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Resumen

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION SOXHLET A
PARTIR DE CASCARA DE GRANADA (Punica granatum) Y EVALUACION DE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y MICROBICIDA
Por: Fernando Ayala Flores
Maestro en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: Dra. Ma. del Carmen Chavez Parga
Co-Dirigida por: Dr. Juan Carlos Gonzalez Hernandez

Se ha encontrado en estudios recientes la alta concentracion de compuestos
polifendlicos en el fruto dado por el granado (cascara, arilos, semillas y membrana capilar)
dentro de los cuales se encuentran los pigmentos naturales denominados antocianinas
los cuales son apreciados por sus efectos benéficos en la salud del ser humano, la
cascara se considera un desperdicio en la dieta del ser humano y es casi el 50% del fruto
por lo que ahi es donde reside la importancia de su uso. Es por ello que en este trabajo
se consider6 el uso de un disefio de experimentos 22 con 4 puntos centrales para
establecer las mejores condiciones para la extraccion de compuestos polifendlicos
presentes en cascara de granada variedad Wonderful y Valenciana (5 g) utilizando como
método de extraccion la denominada “extraccién Soxhlet” con 2 variables de estudio
(tiempo de extraccion y concentracion de etanol) asi como una cinética de degradacion
térmica en antocianinas presentes en la granada, en donde se encontrdé mayor tendencia
a la cuantificacién de compuestos fitoquimicos utilizando mayor concentracién de etanol
y tiempos de extracciéon menores (30 minutos), actividad antioxidante entre 77% y 90%
inhibicion, inhibicion microbiana en cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
y velocidades de degradacion de antocianinas menores en la cinética a temperatura
ambiente con una vida media de 63.59 horas, una constante cinética de 0.0109 h! para
una reaccion de primer orden y un valor D (el tiempo requerido para la degradacion del
90% de antocianina) de 91.74 h. La investigacion realizada determiné que la variacién en
la concentracion de etanol y el tiempo de reposo no tienen influencia significativa

estadisticamente sobre la composicion de fenoles y flavonoides extraidos.
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Abstract

DETERMINATION OF SOXHLET EXTRACTION CONDITIONS FROM
POMEGRANATE PEEL (Punica granatum) AND EVALUATION OF ITS ANTIOXIDANT
AND MICROBICIDAL ACTIVITY

By: Fernando Ayala Flores
Master of Science in Chemical Engineering
Directed by: Dr. Ma. del Carmen Chavez Parga
Co-Directed by: Dr. Juan Carlos Gonzalez Hernandez

Recent studies have found the high concentration of polyphenolic compounds in
the fruit produced by the pomegranate (peel, arils, seeds and capillary membrane) within
which are the natural pigments called anthocyanins which are appreciated for their
beneficial effects on the human health, the peel is considered a waste in the human diet
and is almost 50% of the fruit, so therein lies the importance of its use. That is why in this
work the use of a design of experiments 22 with 4 central points was expected to establish
the best conditions for the extraction of polyphenolic compounds present in pomegranate
peel of the Wonderful and Valenciana variety (5 g) using as extraction method the so-
called "Soxhlet extraction" with 2 study variables (extraction time and ethanol
concentration) as well as thermal degradation kinetics in anthocyanins present in
pomegranate, where a greater tendency to quantify phytochemical compounds was found
using higher concentration of ethanol and shorter extraction times (30 minutes),
antioxidant activity between 77% and 90% inhibition, microbial inhibition in strains of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, and anthocyanin degradation rates lower in
kinetics at room temperature with a half-life of 63.59 hours, a rate constant of 0.0109 h-!
for a first-order reaction, and a value D (required time for the degradation of 90% of
anthocyanin) of 91.74 h. The research carried out allowed that the variation in the ethanol
concentration and the resting time did not have a statistically significant influence on the

composition of extracted phenols and flavonoids.
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Glosario

Polifenoles: Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas que se

encuentran en plantas y se caracterizan por tener mas de un grupo fenol en su molécula.

Antioxidante: Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras

moléculas.

Oxidacion: Es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una

sustancia a un agente oxidante.

Estrés oxidativo: Es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema biologico de neutralizar rapidamente

los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

Microbicida: Cualquier sustancia o proceso que destruye gérmenes (bacterias,

virus u otros microbios que pueden causar infecciones o enfermedades).

Radical libre: Es una especie quimica, caracterizada por poseer uno o mas
electrones desapareados, es extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder

reactivo y de vida media muy corta.

Inhibicion: Se refiere a la interrupcion de alguna respuesta o secuencia de
conductas, que anteriormente han sido automatizadas o aprendidas, para resolver alguna

tarea o accion.

Metabolitos secundarios: Compuestos quimicos sintetizados por las plantas que
cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es letal para el

organismo.

Fitoquimicos: Son compuestos quimicos producidos por las plantas, estos
generalmente juegan un papel en el crecimiento de la planta o en su defensa contra

competidores, patégenos o depredadores.

Extraccion: Es la técnica mas empleada para separar un producto de una mezcla

de reaccion o para aislarlo de sus fuentes naturales.
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1. Introduccién

La granada, perteneciente a la familia Punicaceae, es un fruto proveniente de Iran,
su nombre Persa es “Anar” (Sheets et al., 2009; Mohseni, 2006). Actualmente el fruto es
cultivado a lo largo del pais de origen, las zonas aridas del sureste de Asia y la zona
mediterranea de Africa. El fruto llego a América por misioneros espafioles durante la
conquista, y logro adaptarse en algunas zonas principalmente célidas y aridas del norte

del continente americano.

La granada se caracteriza por ser un fruto con forma de globo de aproximadamente
6 a 12 cm de didmetro con un caliz en forma de corona. Su corteza va del color amarillo
rojizo a verde con zonas rojizas e inclusive al rojo escarlata; es delgada y correosa, cubre
una gran cantidad de granos, ordenadamente distribuidos, jugosos y con un sabor que
va del agridulce al dulce dependiendo de la variedad, los granos estan separados por
delgados tabiques membranosos de calidad astringente. Cada grano tiene como centro
una semilla de color blanco con una estructura firme, cuya dureza depende de muchos
factores entre los que se encuentran la variedad, la madurez y factores climaticos (Lépez
et al., 2010).

@"’:‘ N

Figura 1. Granada (Tomado y modifiado de Mondragén & Juérez, 2008)

La granada posee gran cantidad de compuestos quimicos de alto valor bioldgico
en sus diferentes partes: corteza, membranas capilares, arilos y semillas. Alrededor del
50% del peso total de la granada corresponde a la corteza y a las membranas capilares,
gque son una fuente importantisima de compuestos bioactivos como polifenoles,
flavonoides, elagitaninos, proantocianidinas y minerales principalmente potasio,
nitrdgeno, calcio, fosforo, magnesio y sodio. Por lo que, los productos nutracéuticos y

alimenticios elaborados a partir de extractos de cascara y membranas capilares pueden
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ser una fuente importante de dichos compuestos, si se han procesado de modo correcto
(Plus, 2011).

Asi mismo, la granada es rica en otros compuestos que le dan un valor nutricional.
Mayoritariamente, estad compuesta por agua y azucares, siendo menor su contenido en
grasas y proteinas, lo que le confiere un bajo valor cal6rico (aprox.75 kcal/100 g).
Contiene también una pequefia proporcién de fibra alimentaria, que se encuentra en la
semilla principalmente (3,1 g/100 g), es rica en potasio y aporta cantidades considerables
de calcio, magnesio, fésforo y hierro, siendo pobre en sodio. Contiene, ademas, vitaminas
del grupo B, C y niacina, en concentraciones similares a otras frutas de alto consumo

como ciruelas o manzanas (Garcia & Pérez, 2014).

1.1 Planteamiento del problema

Se ha reportado en estudios recientes la alta concentracibn de compuestos
polifendlicos (entre ellos las antocianinas) en el fruto dado por el granado principalmente
en variedad Wonderful (cdscara, arilos, semillas y membrana capilar), la cascara se
considera un desperdicio en la dieta del ser humano y es casi el 50% del fruto ahi es
donde reside la importancia de su uso. Algunos compuestos como las antocianinas son
sensibles a la temperatura, cambios de pH y fotones de luz. Debido a lo anterior se
considera el uso de un disefio experimental para obtener las mejores condiciones de
extraccion de compuestos con actividad antioxidante y microbicida en céscara de

granada variedad Wonderful y Valenciana.

1.2 Justificacion

En la dltima década, el consumo de granada se ha incrementado en el mundo,
gracias a la tendencia del consumidor por productos frescos y saludables, ademas por
ser un cultivo conocido por sus propiedades nutracéuticas. Actualmente la produccién
mundial de granada supera los 2,000 millones de toneladas por afio. Desde 2013, India
lidera la produccion de granada en el mundo y es uno de los mayores exportadores de

granadas frescas y procesadas, con un récord de produccion de 745,000 toneladas en
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ese afio, esto trae consigo un aumento en los desechos generados debido al
procesamiento de la granada teniendo como principal desecho la cascara, provocando
un dafo ambiental si no se la da un uso correcto, por lo que resulta importante el proponer

alternativas de aprovechamiento.

La importancia actual de la granada consiste, especificamente, en las propiedades
gue se han reportado a lo largo de los afios por su consumo, debido a la presencia de
compuestos antioxidantes en el tallo, hoja, flores, cascara, jugo y semilla. Estos
compuestos son los polifenoles como: flavonoides y taninos, los cuales son los

antioxidantes mas abundantes.

Los compuestos polifendlicos que posee la granada pueden ser extraidos y
aprovechados generando extractos liquidos en los que existen los polifenoles en mezcla
con los solventes que haya servido como agente acarreador del compuesto, tales como
lixiviacibn, método Soxhlet, microondas entre otros. Es por ello por lo que en esta
investigacion se propone la extraccion Soxhlet de compuestos fitoquimicos en cascara

de granada para poder evaluar su actividad antioxidante y microbicida.

1.3 Hipétesis
La variacion en la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion influira en la
composicién de polifenoles y flavonoides extraidos con lo que se espera que se

incremente la actividad antioxidante y microbicida.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Determinar las mejores condiciones de extraccion Soxhlet para la obtencion de
extractos de cascara de granada (Punica granatum) variedades Wonderful y Valenciana
con alto poder antioxidante y microbicida.
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1.4.2 Objetivos especificos
Obtener los parametros fisicos (color y dureza) de las variedades de granada

(Punica granatum).

Determinar el contenido total de fenoles, flavonoides en los extractos obtenidos,

asi como su comparacion.

Comparar la capacidad antioxidante y microbicida de los extractos obtenidos de

las 2 variedades de cascara de granada.

Determinar los parametros cinéticos de degradacion térmica de antocianinas

presentes en granada.

Establecer las mejores condiciones de extraccion de las variedades de granada.
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2. Marco teérico

2.1 Polifenoles

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, considerados
metabolitos secundarios de las plantas dado que cumplen funciones no esenciales en la
planta, con diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8,000
compuestos distintos. En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos presenta
un gran interés por sus efectos benéficos en la salud humana (Martinez et al., 2000).

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas y
para interferir consecuentemente en mecanismos de sefializacion y en distintos procesos
celulares, puede deberse, al menos en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas de estos
compuestos, que les permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de
oxido-reduccion. Su actividad antioxidante justifica muchos de sus efectos beneficiosos
(Quifionez et al., 2012).

2.2 Estructuray sintesis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, donde desempefan diversas funciones fisiolégicas. Se trata
de compuestos que intervienen en el crecimiento y reproduccion de las plantas, asi como
en procesos defensivos contra agentes patdgenos, depredadores o radiacion ultravioleta.
Los compuestos polifendlicos presentan en su estructura quimica uno o mas anillos de
benceno y uno o mas grupos hidroxilados con algun elemento comun, como los grupos
funcionales de ésteres, glicésidos, entre otros. Se trata de moléculas muy reactivas que
normalmente se encuentran combinadas con diferentes azucares, como la glucosa,
galactosa, arabinosa, ramosa, xilosa o los acidos glucorénicos y galacturénicos. También
pueden unirse con acidos carboxilicos, acidos organicos, aminoacidos y lipidos (Garcia
et al., 2015).

Se pueden clasificar los polifenoles de diferentes maneras, dependiendo de su
estructura quimica y enfoque que se le pueda dar, pueden agruparse en Cs, Cs-Cn, Ce-

Cn-Cs, siendo n<3. La siguiente tabla muestra los diferentes grupos de polifenoles:

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 5



Tabla 1. Clasificacién de compuestos fendlicos de acuerdo a su estructura quimica

(Tomado y modificado de Vermerris y Nicholson, 2008).

Estructura quimica Tipo
Ce Fenoles simples
Ce-C1 Acidos fendlicos y compuestos
relacionados
(C6-C1)n Taninos hidrolizables
Ce-C2 Acetofenonas y acidos
fenilacéticos
Ce-C3 Acido hidroxicinamico y
cumarinas
(Ce-C3)2 Lignanos
Ce-C1- Ce Benzofenonas y Xantonas
Ce-C2- Cs Estilbenos
Ce-Cs3- Cs Flavonoides
(Ce-Cs- Cé)n Proantocianinas

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las
plantas tiene lugar a través de dos principales rutas: la ruta del acido siquimico y la ruta
de los poliacetatos. La ruta del &cido siquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos
aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados
(fenoles sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La

ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas (Bravo, 1998).

La ruta del acido siquimico es dependiente de la luz. Se inicia en los plastos por
condensacion de dos productos que son tipicos de la fotosintesis, la eritrosa-4-fostato,
procedente de la via de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato, originario de la
glucdlisis. Después de varias reacciones y modificaciones en su estructura, se obtiene el
acido siquimico, del que se obtienen algunos fenoles. La via del acido siquimico puede
continuar con la adhesion de una segunda molécula de fosfoenolpiruvato, obteniendo asi

la fenilalanina, un aminoacido esencial propio del metabolismo primario de las plantas.
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La fenilalanina entra a formar parte del metabolismo secundario por accidon de la enzima
fenilalanina amonioliasa, que cataliza la eliminacion de un grupo amonio, transformando
la fenilalanina en el acido trans-cinamico. Posteriormente, el 4cido trans-cindmico se
transforma en &cido r-cumarico por incorporacion de un grupo hidroxilo a nivel del anillo
aromatico. La accion de una Coenzima A (CoA), la CoA-ligasa, transforma el acido p-
cumarico en p-cumaroilCoA, que es el precursor activo de la mayoria de los fenoles

(Quinionez et al., 2012).

Eristrosa-4-fosfato Fosfoenolpiruvato — @
(via pentosas-fosfato)

- Acetil-CoA
Acido galico

[ !

Fenilalanina

Ruta del &cido
shikimico

Taninos Ruta de los

hidrolizables l
l Acido trans-cinamico

Fenoles
simples

p-cumaroilCoA MalonilCoA

poliacetatos

Polifenoles

Flavonoides

Figura 2. Esquema de la ruta biosintética de los polifenoles. (Tomado y modificado de
Quifionez et al., 2012)

La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula inicial de acetilCoA,
y a través de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos. Por reduccion de

los poliacetatos se forman los &cidos grasos, y por ciclacion posterior se forman una gran
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variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas y otros metabolitos que se
producen a través de rutas mixtas. Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la via
del acido siquimico como de la ruta de los poliacetatos. Este es el caso de un importante
grupo de moléculas bioactivas, denominadas flavonoides (Vite, 2015).

2.3 Antocianinas

Las antocianinas representan los principales pigmentos solubles en agua visibles
al ojo humano. Pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un nucleo
de flavon, el cual consta de dos anillos aroméaticos unidos por una unidad de tres
carbonos. El nivel de hidroxilacion y metilacion en el anillo “B” de la molécula determina
el tipo de antocianidina que se obtiene, que es la aglicona de la antocianina. Aunque se
han descrito doce diferentes tipos de antocianidinas, las mas comunes en plantas son:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina. La pelargonidina,
cianidina, delfinidina son las mas frecuentes en frutos, en tanto que las demas lo son en
las flores. En las plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma
glucosilada; esto es, unidas a algun azucar y en cuyo caso se denominan antocianinas.
Los tipos de azUcares presentes pueden ser: monosacaridos, disacaridos o trisacaridos

y de éstos depende su solubilidad (Aguilera et al, 2011).

Las antocianinas estan presentes en diferentes érganos de las plantas, tales como
frutas, flores, tallos, hojas y raices (Brouillard, 1982). La principal fuente de antocianinas
son frutas rojas, como lo son las bayas y uvas rojas, cereales, principalmente maiz
morado, vegetales y vino rojo entre las bebidas (Harbone, 2000; Escribano-Bailon et al.,
2004).

El interés en los pigmentos antocianicos ha cobrado interés recientemente debido
a sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas (Astrid, 2008). Durante el paso del tracto
digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas permanecen intactas
(Miyazawa et al., 1999) y ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la
reduccion de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la vista y del

comportamiento cognitivo.
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2.4 Extraccion de metabolitos secundarios

El proceso de extraccion es un paso importante para el aislamiento e identificacion
de compuestos polifendlicos. La capacidad de extraccion depende del disolvente, la
naturaleza y preparacion de soluto que se quiere extraer, la estructura quimica de los
compuestos fendlicos, temperatura, tiempo de extraccion, relacion solido-liquido, método
de extraccién empleado y la posible presencia de sustancias de interferencia (Buci¢-Koji¢
et al., 2011).

Existen métodos convencionales y no convencionales a nivel laboratorio con los
cuales es posible la extraccion de compuestos fitoquimicos vegetales. Los métodos
convencionales se caracterizan por utilizar solventes que interaccionen con los
compuestos de interés y puedan ser separados del tejido vegetal, asi como por la
aplicacion de diversas temperaturas. Dentro de los métodos convencionales se
encuentran; la extraccién Soxhlet, maceracion, hidrodestilacion y lixiviacion; sin embargo,
aun siendo técnicas de bajo costo, los tiempos de extraccién en algunas ocasiones suelen
ser prolongados, los metabolitos son extraidos con una pureza baja y existe degradacion
térmica de los compuestos termolabiles (Velazco et al., 2007). Por otro lado, los métodos
no convencionales son técnicas novedosas que tienen la finalidad de disminuir la
problematica que existe al momento de realizar extracciones convencionales como lo es
el tiempo y la pureza de los metabolitos; sin embargo, los equipos o reactivos necesarios
las convierten en técnicas costosas. Algunas de las técnicas de extraccidn no
convencionales son: asistida por ultrasonido, asistida por enzimas, asistida por
microondas, asistida por campos pulso eléctricos, con fluidos supercriticos y con liquidos

a presiones elevadas (Azmir et al., 2013).

La extraccion Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continla siendo) el método
estandar de extraccion de muestras solidas mas utilizado desde su disefio afos atras, y
en la actualidad, es el principal método de referencia con el que se comparan métodos
de extraccién novedosos. Ademas de que muchos organismos internacionales como la
EPA (U.S. Environmental Protection Agency) y la FDA (Food and Drugs Administration)

utilizan esta técnica clasica como metodo oficial para la extraccion continua de sélidos.
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La técnica es la siguiente: La muestra solida finamente pulverizada se coloca en
un cartucho de material poroso usualmente de celulosa que se sitia en la camara del
extractor Soxhlet. Se calienta el solvente extractante, situado en el matraz en la parte
inferior, se condensan sus vapores que caen, gota a gota, sobre el cartucho que contiene
la muestra, extrayendo los analitos solubles. Cuando el nivel del solvente condensado en
la cAmara alcanza la parte superior del sifon lateral, el solvente con los analitos disueltos
asciende por el sifon y retorna al matraz de ebullicién. Este proceso se repite hasta que
se completa la extraccion de los analitos de la muestra y se concentran en el solvente
(Cela et al., 2002).

La MAE (Microwave Assisted Extraction) o Extraccion Asistida por Microondas se
utiliza para una amplia variedad de productos vegetales. Ofrece una rapida entrega de
energia al volumen de disolvente y matriz vegetal, con un posterior calentamiento de
ambos de manera eficiente y homogénea, debido a la rotacién del dipolo del solvente.
Dado que el agua dentro de la matriz vegetal absorbe la energia de microondas, se
provoca la ruptura celular por sobrecalentamiento interno, lo que facilita la absorcion de
los productos quimicos de la matriz, mejorando la recuperacidon de metabolitos

secundarios (Guntero et al., 2015).

2.5 Antecedentes

En la naturaleza existe una gran variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos.
Estos compuestos podemos denominarlos polifenoles. Se originan principalmente en las
plantas, que los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo
secundario. Y por lo tanto cumplen funciones no esenciales para las plantas. Como lo
son funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico,

luminoso, etc.) entre otras (Quifionez et al., 2012).

El consumo de dietas ricas en frutas y verduras ha demostrado, tanto en estudios
epidemioldgicos como de intervencion, que reduce la morbi-mortalidad cardiovascular
(Lorgeril et al., 1999; Van de Berg et al., 2001). El efecto beneficioso de estas dietas se

ha atribuido, al menos en parte, a la presencia de polifenoles.
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Los fenoles totales se encuentran en una elevada concentracion en la granada
(aprox. 83 mg/100 g de porcion comestible o 250 mg/100 mL), comparable a la del vino
tinto (valores medios de 203 mg/100 mL) y muy superior a la del té verde (aprox. 103
mg/100 mL) (Gil et al., 2000), tan apreciado hoy en dia por su capacidad antioxidante.

En el 2020 la granada en México alcanzo6 una produccion de un poco mas de 8000
toneladas de los 2 millones producidas en el mundo, lo que gener6 un aumento del 73%
desde el 2009 donde se reporté una produccion de 4,684 toneladas (SIAP, 2020).

El consumo de granada se hace en fresco, aunque los arilos del fruto y sus semillas
son utilizados para la elaboracién de jugos y otros productos alimenticios a nivel industrial;
sin embargo, la cascara de granada no es aprovechada, desechandose grandes

cantidades sin dar una utilidad.

La cascara de granada posee un alto contenido de polifenoles si se compara con
su concentracion en cualquier otra parte de la fruta, principalmente taninos hidrolizables
(punicalina, punicalagina, acido galico y elagico) y flavonoides (antocianinas, catequinas

y otras sustancias complejas) (Akhtar, et al., 2014).

La variedad de granada 'Negra' que se encuentra en Israel contiene niveles
excepcionalmente altos de antocianinas en la cascara de su fruta, que pueden alcanzar
un contenido de hasta dos 6rdenes de magnitud mayor en comparacién con las
antocianinas de la céscara de otras variedades de granada, en donde un estudio
realizado por Trainin et al. en el 2021 demostré que el analisis de recombinacion de 2
poblaciones redujo el rasgo "negro" a un area de 178,5 kb en el borrador de la secuencia
del genoma de la granada variedad Dabenzi. Un gen putativo de antocianidina reductasa
(ANR) se encuentra en esta area. Solo las variedades de granada que muestran el rasgo
"negro” tienen una eliminacién del par de bases hacia el final del gen, lo que provoca un
cambio de marco que da como resultado una proteina mas corta. Por lo que propusieron
que esta mutacion en el gen ARN es responsable de la diferente composicion de

antocianinas y los altos niveles de antocianinas del rasgo "negro” en la granada.

Los disolventes mas utilizados para recuperar polifenoles son metanol, etanol,

acetato de etilo, acetona y mezclas entre estos (Muhlack et al., 2019).
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En los dltimos afios se han desarrollo metodologias que utilizan disolventes
biodegradables y/o no toxicos tales como el agua y el etanol, en consonancia con el

concepto “Green Chemistry” (Dhobi et al., 2009).

En el 2017 Valadez et al., demostraron la alta cantidad de fendlicos totales que se pueden

extraer haciendo uso de la técnica de microondas asistido por ultrasonido.

Se obtuvieron extractos de antocianinas en cascara de granada variedad
Wonderful (Vasquez, 2016).

En el 2015 Sandoval determind parametros cinéticos a partir de zumos

pasteurizados de granada (Punica granatum) y arandano (Vaccinium myrtillus).

La extraccion Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continda siendo) el método
estandar de extraccibn de muestras sélidas mas utilizado desde su disefio en afos
pasados, y en la actualidad, es el principal método de referencia con el que se comparan

otros métodos de extraccion no convencionales (Caldas, 2012).
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3. Metodologia

3.1 Obtencidn de Granada (Punica granatum)

Se utilizé como materia prima 2 cosechas, la primera fue granada variedad
Wonderful cosechada en junio del 2020 en Apaseo el Alto Guanajuato y la segunda fue
granada variedad Valenciana cosechada en junio del 2021 en Tarimbaro Michoacan.

Figura 3. Ubicacion geografica de Apaseo el Alto Guanajuato.
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Figura 4. Ubicacidon geografica de Tarimbaro Michoacan.

3.2 Determinacioén de dureza

Para realizar la prueba de dureza primero se realizé un muestreo representativo
de cada lote (10 muestras) tomados al azar de diferentes puntos del lote, después se les
hizo la prueba de dureza con un penetrometro CNYST modelo GY-3 para frutas, y se
realizaron con el cabezal de 11mm. de acuerdo con la dureza de nuestro fruto, para ello
se sostuvo el fruto de manera firme sobre una superficie completamente plana y dura, se
realizd presion con el cabezal sobre la superficie del fruto seleccionada para hacer la
penetracion, se retiré el cabezal y se registrd la lectura obtenida por el penetrémetro
(Brezmes, 2001).

3.3 Método del colorimetro

Para la medicion del color se utilizo el colorimetro Colorflex de Hunterlab, para ello
se tomaron 10 muestras de forma aleatoria de cada lote utilizado, y se colocaron sobre
la superficie de cuarzo del colorimetro, se tapé con una manta para evitar el paso de la

luz y se realizé la medicion en 3 diferentes puntos para obtener el promedio del color total
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de la granada dado a que no presentan un color uniforme en toda la cascara, se obtuvo

los parametros L*a*b (Gilabert, 1992) y se promedio para obtener el color total.

3.4 Secado de cascara

Para el secado de la cascara de granada, primero se retiran los arilos y la
membrana interna, una vez teniendo la cascara aislada se fraccion6 en cuadros de 1
centimetro por lado, posteriormente se llevé a un horno eléctrico por 36 horas a 55°C
(Coronado, 2019).

3.5 Disefio de experimentos

Se realizé un disefio de experimentos factorial 22 con 4 puntos centrales, tomando
como variables de estudio la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion, utilizando
etanol a 96° marca Hycel, y utilizando como variables de respuestas el contenido total de
fenoles totales, flavonoides totales, actividad antioxidante por método DPPH"y ABTS*y
halo de inhibicion en E. coli y S. aureus, obteniendo como resultado la siguiente matriz

experimental.
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Tabla 2. Matriz del modelo experimental para la extraccién de compuestos fenélicos a

partir de cascara de granada.

Variables de estudio

Variables Punto alto Punto bajo
Tiempo de extraccién (min) 120 30
Concentracion (%) 96 72

Matriz experimental
No. de corrida Tiempo de Concentracion (%)

extraccion (min)

1 30 72
2 75 84
3 120 12
4 75 84
5 75 84
6 30 96
7 75 84
8 120 96
Variables de respuesta
Variable Unidades
Fenoles totales mg/ml Equivalentes de Acido Galico
Flavonoides totales mg/ml Equivalentes de Quercetina
Actividad antioxidante por método DPPH® %inhibicién
Actividad antioxidante por método ABTS™ %inhibicién
Halo de inhibicion mm de inhibiciébn/mg extracto

3.6 Procedimiento para la obtencidon de extractos
Los extractos se obtendran por método Soxhlet utilizando las 2 variedades de

granada.

Para la extraccion Soxhlet se colocaron 5 gramos de cascara de granada dentro

de un cartucho de celulosa el cual se coloc6 dentro del sifén del equipo Soxhlet y se
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colocé 150ml del solvente (etanol) dentro del matraz, se estructuré el equipo Soxhlet y se
llevo a calentamiento a través de la parrilla de acuerdo con disefio experimental, después
se uso el rotavapor para eliminar el solvente (etanol) colocando el extracto dentro del
matraz y destilando por 20 minutos a 60rpm y 75°C (Nufiez, 2008). Se trabaj6 con las
variedades Wonderful y Valenciana, respectivamente, utilizando las condiciones de

extraccion de acuerdo con el disefio de experimentos propuesto.

3.7 Evaluacion del contenido de fenoles totales

Se realizé una curva de calibracion utilizando una solucion estandar de acido
galico (Meyer) a diferentes concentraciones con la lectura o medicién de la absorbancia
en el espectrofotdmetro PerkinElmer Lambda 35 a una longitud de onda de 625 nm.

Para la cuantificacion se siguié el método de Folin-Ciocalteu propuesto por Garcia
et al., (2015) y modificado por Marquez et al., (2020), se utilizd el extracto, el solvente
utilizado agua, el reactivo de Folin (Hycel) y se dejo reaccionar por 15 minutos,
posteriormente se detuvo la reaccion utilizando carbonato de sodio (Meyer) al 20% p/p y
se dejo reposar durante una hora para después leer en el espectrofotdmetro PerkinElmer

Lambda 35 a una longitud de onda de 625 nm.

3.8 Cuantificacion de flavonoides totales
Se realiz6 una curva de calibracion utilizando una solucion estandar de quercetina
a diferentes concentraciones y midiendo en el espectrofotobmetro PerkinElmer Lambda

35 a una longitud de onda de 475 nm.

El contenido de flavonoides se determind mediante el ensayo de tricloruro de
aluminio propuesto por Liu et al., (2002) y modificado por Marquez et al., (2020), se utilizd
el extracto, cloruro de aluminio (Golden Bell), dejando reaccionar por 5 minutos, y se
detuvo la reaccién con acetato de sodio (J.T. Baker) y posteriormente se agregé el
solvente utilizado y se midio en el espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35 a una

longitud de onda de 475 nm.
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3.9 Determinacion de actividad antioxidante

3.9.1 Actividad antioxidante por método ABTS*

Siguiendo el método propuesto por Arnao et al., (2001), se ajusto la absorbencia
del reactivo ABTS** (Sigma Aldrich) con el espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35 a
una longitud de onda de 734 nm hasta obtener una absorbencia de 0.70+0.02 diluyendo
con etanol, se realiz6 una curva de calibracion utilizando 30 microlitros de un stock de
trolox (Sigma Aldrich) a diferentes concentraciones y 2970 microlitros de la solucion
ajustada de ABTS* y midiendo la absorbencia en el espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 35 y por ultimo se midieron las muestras en el espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 35, con 30 microlitros del extracto y 2970 microlitros de la solucién ajustada de
ABTS™ a una longitud de onda de 734 nm.

El porcentaje de inhibicion se calcula con la siguiente formula:

Yoinhibicion = “—2 % 100 (3.1)
donde AR es la absorbencia del reactivo (nm) y AM es la absorbencia de la

muestra (nm).

3.9.2 Actividad antioxidante por método DPPH*

Siguiendo el método propuesto y desarrollado por Brand-Williams et al., (1995), se
ajusto la absorbencia del reactivo DPPH* (Sigma Aldrich) con el espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 35 a una longitud de onda de 515 nm hasta alcanzar una absorbencia
entre .8 y 1, se realizd una curva de calibracién utilizando 100 microlitros de un stock de
Trolox (Sigma Aldrich) a diferentes concentraciones y 2.9 mililitros del reactivo DPPH®
ajustado y reposando por 30 minutos para después leer en el espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lambda 35, por ultimo se midieron las muestras en el espectrofotémetro Perkin
Elmer Lambda 35, utilizando 100 microlitros del extracto y 2.9 mililitros del reactivo

ajustado y dejando reposar por 30 minutos a una longitud de onda de 515 nm.

El porcentaje de inhibicion se calcula con la siguiente formula:

R—AM

%inhibicién = - % 100 (3.2)

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 18



3.10 Halo de inhibicion

Para la prueba de halo de inhibicién se debe esterilizar en autoclave el siguiente
material: Puntas para Micropipeta de color azul, amarillo y blanco, sensidiscos, tubos
falcon, 200 mL de solucion salina al 4%p., pinzas, hisopos y 220 mL de medio de cultivo

Agar MuellerHinton.

La esterilizacion en autoclave dura aproximadamente 1 hora por lo que 10 minutos
antes de que se cumpla este plazo se deberan colocar en la campana de flujo laminar
para la exposicion directa de luz ultravioleta por alrededor de 20 minutos lamparas de

alcohol y 12 cajas de Petri de plastico (Musmeciy Lezcano, 2015).

Se apaga la luz ultravioleta y se introduce a la campana de flujo laminar el medio,
se enciende la lampara de alcohol para asegurar la esterilidad de la campana y se
colocan las cajas Petri para vaciar el medio en ellas. Vaciado el medio las cajas se
mantienen semi abiertas hasta que el medio solidifique completamente. Solidificado el
medio se toman 2 cajas Petri, en una de ellas se cultiva E. coliy en la otra S. aureus con
la técnica de estria cruzada. Estas 2 cajas se pondran en incubacion por 24 horas a 37
°C.

El material que no se utiliz6 se reserva en un lugar limpio y fresco para asegurar
la esterilidad de éste, las otras 10 cajas de Petri con el medio Agar MuellerHinton
solidificado se sellan con parafilm y se conservan en refrigeracion. Pasadas las 24 horas

de incubacion se debe observar el crecimiento de las colonias bacterianas en los medios.

Lo siguiente es poner a esterilizar en la campana de flujo laminar (luz ultravioleta)
el siguiente material por 20 minutos: Puntas para micropipeta esterilizadas en la
autoclave, sensidiscos, tubos falcon, 200 ml de solucion salina al 4% p/p, pinzas,
micropipeta: 1-5 mL, 0.5-10 pL, 10-100 uL, 4 vasos de precipitado: uno con agua y los
otros tres con solvente A, B y C, gradilla, celdas, lampara de alcohol, encendedor e

hisopos.

Para la preparacion de la solucion de bacterias se llevé a cabo mediante el

siguiente procedimiento:
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1) El procedimiento debe realizarse en condiciones estériles, por lo que es

necesario el uso de guantes de latex estériles y una lampara de alcohol encendida.

2) Se toman dos tubos falcon, a cada uno se le agregan 15 mL de solucién salina,
con un asa bacterioldgica se arrastra una cantidad media de bacterias de la caja de Petri
donde estan sembradas y se sumerge en la solucion salina del tubo agitando hasta

disolverla por completo. En un tubo se inoculard E. coli y en el otro S. aureus.

3) Se toman tres celdas en una gradilla, en la primera celda se coloca la solucion
salina sin inocular (blanco), en la segunda y tercera celda se coloca la solucién de

bacterias de E. coliy S. aureus respectivamente.

4) Por medio del uso de un espectrofotometro de visible se miden lecturas de
absorbencia a una longitud de 625nm. Las lecturas que se obtengan deben oscilar en un
rango entre 0.08 y 0.1 nm, por lo que si las lecturas son menores a estos valores se deben
agregar mas bacterias a la solucién; si por el contrario se superan estos valores es

necesario diluir con solucién salina.

Realizada la solucién de bacterias es necesario marcar el lugar donde se colocara
cada sensidisco en las cajas de Petri, asi como el control que representan por medio de

la siguiente nomenclatura:
A = antibiético (control positivo).
H20 = agua (control negativo).
M = Solvente A.

I, I, 11y IV = corresponde al numero de lote.

Concluida esta accion se procede con la técnica de halo de inhibicién:

1) Se toma un tubo Falcon con la solucibn de bacterias que se prepard
anteriormente y se sumerge un hisopo estéril en ella. Con el hisopo humedo se toma la
caja de Petri y se realiza un estriado por agotamiento en varias direcciones. Se siembra

en 5 cajas de Petri E. coliy en los 5 restantes S. aureus.
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2) Cada caja se deja semi abierta cerca de la lampara de alcohol para mantener
la esterilidad, hasta que se seque la solucion de bacterias. Una vez seca se deben colocar

los sensidiscos en los lugares marcados previamente.

3) Para el control positivo se debe colocar un sensidisco impregnado con
antibiotico, en el caso de E. coli se utiliza un antibiético para bacterias Gram negativas y

para S. aureus se requiere un antibiotico para bacterias Gram positivas.

4) Se colocan el resto de los sensidiscos y a cada uno se le agrega 2 mL de

extracto, agua o solvente segun le corresponda por la nomenclatura ya mencionada.

5) Cuando las cajas estén terminadas y secas se tapan, se voltean y se sellan. Se

deben incubar por 48 horas a una temperatura de 37 °C.

3.11 Cinética de degradacion térmica

Se realizar4 una extraccion de antocianinas en granada macerando la materia
prima (arilos de granada), posteriormente pasara a filtracion utilizando papel filtro con
tamafo de poro de 8um y se esteriliza utilizando luz ultravioleta por 10 minutos, una vez

obtenido los extractos se sometera a las siguientes condiciones:

Tabla 3. Tiempos y temperaturas de almacenamientos de la granada usadas para la

cinética de degradacion térmica.

Temperatura Tiempo

(°C) (h)
25 96
50 96
70 72

Y se cuantificaran las antocianinas totales usando el método de pH diferencial en

diferentes intervalos de tiempo (12 horas).

El método de pH diferencial es un método espectrofotométrico que se basa en la
transformacion estructural de las antocianinas con el cambio de pH (pH 1 coloreadas y
pH 4.5 incoloras).
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Primero se preparan diluciones del extracto con solucion buffer pH 1.0 de cloruro

de potasio y con solucién buffer pH 4.5 de acetato de sodio.

Se mide la absorbencia de la muestra a la longitud de onda de méxima
absorbencia (Amax=515 nm) y a 700 nm. De la ecuacion de Lambert-Beer se obtiene
C=A/eL, C es la concentracion molar, A es la absorbencia, € corresponde a la absorbencia
molar o coeficiente de extincidn molar (constante fisica para especies moleculares en un
solvente a una determinada longitud de onda, se pueden utilizar los valores de
absorbencia molar para pigmentos purificados tomados de la literatura), L es la longitud
de recorrido en cm. La concentracion en mg/L puede ser determinada multiplicando por
el peso molecular (PM) del pigmento y por el factor de dilucién (FD). Para el calculo del
contenido de antocianinas se utiliza el peso molecular y la absorbencia molar del
pigmento antociano presente en mayor proporcion, en este caso es la cianidina (PM 449.2
y € 26900) (Villacorta et al., 2016).

Por lo anterior la concentracion de antocianinas monomeéricas se obtiene con la

siguiente ecuacion:

Antocianinas monoémericas (@) = ((PM)+(FD)+(1000) (3.3)
ml (GLIEY)

La absorbencia (A) se calcula de la forma siguiente:

A= Amax — A700)pH=1.0 = (Amax — /1700)pH=4.5 (3.4)

La concentracién de antocianinas totales se obtiene de la siguiente ecuacion:

__ (A)*(PM)*(FD)*(1000)
(e)*(1)

Antocianinas totales (%) (3.5)

Ademas, valor de vida media ty2 del contenido total de antocianinas se calculd
como tiz=In 2/k; y el valor D (el tiempo requerido para la degradacién del 90% de

antocianina) se calculé como D = 1/k.
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4. Resultados

4.1 Dureza

La firmeza es uno de los parametros fisicoquimicos que mejor se relaciona con el

estado de maduracioén de la fruta.

En el caso de la granada la dureza no es parametro para medir la madurez del
fruto, dado que la dureza de la granada se debe a la expresion de diferentes proteinas,
la mayoria de las proteinas expresadas diferencialmente estaban involucradas en
modificacion postraduccional y metabolismo de carbohidratos, la ruta de biosintesis de la
pared celular mostré correlaciones positivas con dureza de la semilla (Niu et al., 2018),

aungue la dureza si se pudiese ver afectado por la madurez del fruto.

Se realiz6 la prueba de resistencia a la penetracién dado que en conjunto con la
apariencia y el color de la granada son los principales atributos estéticos que inciden en
la opinién del consumidor y que estan relacionados con la cantidad de compuestos

fitoquimicos presentes.
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Figura 5. Prueba de resistencia a penetracion del fruto en granada variedad Wonderful y

Valenciana.

Tabla 4. Estadistico de prueba de resistencia a penetracidon en granada variedad Wonderful

y Valenciana.

Variedad Media Desviacion Varianza
estandar

Wonderful 18.85 2.973 8.836

Valenciana 25.15 7.364 54.225

Los resultados son el promedio de n=10. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo 8.9.

Se observa que la dureza en la granada variedad Valenciana es mayor que en la
granada variedad Wonderful llegando a tener una media de 25.15N mientras que en
variedad Wonderful la mayor cantidad medida fue de 18.85N, datos que toman que
concuerdan con la investigacion realizada por Szychowski et al. en el 2015, en donde

obtuvieron mediciones de dureza entre los 3y 20 N en diferentes variedades de granada.

El estudio publicado por Zerai et al. en el 2013 demostré que existe diferencia

significativa entre la dureza de granada de distintas variedades, dado que variedades de

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 24



granada “suaves” requirieron una fuerza de 29.48N para romper la semilla mientras que
variedades de granada “dura” requirieron hasta 624.3N para romper su semilla. Aunado
a esto el estudio mostroé relacion entre la dureza y la etapa del crecimiento del fruto, por
lo cual la dureza del fruto podria dar indicios de la madurez del fruto y por lo tanto de la

cantidad de compuestos fitoquimicos disponibles.

El ablandamiento de los frutos consiste en eventos genéticamente programados,
caracterizados por procesos bioquimicos y fisioldgicos que afectan su firmeza, color,
sabor y textura (Nishiyama et al., 2007). Es por ello la variacion entre variedades y la

variacion entre un fruto a otro ademas de la influencia de los factores agronémicos.

La expresion de las proteinas se debe a muchos factores entre ellos la variedad,

factores climéaticos y muchos otros factores externos.

De acuerdo con el estudio publicado por Luo et al. en el 2018, en donde realizé un
analisis de mi-ARN (Un micro-ARN o mi-ARN es un ARN monocatenario, de una longitud
de entre 21 y 25 nucledtidos, y que tiene la capacidad de regular la expresion de otros
genes mediante diversos procesos, utilizando para ello la ruta de ribointerferencia)
reguladores clave asociados con el desarrollo de la dureza de la semilla en la granada,
donde encontrd que estos mi-ARN suprimieron objetivos vitales, que incluian genes que
codifican factores de transcripcion y enzimas involucradas en las etapas tempranas del
desarrollo de la semilla, asi como proteinas involucradas en la sintesis y transporte de
compuestos de almacenamiento en las semillas maduras. Los objetivos del mi-ARN
incluian transcritos que codifican proteinas involucradas en la biosintesis de
brasinoesteroides, elongacion y division celular, biosintesis de lignina, biosintesis de
celulosa, biosintesis y degradacion de la pared celular y otras vias de sefalizacién
metabdlica. A partir de estos resultados, concluyeron que el mi-ARN tiene como objetivo
regular la dureza de la semilla al alterar la estructura de la pared celular en la granada.
Estos hallazgos indican que la dureza de la semilla implica un proceso biolégico complejo
regulado por redes de micro ARN y ARN mensajero en la granada. Por lo que la dureza
encontrada en cada variedad depende de estas moléculas y su diferente expresion lo

cual también da indicio al tipo de compuestos presentes en la granada.
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4.2 Color

La CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) ha desarrollado los sistemas
mas importantes y utilizados en la actualidad para la descripcién y medicion del color, los
cuales se basan en la utilizacion de fuentes de iluminacion y observadores estandares
(Giese, 1995).

Para interpretar los resultados del colorimetro Colorfelx de Hunterlab se utilizaran
las coordenadas CIE L*a*b*, se utilizo el equipo ubicado en la Facultad de Quimico
Farmacobiologia por lo cual se agradece a la D.C. Consuelo de Jesus Cortés Penagos y
al M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes, asi como a la facultad por la facilitacion del
equipo.

La coordenada L* recibe el nombre de luminosidad y, puede tomar valores entre 0
y 100. Las coordenadas colorimétricas a* y b* forman un plano perpendicular a la
coordenada L*. La a* define la desviacion del punto acromético correspondiente a la
luminosidad hacia el rojo si a* es positiva, y hacia el verde si a* es negativa.
Analogamente la coordenada b* define la desviacion hacia el amarillo si b* es positiva, y

hacia el azul si b* es negativa (Gilabert, 1992).

El conjunto a* b* recibe el nombre de cromaticidad y junto con L* definen el color
del estimulo (en coordenadas cartesianas o rectangulares), y el angulo h° indica si el
color es rojo (0°), amarillo (90°), verde (180°) o azul (270°).
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Tabla 5. Parametros de color en coordenadas CIELab en muestras de granada variedad

Wonderful.

Var. Wonderful

Muestra L a* b* h°
1 35.98 + 0.26 17.23+0.24 10.73+0.14 31.91 + 0.69
2 35.75+0.28 17.54+0.21 11.43 + 0.07 33.09 £+ 0.61
3 38.06 + 0.05 20.22 + 0.05 12.24 + 0.00 31.18 + 0.41
4 39.35+ 0.07 19.45 + 0.02 13.29+0.11 34.34 £ 0.73
5 45.94 + 0.73 20.76 £ 0.10 16.79 £ 0.46 38.96 + 1.19
6 37.97 + 0.06 17.56 £ 0.21 12.12 + 0.00 34.61 + 0.76
7 41.86 £ 0.32 26.61 + 0.69 12.14 + 0.00 16.17 + 1.08
8 37.33+0.13 19.39+0.03 10.46 = 0.17 15.65+1.13
9 36.55 + 0.20 18.43 +£0.12 10.94 £ 0.12 16.66 + 1.03
10 37.69 + 0.06 19.82 £ 0.02 11.77 £ 0.06 17.34 + 1.05

Los resultados son el promedio de n=3 con + el error estandar. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo

8.9.
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Tabla 6. Parametros de color en coordenadas CIELab en muestras de granada variedad

Valenciana.
Var. Valenciana
Muestra L a* b* h°

1 40.35+0.75 8.21 + 0.08 18.04 £ 0.31 65.50 + 3.02
2 49.49 + 0.18 -0.84+0.81 23.34+0.21 87.93+12.31
3 4544 + 0.21 7.68 + 0.03 19.81 +£0.13 68.80 + 3.35
4 56.4 + 0.87 4.13+0.31 25.31+0.41 80.72+4.54
5 56.52 + 0.89 -3.03+1.03 25.82 + 0.46 83.30 £ 11.85
6 46.60 £ 0.10 7.20+0.01 19.86 = 0.13 70.06 + 3.48
7 46.06 £ 0.15 13.21 + 0.58 18.98 + 0.22 55.15+1.99
8 50.73+0.31 0.54 + 0.67 23.24+0.20 88.65 +5.34
9 4546 £ 0.21 12.33 + 0.50 20.39 + 0.08 58.82 + 2.35
10 39.02 + 0.85 23.72+1.64 17.24 + 0.39 36.00 + 0.07

Los resultados son el promedio de n=3 con = el error estandar. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo
8.9.

Se puede observar que existe una diferencia importante entre las 2 variedades ya
que la luminosidad y la intensidad de tonos amarillos es mayor en la variedad Valenciana,
caso contrario en la intensidad de rojos y verdes en donde la variedad Wonderful muestra
una clara tendencia hacia el rojo, sin embargo, no es tan notorio en la variedad
Valenciana en donde 2 de las 10 muestras dieron resultados negativos que indican

presencia de mayor coloracion verde.

La baja luminosidad dentro de la granada puede deberse a un mayor contenido de
Antocianinas en la granada. Que esta a su vez esta asociada a diferentes mutaciones

genéticas segun lo reportado por Trainin et al. en el 2021.
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Tabla 7. Angulos h* calculados con parametros CIELab.

Variedad h* Granadas
e - -
Valenciana 69.49 + 5.25 ‘ & ‘ ‘:‘ ‘

Los resultados son el promedio de n=10 con + el error estdndar. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo
8.9.

Wonderful 26.99 +2.94

Se puede observar a simple vista el cambio en la coloracién de la granada segun
la variedad, la variedad Wonderful con su caracteristico color rojizo y angulos pequefios
y la variedad Valenciana con angulos h* cercanos a 90° y su color caracteristico

amarillento.

Este estudio es comparable con el estudio realizado por Zaouay et al. en el 2012
donde compararon diferentes cultivos de granada en Tunez, donde obtuvieron angulos
h* entre 17.1° y 68.8° rango similar al obtenido en este estudio. En este mismo estudio
se realizé la correlacion de actividad antioxidante y el color de las variedades de granada,
el cual mostrd que cultivares rojos acidos demostraron tener jugos con alta capacidad
antioxidante y gran cantidad de polifenoles que jugos de granada de cultivares con color
menos rojo, el cual puede ser un indicio de la cantidad de fenoles y actividad antioxidante

gue puedan presentar ciertas variedades.

Coronado en el 2019, encontr6 angulos entre 26.11° y 31.48° en granada variedad

Wonderful rango dentro del cual se encuentra el presente estudio.

Dichas variaciones de color se podrian deber a la composicién quimica del fruto,
en especial al contenido de algunos flavonoides como las antocianinas. La coloracion del
fruto también podria verse afectado por los factores agronémicos, como lo demostrd
Nuncio et al. en el 2014 donde observo cambio en la coloracion del fruto que crecié en

sombra y sol de hasta 28.93° utilizando la misma variedad.
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4.3 Analisis de resultados del Disefio de Experimentos

Se llevé a cabo un disefio de experimentos factorial 22 con 4 puntos centrales
utilizando como materia prima cascara de granada variedad Wonderful cosechada en
Apaseo del Alto, Guanajuato y variedad Valenciana cosechada en Tarimbaro,
Michoacan, tomando como variables el tiempo de reposo y la concentracion de etanol,
este disefio se repetira para ambas variedades de granada, obteniendo los resultados
mostrados en la tabla 8 y 9.

Tabla 8. Resultados de las corridas del disefio experimental para extractos de cascara de

granada variedad Wonderful.

Corrida Fenoles totales Flavonoides (mg/ml ABTS DPPH i’mczqh = ,(Amu::us
(mg/ml EQ) EAG) (%inhibicién) | (%inhibicion) inhibicion) | inhibicion)

1 1.1E-3 4.935E-5 87.359 84.780 14 15

2 6.1E-3 58.052E-5 89.527 83.385 15 17

3 2.8E-3 34.064E-5 89.855 85.445 17.5 16

4 2.3E-3 20.522E-5 87.377 85.061 13 15.5

5 4.8E-3 22.062E-5 78.034 77.967 22 18.5

6 4.8E-3 70.054E-5 77.119 80.891 23.5 20.5

7 8.3E-3 44 .872E-5 79.768 77.575 24.5 20

8 1.8E-3 27.246E-5 77.119 81.033 32.5 19.5

Los resultados son el promedio de n=3 y n=2 para halo de inhibicion. Los datos experimentales se encuentran en el
Anexo 8.9.
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Tabla 9. Resultados de las corridas del disefio experimental para extractos de cascara de

granada variedad Valenciana.

Corrida Fenoles totales Flavonoides (mg/ml ABTS DPPH E('r:;;h 5 ,(Ar:;;;us
(mg/ml EQ) EAG) (%inhibicidn) | (%inhibicion) inhibicién) | inhibicién)

1 7.266E-3 43.954E-5 87.575 84.777 24.5 22

2 55.512E-3 265.857E-5 88.317 82.841 27 215

3 6.589E-3 48.084E-5 88.548 85.865 22 22

4 18.383E-3 81.781E-5 90.079 84.370 25 21

5 42.054E-3 206.855E-5 88.595 84.811 23 24

6 17.438E-3 95.259E-5 88.271 83.894 21 20.5

7 20.442E-3 85.778E-5 88.642 84.404 23 20.5

8 13.925E-3 82.441E-5 87.714 85.627 22 22

Los resultados son el promedio de n=3 y n=2 para halo de inhibicion. Los datos experimentales se encuentran en el
Anexo 8.9.

Se puede observar que el contenido de fenoles y flavonoides totales es mayor en
variedad Valenciana obteniendo datos de hasta 0.0551 mg/ml EQ y 0.0027 mg/ml EAG
respectivamente mientras que en variedad Wonderful se obtuvo hasta 0.0083 mg/ml EQ
y 0.0007 mg/ml EAG, de la misma manera se cuantifica mayor cantidad de actividad
antioxidante y actividad microbicida en variedad Valenciana obteniendo hasta 90.08 por
ciento de inhibicién y hasta 27 mm de inhibicion, respectivamente. De acuerdo al estudio
publicado por Serrano et al. en el 2020, las granadas variedades Valencianas presentan
mayor contenido de compuestos fendlicos y mayor actividad antioxidante con respecto
de variedades Mollares, agridulces y/o acidas, lo cual es verificado en este estudio donde
los extractos de cascara de granada variedad Valenciana presentaron mayor contenido
de fenoles, flavonoides y actividad microbicida que los extractos de cascara de granada

variedad Wonderful la cual es considerada una variedad de granada acida.

En las siguientes secciones se analizara el disefio experimental para cada

variable de respuesta.

Se puede observar que la actividad antioxidante presentada por los extractos de
cascara de granada en todos los extractos supera el 75% de inhibicion de radicales libres
(ABTS*™ y DPPH") en ambas variedades de granada (Wonderful y Valenciana), si se

compara con los extractos de otras partes de la fruta resulta ser muy superior, tal como
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se encontré en la investigacion reportada por Juhaimi et al. en el 2017, en donde en
extractos de semilla de granada de diferentes variedades encontro actividad antioxidante

de 17 a 22% de inhibicién de radicales libres.

Tabla 10. Resultados de rendimientos obtenidos en los extractos de cascara de granada

variedad Wonderful y Valenciana.

Variedad
Wonderful Valenciana
Rendimiento (%) 59.46 + 2.87 16.50 + 2.29

Los resultados son el promedio de n=8 con =+ el error estandar. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo
8.9.

En cuanto a los rendimientos de los extractos obtenidos en los disefios
experimentales se puede observar una diferencia alta, esto se le atribuye a la
concentracion de metabolitos. Si bien el rendimiento fue mayor en variedad Wonderful,
la cantidad de fenoles y flavonoides obtenidos fue menor por lo que se puede deducir que
se obtuvieron extractos mas diluidos. También puede deberse al tipo de compuestos
presentes en los extractos y a la afinidad de dichos compuestos con alguno de los 2
solventes (etanol y agua).

La diferencia en los rendimientos es comparable a la obtenida por Gémez en el
2018, donde obtuvo rendimientos de 40 y 70% utilizando granada proveniente de
Guanajuato y Oaxaca, México, respectivamente, esto se ve reflejado en un ahorro de
energia dado que a las mismas condiciones se obtienen extractos mas concentrados y

con mayor cantidad de metabolitos secundarios.

4.4 Fenoles totales
Se realiz6 el analisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas
utilizando como variable de respuesta la cantidad de fenoles totales expresados en mg/mi

EAG (Equivalentes de Acido Galico), utilizando una significancia estadistica del 95%.

La hipotesis nula establece que todas las medias de la poblacion (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al

menos una es diferente.
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Tabla 11. Analisis de varianza para fenoles totales en extractos de cascara de granda

variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl |Cuadrado medio Relacion F |Valor P
A: Tiempo de extraccion 0.00000149789 1 0.00000149789 0.17 0.7008
B: Concentracion 9.2455E-7 1 9.2455E-7 0.11 0.7618
AB 0.0000053824 1 0.0000053824 0.61 0.4774
Total error 0.0000351205 4 0.00000878012

Total (corr.) 0.0000417995 7

Tabla 12. Anédlisis de varianza para fenoles totales en extractos de cascara de granda

variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrado medio Relacién F |Valor P
A: Tiempo de extraccion 0.00000577809 1 0.00000577809 0.01 0.9204
B: Concentracion 0.0000299137 1 0.0000299137 0.06 0.8206
AB 0.00000201001 1 0.00000201001 0.00 0.9530
Total error 0.0020411 4 10.000510274

Total (corr.) 0.00207741 7

Las tablas 11 y 12 muestran que el ANOVA particiona la variabilidad de Fenoles

totales en piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces se prueba la

significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un

estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen un valor P menor que

0.05, ni su interaccion entre ellos para ninguno de los dos disefios experimentales

(Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipétesis nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:

Ft

Y para variedad Valenciana:

Ft

0.000670179 + 0.0000734905 * A + 0.000278735 B — 0.0000011252 * AB
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Donde A = Tiempo de extraccion y B = Concentracion y Ft = fenoles totales. Dichos
ajustes permitiran realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccion en

ambas variedades de granada.

Salinas et al. en el 2019 realizaron extracciones de compuestos fendlicos en
cascara de granada, dichas granadas fueron obtenidas de la empresa Mashei en donde
se determind que existe una significancia estadistica de la concentracion, caso contrario
al obtenido en esta investigacion. Lo anterior puede deberse a los niveles del disefio
experimental dado que Salinas et al. en el 2019 utilizaron un rango entre 0-100% y en
esta investigacion se utilizé un rango entre 72-96%, asi como a los métodos de extraccion

dado que utilizaron Maceracion y Extraccion Asistida por Ultrasonido.

00

AB

A:Tiempo de extraccion (min)

B:Concentracion (%)

| RIS R B R RIS BT |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto estandarizado para fenoles totales en extractos de cascara

de granada variedad Wonderful.
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Figura 7. Diagrama de Pareto estandarizado para fenoles totales en extractos de cascara

de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos
estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos
estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El
diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

Los graficos de Pareto mostrados en la figura 6 y 7 indican de la misma manera
que las tablas 11 Y 12 que ninguno de los efectos ni sus interacciones son
estadisticamente significativas, sin embargo se observa que la interaccion entre tiempo
y concentracion de etanol en cascara de granada variedad Wonderful fue la que mas
influye teniendo un valor P de 0.4774 y la variable que mas influye en cascara de granada
variedad Valenciana es la concentracion de etanol con un valor P de 0.8206, cabe
destacar que la concentracion de etanol influye de mayor manera que el tiempo de

extracciéon en ambos disefios experimentales.

Como se puede observar los extractos con concentracion de etanol del 96%
cuantificaron mayor contenido de fenoles totales que al utilizar mezcla de etanol-agua,

caso contrario a lo obtenido por Malviya et al. en el 2013, en donde obtuvieron extractos
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a partir de cascara de granada Ganesha con mejores rendimientos en la cuantificacion
de fenoles totales al utilizar mezclas de solventes (etanol al 50% y agua al 50%) y al
utilizar agua como solvente. Esto se puede deber al tipo de compuestos presentes en
cada variedad, asi como la polaridad de estos y por lo tanto la afinidad con el solvente

propuesto.
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Figura 8. Gréfico de efecto principales para fenoles en cascara de granada variedad a)

Wonderful b) Valenciana.
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Figura 9. Grafico de interacciones para fenoles totales en cascara de granada variedad a)

Wonderful b) Valenciana.

En la figura 8 se observa que la influencia de los efectos principales va en el mismo
sentido para las 2 variedades de granada, la cantidad de fenoles totales aumenta

conforme aumenta la concentracion de etanol y disminuye el tiempo de extraccion.
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En la figura 9 se observa las interacciones entre los factores en donde se observa
gue las maximas concentraciones de fenoles totales se obtienen a una composicion de
etanol del 96% para ambas variedades de cdscara de granada, sin embargo, si se fija un
tiempo de extraccion de 120 minutos al utilizar cascara de granada variedad Wonderful

se obtiene mayor cantidad de fenoles con una composicion de etanol menor (75%).

En estos gréficos se sigue observado que, aunque los factores no son
estadisticamente significativos en el disefio propuesto tienen influencia en la cantidad de
fenoles obtenidos, en investigaciones sobre métodos revolucionarios como Cloud Point
Extraction (CPE) de igual manera se utiliza como variables de estudio el tiempo de
extraccion y la concentracion de solvente para obtener las mejores condiciones de

extraccion (More & Arya, 2019).

(X 0.001)
10F

Fenoles totales

72
76 80 84 88 92 %6 30 50

Concentracién (%) Tiempo de extraccion (min)

Figura 10. Grafico de superficie de respuesta para fenoles totales en extractos de cascara

de granada variedad Wonderful.
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Figura 11. Grafico de superficie de respuesta para fenoles totales en extractos de cascara

de granada variedad Valenciana.

En los graficos de superficie de respuesta (figuras 10y 11) se puede observar que
la mayor cantidad de fenoles totales obtenida se da cuando se tiene el 96% en la
concentracion de etanol y en un tiempo de extraccion de 30 minutos para ambas
variedades (Valenciana y Wonderful). Se observa de manera mas clara en el gréfico de
superficie de respuesta de variedad Wonderful porgue se ve una curva pronunciada en
el extremo de concentracion de etanol 96% y tiempo de extraccién de 30 minutos. Esto
se puede deber a los polifenoles presentes en las 2 diferentes variedades como lo
demostré Legua et al. en el 2012 donde comparo el contenido de fenoles totales en
diferentes variedades de granadas provenientes de Marruecos donde obtuvo diferencia

estadisticamente significativa entre ellas.

Esto puede indicar que existen compuestos fendlicos solubles en etanol como lo
pueden ser el acido p-cumarico y sus derivados esteres, y que también tiene alto
contenido de compuestos que son termosensibles como lo son las antocianinas, la
cantidad de fenoles encontrados en los extractos es un poco menor si se compara con
los extractos etandlicos cuantificados por Coronado en el 2018, en donde obtuvo

rendimiento de fenoles totales de hasta 0.2481 mg/ml EAG.

Zarkosh et al. en el 2009 cuantificaron el total de fenoles totales de extractos de

cascara de granada de diferentes variedades “blandas” iranis, en donde cuantifico desde

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 38



50 a 103 mg/100g de muestra, lo que concuerda con las diferencias mostradas en el
contenido total de fenoles totales entre cascara de granada variedad Wonderful y

Valenciana.

4.5 Flavonoides totales

Se realiz6 el andlisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas en 2
variedades de cascara de granada Wonderful y Valenciana utilizando como variable de
respuesta la cantidad de flavonoides totales expresados en mg/ml EQ (Equivalentes de

Quercetina), utilizando una significancia estadistica del 95%.

La hipétesis nula establece que todas las medias de la poblacién (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al

menos una es diferente.

Tabla 13. Analisis de varianza para flavonoides totales en extractos de cascara de granada

variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Tiempo de extraccion 2.70858E-8 1 |2.70858E-8 1.05 0.3644
B: Concentracion 8.22288E-8 1 8.22288E-8 3.17 0.1494
AB 1.29374E-7 1 1.29374E-7 4.99 0.0892
Total error 1.03633E-7 4 2.59083E-8

Total (corr.) 3.19914E-7 7

Tabla 14. Analisis de varianza para flavonoides totales en extractos de cascara de granada

variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Tiempo de extraccion 4.23145E-9 1 [4.23145E-9 0.00 0.9531
B: Concentracion 8.67188E-8 1 8.67188E-8 0.08 0.7909
AB 7.18036E-9 1 7.18036E-9 0.01 0.9389
Total error 0.00000431574 4 0.00000107893

Total (corr.) 0.00000441152 7

Las tablas 13y 14 muestran que el ANOVA particiona la variabilidad de flavonoides
totales en piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces se prueba la
significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un
estimado del error experimental. En este caso, O efectos tienen un valor P menor que

0.05, ni su interaccién entre ellos para ninguno de los dos disefios experimentales
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(Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:

Fvt = —0.00229809 + 0.00002379 * A + 0.0000315993 * B — 2.85465E — 7 = AB (3.3)
Y para variedad Valenciana:
Fvt = —0.000149491 + 0.00000530095 * A + 0.0000155078 * B — 6.72516E — 8 = AB (3.4)

Donde A = Tiempo de extraccion y B = Concentracién y Ft = fenoles totales. Dichos
ajustes permitiran realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccion en

ambas variedades de granada.

En el 2017 Huang et al. realizaron una investigacion donde cuantificaron el total
de flavonoides en extractos de cascara de granada proveniente de un mercado de
Jiangsu, China utilizando el método de extraccion asistida con microondas en donde de
la misma manera que en esta investigacion 2 de sus variables fueron la concentracion de
etanol y el tiempo de extraccion. Se obtuvo el mismo resultado en cuanto el tiempo de
extraccion el cual resulto ser estadisticamente no significativo para cualquiera de los
métodos y/o variedad de granada utilizada, caso contrario para la relacion etanol-agua
donde Huang et al. obtuvieron una relacibn F de 14.333, caso contrario a esta
investigacion donde el valor F mayor fue el de variedad Wonderful con un valor de 3.37
sin que este llegue a ser estadisticamente significativo. Estas diferencias se le pueden
atribuir a diferentes factores como lo son: El tipo de extraccion utilizado, el rango de
concentracion utilizado, la variedad de granada utilizada y las condiciones donde fue

cosechada.
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Figura 12. Diagrama de Pareto estandarizado para flavonoides totales en extractos de

cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 13. Diagrama de Pareto estandarizado para flavonoides totales en extractos de

cascara de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos
estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos

estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El
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diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

Los gréficos de Pareto mostrados en la figura 12 y 13 indican de la misma manera
que las tablas 13 Y 14 que ninguno de los efectos ni sus interacciones son
estadisticamente significativas, sin embargo se observa que la interaccion entre tiempo
de extraccion y concentracion de etanol en cascara de granada variedad Wonderful fue
la que mas influyen teniendo un valor P de 0.1403 estando cerca de convertirse en un
factor estadisticamente significativo. Dicha interaccion resulto ser de igual manera el
factor que mas influyen en la cuantificacion de fenoles totales, esto resulta l6gico dado
que como se describid en la Tabla 1, dentro de la clasificacion estructural de los

polifenoles se encuentra los flavonoides.
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Figura 14. Grafico de efecto principales para flavonoides totales en cascara de granada

variedad a) Wonderful b) Valenciana.
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Figura 15. Grafico de interacciones para flavonoides totales en cascara de granada

variedad a) Wonderful b) Valenciana.

En la figura 14 se observa que la influencia de los efectos principales es igual para
las 2 variedades de cascara de granada utilizada (Wonderful y Valenciana), en donde se
obtiene mayor cantidad de flavonoides totales conforme aumenta la concentracion de
etanol y disminuye el tiempo de extraccion, mismas condiciones en donde se

cuantificaron mayor cantidad de fenoles totales.

Los graficos de interacciones (figura 15) se observa que conforme aumenta la
concentracion de etanol aumenta la cantidad de flavonoides totales cuantificados,
excepto cuando se tiene un tiempo de extraccion de 120 minutos en donde no se nota la
influencia de la concentracién de etanol dado que la linea se mantiene casi horizontal, de
la misma manera que en fenoles totales donde se cuantificaban mayor cantidad de estos

en el punto bajo de la concentracion de etanol (72%).

Kumar & Neeraj en el 2018 cuantificaron el total de flavonoides en extractos de
cascara de granada de 2 diferentes variedades (Bhagwa y Ganesh) en donde obtuvieron
mayor cantidad de estos al utilizar etanol que otros solventes (hexano y metanol) para
ambas variedades, mismo caso que en esta investigacion en donde como ya se menciono
se cuantificaron mayor cantidad de flavonoides totales a una mayor concentracion de

etanol.
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Mashkor y Muhson en el 2014 encontraron diferencia significativa entre extractos
de céscara de granada obtenidos con diferentes solventes a diferentes concentraciones,
2 de los solventes utilizados fueron etanol y agua en donde se encontr6 mayor
cuantificacion con etanol que con agua debido a la polaridad del solvente, mismo caso
gue esta investigacion en donde al aumentar la concentracion de etanol se obtiene mayor

cantidad de flavonoides totales.
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Figura 16. Grafico de superficie de respuesta para flavonoides totales en extractos de

cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 17. Gréfico de superficie de respuesta para flavonoides totales en extractos de

cascara de granada variedad Valenciana.
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En los graficos de superficie de respuesta figura 16 y 17 se observa que las
mejores condiciones de extraccion de flavonoides totales se tienen en una concentracion
de etanol de 96% y un tiempo de extraccion de 30 minutos para ambas variedades de
cascara de granada, se puede observar de mejor manera en variedad Wonderful debido
a gue se observa una curva mas pronunciada, caso contrario en variedad Valenciana
donde se observa un gréfico mas plano y pareciera que los factores no influyen de
manera importante. La figura 17 confirma lo mostrado en el ANOVA, donde los valores P
eran grandes por lo que no influyen en el proceso y por lo tanto no se tiene curvatura

pronunciada en el gréfico de superficie de respuesta.

Soto en el 2014 obtuvo extractos etandlicos y acuosos a partir de cascara de
granada hidrolizando vy liofilizando para la obtencion de los extractos, donde no encontré
diferencia significativa entre los 2 solventes caso contrario a Huang et al. en el 2017
donde utiliz6 el método MAE para obtener los extractos, con lo cual se deduce que la
influencia del solvente utilizado y de la concentracion de este depende del método de

extraccion utilizado.

Se puede observar el alto contenido de flavonoides totales encontrado a las
mejores condiciones de extraccién en donde alcanzo hasta 0.0011mg/ml EQ, similar a lo
encontrado por Li et al. en el 2006 donde cuantifico hasta 59.1 mg de flavonoides por
gramo de extracto de cascara de granada, mas de 3 veces mayor contenido a lo

encontrado en la pulpa de la misma granada.

De acuerdo con las mejores condiciones de extraccion se puede inferir que la
mayor proporcion de flavonoides presentes en los extractos debieran ser solubles en
compuestos mas polares como el etanol y termosensibles como las flavonas, isoflavonas,
flavonoles, catequinas y antocianinas (Macias y Ayala, 2018), la concentracién de
flavonoides totales es acorde con la concentracion de fenoles totales encontrada,
teniendo un promedio de 9.31% de flavonoides totales dentro de la cantidad de fenoles

totales que se obtuvieron en los extractos.
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4.6 Actividad antioxidante
46.1 ABTS*

Se realizé el analisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas
utilizando como variable de respuesta la actividad antioxidante por el método ABTS*
expresada en %inhibicién en las 2 variedades de granada (Wonderful y Valenciana),

utilizando una significancia estadistica del 95%.

La hipotesis nula establece que todas las medias de la poblacion (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al

menos una es diferente.

Tabla 15. Analisis de varianza para actividad antioxidante por el método ABTS* en

extractos de cédscara de granada variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A:Tiempo de extraccién 0.734672 1 [0.734672 0.03 0.8690
B:Concentracién 133.298 1 133.298 5.61 0.0769
AB 1.5575 1 1.5575 0.07 0.8106
Total error 95.0363 4 23.7591

Total (corr.) 231.449 7

Tabla 16. Analisis de varianza para actividad antioxidante por el método ABTS* en

extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relacién F |Valor P
A: Concentracion 4.836E-3 1 4.836E-3 0.01 0.9438
B:Tiempo de extraccion 0.0435236 1 [0.0435236 0.05 0.8330
AB 0.585151 1 0.585151 0.68 0.4558
Total error 3.44051 4 0.860128

Total (corr.) 4.07402 7

Las tablas 15 y 16 muestran que el ANOVA patrticiona la variabilidad de actividad
antioxidante por el método ABTS™ en piezas separadas para cada uno de los efectos,
entonces se prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen un valor
P menor que 0.05, ni su interaccion entre ellos para ninguno de los dos disefios
experimentales (Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente
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diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipotesis

nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:
ABTS™ = 110.712 + 0.0990476 * A - 0.335964 * B - 0.000990476 * AB (3.5)
Donde A = Tiempo de extraccién y B = Concentracion
Y para variedad Valenciana:
ABTS™* = 84.0751 + 0.0502236 * A + 0.0618144 * B - 0.000708287 * AB (3.6)

Donde A = Concentracion y B = Tiempo de extraccion. Dichos ajustes permitiran
realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccidon en ambas variedades de

granada.

Salinas et al. en el 2019 obtuvieron extractos a partir de cascara de granada
utilizando como variables en el disefio experimental de extraccién temperatura, relacion
masa-volumen y concentracion de etanol teniendo como variables respuesta la actividad
antioxidante por el método ABTS* donde la variable que mas influye fue la concentracion
de etanol. Mismo caso que en el disefio aplicado a la cascara de granada variedad
Wonderful, donde se obtuvo un valor P de 0.0769, si bien no termina por ser
estadisticamente significativo es una influencia bastante fuerte y es el factor que mas
influye de los 2 disefios experimentales aplicados.
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Figura 18. Diagrama de Pareto estandarizado para actividad antioxidante por el método

ABTS™ en extractos de cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para actividad antioxidante por el método

ABTS* en extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos
estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos

estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El
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diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

El diagrama de Pareto indica de la misma manera que la tabla ANOVA que ninguno
de los factores ni sus interacciones tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
la cuantificacion de la actividad antioxidante por método ABTS* para ninguna de las 2
variedades de céscara de granada, siendo el factor “Concentraciéon” el que influye de
manera importante con un valor P de 0.0769 en el disefio de variedad Wonderful y siendo
la interaccidn entre la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion el factor que mas
influye en el disefio de cascara de granada variedad Valenciana con un valor P de 0.4558.
Casos contrarios a la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales donde los factores
que mas influyeron fueron la interaccion para el disefio utilizando cascara de granada
variedad Wonderful y la concentracién de etanol para el disefio con cascara de granada
variedad Valenciana lo que indica que ademas de fenoles totales existen otro tipo de
compuestos que causan actividad antioxidante en los extractos obtenidos, este método
tiene la capacidad de cuantificar la actividad antioxidante provocada tanto por

compuestos hidrofilicos como lipofilicos.

Se puede observar que al igual que en fenoles y flavonoides totales la interaccién
entre el tiempo de extraccion y la concentracion de etanol son los factores que mas
influyen, por lo que los compuestos fendlicos contribuyen a la capacidad antioxidante de
los extractos. Elfalleh et al. en el 2009 encontré correlacién positiva en el ensayo de
inhibicién del radical ABTS** con el contenido de fenoles y flavonoides totales en cascara
de granada e indica contribucion de compuestos fendlicos en la capacidad antioxidante

de los extractos.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 49



w
<]
T
-]
.
L]
1

a) b)
. B9 4 B8.55 - / i
s 3
o o 885 -
S g6 - 3 \
< £
= = Egsd5 2 .
2 el e ] £ e /
< 83 — = /
= D gs.dt- -
o (7]
< 80 7 < /
\ j 88.35 - .
e in 88.3 1 .
72 96 30 120 72 96 30 120
Concentracion (%) Tiempo de extraccion (min) Concentracion (%) Tiempo de extraccion (min)

Figura 20. Grafico de efecto principales para actividad antioxidante por el método ABTS*

en cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana.
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Figura 21. Gréafico de interacciones para actividad antioxidante por el método ABTS* en

cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana.

En la figura 20 se observa que la influencia de los efectos principales es igual para
las 2 variedades de cascara de granada utilizada (Wonderful y Valenciana), en donde se
obtiene mayor porcentaje de inhibicion de radicales libres al momento de disminuir la
concentracion de etanol y aumentar el tiempo de extraccidn, esto indica que al utilizar
mezclas de solventes se obtiene una mejor extraccién para compuestos con actividad

antioxidante en tiempos de extraccion altos.

En los graficos de interacciones (figura 21) se observa que al momento de utilizar
etanol al 72% de concentracion aumenta el porcentaje de inhibiciéon de radical ABTS™*.
Solo cambia al momento de emplear el tiempo de 30 minutos en variedad Valenciana,

donde se inhibe de mejor manera el radical libre mencionado al utilizar una concentracion
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de etanol del 96%, esto indica que los compuestos extraidos por etanol al 96% son

termosensibles.

Mangan et al. en el 2021 probaron diferentes tratamientos de escaldado en
cascara de granada variedad Wonderful, en donde el tratamiento donde utilizaron un
solvente al 70% de etanol fue el que obtuvo mejores condiciones al cuantificar su
actividad antioxidante por el método ABTS™. Dicha investigacion coincide en el uso de
etanol en mezcla con agua como el solvente més efectivo para realizar extracciones con
mayor actividad antioxidante, dado que en esta investigacion al utilizar una concentracion
de etanol de 72% es donde se cuantificO mayor actividad antioxidante por método ABTS™

en ambas variedades de granada (Valenciana y Wonderful).

Marchi et al. en el 2015 realizaron extractos etandlicos y acuosos en cascara de
granada donde obtuvieron resultados de mas de 20 umolTrolox/g, ellos realizaron los
extractos etandlicos a una concentracion del 80%, mismo caso que en esta investigacion

en donde se obtuvo mayor actividad antioxidante utilizando mezclas etanol-agua al 72%.

-~

ABTS (% Inhibicion)

Concentracién (%) Tiempo de extraccion (min)

Figura 22. Grafico de superficie de respuesta para actividad antioxidante por método

ABTS™ en extractos de cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 23. Grafico de superficie de respuesta para actividad antioxidante por método

ABTS™ en extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

En los graficos de superficie de respuesta (figura 22 y 23) se observa que las
mejores condiciones de extraccion son a un tiempo de extraccion de 120 minutos y una
concentracion de etanol del 72% para ambas variedades de cascara de granada, se
puede observar de mejor manera en variedad Wonderful en donde el plano se ve de
manera inclinada formando una recta para ambos sentidos llegando al punto maximo en

120 minutos y 72% de concentracién de etanol.

De acuerdo con la investigacién de Malviya et al. en el 2014 donde se comparé la
extraccibn de compuestos con actividad antioxidante en donde obtuvieron mayor
porcentaje de inhibicion del radical ABTS* utilizando mezclas de solventes comparados
con solventes puros, mismos resultados se obtuvieron en esta investigacion dado que los
graficos de superficie de respuesta indican una mayor actividad antioxidante utilizando

mezcla agua-etanol que utilizando etanol al 96%.

Estas condiciones de extraccion presentan una aparente incongruencia con el
contenido total de fenoles y flavonoides totales en donde se observé diferente

comportamiento, por lo que se puede deducir que la actividad antioxidante en los
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extractos de cascara de granada se puede deber a compuestos no fenolicos como los

diterpenos o los carotenoides.

El maximo porcentaje de inhibicion maxima cuantificada fue de 90.08% inhibicion
presentada en variedad Valenciana y de 89.53% en variedad Wonderful un poco mayor
a lo encontrado por Farfan et al. en el 2019 quienes reportan un 83.48% de inhibicion en

extractos hidroalcohdlicos de cascara de granada variedad Wonderful.

4.6.2 DPPH*

Se realizé el andlisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas
utilizando como variable de respuesta la actividad antioxidante mediante el método
DPPH* expresada en %inhibicién en 2 variedades de cascara de granada (Wonderful y

Valenciana), utilizando una significancia estadistica del 95%.

La hipétesis nula establece que todas las medias de la poblacién (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al

menos una es diferente.

Tabla 17. Anélisis de varianza para actividad antioxidante por el método DPPH"en

extractos de cédscara de granada variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Concentracion 17.2267 1 17.2267 1.34 0.3115
B:Tiempo de extraccion 0.162812 1 [0.162812 0.01 0.9158
AB 0.0683822 1 0.0683822 0.01 0.9454
Total error 51.4349 4 12.8587

Total (corr.) 68.8927 7

Tabla 18. Analisis de varianza para actividad antioxidante por el método DPPH’en

extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Concentracion 0.314331 1 0.314331 0.31 0.6051
B:Tiempo de extraccion 1.98845 1 11.98845 1.99 0.2315
AB 0.1042 1 0.1042 0.10 0.7631
Total error 4.00318 4 1.00079

Total (corr.) 6.41016 7

Las tablas 17 y 18 muestran que el ANOVA particiona la variabilidad de la actividad

antioxidante por método DPPH" en piezas separadas para cada uno de los efectos,
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entonces se prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen un valor
P menor que 0.05, ni su interaccion entre ellos para ninguno de los dos disefios
experimentales (Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipotesis

nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:
DPPH. = 94.6822 - 0.154778 * A + 0.0248222 * B - 0.00024213 * AB (3.7)
Y para variedad Valenciana:

DPPH- = 87.2437 - 0.0457772 * A - 0.00943859 * B + 0.000298889 * AB (3.8)

Donde A = Concentracion y B = Tiempo de extraccion. Dichos ajustes permitiran
realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccion en ambas variedades de

granada.

En la investigacion reportada por Salinas et al. en el 2019 se obtuvieron extractos
a partir de cascara de granada utilizando como variables de extraccién temperatura,
relacion masa-volumen y concentracion de etanol teniendo como variables de respuesta
la actividad antioxidante por el método DPPH' donde una de las variables que mas influy6
fue la concentracion de etanol siendo una variable estadisticamente significativa. Mismo
caso que en el disefio aplicado a la cascara de granada variedad Wonderful, donde se
obtuvo un valor P de 0.3115, aunque en el caso de esta investigacion no es
estadisticamente significante, caso contrario al disefio aplicado con cascara de granada
variedad Valenciana en donde el factor que mas influyo es el tiempo de extraccion con

un valor P de 0.2315, sin llegar a ser estadisticamente significativo.
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Figura 24. Diagrama de Pareto estandarizado para actividad antioxidante por el método

DPPH" en extractos de cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 25. Diagrama de Pareto estandarizado para actividad antioxidante por el método

DPPH- en extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos
estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos

estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El
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diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

El diagrama de Pareto muestra al igual que la tabla ANOVA que ninguno de los
factores, asi como su interaccion son estadisticamente significativos sobre la
cuantificacion de actividad antioxidante por el método DPPH® en ninguna de las 2
variedades de cascara de granada. Si se comparan los resultados obtenidos por los 2
métodos de cuantificacion de actividad antioxidante se puede observar que en el disefio
para cascara de granada variedad Wonderful los factores que mas influyeron son, en el
mismo orden (concentracion de etanol <Tiempo de extraccion<Interaccion), para el
disefio donde se utilizd6 cdscara de granada variedad Valenciana el factor que mas
influyen ya no es la interaccién entre ambas factores, sin embargo sigue siendo el que
mas influyen en la extraccidbn de compuestos con actividad antioxidante el tiempo de

extraccion.

Kharchoufi et al. en el 2018 obtuvieron extractos metandlicos y acuosos a partir de
cascara de granada variedad Gabsi, en donde obtuvieron actividad antioxidante similar
para ambos extractos (Aproximadamente 4000 mmol Trolox/g) en donde al igual que en
esta investigacion el solvente del extracto no fue estadisticamente significativo. Cabe
resaltar que en dicha investigacién cuantificaron la punicalgina como el compuesto
polifendlico mayoritario presente en los extractos, esto puede dar indicios del tipo de
compuestos presentes en los extractos y a la atribucion a la actividad antioxidante por

parte de estos compuestos.
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Figura 26. Grafico de efecto principales para actividad antioxidante por el método DPPH*
en cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana.
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Figura 27. Grafico de interacciones para actividad antioxidante por el método DPPH" en

cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana.

En la figura 26 se observa que la influencia de los efectos principales es igual para
las 2 variedades de cascara de granada utilizada (Wonderful y Valenciana), en donde se
obtiene mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH" al momento de disminuir la
concentracion de etanol y aumentar el tiempo de extraccion. Como se puede observar
son los mismos resultados que al momento de cuantificar con el método ABTS*, lo cual
indica que independientemente del método de cuantificacion de actividad antioxidante,
esta es mayor al momento de utilizar mezclas de solventes de composicion diluida en

proporcion (3:1 v/v).

En los graficos de interacciones (figura 27) se observa que al momento de utilizar

la mezcla de 2 solventes (etanol y agua) se obtiene mayor porcentaje de inhibicion. Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos con el método ABTS*. Como se mencioné en
la seccidn anterior se han tenido mejores resultados utilizando mezclas de solventes en
la cuantificacién de actividad antioxidante que utilizando Unicamente un solvente esto
debido al grado de polaridad de los diferentes solventes utilizados y que se puede extraer

mayor cantidad de compuestos con diferentes polaridades utilizando mas de un solvente.

También se puede observar que el intervalo entre las 2 variedades de granada
(Wonderful y Valenciana) no es muy diferente dado que ambas estan alrededor del 85%,
mismo resultado que obtuvieron Elfalleh et al. en el 2009 donde compararon diferentes
ecotipos de granada provenientes de Tunez y realizaron extractos de estos donde
cuantificaron su actividad antioxidante por ABTS*™ y DPPH" y no encontraron diferencia
estadisticamente significativa; por lo cual se puede inferir que la variedad de granada de

donde se tome la cascara no deberia de influir en los resultados que se obtienen.
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Figura 28. Grafico de superficie de respuesta para actividad antioxidante por método

DPPH' en extractos de cascara de granada variedad Wonderful.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 58



DPPH (% Inhibicion)

130

82k

72 76 80 84 88 92 o 20
Concentracion (%) Tiempo de extraccion (min)

90

70

50

Figura 29. Grafico de superficie de respuesta para actividad antioxidante por método

DPPH" en extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

De acuerdo con los gréficos de superficie de respuesta (Figura 28 y 29) las mejores
condiciones de extraccion se encuentran a una concentracion de etanol de 72% y un
tiempo de extraccion de 120 minutos. Mismas condiciones obtenidas para inhibir el
radical ABTS*™, en donde se observa una pendiente mas pronunciada para el factor
“Tiempo de extraccidon” para el disefio en extractos de cascara de granada variedad
Wonderful y una pendiente mas pronunciada para el factor “Concentracion” para el disefio
en extractos de cascara de granada variedad Valenciana, grafico que confirma los
resultados obtenidos en los graficos de Pareto (Figura 24 y 25).

Sood & Gupta en el 2015 obtuvieron extractos de cascara de granada proveniente
de un mercado local Himachal Pradesh, India, en donde utilizando etanol al 60% una de
sus condiciones 6ptimas de extraccion fue 45 minutos como tiempo de extraccion, siendo
este su punto medio, caso contrario al de esta investigacion dado que se obtuvo una
mejor condicion de extraccion a 120 minutos (nivel alto), esto se debe al tipo de
compuestos presentes en la cascara de granada y que tanto son afectados por altas

temperaturas (75°C aproximadamente).
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Se puede observar alta actividad antioxidante (alrededor del 85%) por método
DPPH" donde gran parte de dicha actividad se ve afectada por el contenido de
compuestos fendlicos en la cidscara de granada, Shadab et al. en el 2017 menciona que
el contenido de fenoles totales es responsable de la actividad antioxidante por método

DPPH" de suspensiones acuosas de cascara de granada.

Se encuentra que las condiciones de extraccién para actividad antioxidante para
ambos métodos son idénticas, lo cual reafirma que dicha actividad se debe en mayor

parte a compuestos no fendlicos.

El mayor porcentaje de inhibicion fue de 85.86% que se dio en variedad Valenciana
un poco menor a lo presentado por el método ABTS*™ pero sigue siendo mayor a lo
reportado por Farfan et al. en el 2019, estas pequefias diferencias se pueden deber a la
estabilidad de los radicales libres, sin embargo, no marca una gran diferencia y pueden
ser despreciadas dado que no afecta al momento de optimizar el proceso de extraccion.

4.7 Halo de inhibicién

4.7.1 Staphylococcus aureus

Se realiz6 el analisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas
utilizando como variable de respuesta halo de inhibicibn expresado en mm de
inhibicion/mg de extracto en S. aureus utilizando extractos de 2 variedades de céscara

de granada (Wonderful y Valenciana), con una significancia estadistica del 95%.

La hipétesis nula establece que todas las medias de la poblacién (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al

menos una es diferente.

Tabla 19. Andlisis de varianza para halo de inhibicién sobre S. aureus utilizando extractos

de cascara de granada variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Concentracion 20.25 1 20.25 7.20 0.0550
B: Tiempo de extraccion 0.0 1 0.0 0.00 1.0000
AB 1.0 1 1.0 0.36 0.5831
Total error 11.25 4 2.8125

Total (corr.) 325 7
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Tabla 20. Andlisis de varianza para halo de inhibicion sobre S. aureus utilizando extractos

de cascara de granada variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Concentracion 0.5625 1 0.5625 0.31 0.6079
B: Tiempo de extraccion 0.5625 1 [0.5625 0.31 0.6079
AB 0.5625 1 0.5625 0.31 0.6079
Total error 7.28125 4 1.82031

Total (corr.) 8.96875 7

Las tablas ANOVA (tabla 19 y 20) particionan la variabilidad de halo de inhibicion
sobre S. aureus en piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces se prueba
la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un
estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen un valor P menor que
0.05, ni su interaccion entre ellos para ninguno de los dos disefios experimentales
(Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:

Halo de inhibicién S. aureus = -3.83333 + 0.256944 * A + 0.0777778 * B - 0.000925926 * AB (3.9)

Y para variedad Valenciana:

Halo de inhibicion S. aureus = 28.0625 - 0.0833333 * A - 0.05 * B + 0.000694444 * AB (3.10)

Donde A = Concentracion y B = Tiempo de extraccidon. Dichos ajustes permitiran
realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccién en ambas variedades de

granada.

Sin embargo, se puede observar que en extractos de cascara variedad Wonderful
el factor “Concentracion” tiene un valor P de 0.0550 muy cercano a llegar a la significancia
estadistica y por mucho el factor que mas influye. Malviya et al, en el 2013 realizaron una
comparacion en la actividad inhibitoria de extractos de cascara de granada variedad

Ganesh sobre S. aureus utilizando 3 diferentes solventes (metanol, agua y etanol) y
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diferentes mezclas etanol-agua en donde de la misma manera encontraron que la

concentracion de solvente no es estadisticamente significativa.
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Figura 30. Diagrama de Pareto estandarizado para halo de inhibicién en S. aureus

inducidos por extractos de cdscara de granada variedad Wonderful.
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Figura 31. Diagrama de Pareto estandarizado para halo de inhibicién en S. aureus

inducidos por extractos de cdscara de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos

estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos
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estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El

diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

El diagrama de Pareto para S. aureus muestra que ninguno de los factores, asi

cOmo su interaccion son estadisticamente significativas para ninguna de las 2 variedades

de céscara de granada. Sin embargo, en ambos el factor que muestra un mayor efecto

en la actividad microbicida de los extractos de cascara de granada variedad Wonderful

es la concentracion de etanol con un valor P de 0.0550, mismo caso que en actividad

antioxidante y fenoles totales donde la concentracién de etanol es el factor que mas

influye para variedad Wonderful, en cdscara de granada variedad Valenciana no se

aprecia influencia de ninguno de los factores.
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Figura 32. Grafico de efecto principales para halo de inhibicién inducidos por extractos de

cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana en Staphylococcus aureus.
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Figura 33. Grafico de interacciones para halo de inhibicién inducidos por extractos de

cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana en S. aureus.
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En el gréfico de efectos principales (figura 32) se observa que para extractos de
cascara de granada variedad Wonderful existe una mayor actividad microbicida cuando
se utiliza una concentracion de etanol al 96%, caso contrario para variedad Valenciana
en donde existe mayor actividad microbicida cuando se utiliza mezclas de solventes, esto
se le atribuye al tipo de compuestos extraidos por cada solvente y la toxicidad ante la
bacteria mencionada. En cuanto al grafico de interacciones (figura 33) se observa que el
tiempo de extraccion no juega un papel importante en la extraccion dado que con ambas
variedades se obtienen mayores mm de inhibicibn al momento de utilizar mezclas

(Valenciana) o concentracion de etanol al 96% (Wonderful).

Se obtuvieron halos de inhibicion de hasta 24mm y 21mm en extractos de cascara
de granada variedad Valencia y Wonderful respectivamente, observando mayor actividad
microbicida en variedad Valenciana. Cabe mencionar que los halos fueron aplicados
sobre S. aureus ATCC29213, si se compara con los resultados obtenidos por Nozohour
et al. en el 2018 en donde obtuvo halos de inhibicion de extractos de cascara de granada
sobre S. aureus (PTCC 1112) de 25.3+0.3 muestra resultados similares a los obtenidos

en esta investigacion.
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Figura 34. Gréafico de superficie de respuesta para halo de inhibicidon inducidos

porextractos de céscara de granada variedad Wonderful en S. aureus.
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Figura 35. Grafico de superficie de respuesta para halo de inhibicidon inducidos por

extractos de cdscara de granada variedad Valenciana en S. aureus.

Los gréficos de superficie de respuesta (figura 34 y 35) muestran que las mejores
condiciones de extraccidbn para actividad microbiana en S. aureus son de 96% en
concentracion de etanol y 120 minutos en tiempo de extraccion, esto indica que los
compuestos causantes de la inhibicion microbicida son polares y poco sensibles a la

temperatura como el kaempferol, apigenin entre otros.

Ali et al. en el 2018 realizaron peliculas comestibles basadas en almidén
enriquecidas con cascara de granada provenientes de un mercado local de Guangzhou,
China en donde compararon la actividad microbicida en cepas de S. aureus y Salmonella,
donde para S. aureus encontraron didmetros de inhibicion altos mayor a los halos de
inhibicion obtenidos en Salmonella, comparables con los obtenidos en esta investigacion.
Por lo que los extractos encontrados en esta investigacion pueden ser utilizados a
concentraciones adecuadas para la elaboracion de peliculas comestibles y de esta

manera darle valor agregado a los residuos de un alimento como la granada.
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Figura 36. Halo de inhibicion formados por extractos de cdscara de granada a

concentracién de 500mg/ml variedad a) Wonderful b) Valenciana en Sthaphylococcus aureus.

Los halos de inhibicion obtenidos por los extractos a una concentracion de
500mg/ml fueron de entre 13 y 21 mm para variedad Wonderful y entre 20.5 y 24 mm
para variedad Valenciana el cual es comparable con el antibidtico Eritromicina a una
concentracion de 15 mcg/ml donde debe de presentar halos de inhibicién de 23 a 30 mm.
para S. aureus. Esto comparable con lo reportado por Romero y Villegas en el 2017
donde obtuvieron halos de inhibicion de 20.55 mm utilizando una concentracion de
extracto de 500mg/ml muy cercano a los resultados obtenidos en esta investigacion, y
donde disminuyé hasta obtener halos de 12.44 mm cuando decrece la concentracion del
extracto a 100 mg/ml, también esta dentro del rango de los halos de inhibicion obtenidos
por Coronado en el 2019 donde encontr6 una media de 16.37 mm para cascara de
granada variedad Wonderful.

El contenido de polifenoles en los extractos obtenidos juega un importante papel
por que inhiben el crecimiento de algunas bacterias patégenas, los polifenoles actian
como agentes antiinfecciosos formando complejos con las proteinas presentes en las
paredes celulares bacterianas y a su vez provocando su lisis (Akhtar et al., 2015).
Interactian con los grupos sulfhidrilos de proteinas microbianas solubles y extracelulares
e inhiben sus actividades (Dey et al., 2012). En términos de electrones, grupos hidroxilo
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presentes en los polifenoles inducen su deslocalizacion y actian como intercambiadores
de protones, esto provoca la disminucion del gradiente de pH alrededor de la membrana

celular, seguido de la eliminacion de ATP y finalmente muerte celular microbiana.

4.7.2 Escherichia coli

Se realiz6 el analisis del disefio experimental propuesto para las 8 corridas
utilizando como variable de respuesta halo de inhibicion expresado en mm de
inhibicion/mg de extracto en E. coli utilizando extractos de 2 variedades de cascara de

granada (Wonderful y Valenciana), con una significancia estadistica del 95%.

La hipotesis nula establece que todas las medias de la poblacion (medias de los
niveles de los factores) son iguales mientras que la hipétesis alternativa establece que al
menos una es diferente.

Tabla 21. Analisis de varianza para halo de inhibicién sobre E. coli utilizando extractos de

cascara de granada variedad Wonderful.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relaciéon F |Valor P
A: Concentracion 150.063 1 15.063 5.37 0.0814
B: Tiempo de extraccion 39.0625 1 [39.0625 1.40 0.3026
AB 7.5625 1 7.5625 0.27 0.6304
Total error 111.813 4 27.9531

Total (corr.) 308.5 7

Tabla 22. Andlisis de varianza para halo de inhibicién sobre E. coli utilizando extractos de

cascara de granada variedad Valenciana.

Fuente Suma de cuadrados Gl [Cuadrados medios [Relacién F |Valor P
A: Concentracion 3.0625 1 3.0625 0.61 0.4779
B: Tiempo de extraccion 0.5625 1 [0.5625 0.11 0.7544
AB 3.0625 1 3.0625 0.61 0.4779
Total error 20.0313 4 5.00781

Total (corr.) 26.7188 7

Las tablas ANOVA (tabla 21 y 22) particiona la variabilidad de halo de inhibicion
sobre E. coli en piezas separadas para cada uno de los efectos, entonces se prueba la
significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un

estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen un valor P menor que
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0.05, ni su interaccion entre ellos para ninguno de los dos disefios experimentales
(Wonderful y Valenciana), indicando que son significativamente diferentes de cero con

un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, se acepta la hipétesis nula.

La ecuacion del modelo ajustado para extractos de cascara de granada variedad

Wonderful es:

Halo de inhibicion E. coli = -11.7917 + 0.319444 * A - 0.144444 * B + 0.0025463 * AB (3.11)

Y para variedad Valenciana:

Halo de inhibicion E. coli = 40.3958 - 0.194444 * A - 0.144444 * B + 0.00162037 * AB (3.12)

Donde A = Concentracion y B = Tiempo de extraccidon. Dichos ajustes permitiran
realizar proyecciones para diferentes condiciones de extraccion en ambas variedades de
granada.

Se puede observar que el factor mas cercano a ser estadisticamente significativo
es la concentracion de etanol en extractos de cascara de granada variedad Wonderful
con un valor P de 0.0814. Resultado contrario a lo obtenido en extractos de cascara de
granada variedad Valencia donde los factores quedaron muy distantes de ser
estadisticamente significativos, estos resultados pueden ser comparados con los
obtenidos por Rosas et al. en el 2016 donde utilizando diferentes variedades de cascara
de granada obtuvieron diferencia significativa en los halos de inhibicion obtenidos sobre

E. coli por lo que la variedad de cascara de granada juega un papel importante.
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Figura 37. Diagrama de Pareto estandarizado para halo de inhibicién en E. coli inducidos

por extractos de cascara de granada variedad Wonderful.
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Figura 38. Diagrama de Pareto estandarizado para halo de inhibiciéon en E. coli inducidos

por extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos
estandarizados desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos

estandarizados son estadisticos t que prueban la hipotesis nula de que el efecto es 0. El
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diagrama también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

El diagrama de Pareto para E. coli muestra que ninguno de los factores, asi como

Su interaccion son estadisticamente significativas para ninguna de las 2 variedades de

cascara de granada. Sin embargo, en ambos el factor que muestra un mayor efecto en

la actividad microbicida de los extractos de cascara de granada variedad Wonderful es la

concentracion de etanol con un valor P de 0.0814, en c4scara de granada variedad

Valenciana no se nota influencia de ninguno de los factores. Mismos resultados se

obtuvieron en halo de inhibicion sobre S. aureus, por lo que podemos deducir que en

ambos casos los mismos compuestos son encargados de la actividad microbicida.
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Figura 39. Gréafico de efecto principales para halo de inhibicién sobre E. coli inducidos por

extractos de cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana.
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Figura 40. Gréafico de interacciones para halo de inhibicion sobre E. coli inducidos por

extractos de cascara de granada variedad a) Wonderful b) Valenciana
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En el gréfico de efectos principales (figura 39) se observd que para extractos de

cascara de granada variedad Wonderful existe una mayor actividad microbicida cuando
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se utiliza mayor concentracion de etanol, caso contrario para variedad Valenciana en
donde existe mayor actividad microbicida cuando se utiliza mezclas de solventes. En
cuanto al tiempo de extraccidén existe una mayor eficiencia en extractos de cascara de
granada variedad Wonderful con tiempos de extraccion mayores, caso contrario a
variedad Valenciana. Esto indica que los compuestos causantes de la actividad
microbicida en extractos E. coli causados por extractos de cascara de granada variedad
Wonderful son compuestos polares afines a etanol como el kaempferol, apigenin entre
otros. En cuanto al gréfico de interacciones (figura 40) se observa que una concentracion
de etanol de 96% de solvente da mejores resultados que al utilizar mezclas, solo cuando
se utiliza un tiempo de extraccion de 30 minutos para extractos de cascara de variedad
Valenciana es diferente donde a un tiempo de extraccion de 120 minutos y una
concentracion de etanol del 72% los halos de inhibicion ocasionados ascienden hasta los

26mm.

Ibrahium et al. en el 2010 obtuvieron extractos de céscara de granada utilizando
etanol al 100% Yy los evaluaron sobre cepas de E. coli utilizando una concentracion de
extracto de 600mg/ml donde obtuvieron halos de inhibiciéon de 22.1 mm, menores halos
a los obtenidos en esta investigacion la cual presentd hasta 32 mm de inhibicion utilizando
una concentracion menor de extracto (500mg/ml), lo cual indica la eficiencia de extraccion

del método Soxhlet.
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Figura 41. Grafico de superficie de respuesta para halo de inhibicién inducidos por

extractos de cascara de granada variedad Wonderful en E. coli.
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Figura 42. Grafico de superficie de respuesta para halo de inhibicidon inducidos por

extractos de cédscara de granada variedad Valenciana en E. coli.

Los graficos de superficie de respuesta (figura 41 y 42) indican que las mejores
condiciones de extraccion para actividad microbiana en E. coli son de 96% en
concentracion de etanol y 120 minutos en tiempo de extraccion para variedad Wonderful
y 72% en concentracion de etanol y 30 minutos en tiempo de extraccién para variedad
Valenciana. Con esto se comprueba lo que mostro el grafico de efectos principales (figura
39), y en caso de variedad Wonderful corroborando las mejores condiciones de

extraccién obtenidas en el analisis realizado para S. aureus.
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Figura 43. Halo de inhibicion formados por extractos de cascara de granada a

concentracién de 500mg/ml variedad a) Wonderful b) Valenciana en E. coli.

Los halos de inhibicion obtenidos por los extractos a una concentracion de
500mg/ml fueron de 13 a 32.5 mm para variedad Wonderful y de 22 a 27 mm para
variedad Valenciana el cual es comparable con el antibiético Eritromicina a una
concentracion de 15 mcg/ml donde debe de presentar halos de inhibiciéon de 8 a 14 mm.
Si se comparan por los halos producidos por los extractos de zumo de granada utilizando
acetona como solvente, utilizados por Escobar en el 2017 que fueron de 16.5 mm a una
concentracion de 500 mg/ml, son mucho mayor los obtenidos en esta investigacion lo que
indica que se encuentra mayor actividad microbicida en cascara de granada que en el

arilo y/o semilla.

Vaquero & De Nadra (2008) inform6 que algunos flavonoles como la quercetina
presente en cascara de granada aumenté la permeabilidad de la membrana celular de E.
coliy, a su vez, redujo su potencial (al no ser capaz de sintetizar ATP). Este efecto fue
perjudicial inicamente sobre células de E. coli. De esta manera y analizando los halos
de inhibicion obtenidos se puede inferir que los extractos son ricos en flavonoides y que
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gran parte de estos flavonoides pueden ser flavonoles, en mayor proporcion en la

variedad Valenciana.

Ahmed et al. en el 2013 obtuvieron extractos acuosos de cascara de granada
provenientes de mercados locales de Baghdad, Irak. Y dichos extractos los probaron
contra diferentes cepas bacterianas patdgenas, en donde encontraron que las unidades
formadoras de colonias (UFC) de S. aureus, Proteus vulgaricus, Candida tropicalis and
Candida albicans disminuyen conforme se agregan extractos de cascara de granada a
partir de concentraciones de 0.3 mg/ml, lo que comprueba la actividad microbicida
resultante en esta investigacion contra S. aureus. Con base en el conocimiento de estas
propiedades, ser& posible utilizar extractos de cascara de granada para formular nuevos
productos para ser utilizados en la industria alimentaria como antioxidante natural,
reemplazando de esta manera a los sintéticos antioxidantes, y también como

conservadores naturales de alimentos no téxicos y para estudios farmacolégicos.

4.8 Cinética de degradacion

Se realizé la cinética de degradacién de antocianinas sobre jugo de granada
variedad Valenciana con muestreo cada 12 horas utilizando el método de pH diferencial
a 3 diferentes temperaturas (25°C, 50°C y 70°C) expresando los resultados en

Antocianinas monoméricas (mg/ml).
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Figura 44. Grafico de degradacion de antocianinas monoméricas en jugo de granada

variedad Valenciana expresado en mg/ml a diferentes temperaturas durante 92 horas.

La mayoria de las reacciones implicadas en el procesamiento y almacenamiento
de los alimentos siguen una cinética de reaccion de primer orden, como, por ejemplo, la
degradacion de vitaminas, produciendo una disminuciéon en el valor nutricional del
alimento, o la degradacion de antocianinas durante el almacenamiento de alimentos

coloreados, produciendo una pérdida en la apariencia y valor de éste (Labuza, 1984).

Oliveira et al. en el 2022 realizaron cinéticas de degradacion térmica de
antocianinas y acido ascorbico provenientes de los pétalos de la flor Clitoria ternatea en
donde encontraron para ambos compuestos que el orden de la reaccion es de 1, al igual
gue en esta investigacion y como menciond Labuza en 1984 que este tipo de reaccion

de degradacion de compuestos alimenticios tenian orden de reacciéon 1. También se
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encontré que la temperatura mas baja (60°C) era donde las moléculas de antocianinas y
acido ascoérbico eran mas estables, mismo resultado obtenido en esta investigacion
donde a 25°C se mostré mayor estabilidad. Es por ello por lo que en futuros estudios se
podria investigar la estabilidad de las antocianinas de cascara de granada en diferentes
condiciones de temperatura para confirmar su aplicabilidad como colorantes en la

industria alimenticia.

Para comprobar que el orden de la reaccion es 1 se graficé el logaritmo natural de
la concentracion vs tiempo (Anexo 8.8), en donde la ecuacién presentaba una linea recta
con pendiente igual ki, lo cual indica una reaccion de primer orden. Al igual Alighourchi &
Barzegar en el 2009 donde ajustaron su cinética de degradacién de antocianinas en jugo

de granada a una reaccion de primer orden.

Segun Casp y Abril, (2003) la influencia de la temperatura sobre la constante de
velocidad de reaccion se puede describir utilizando la ecuacion desarrollada por Svante
Arrhenius. El modelo de Arrhenius que relaciona la velocidad de una reaccion quimica a
los cambios de temperatura es el mejor ejemplo de modelo aceptado con validez
comparada experimentalmente. Se trata de un modelo lineal que expresa el efecto de la
temperatura sobre la constante de velocidad (k) de diferentes reacciones en muchos
sistemas alimentarios. Y al ser una reaccién de primer orden seguiria la siguiente

expresion:
k = koexp (=) (4.13)

El uso de la ecuacién 4.13 se describe en el Anexo 8.8.
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Tabla 23. Parametros cinéticos para la degradacion térmica de antocianinas de jugo de

granada durante el almacenamiento a 25, 50y 70 °C durante 96 horas.

Temperatura | Ecuaciéon de ajuste R? k (h™?) tiz (h) Valor D | EA (J/mol)
(°C) (h)
25 y=649.44exp(-0.011x) | 0.9234 | 0.0109 | 63.5915 | 91.7431
50 y=746.99exp(-0.042x) | 0.9807 | 0.0423 | 16.3865 | 23.6407 | 35,304.039
70 y=846.68exp(-0.068x) | 0.988 | 0.0683 | 10.1486 | 14.6413 !

Como se observa en la tabla 23 las ecuaciones que describen la degradacion
térmica de antocianinas en jugo de granada variedad Valenciana son ecuaciones
exponenciales, al igual que la investigacion realizada por Alighourchi & Barzegar en el
2009 en donde utilizaron temperaturas de 4,20 y 37 °C, sus 3 ecuaciones resultaron ser

exponenciales.

La energia de activacion es la energia minima necesaria para que se produzca la
reaccion de degradacion de Antocianinas, y es necesaria calcularla para de esta manera

proceder con el calculo de la velocidad de la reaccion.

Sandoval en el 2015 encontrd constantes de velocidad de 0.002, 0.003, 0.008 y
0.011 h't a temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C respectivamente realizando cinéticas sobre
zumo pasteurizado de jugo de granada, datos que son menores a los obtenidos en esta
investigacion, sin embargo en la cinéticas obtenidas por Sandoval tuvieron una
concentracion inicial de 55 mg/ml aproximadamente, contenido mucho menor que el
obtenido en esta investigacion por lo que en parte a eso se le puede atribuir las
constantes de velocidad, y a que las antocianinas presentes en granada variedad

Valenciana son mas sensibles a la temperatura.

El mayor tiempo de vida media fue determinado al obtener un valor mucho mayor
a una temperatura de 25°C (63.59 h), resultado que coincide por lo expresado por
Sandoval (2015) donde determino un mejor tiempo de vida media a una temperatura de

30°C, también coincide con lo obtenido por Ozkan et al. en el 2002 donde recomienda
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almacenar productos ricos en antocianinas a temperaturas de refrigeracion para

minimizar la degradacion de los compuestos mencionados.

Karaslaan et al. en el 2013 realizo cinéticas de degradacion térmicas de
antocianinas presentes en los arilos, realizando un pretratamiento que consistia en
introducir los arilos a bafio de agua caliente a 80°C por minutos para realizar
inmediatamente la cinética con aire caliente lo que aumento en una hora el tiempo de
vida media y el cual la temperatura de secado con la mayor vida media fue de 55°C, el
cual fue la menor temperatura utilizada, la cual coincide con lo reportado en esta

investigacion.

Los valores D indica que almacenados a temperatura ambiente el 90% de
antocianinas en jugo de granada variedad Valenciana son degradados en 91.74 horas,
similar resultado obtenido por Alighourchi & Barzegar donde el valor D mayor lo

encontraron a la menor temperatura utilizada (4°C).

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 78



5. Conclusiones

La investigacion permitio establecer que la variacion en la concentracion de etanol
y el tiempo de extraccion no tienen influencia significativa estadisticamente sobre

la composicion de fenoles y flavonoides extraidos.

Se obtuvieron los parametros fisicos (dureza y color) de ambas variedades de

granada (Wonderful y Valenciana).

Los extractos de cascara de granada variedad Wonderful obtenidos tuvieron un
contenido de fenoles totales de 0.004mg/ml EAG y de 0.00035 mg/ml EQ de
flavonoides totales, y los extractos de cascara de granada variedad Valenciana
presentaron un contenido de fenoles totales de 0.0227 mg/ml EAG y de 0.0011

mg/ml EQ de flavonoides totales.

El andlisis del disefio de experimentos en actividad antioxidante por métodos
ABTS+- y DPPH- defini6 las mejores condiciones de extraccion (96%
concentracion de etanol y 120 minutos en tiempo de extraccion) para ambas

variedades de cascara de granada (Wonderful y Valenciana).

Los extractos de cascara de granada variedades Wonderful y Valenciana

presentaron actividad microbicida sobre cepas de S. aureus y E. coli.

Se ajusto la cinética de degradacién térmica de antocianinas presentes en granada
variedad Valenciana al modelo de Arrhenius, determinandose asi los parametros

cinéticos.

El analisis estadistico permitié establecer las mejores condiciones de extraccion
(96% concentracion de etanol y 30 minutos en tiempo de extraccién) y los factores
gue mas influyen (concentracion de etanol) en la extraccion de compuestos

fendlicos.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar investigaciones con diferentes métodos de extraccion a
diferentes condiciones con cascara de granada variedad Valenciana, de acuerdo con el

contenido de metabolitos secundarios cuantificados y actividad microbicida presentada.

Se recomienda monitorear las temperaturas de almacenamiento de las muestras,
verificar que los termostatos de las incubadoras se encuentren correctamente

programados y calibrados.

El jugo proveniente de la granada al ser un fruto nutritivo puede experimentar
crecimiento de biomasa a temperatura ambiente por lo que se recomienda mantener

material estéril en todo momento, asi como esterilizar el jugo.

No se encontraron antocianinas en cascara de granada para ninguna de las 2
variedades (Wonderful y Valenciana) por lo que se recomienda no hacer determinaciones
de estos compuestos en cascara de granada, debido a que Unicamente se encontraron

antocianinas en el jugo.

Se recomienda controlar correctamente los intervalos de tiempo para retirar las
muestras de las incubadoras, identificarlas adecuadamente y medir lo mas rapido posible

el contenido de antocianinas.

Considerando la buena actividad microbicida de los extractos de cascara de
granada (Punica granatum) frente a cepas patdgenas (E. coliy S. aureus), se recomienda

considerar un estudio in vivo de los extractos.
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8. Anexos

8.1 Método de halo de inhibicién
Para la prueba de halo de inhibicién se debe esterilizar en autoclave el siguiente

material;

Materiales y reactivos requeridos

Puntas para Micropipeta de color azul, amarillo y blanco.
Sensidiscos

Tubos falcon.

200 ml de solucion salina al 4 %.

Pinzas.

Hisopos.

220 ml de medio de cultivo Agar Mueller Hinton.

La esterilizacion en autoclave dura aproximadamente 1 hora por lo que 10 minutos
antes de que se cumpla este plazo se deberan colocar en la campana de flujo laminar
para la exposicion directa de luz ultravioleta por alrededor de 20 minutos el siguiente

material:
Lampara de alcohol
12 cajas Petri de plastico

Se apaga la luz ultravioleta y se introduce a la campana de flujo laminar el medio,
se enciende la lampara de alcohol para asegurar la esterilidad de la campana y se
colocan las cajas Petri para vaciar el medio en ellas. Vaciado el medio las cajas se
mantienen semi abiertas hasta que el medio solidifique completamente. Solidificado el
medio se toman 2 cajas Petri, en una de ellas se cultiva E. coliy en la otra S. aureus con

la técnica de estria cruzada. Estas 2 cajas se pondran en incubacion por 24 horas a 37°C.
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Figura 45. Metodologia para la elaboracion del medio de cultivo.

El material que no se utiliza se guarda en un lugar limpio y fresco para asegurar la
esterilidad del mismo, las otras 10 cajas de Petri con el medio Agar Mueller Hinton
solidificado se sellan con parafilm y se guardan en refrigeracién. Pasadas las 24 horas

de incubacion se debe observar el crecimiento de las colonias bacterianas en los medios.

Lo siguiente es poner a esterilizar en la campana de flujo laminar (Luz ultravioleta)

el siguiente material por 20 minutos:
Material estéril requerido:
Puntas para Micropipeta esterilizadas en la autoclave.
Sensidiscos.
Tubos falcon.
200 ml de solucion salina al 4 %.
Pinzas.
Micropipeta: 1-5 ml, 0.5-10 pl, 10-100 pl.
2 vasos de precipitado: uno con agua y otro con el solvente A.

Gradilla.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 93



Solvente A.

Celdas.

Lampara de alcohol y encendedor.
Hisopos.

Preparacion de la solucién estandar de bacterias:

1. El procedimiento debe realizarse de forma estéril, por lo que es necesario el uso

de guantes de latex estériles y una lampara de alcohol encendida.

2. Setoman dos tubos falcén, a cada uno se le agregan 15 ml de solucion salina, con
un asa bacteriolégica se arrastra una cantidad media de bacterias de la caja de
Petri donde estan sembradas y se sumerge en la solucion salina del tubo agitando

hasta disolver por completo. En un tubo se inocula E. coli y en el otro S. aureus.

3. Se toman tres celdas en una gradilla, en la primera celda se coloca la soluciéon
salina sin inocular (blanco), en la segunda y tercera celda se coloca la solucion de

bacterias de E. coli y S. aureus respectivamente.

4. Por medio del uso de un espectrofotometro de visible se toman lecturas de
absorbancia a una longitud de 625 nm. Las lecturas que se obtengan deben oscilar
en un rango entre 0.08 y 0.1 nm, por lo que si las lecturas son menores a estos
valores se deben agregar mas bacterias a la solucion; si por el contrario se superan

estos valores es necesario diluir con solucion salina.

Realizada la solucion de bacterias es necesario marcar el lugar donde se colocara
cada sensidisco en las cajas de Petri, asi como el control que representan por medio de

la siguiente nomenclatura:
A = antibiotico (control positivo).
H20 = agua (control negativo).
M = Solvente A.

I, I, 111y IV = corresponde al niumero de lote.
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Concluida esta accion se procede con la técnica de halo de inhibicion:

1. Setoma un tubo Falcon con la solucion de bacterias que se prepar6 anteriormente
y se sumerge un hisopo estéril en ella. Con el hisopo humedo se toma la caja de
Petri y se realiza un estriado por agotamiento en varias direcciones. Se siembra

en 5 cajas de Petri E. coliy en las 5 restantes S. aureus.

Figura 46. Estriado de hisopo

2. Cada caja se deja semi abierta cerca de la lampara de alcohol para mantener la
esterilidad, hasta que se seque la solucién de bacterias. Una vez seca se deben
colocar los sensidiscos en los lugares marcados previamente como se muestra
en la figura 7.0.10.

Figura 47. Halos de inhibicion.

Ubicacién de los sensidiscos

3. Para el control positivo se debe colocar un sensidisco impregnado con
antibiético, en el caso de E. coli se utiliza un antibiético para bacterias Gram
negativas y para S. aureus se requiere un antibiético para bacterias Gram
positivas.

4. Se colocan el resto de los sensidiscos y a cada uno se le agrega 2 ml de extracto,

agua o solvente segun le corresponda por la nomenclatura ya mencionada.

5. Cuando las cajas estén terminadas y secas se tapan, se voltean y se sellan. Se

deben incubar por 48 horas a una temperatura de 37°C.
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8.1 Halos de inhibicion

| p—

Figura 48. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre S. aureus corridaa) 1y b) 2.

Figura 49. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad
Valenciana sobre S. aureus corrida a) 3y b) 4.
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Figura 50. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre S. aureus corridaa) 5y b) 6.

Figura 51. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre S. aureus corridaa) 7y b) 8.
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Figura 52. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre E. coli corridaa) 1y b) 2.

Figura 53. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre E. coli corridaa) 3y b) 4.
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Figura 54. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre E. coli corridaa) 5y b) 6.

Figura 55. Halos de inhibicién formados por extractos de cascara de granada variedad

Valenciana sobre E. coli corridaa) 7y b) 8.
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8.3 Método ABTS™

Preparacion de reactivo ABTS*™*

1. Solucion acuosa de ABTS™ 7mM

Pesar 0.03602 g del reactivo y disolver en 10 mL de agua.
2. Solucion acuosa de persulfato de amonio 2.45 mM

Pesar 0.0027 g y disolver en 5 mL de agua.

Mezclar las dos soluciones acuosas, almacenar en un frasco ambar, rotular con
los datos respectivos. El reactivo debe estar en reposo en oscuridad de 12-16 horas antes
de utilizarse para que el radical se estabilice.

Preparacion stock de trolox

Para preparar un stock de Trolox a una concentracién de 80 uM/mL, se adicionan

0.01564 g de Trolox y se afora a 25 mL utilizando etanol. Almacenar y rotular.

Determinaciéon de actividad antioxidante

Tabla 24. Materiales y reactivos necesarios para cuantificacion de actividad antioxidante

por ABTS™.
Radical ABTS™ Micropipetas
Tubos de ensaye Espectrofotémetro
Agua destilada Celda para lectura
Etanol Stock de Trolox
Puntas de micropipeta

Elaboracion de curva de calibracion

La curva se realiza para reportar los resultados en uM de Trolox equivalentes.

1. Se preparan diluciones del stock de Trolox de acuerdo con la Tabla 36 para

obtener las diferentes concentraciones.
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Tabla 25. Volimenes empleados para elaboracion de soluciones para curva de Trolox.

Concentracion Trolox (UM) uL de stock uL de agua destilada

0 0 1000
10 125 875
20 250 750
30 375 625
40 500 500
50 625 375
60 750 250
70 875 125
80 1000 0

2. Calibrar el espectrofotdmetro a 734 nm con etanol como blanco.

3. Ajustar la absorbencia del ABTS™, diluyendo la solucion stock con etanol hasta
obtener una absorbencia de entre 0.70+0.02 a 734 nm. Anotar el valor de

absorbencia al que se ajuste la solucion.

4. Utilizar 10 yL de cada concentracion Trolox por cada 990 uL de solucién ajustada
ABTS™.

5. Realizar la lectura de las muestras después de 5 minutos de mezclar la muestra 'y

la solucién de ABTS™".

6. Reportar resultados en % de inhibicién, utilizando la siguiente ecuacion:

Ainicial ABTSe+ —AM
A inicial de ABTS «+

% de inhibicién = ( )X 100 (8.1)

donde A es absorbencia (nm) y AM absorbencia de la muestra (nm).

7. La curva se grafica como concentracion de Trolox vs porcentaje de inhibicion
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Figura 56. Curva de calibracién para ABTS™.

A partir de la ecuacion de la curva se despeja el valor de x para obtener los uM de

Trolox equivalentes, refiriéndose a 1 mL de extracto.

Procedimiento para medicidn de muestras

1. Calibrar el espectrofotometro a 734 nm con etanol.

2. Ajustar la absorbencia del ABTS** diluyendo la solucion stock con etanol hasta
obtener una absorbencia de entre 0.70£0.02 a 734 nm. Anotar el valor de

absorbencia al que se ajuste la solucion.
3. Utilizar 10 yL de muestra problema por cada 990 pL de solucion ajustada.

4. Realizar la lectura de las muestras después de mezclar la muestra y la solucion

de ABTS™

5. Reportar resultados en % de inhibicion se utiliza la siguiente ecuacion:

, Ty Ainicial ABTSe+ —AM
% de inhibicién = ( il de ABTS ot )X 100 (8.2)

donde A es absorbencia (nm) y AM absorbencia de la muestra (nm).
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6. Para reportar los resultados como miliequivalentes de Trolox se utiliza la ecuacion

obtenida de la curva de calibracion.

8.4 Método DPPH*

Preparacion de reactivo (Solucién DPPH™")

7. Se disuelve 0.046 g de DPPH* en 1L de metanol.
El reactivo se almacena en un frasco ambar rotulado con los datos correspondientes.
Preparacion stock de trolox

Para preparar un stock a una concentracion de 80 puM, se adicionan 0.01564 g de
Trolox y se afora a 25 mL utilizando etanol. Almacenar y rotular.

Determinacién de actividad antioxidante

Tabla 26. Materiales y reactivos necesarios paras cuantificacién de actividad antioxidante

por DPPH.
Radical DPPH 0.046 g/L Metanol
Tubos de ensaye Agua destilada
Stock de Trolox 80 pM/mL

Elaboracion de curva de calibracion
La curva se realiza para reportar los resultados en uM de Trolox equivalentes

1. Se preparan diluciones del stock de acuerdo con la Tabla 23 para obtener las

diferentes concentraciones.

Tabla 27. Volumenes empleados para elaboracion de soluciones para curva de Trolox

Concentracion mL de Stock mL de agua
Trolox (ULM) destilada
0 0 1000
10 125 875
20 250 750
30 375 625
40 500 500
50 625 375
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2. Calibrar espectrofotémetro a 515 nm con metanol como blanco.

3. Ajustar la absorbencia del DPPH entre 0.8 y 1 a 515 nm, de no ser si agregar

metanol o DPPH segln se necesario hasta alcanzar la absorbencia requerida.

4. Agregar 3.9 mL de DPPH y 100 ml de cada concentracién de Trolox de la Tabla

23 a cada tubo de ensaye y agitar.
5. Dejar reposar durante 30 minutos en un lugar oscuro.
6. Realizar la lectura de las muestras a 515 nm.

7. Reportar resultados en % de inhibicidn se utiliza la siguiente ecuacion.

% de inhibicion = (S5 S222 22 X 100 (8.3)

donde A es absorbencia (nm) y AM absorbencia de la muestra (nm).

8. La curva se grafica como concentracion de Trolox vs % de inhibicién.

200
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80
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Figura 57. Curva de calibracién para DPPH".
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9. A partir de la ecuacion de la curva se despeja el valor de x para obtener los

miliequivalentes de Trolox.

Medicion de muestras

Procedimiento:
1. Calibrar el espectrofotometro a 515 nm con metanol.

2. Ajustar la absorbencia del DPPH entre 0.8 y 1 a 515 nm, de no ser si agregar

metanol o DPPH segun se necesario hasta alcanzar la absorbencia requerida.
3. Agregar 3.9 mL de DPPH y 100 ml de muestra a cada tubo de ensaye y agitar.
4. Dejar reposar durante 30 minutos en un lugar oscuro.
5. Realizar la lectura de las muestras a 515 nm.

6. Reportar resultados en % de inhibicidn se utiliza la siguiente ecuacion.

Ainicial de DPPH —AM
A inicial de DPPH

% de inhibicién = ( )X 100 (8.4)

donde A es absorbencia (nm) y AM absorbencia de la muestra (nm).

7. Para reportar los resultados como miliequivalentes de Trolox se utiliza la ecuacion

obtenida de la curva de calibracion.

8.5 Cuantificacién de fenoles totales
Para la cuantificacion de fenoles totales se requiere realizar una curva de
calibracion. Para ellos se utiliza una solucién estandar de acido galico (0.1 mg/mL) de la

cual se toman volumenes de 0 uL a 23 pL en intervalos de:
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Tabla 28. Volimenes de acido galico utilizados para curva de calibracién de fenoles

totales.

Stock 4cido galico (0.5/mL)

0 pL

2.5 L

5uL

7.5 UL

12.5 uL

c
o0~ WIN PS5

23 L

En cada tubo se adicionan ademas 500 uL de agua destilada, 10puL de solvente C,

500 pL reactivo Folin-Ciocalteu 1N, después de este reactivo se debe dejar reposar por

5 minutos cada tubo, posteriormente adicionar 1900 yL de Na2COs al 10%. Se dejan

reposar los tubos por 1 hora. El contenido de cada tubo se mide en un espectrofotémetro

de luz visible a una longitud de onda de 625 nm. Las absorbencias obtenidas se registran

para generar un grafico.

Cuantificacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se emplea el siguiente procedimiento:

1. Se prepara una muestra blanco para calibrar el espectro, por lo cual a este no se

le adicionara extracto, Unicamente se colocara el solvente.

2. Para las diluciones se deben colocar en cada tubo de ensaye los siguientes

volumenes de extracto, solvente C, agua y reactivo de Folin-Ciocalteu, tal como

se muestra en la siguiente tabla. El volumen de carbonato de sodio se agrega en

pasos posteriores.

Tabla 29. Preparacidn de diluciones para la cuantificacién de fenoles.

Tubos Extracto (uL) Solvente C H20 (uL) Folin-Ciocalteu | Carbonato de
(uL) (uL) sodio 10% (uL)
1 (Blanco) 0 50 1500 250 1000
2-13 5 45 1500 250 1000

3. Después de afiadir el reactivo Folin-Ciocalteu cada tubo se debe agitar y dejar en

reposo durante 15 min. Tornandose la solucién de incolora a un color amarillo.
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4. Pasado este lapso se afiade el carbonato de sodio al 10%, donde después de su

adicion se deja reposar 60 min a temperatura ambiente (23°C).
5. Finalmente se procederd a la lectura en el espectro a una longitud de 625 nm.

Interpretaciéon de resultados

La interpretacion de los resultados se obtiene a partir de la ecuacion de la recta que

se origina en la curva patrén mediante la siguiente formula:

Acido galico: (ﬂ) = (H)X FD (8.5)

mL m
Donde:
A = absorbencia
b = ordenada al origen
m = pendiente

FD= Factor de dilucién

8.7 Flavonoides totales
El contenido de flavonoides es determinado mediante el ensayo de Liu et al. en el

2002, cuyo procedimiento se muestra a continuacion:

1. Para la preparacion de la curva estandar de calibracion se requiere una solucién
estandar de quercetina (0.27 mg/mL) de la cual se toman voliumenes de 0 uL a

500 pL en los siguientes intervalos:

Tabla 30. Volimenes de quercetina utilizados para curva de calibracion de flavonoides

totales

0 Stock de quercetina (0.27 mg/mL)
0 pL
50 pL
100 pL
200 pL
350 pL
500 yL

c
o0~ WINIF S5
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2. Posteriormente se adicionan 200 pyL de AICIs al 10%, cada tubo debe dejarse
reposar durante 5 minutos. Después de esto se adicionan 200 yL de NaCH3COO
1M vy finalmente se completa el volumen de cada tubo con los siguientes

volumenes de agua destilada:

Tabla 31. Volumen de agua adicionado de las discusiones

0 Volumen agua adicionado (uL)
2600
2500
2450
2400
2250
2100

—
c
olu|rlwNv kIS

3. El contenido de cada tubo se mide en un espectrofotometro de visible a una
longitud de onda de 475 nm. Las absorbencias se registran para la elaboracién de
un grafico donde el resultado es expresado en mg de quercetina por g de extracto
(mg quercetinal/g extracto).

0.3
0.25

0.2

0.15

Absorbencia

0.1

0.05

0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.0001 0.00012 0.00014 0.00016

Quercetina (mg/ml)

Figura 58. Curva de calibracién para flavonoides totales.
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Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides se sigue el procedimiento mostrado a

continuacion:

1. Para la elaboracién de la muestra blanco no se afadird extracto, ya que sera

utilizado para calibrar el espectrofotometro.

2. En el caso de las diluciones se afiadiran los siguientes volumenes:

Tabla 32. Diluciones para la cuantificacion de flavonoides totales

Tubo Extracto de Cloruro de Acetato de sodio Solvente de
arandano 0.27 aluminio al 10% 1M NaNO3 (uL) extraccion (pL)
mg/mL (uL) (AICI3) (uL)
Blanco 0 200 200 9600
1 50 200 200 9600
2 100 200 200 9600
3 150 200 200 9600
4 200 200 200 9600

NOTA: En el procedimiento de cuantificacion de flavonoides serd necesario la
preparacion de un blanco por cada muestra de extracto. Donde su preparacion consiste

en la adicion del extracto correspondiente y el volumen sefialado de acetato de sodio.

3. Después de afiadir el cloruro de aluminio, cada tubo se deja reposar durante un
lapso de 5 min, para después afiadir acetato de sodio y el solvente de extraccion,

obteniendo una coloracién azul.

4. Finalmente se lee cada muestra en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 475 nm.

Interpretacion de resultados

La interpretacion de los resultados se obtiene a partir de la ecuacion de la recta que

se origina en la curva patrén mediante la siguiente formula:

Quercetina (ﬂ) = (ﬂ)X FD (8.6)

mL m
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Donde:

A = absorbencia

b = ordenada al origen
m = pendiente

FD = factor de dilucion

8.7 Cinetica de degradacion
A partir de los datos obtenidos se calcula el orden de reaccion y las constantes de
velocidad siguiendo el modelo de Arrhenius:

Una vez graficado el tiempo vs concentracion y realizando la regresion lineal se
determiné que el orden de la reaccion es de 1, esto se determind ajustando la recta a la
ecuacion y observando que la ecuacién que mas se aproximaba estadisticamente era la

de grado 1.
Y ahora se puede continuar con los calculos cinéticos:

Considerando ajustar las cinéticas al modelo de Arrhenius y como se determiné

de primer orden, por lo tanto, se sigue la siguiente ecuacion:

k = koexp (%) (8.7)

Donde k (h'!) es la constante cinética, ko (h) es la constante de velocidad cinética
a tiempo 0, Ea (J/mol) es la energia de activacién, R (Jmol*K?) es la constante de los

gases ideales y T (K) la temperatura.

Después se determinan las constantes de velocidad, para ello es necesario

graficar el tiempo vs el logaritmo de la concentracion.
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Figura 59. Gréafico In(A) vs tiempo de las cinéticas para el calculo de las constantes de

velocidad.

Y la constante de velocidad viene dada por:

k=-m (8.8)

También podemos calcular la energia de activacion con la ecuacion de Arrhenius:
Ea

K(T) = AeRT

Y graficando In(K) vs 1/T se puede obtener la energia de activacion:
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0.002385 0.0025 000255 0.003 000305 0.0031 0.00315 0.0032

0.00325 0.0033 0.00335 0.0034

Figura 60. Grafico In(K) vs 1/T de las cinéticas para el calculo de la energia de activacion.

Ahora si se obtiene la velocidad con la ecuacion encontrada:

r=1n<1— XA>=—k1t

Xaeq
Y la vida media quedaria dada por:
kit = —In(1/2)
Despejando:
tiy = killn(Z)
Y el valor D se calcul6 con la ecuacion:

D=1
k
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8.8 Datos experimentales

Tabla 33. Datos experimentales de resistencia a penetracion del fruto en granada variedad

Wonderful y Valenciana.

NUmero de muestra

Variedad Wonderful

Variedad Valenciana

Dureza (N) Dureza (N)

1 22 16
2 17.5 36
3 18 22
4 18 32
5 17.5 35
6 17.5 17
7 24 27.5
8 12 24.5
9 20 19
10 22 22.5
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Tabla 34. Datos experimentales de los parametros de color en coordenadas CIELab en

muestras de granada variedad Wonderful.

NUumero de muestra L a* b*
1 37.64 11.28 11.59
1 36.93 18.87 12.05
1 33.87 21.56 8.56
2 35.09 20.83 10.30
2 31.75 14.52 10.72
2 40.43 17.29 13.29
3 36.41 28.00 11.01
3 37.20 21.92 10.76
3 40.58 11.20 14.35
4 37.47 22.70 12.27
4 36.48 22.40 12.58
4 4412 13.27 15.03
5 40.33 26.76 14.38
5 50.11 15.88 19.22
5 47.39 19.65 16.78
6 32.49 24.13 9.57
6 42.45 10.49 14.06
6 38.48 18.08 12.75
7 36.18 28.86 9.71
7 45.90 25.96 13.44
7 43.51 25.03 13.28
8 33.30 23.64 9.56
8 43.32 14.42 13.13
8 35.39 20.13 8.69
9 38.18 22.96 11.63
9 31.63 13.47 8.71
9 39.85 18.88 12.49
10 38.16 21.72 10.70
10 34.44 22.41 9.41
10 40.49 15.35 15.22
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Tabla 35. Datos experimentales de los parametros de color en coordenadas CIELab en

muestras de granada variedad Valenciana.

NUumero de muestra L a* b*
1 39.1 15.19 15.91
1 47.83 6.10 21.75
1 40.13 13.36 16.46
2 49,53 -6.91 24.60
2 48.66 -3.84 22.66
2 50.30 8.23 22.76
3 42.77 10.16 18.07
3 47.17 2.41 22.17
3 46.39 10.48 19.19
4 54.48 10.59 23.31
4 61.33 0.83 28.30
4 53.39 0.98 24.32
5 53.92 -5.55 25.31
5 58.87 -4.25 27.08
5 56.78 0.71 25.09
6 46.15 8.87 19.99
6 50.29 2.35 21.60
6 43.38 10.39 17.49
7 43.60 22.03 16.43
7 51.01 3.70 22.06
7 43.58 13.91 18.45
8 44.10 4,27 19.24
8 50.88 -2.99 24.24
8 57.22 0.36 26.24
9 47.56 11.01 21.49
9 40.40 18.67 17.67
9 48.42 7.33 22.07
10 38.09 24.11 16.34
10 42.53 20.78 18.43
10 38.66 4.42 16.96
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Tabla 36. Resultados experimentales de las corridas del disefio experimental para

extractos de cascara de granada variedad Wonderful.

Corrida Fenoles totales Flavonoides ' AI.3T'S' , ' DI?P'H' , E('r;:;h 5 ,(Amu::us
(mg/ml EQ) (mg/ml EAG) (%inhibicién) | (%inhibicidn) inhibicién) | inhibicion)
1 8.51E-04 7.05E-05 90.3089 85.0054 15 17
1 9.03E-04 4.08E-05 90.1685 83.8188 13 13
1 1.52E-03 3.95E-05 81.6011 85.5448 - -
2 6.31E-03 7.17E-04 90.3225 82.1990 15 17
2 6.08E-03 6.57E-04 88.6395 83.7696 15 17
2 6.01E-03 3.68E-04 89.6213 84.1885 - -
3 3.23E-03 3.84E-04 89.3408 85.1309 18 17
3 2.84E-03 3.60E-04 89.6213 87.2251 17 15
3 2.33E-03 2.78E-04 90.6030 83.9791 - -
4 2.85E-03 2.13E-04 82.4684 84.6073 13 14
4 1.97E-03 2.06E-04 89.7615 86.2827 13 17
4 2.11E-03 1.97E-04 89.9018 84.2932 - -
5 4.68E-03 1.78E-04 77.4566 78.0749 20 19
5 5.10E-03 2.42E-04 77.3121 78.5027 24 18
5 4.49E-03 2.42E-04 79.3352 77.3262 - -
6 7.18E-03 7.05E-04 74.7109 79.1444 22 20
6 3.25E-03 6.98E-04 76.4450 81.2834 25 21
6 3.88E-03 6.98E-04 80.2023 82.2460 - -
7 8.37E-03 3.35E-04 79.9132 78.1818 26 20
7 8.96E-03 6.62E-04 80.3468 76.4706 23 20
7 7.63E-03 3.49E-04 79.0462 78.0749 - -
8 1.45E-03 1.96E-04 79.6242 79.8930 34 19
8 2.60E-03 3.66E-04 78.3236 81.4973 31 20
8 1.47E-03 2.55E-04 73.4104 81.7112 - -
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Tabla 37. Resultados experimentales de las corridas del disefio experimental para

extractos de cascara de granada variedad Valenciana.

Corrida Fenoles totales Flavonoides ' AI.3T'S' , ' DI?P'H' , E('r;:;h 5 ,(Amu::us
(mg/ml EQ) (mg/ml EAG) (%inhibicién) | (%inhibicidn) inhibicién) | inhibicion)
1 7.14E-03 5.43E-04 88.4561 84.1997 24 23
1 7.94E-03 4.06E-04 86.9262 85.7288 25 21
1 6.72E-03 3.70E-04 87.3435 84.4036 - -
2 5.10E-02 2.46E-03 88.8734 84.0978 26 21
2 5.46E-02 2.76E-03 88.0389 80.5300 28 22
2 6.09E-02 2.76E-03 88.0389 83.8939 - -
3 7.18E-03 6.16E-04 88.5952 87.1559 21 21
3 6.34E-03 4.44E-04 90.4033 84.8114 23 23
3 6.25E-03 3.83E-04 86.6481 85.6269 - -
4 1.99E-02 7.88E-04 90.1251 85.8307 25 20
4 1.68E-02 8.42E-04 89.7079 86.3404 25 22
4 1.84E-02 8.23E-04 90.4033 80.9378 - -
5 4.41E-02 2.15E-03 87.3435 85.0152 23 23
5 4.34E-02 2.11E-03 90.1251 83.4862 23 25
5 3.87E-02 1.94E-03 88.3171 85.9327 - -
6 1.87E-02 1.09E-03 90.1251 83.4862 20 20
6 1.59E-02 9.01E-04 85.5354 84.4036 22 21
6 1.77E-02 8.71E-04 89.1515 83.7920 - -
7 2.29E-02 8.73E-04 88.8734 84.6075 23 20
7 1.83E-02 7.15E-04 89.4297 87.6656 23 21
7 2.02E-02 9.86E-04 87.6216 80.9378 - -
8 1.35E-02 8.82E-04 89.0125 84.7094 22 21
8 1.33E-02 7.88E-04 87.0653 85.4230 22 23
8 1.49E-02 8.03E-04 87.0653 86.7482 - -
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Tabla 38. Resultados de rendimientos obtenidos de las corrridas experimentales en

extractos de cascara de granada variedad Wonderful y Valenciana.

Rendimiento (%)

Corrida experimental Wonderful Valenciana
1 65.4330 26
2 66.6920 10
3 45.1880 24.6667
4 66.7765 20
5 56.7469 9.3333
6 58.6058 16
7 65.3570 11.3333
8 50.8492 14.6667
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8.9 Constancias de participacion en congresos

POSGIraog
UMSNH

CIENCIAS 1 INGEMERIA | QUIVICK

Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
Facultad de Ingenieria Quimica

Division de Estudios de Posgrado

A través de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo hace patente su

RECONOCIMIENTO

1.Q. Fernando Ayala Flores

Por su valiosa exposicion con la Conferencia:

“Extraccidon de Compuestos Polifendlicos en Cascara de Granada (Punmica
Granatum) VAR Wonderful.”

En ¢l programa del Coloquio Internacional de Ingenieria Quimica celebrado del 11 al
13 de Agosto de 2021,

Morelia, Mich. México
12 de Agosto de 2021

Figura 61. Constancia de participacion en el Coloquio Internacional de Ingenieria Quimica
celebrado del 11 al 13 de agosto del 2021.
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PAMIDIO

Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C

XLn
Encuentro Nacional

Desaflios actusles en la iInvestigacion
¥ docencia en ingenieda quimica

La Academia Mexicana de Investigacion y Docencia
en Ingenieria Quimica (AMIDIQ)

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

a:

Fernando Ayala-Flores, Ma, del Carmen Chavez-Parga, Juan Carlos Gonzdlez-Hernandez

Por la presentacion del trabajo en modalidad oral:

EXTRACCION DE COMPUESTOS POLFENOLICOS EN CASCARA DE GRANADA (Punica granatum) VAR, WONDERFUL

1D: 61

7’»}// LgD» =
Dra. Maria del Rgnario ¥ iquez 1 <

PRESIDENTA DEL AMIDIQ COMITE ORGANIZADOR mssmerm DEL coun: IELNI( ) ‘(

|‘

Figura 62. Constancia de participacion en el XLII Encuentro Nacional del AMIDIQ celebrado
del 8 al 11 de septiembre del 2021.

“‘

Evento virtual del 08 al 11 de septu@\bre de. 20& -
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f‘?‘:‘ Gobierno
S{l de Michoacan

Instituto de Ciencia,

-
| Secretaria de .’f’”?;é"w Comisién Estatal
Tecnologia e Innovacion :5&\ =

Igualdad Sustantiva = | para el Desarrollo
y Desarrolio de las ‘! de los Pueblos Indigenas
Y Mujeres Michoacanas =2

@;—.m & comar 2\, . FEDNACECT @

El Gobierno del Estado de Michoacan, a través del Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
en colaboracion con el Tecnologico Nacional de México, campus Instituto Tecnologico de
Morelia y el respaldo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia otorgan la presente:

CONSTANCIA

FERNANDO AYALA-FLORES, WENDOLYNE MONROY-MARTINEZ, MARIANA RODRIGUEZ-ROJAS, MA.
DEL CARMEN CHAVEZ-PARGA, JUAN CARLOS GONZALEZ-HERNANDEZ

POR LA EXPOSICION DE SU PONENCIA EVALUACION DEL PROCESO DE EXTRACCION SOXHLET MEDIANTE UN DISENO
EXPERIMENTAL DE CRIBADO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN LA CASCARA DE GRANADA (Punica
granatum) VAR. WONDERFULEN EL EJE 1. INVESTIGACION BASICA DE LA MESA 3: CIENCIAS AGRICOLAS Y BIOTECNOLOGIA

En el marco de las actividades académicas del

RN | Vel Encuentro
CIENCIA @ de Jévenes
3 wr;owxcnow = dol Estado de Michoscén

Morelia, Michoacan, a 22 de Octubre de 2021

i
Biol. Maria Pi Trujillo Garcia Dr. José Lu

Directora General del Insituto de Clary [ tor del Tecnolog

Tencologia e Innovacion del Estado de Michoacan ampus Instituto Tecnologico de Morelia

zquez

1l e Méxice

Gilva

Figura 63. Constancia de participacion en el 16 Congreso Nacional de Ciencia Tecnologia e

Innovacion celebrado el 22 de septiembre del 2021.
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