05 ml
% inhibicion = 39,17

40,0
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granada 27/07/2012 0,05

0,600

0,500 &

0,400

y = 5E-05x2 - 0,0035x + 0,5103
R?=0,9237

0,300

ABS

0,200

0,100

0,000 T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

t/min

Grafico No. 2: Ensayo No. 2

Fuente: Elaboracion propia

e Extracto Granada: 18/09/2012

Cantidad de extracto usado: 0.05 ml

0,05 GRANADA _18/09/12

y =-0,0016x + 0,7886
R? = 0,3402
1,000
0,800
<
=
P-4
<
@ 0,600
e
o
v
-]
<
0,400
0,200
0,000 ; ; ‘ ‘
-10,0 0,0 10,0 20,9, emp 00 40,0 50,0 60,0

Grafico No. 3: Ensayo No. 3.

Fuente: Elaboracion propia



Extracto Grana

da: 18/09/2012

Cantidad de extracto usado: 0.05 ml
% inhibicion = 89,0

0,600
0,500
0,400
0,300
0,200

0,100

ABSORBANCIA

0,000

0,05 Granada_18/09/12

=-0,038In(x) + 0,2591
R? = 0,8821
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

t/min

Grafico No. 4: Ensayo No. 4.

Fuente: Elaboracion propia

Extracto Grana

da: 18/09/2012

Cantidad de extracto usado: 0.05 ml
% inhibicion = 90.46

0,700
0,600
0,500
0,400
S 0,300
< 0,200
&
2 0,100
< 0,000

0,05 Granada prueba2

y =-0,047In(x) + 0,2713
R2=0,9319
—h
0,0 20,0 40,0
t/min

60,0

50



Grafico No. 5: Ensayo No. 5.
Fuente: Elaboracion propia
e Extracto Granada: 18/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.06 ml
% inhibiciéon = 91.64

0,06 Granada 18/09/12

0,400

0,350

y = -0,058In(x) + 0,2893
0,300 R2 =(,9865

" 0:250 \
<

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,(
t/min

Grafico No. 6: Ensayo No. 6.

Fuente: Elaboracion propia

e Extracto Granada: 18/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.08 ml
% inhibicion=95.37

Granada 18/09/12 2 en 50_0,08

0,450

0,400

0,350 y = -0,035In(x) + 0,1584
R?=0,9256
0,300

0,250
0,200 \
0,150
0100 &

0,050

ABSORBANCIA

0,000 : : : ‘
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0
TIEMPO

Grafico No. 7: Ensayo No. 7.



Fuente: Elaboracion propia

e Extracto Granada: 18/09/2012

Cantidad de extracto usado: 0.09 ml

Estabilizo antes de los 30 minutos por lo cual no se pudo obtener el % de

inhibicion.

0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

ABSORBANCIA

0,09 ml Granada
18/09/2012 2 en 50
y =-0,038In(x) + 0,1563 R? =0,9293
\
0,0 510 16,0 15,0 26,0 25,0 30,

Grafico No. 8: Ensayo No. 8.

Fuente: Elaboracion propia

e Extracto Granada: 18/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.07 ml
% inhibicion = 91.53

0,400

t/min

0,07 Granada 19/09/12

2en 50

0,350 -
0,300 -
0,250 -

go,zoo .

20.150 -

0,100 |

o)

90,050 -

=-0,043In(x) + 0,231
R = 0,8885

90,000

0,0

20,0

Grafico No. 9: Ensayo No. 9.

40,0
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60,0
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Fuente: Elaboracion propia

e Cascara de granada: 19/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.1 ml
% inhibicion = 49.95

Grafico No. 10:

Cascara de granada 19/09/2012
dilucién 0,1/50_0,1

y=-0,031In(x) + 0,6143

R?=0,997
o \
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o
8
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ABSORBANCIA
o
w
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0,200

0,100

0,000 T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
TIEMPO

Ensayo No. 10.

Fuente: Elaboracion propia

e Cascara de granada: 19/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.2 ml
% inhibicion = 47.88

Grafico No. 11:

Cascara de granada 19/09/2012
dilucién 0,1/50_0,2

0,500 y =-0,045In(x) + 0,4252

0,450 R2=0,9991
0,400 \
0,350

0,300 \

0,250 —

ABSORBANCIA

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
TIEMPO

Ensayo No. 11.

60,0
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Fuente: Elaboracion propia

e Cascara de granada: 19/09/2012
Cantidad de extracto usado: 0.07 ml
% inhibicion = 37.24
Cascara de granada 19/09/2012
dilucién 0,1/50_0,2

0,500 y =-0,045In(x) + 0,4252
0,450 R?=0,9991
0,400 \\
0,350
< \
G 0,300
r4 \
3
20,250 —
(o]
8 0,200
<
0,150
0,100
0,050
0,000 T T T T T ]
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
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Grafico No. 12. Ensayo No. 12.

Fuente: Elaboracion propia

e Cascara de granada: 10/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.09 ml
% inhibiciéon = 80.22
Cascarade granada 10/10/12

0,600 y = -0,029In(x) + 0,282
R?=0,8569
0,500
0,400 \
<
Z
= 0,200 —
&
» 0,100
@
<
0,000 : '
0,0 20,0 40,0 60,0
TIEMPO
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Grafico No. 13: Ensayo No. 13.

Fuente: Elaboracion propia

Cascara de granada: 10/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.04 ml
% inhibicion = 84.23

Cascara de Granada 10-10-12
dilucion_4

0,400

0,350 -
0,300
0,250 H
0,200 A
0,150 -
0,100 -

ABSORBANCIA

y = -0,025In(x) + 0,1341
R2=0,8035

0,050 -

0,000

0,000 10,000 20,000 30,000

40,000 50,000 60,000

tiempo en minutos

Grafico No. 14. Ensayo No. 14

Fuente: Elaboracion propia

Cascara de granada: 10/10/2012

Cantidad de extracto usado: 0.03 ml
% inhibicion = 94.70
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Grafico No. 15: Ensayo No. 15

Fuente: Elaboracién propia

e Cascara de granada: 10/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.02 mi
% inhibicion = 57.13

Cascara de granada 10/10/12
dilucion _2
0,600

y =-0,026In(x) + 0,4759
R?=0,9967
0,500

S~

0,400

0,300

ABSORBANCIA

0,200

0,100

0,000 T T T T |
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TIEMPO

Grafico No. 16: Ensayo No. 16

Fuente: Elaboracién propia
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e Semilla de granada: 11/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.05 ml
% inhibicion = 89.64

Semilla de granada 11/10/2012_2

0,3 y= 0,2008x2:42
R?=0,9315

ABSORBANCIA

0,15 \\
N ¥
0,05

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

TIEMPO

Grafico No. 17. Ensayo No. 17

Fuente: Elaboracion propia

e Semilla de granada: 11/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.06 ml
% inhibicion = 84.36

Semilla de granada 11/10/2012_3
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Grafico No. 18. Ensayo No. 18

Fuente: Elaboracion propia
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e Semilla de granada: 15/10/2012
Cantidad de extracto usado: 0.07 ml
% inhibicion = 48.15

Semilla granada directa 15/10/12

0,700

0,600
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Grafico No. 19: Ensayo No. 19

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 20: Curva de calibracion acido galico (folin)

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 21: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 1

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 22: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 2

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 23: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 3

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 24: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 4 27/10/2012

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 25: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 1

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico No. 26: Curva de calibracion acido galico (folin). Prueba 2 28/10/2012

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla No 5: Calculo de la eficiencia antioxidante (AOE) a 30 segundos.

Tipo muestra cantidad utilizada Conc. Abs 30s % inhibicion
Extracto 17/7/2012 0,01 0,002 0,171 90,9
Extracto 27/7/2012 0,05 0,01 0,521 39,17
Extracto 18/9/2012 0,05 0,01 0,8 33,1
Extracto 18/9/2012 0,05 0,01 0,341 89
Extracto 18/9/2012 0,05 0,01 0,373 90,46
Extracto 18/9/2012 0,06 0,012 0,363 91,64
Extracto 18/9/2012 0,08 0,016 0,254 95,37
Extracto 18/9/2012 0,09 0,018 0,254 Se estabilizd antes de los 30°
Extracto 18/9/2012 0,07 0,014 0,34 91,53
Cascara 19/9/2012 0,1 0,02 0,625 49,95
Cascara 19/9/2012 0,2 0,04 0,448 47,88
Cascara 19/9/2012 0,07 0,014 0,716 37,24
Cascara 10/10/2012 0,09 0,018 0,34 80,22
Cascara 10/10/2012 0,04 0,008 0,235 84,23
Cascara 10/10/2012 0,03 0,006 0,246 94,7
Cascara 10/10/2012 0,02 0,004 0,486 57,13
Semilla 11/10/2012 0,05 0,01 0,302 89,64
Semilla 11/10/2012 0,06 0,012 0,211 84,36
Semilla 15/10/2012 0,07 0,014 0,414 48,15

Fuente: Elaboracion propia

Tabla No 6: Calculo de la eficiencia antioxidante (AOE) a 30 segundos del Extracto

de Granada.
tidad
Tipo muestra car.\.l a Concentracion. Abs 30s % inhibicion
utilizada
Extracto 41107 0,01 0,002 0,171 90,90
Extracto media de 0,010 41170 0,05 0,010 0,357 89,73
Extracto 41170 0,06 0,012 0,363 91,64
Extracto 41170 0,07 0,014 0,340 91,53
Extracto 41170 0,08 0,016 0,254 95,37
Extracto 41170 0,09 0,018 gusn SoElIEIEEEED

los 30°

Fuente: Elaboracion propia

Extrapolacién para el Extracto de Granada. 18/09/12

Ao =0,6253

B =-51,89

e =2,718281828
Y

0,230035015
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X=0,019271536
m =-11,93651691
Cte. = 0,460070029
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Grafico No. 27: Extracto de granada. Curva AOE y linea tangente.

Fuente: Elaboracion propia

Conclusién parcial. Se observa que la mejor eficiencia antioxidante en el
Extracto de Granada fue con la concentracion de 0,018, teniendo la Absorbancia

un valor de 0,245724634, demostrado con la ecuacion de la tangente a su curva.

Tabla No 7: Calculo de la eficiencia antioxidante (AOE) a 30 segundos de la
cascara de granada.

Tipo muestra car}?ldad Concentracion. Abs 30s % inhibicion
utilizada

Cascara 41171 0,1 0,02 0,625 49,95
Cascara 41171 0,2 0,04 0,448 47,88
Cascara 41171 0,07 0,014 0,716 37,24
Cascara 41192 0,09 0,018 0,34 80,22
Cascara 41192 0,04 0,008 0,235 84,23
Cascara 41192 0,03 0,006 0,246 94,7

Cascara 41192 0,02 0,004 0,486 57,13

Fuente: Elaboracion propia
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Extrapolacién para la cascara de granada. 19/09/12
Ao = 0,9053

B=-17,69

e =2,718281828

Y =0,333041258

X =0,056529112

m = -5,891499857

Cte. = 0,666082516

0,8
0,7
0,6

0,5

Abs.

0,4
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0,1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

Concentracion

Grafico No. 28: Cascara de granada. Curva AOE vy linea tangente.

Fuente: Elaboracion propia

Conclusién. Se observa que la mejor eficiencia antioxidante se obtuvo con la
concentracion de 0,06 dando una Absorbancia de 0,313207647, demostrado con

el calculo de la ecuacion de la tangente.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Las muestras del extracto, cascara y semillas de granada al reaccionar
frente al reactivo diphenyl pycril hidacilo lo decoloraron casi de inmediato
demostrando la capacidad antioxidante de todos ellos como se demuestra
en los graficos.

El extracto de la fruta posee mayor cantidad de antioxidantes, por lo que se
tuvo que realizar mayor cantidad de ensayos, mientras que la cascara le
sigue en importancia y por ultimo la semilla.

La estabilizacion de las reacciones determina el porcentaje de inhibicidn ya
que los graficos con una curva y linea de estabilizacidén mejor formada dan
porcentaje de inhibicion mas alto.

Al realizar la determinacion para obtener los graficos estabilizados se
recomienda el uso de pequefas cantidades de extracto y tomar notas de
cada valor para realizar las correcciones adecuadas durante Ia

experimentacion.

5.2. Recomendaciones

Incentivar la siembra de Punican granatum en el sector de la costa
ecuatoriana.

Realizar en plantas pilotos de la Facultad de Ing. Quimica la extraccién de
los principios activos de las diferentes partes de la planta como el acido
punicico a partir de la semilla ademas Informar acerca de las propiedades y
beneficios de los fotoquimicos de la granada mediante la elaboracion de

una bebida antioxidante de consumo masivo.
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