~HOLOGy
‘_’t. ~ (4

X A

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE LA MIXTECA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ANALISIS COMPARATIVO DEL PERFIL POLIFENOLICO EN CASCARA DE
PUNICA GRANATUM CULTIVADA EN GUANAJUATO Y OAXACA

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS PRODUCTOS NATURALES Y ALIMENTOS

PRESENTA:
I.A. JOSE FRANCISCO GOMEZ CASTILLO

DIRECTORA:
DRA. EDITH GRACIELA GONZALEZ MONDRAGON

CO-DIRECTORA:
DRA. ARACELI VEGA PAZ

Huajuapan de Leén Oaxaca, México, mayo 2018.



El presente trabajo de tesis se desarroll6 en el Programa de estudios de posgrado de la
Maestria en Ciencias: Productos Naturales y Alimentos, que pertenece al Programa
Nacional de Posgrado de Calidad del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT).

Las actividades de este proyecto se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia, Edificio
de Productos Naturales y Alimentos, de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca
(UTM), Huajuapan de Leén, Oaxaca.

José Francisco Gémez Castillo fue apoyado con la beca de manutencién (598631) finan-
ciada por el CONACYT.

El trabajo de investigacion fue realizado con el apoyo otorgado por el CONACYT por
medio de los proyectos de investigacién PDCPN2013-01 (215144) e INFR2015-01
(254019).

ii



ACTIVIDADES ACADEMICAS Y DE INVESTIGACION

Se realiz6 una solicitud de registro de patente (MX/a/2017/007342), en la cual fueron

incluidos parte de los resultados generados en el presente proyecto.

Se colaboré en el trabajo presentado en modalidad poster titulado "Characterization of
a hybrid beverage supplemented with polyphenolic extract from Punica granatum peel”
en el III National and II International Student Congress of Food Science and Techno-

logy, Valencia, Espania del 3 al 4 de marzo de 2016.

Adicionalmente, otros resultados fueron presentados en el VIII Congreso de Biotecno-
logia y Bioingenieria del Sureste, en modo cartel, organizado por la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia y Bioingenieria Delegacién Yucatan, A.C., durante los dias 19 al 21 de

octubre de 2016, realizado en Mérida, Yucatdn.

Se realiz6 una estancia de trabajo del 7 al 10 de febrero de 2017, en la Universidad Au-
ténoma Metropolitana, unidad Azcapotzalco, ubicada en la Ciudad de México con la

Dra. Araceli Vega Paz en el Area de Quimica y Fisicoquimica.

Se participé en el andlisis sensorial de carne molida en el proyecto “Efecto del extracto
de epazote (Teloxys ambrosioides L..) sobre la vida 1til de la carne picada de bovino y
porcino durante su almacenamiento en refrigeracién”, durante los periodos del 7 al 30

de marzo y del 13 de junio al 6 de julio del 2017; en las instalaciones de la UTM.

Se participé con el cartel "Andlisis comparativo de compuestos polifendlicos de cdscara

de Punica granatum cultivada en Guanajuato y Oaxaca", en la 18a Feria de Posgrados
de Calidad 2017 con sede en la Ciudad de México los dias 25 y 26 de marzo de 2017,
organizada por el CONACYT.

iii



Se asisti6 a los seminarios “Secado por aspersion, microencapsulacion de particulas y
formacion de perlas, cdpsulas y liofilizacién” y “Determinacion kjeldahl y métodos de
extraccion para andlisis bromatoldgicos y el uso de rotavapor”; impartidos por la em-

presa Equipar S. A. de C. V., en las instalaciones de la UTM los dias 7 y 8 de junio de
2017.

iv



Dedico este trabajo a:
mi esposa Zuzette por su apoyo incondicional
y a mis hijos Daniela y José Emilio.

Los amo.

[zas.

En memoria de

A C V.



AGRADECIMIENTOS

A la UTM por la oportunidad para recibir una formacién profesional de calidad y al

CONACYT por la beca de manutencién otorgada.

Ala Dra. Edith G. Gonzdlez Mondragon por la oportunidad de confiarme la realizacién
de este trabajo, por su valiosa direcciéon y apoyo en todo momento y sobre todo por su
paciencia ante mi inconsistencia. De igual manera a la Dra. Araceli Vega Paz, codirec-
tora de este proyecto de investigacidn; por el tiempo invertido para perfeccionarlo, por

su invaluable colaboracion e interés en la culminacion del trabajo.

A la Dra. Rocio Gémez Cansino, por su apoyo con bibliografia y sugerencias para la

mejora del presente trabajo.

Al comité evaluador de esta tesis, integrado por las Doctoras Beatriz Hernandez Carlos
y Laura Marquez de Santis, asi como los Doctores Raul Salas Coronado y Rogelio Vala-
dez Blanco, quienes a través de sus revision, observaciones y comentarios contribuyeron

en el desarrollo del presente trabajo.

A Gabriel Arellanes Jiménez, estudiante de la carrera de Ingenieria en Alimentos de la

UTM, por su apoyo en el proceso de obtenciéon del polvo de cdscara de granada.

Asi mismo al M.C. Edgar T. Vazquez Ramos y al Ing. Jorge A. Vildez Amezcua, personal

del soporte técnico de la empresa Waters S.A. de C. V.

Este trabajo no se habria podido realizar sin la colaboracién de muchas personas que me
han brindado su ayuda, conocimientos y apoyo. A profesores y companeros quiero agra-
decerles a todos ellos cuanto han hecho por mi, para que este trabajo saliera delante de

la mejor manera posible.

vi



RESUMEN

El presente trabajo de tesis consistié en analizar comparativamente el perfil polifendlico de los extractos
obtenidos a partir de la cascara de Punica granatum, cultivada en los estados de Guanajuato y Oaxaca,
por extraccion convencional (EC) y extraccion asistida por ultrasonido (EAU). La EC se llevé a cabo a
temperatura ambiente (22 + 2 °C), sin agitacion ni exposicion a la luz por 24 h, y la EAU se realizé a 20
+ 3 °C empleando un bano ultrasdnico a 280 W, 40 + 2.4 kHz por 10 min. En ambos casos se emplearon
0.2 g de polvo de cascara de P. granatum y 10 mL de etanol (70%). Se realizaron etapas consecutivas de
extraccion, hasta que el contenido de polifenoles totales fue menor o igual al 10% en cada una con res-
pecto a la suma del CPT de todas las etapas realizadas. Posteriormente, se analizd comparativamente la
composicion de los 4 extractos estudiados por cromatografia de liquidos de ultra desempefio acoplado a
un espectrometro de masas con analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (UPLC-QToF). Por ultimo, para
la asignacion de los compuestos sin contar con el reactivo comercial, se realizaron experimentos de
MS/MS con perfil de energia de colisién (10, 20 y 30 V). Los resultados mostraron que, en la tercera etapa
de extraccion el CPT fue menor al 10% para las 4 muestras, con respecto a la sumatoria del CPT las 3
etapas realizadas. Por otro lado, los rendimientos de los extractos obtenidos tanto por EC y EAU fueron
mayores para la muestra de Oaxaca, no obstante, presentaron un menor CPT; a pesar de esto dichos
valores se encuentra dentro de lo reportado para otros residuos agroindustriales. Sin embargo, de
acuerdo al andlisis de varianza realizado, se observé que estadisticamente no hubo diferencia significativa
tanto en los rendimientos de los extractos como para el CPT obtenidos de cada tipo de extraccion y por
el contrario en los origenes si (a un nivel de significancia de 0.05), lo cual se confirmé por la prueba de
Tukey. Respecto a los cromatogramas, se observé que fueron similares en la mayoria de las sefiales de los
4 extractos analizados, pero con intensidad diferente, lo que puede sugerir que tienen la misma compo-
sicion, pero difieren en cuanto a su concentracion. Las senales de los tiempos de retencion (tz) 3.10y 3.17
se observaron unicamente en los extractos de Guanajuato obtenido por EC y EAU. Por otro lado, las
sefiales a los tr de 11.67 y 13.83 min, se observaron tinicamente en los extractos obtenidos por EAU de
ambos origenes. Lo anterior, sugiere que el ultrasonido permitié la liberaciéon de un mayor nimero de
metabolitos contenidos en las muestras. Se observé que la intensidad de las sefiales en los cromatogramas
de los extractos de las muestras de Guanajuato fue mayor, lo que puede asociarse a una mayor concen-
tracion de los compuestos presentes. Lo anterior puede deberse a la composicion del suelo y clima de
donde provienen los frutos utilizados en este trabajo. También se identificaron 47 compuestos con un
error de masas igual o menor a los 5 mDa, todos ellos ya han sido reportados en cascara de P. granatum.
Se identifico un compuesto que solamente se ha reportado para el jugo de P. granatum (hexosido de
floretina), y tentativamente otro que hasta el momento no ha sido reportado para granada (pseudotsu-
ganol). Los fragmentos de estos compuestos fueron comparados con base de datos y un programa de
prediccion de espectros. Finalmente, las conclusiones fueron que: 1) Se requirieron 3 extracciones suce-
sivas para reducir a menos del 10% el CPT en la muestra para ambos métodos de extraccion, siendo la
de Guanajuato la que presentd el mayor rendimiento, 2) Se identificaron 49 compuestos distribuidos de
la siguiente manera: 41, 38, 27 y 23 en la EC_Oax, EC_Gto, EAU_Oax y EAU_Gto, respectivamente, y
3) En los 4 extractos se identificaron 2 compuestos uno de los cuales tinicamente ha sido reportado en
jugo de granada (hexosido de floretina) y otro que fue asignado tentativamente como pseudotsuganol.
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1. INTRODUCCION

La agroindustria genera una alta produccion de residuos los cuales pueden ser aprove-
chados para la obtencidn de productos con mayor valor agregado, generando posibles solucio-
nes para la reducir el impacto negativo del medio ambiente. Dichos residuos pueden ser fuente
de compuestos polifendlicos cuya importancia radica en sus actividades bioldgicas: antiinflama-
toria, antioxidante, antibacteriana, y antiviral; utiles para el desarrollo de alimentos funcionales
(Kalamara, Goula y Adamopoulos, 2015).

La cascara de granada (Punica granatum) contiene polifenoles en el orden de mg/g;
ademas, se ha reportado el uso de sus extractos para enriquecer con estos compuestos diversos
sistemas alimenticios (Akhtar, Ismail, Fraternale y Sestili, 2015). En México se puede generar
hasta 1,980 ton de residuos de granada, tomando como base la producciéon nacional de este fruto
(5,210 ton de acuerdo al SIAP, 2018) y que el 38% del fruto corresponde a la cascara.

La extraccion es la operacion unitaria utilizada para la recuperacién de compuestos po-
lifenolicos a partir de residuos agroindustriales; y se puede clasificar en dos grupos; convencio-
nal (EC) y no convencional. En el primero se encuentran la maceracidn, lixiviacion, decoccion,
infusion, extraccion Soxhlet entre otros. En el segundo grupo estan la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), la asistida por microondas, asi como la de fluidos supercriticos (Azmir et al.,
2013). Los procesos de EC son los mas utilizados para la obtencion de polifenoles y se utilizan
como referencia para el desarrollo de técnicas no convencionales, sin embargo, presentan ciertas
desventajas como el alto consumo de disolventes y energia, asi como largos periodos de tiempo
(Ameer, Shahbaz y Kwon, 2017). Por otro lado, la EAU utiliza la energia generada por las ondas
de ultrasonido, acorta el tiempo de extraccion debido a la cavitacidon que se produce durante el
proceso y es recomendable para la extraccion de compuestos termolabiles como los polifenoles

(Tabaraki, Heidarizadi y Benvidi, 2012).



Por otro lado, la identificacion y cuantificacion de compuestos polifenélicos presentes
en los extractos se realiza por métodos colorimétricos (método de Folin-Ciocalteu) y cromato-
graficos; dentro de estos ultimos se encuentra la cromatografia de liquidos de alto desempefio
(UHPLC, por sus siglas en inglés: Ultra High-Performance Liquid Chromatography), ademas es-
tas técnicas pueden estar acopladas a sistemas de detecciéon como espectrometria de masas las
cuales permiten el analisis de matrices complejas como es el caso de los extractos de material
vegetal.

Por otro lado, en trabajos previos del grupo, se evalud el potencial de los extractos po-
lifenolicos obtenidos a partir de cascara de granada cultivada en Oaxaca por EC, con actividad
contra el virus sincitial respiratorio humano (VSRh), para el desarrollo una bebida funcional
con actividad anti-VSRh. Por lo anterior, se consider6é importante estudiar la cascara de granada
cultivada en Guanajuato, otro de los estados con mayor produccion de este fruto, como materia
prima para la obtencidn de extractos polifendlicos, asi como el uso de otro método de extraccion
como la EAU. También es relevante tener el perfil quimico de dichos extractos y realizar un
analisis comparativo de su composicion.

Por todo lo anterior expuesto, en el presente trabajo se obtuvieron y caracterizaron los
extractos polifenolicos de cascara de P. granatum, cultivadas en dos zonas geograficas de Mé-
xico, con caracteristicas de clima y suelo diferentes, importantes en la produccion de granada.
Dichos extractos se obtuvieron empleando como disolvente etanol al 70% y dos métodos de
extraccion: 1) La EC se realizo por maceracion a temperatura ambiente (22 £ 2 °C) y 2) La EAU
se llevo a cabo a 20 + 2 °C. La cuantificacion de los polifenoles totales se realizé por el método
de Folin-Ciocalteu, y la identificacion de los compuestos presentes en los extractos se realizo
empleando un UHPLC-QToF, en modo negativo. Los resultados de la identificacion fueron ana-

lizados comparativamente tanto por origen del fruto como por método de extraccién emplea-

dos.



2. ANTECEDENTES
2.1 Aprovechamiento de residuos agroindustriales

Las frutas son ricas en compuestos bioactivos como polifenoles, carotenos y vitaminas,
los cuales también se pueden encontrar en concentraciones importantes en cascaras y semillas,
residuos que se derivan del procesamiento de dichas frutas (Mirabella, Castellani y Sala, 2014).
El aprovechamiento integral de los residuos agroindustriales incluye la extraccion de compues-
tos de interés, los cuales pueden utilizarse en la industria alimentaria o farmacéutica (Ayala-
Zavala, Rosas-Dominguez, Vega-Vega y Gonzalez-Aguilar, 2010). Goula y Lazarides (2015), re-
cuperaron polifenoles a partir de los residuos generados de la molienda de aceitunas, asi como
de la cascara y semillas de granada; de estas ultimas también obtuvieron aceite. Los compuestos
fueron encapsulados para su uso como conservadores naturales y como nutracéuticos.
Aizpurua-Olaizola et al. (2015), recuperaron polifenoles y acidos grasos de semillas y cascara de
uvas, residuos generados de la produccion de vino y ademas optimizaron el proceso de extrac-

cién de estos compuestos por extraccion con CO, supercritico, por 5 min.

2.2 Métodos de extraccion de compuestos polifenolicos de residuos solidos

El principio termodinamico de la extraccién solido-liquido es la separacion de solutos
de interés presentes en una fase sélida, mediante el contacto con una fase liquida o disolvente
(Figura 1), donde el soluto se distribuye hasta alcanzar el equilibrio (McCabe, Smith y Harriott,

2004).

Disolvente .
Disolvente con
Material de soluto
extraccion '
Material de
extraccion sin soluto
Soluto

Figura 1. Esquema del proceso de extraccion sdlido-liquido. (Modificado de GmbH, 2018).



El proceso de extraccion solido-liquido implica la difusion del soluto a través del disol-
vente contenido en la matriz sélida y la transferencia del soluto desde las inmediaciones de la
interfase solido-liquido hasta el seno de la masa principal de disolvente, este proceso se rige por
la primera ley de difusion de Fick, que establece que el transporte de un soluto ocurre por un
gradiente de concentracion del soluto entre las fases. Los factores que influyen sobre la velocidad
de extraccion son: tamafo de particula, composicion de la matriz sélida, polaridad del disol-
vente, proporcion sélido/disolvente, tiempo, temperatura, agitacion y velocidad de agitacion
(Geankoplis, 2009); ademas, para recuperar la mayor cantidad de soluto es necesario establecer
el nimero de etapas requeridas para reducir el contenido de este en el sélido hasta un valor
minimo determinado (Treybal, 1990). Por otro lado, para la optimizacién de los procesos de
extraccion que implican la variacién de uno o mas de los factores antes mencionados, se puede
hacer uso de modelos matematicos como regresion lineal, cuadratico y/o productos cruzados
(Sood y Gupta, 2015). Los métodos de extraccion se pueden clasificar en 2 grupos: 1) conven-
cionales, como la extraccion Soxhlet, hidrodestilacion, lixiviacion, y maceracioén; y 2) no con-
vencionales, como la asistida por ultrasonido (Azmir et al., 2013), sin embargo, el uso de cual-
quiera de ellos tiene como finalidad aumentar el rendimiento de los solutos extraibles (Wang

et al,, 2013).

2.2.1 Extraccidon convencional

La maceracion es uno de los métodos de extraccién convencional, Treybal (1990), la
describié como un proceso de lixiviacion por lotes, en estado no estacionario, en el cual la fase
solida se pone en contacto con la fase liquida. En el presente trabajo de tesis se denoté como
extraccion convencional (EC) al proceso de maceracidon. Uno de los requisitos en la EC es que
el disolvente no reaccione con los compuestos de interés, para que posteriormente se puedan
recuperar de este, es por ello que se debe elegir un disolvente con punto de ebullicién bajo. Al-

gunas de las ventajas de la EC son: i) ausencia de agitacidn, ii) todo el proceso se lleva a cabo a



temperatura ambiente y iii) se utiliza solamente un tanque de extraccion. Por otro lado, las des-
ventajas de éste método son que requiere periodos largos de tiempo asi como, grandes volume-
nes de disolventes, ademas de presentar cierta toxicidad residual, lo que no es recomendable
cuando los extractos se adicionan a un sistema alimenticio (Boggia et al., 2016) como es el caso
para la acetona o el hexano. Por otro lado, se ha reportado que el etanol es un disolvente efectivo
para la recuperacion de polifenoles y es recomendado para la recuperacion de este grupo de
compuestos ya que es considerado un disolvente GRAS (por sus siglas en inglés: Generally Re-
cognized As Safe) y esta ubicado en la clase 3 de la guia Q3C de la FDA (por sus siglas en inglés:

Food and Drug Administration) (Takeuchi et al., 2009).

2.2.2 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La EAU es un tipo de extraccién no convencional que utiliza ondas de ultrasonido no
ionizantes, en un intervalo de frecuencias de 20-100 kHz. Las vibraciones de estas ondas pro-
ducen ciclos de compresion y expansion induciendo el fenémeno de cavitacion (Figura 2), por
lo que la implosién de las burbujas genera la ruptura de las estructuras celulares (Knorr, Ade-
Omowaye y Heinz, 2002). Las principales ventajas de la EAU son que la cavitacién incrementa
la polaridad del sistema y por lo tanto se incrementa la eficiencia de extracciéon de metabolitos,
permite la extraccion de analitos termolabiles y tiempos cortos de operacion (Tabaraki et al.,

2012).

Compresion

Expansion

Desarrollo de burbujas Burbujas de tamano inestable Clolapso
Figura 2. Esquema del fenémeno de cavitaciéon por ultrasonido (Modificado de Ecosphere
Technologies, Inc., 2018).



Kamiloglu et al. (2016), obtuvieron polifenoles a partir de subproductos de zanahoria
negra (Daucus carota L.), empleando disoluciones de metanol (75%) y etanol (100%), ambos
disolventes con 0.1% de acido férmico; utilizando un bafo ultrasénico por 15 min, sin especifi-
car la temperatura del proceso, comprobando que dichos polifenoles pueden ser empleados para
enriquecer productos alimenticios. Por otro lado, Pan, Qu, Ma, Atungulu y McHugh (2012),
redujeron el tiempo de extraccion de polifenoles a partir de cascara de granada, hasta en un 90%
y lograron incrementar la extraccion de estos en un 24%, utilizando EAU comparado con ex-

traccion convencional.

2.3 Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son un grupo importante de metabolitos secundarios,
sintetizados por las plantas como resultado de su adaptacion a condiciones de estrés biodticas o
abioticas (Materska y Perucka, 2005). Los polifenoles se pueden encontrar tanto en la parte co-
mestible como en la no comestible de frutas y vegetales (El Gharras, 2009), contribuyendo a su
calidad sensorial (color, sabor y aroma) cuya presencia y concentracion esta determinada por
factores como el estado de madurez, la exposicion a la luz, estrés hidrico, clima, composicion
del suelo e incluso por las variedades del cultivo (Garcia-Salas, Morales-Soto, Segura-Carretero
y Fernandez-Gutiérrez, 2010). Cabe mencionar, que mediante estudios experimentales en lineas
celulares, modelos animales y clinicos, se ha evidenciado que los polifenoles pueden ayudar a
prevenir o tratar enfermedades crénicas no transmisibles como las cardiovasculares, apoplejia,
diabetes tipo 2 y varios tipos de cancer (Bohn, 2014).

Estructuralmente, los compuestos polifendlicos poseen al menos un anillo aromatico
con uno o mas hidroxilos, y generalmente se encuentran conjugados con aztcares y acidos or-
ganicos. De acuerdo a la base de datos Phenol Explorer, se pueden clasificar en acidos fenolicos,
estilbenos, flavonoides, lignanos, metabolitos no fendlicos y otros polifenoles (Rothwell et al.,

2013). En el grupo de los dcidos se encuentran los hidroxibenzdicos, hidroxicindmicos, entre



otros, y los flavonoides se categorizan en; antocianinas, chalconas, flavonoles, flavanonas, flavo-
nas e isoflavonas. La estructura base de los acidos fendlicos se muestra en la Figura 3a, donde los
grupos R pueden ser hidroxilos u otros sustituyentes. Por otro lado, los flavonoides estan cons-
tituidos por un esqueleto de 15 atomos de carbono dispuestos en dos anillos aromaticos conec-
tados por un heterociclo de tres carbonos (C6-C3-C6), como se muestra en la Figura 3b. Los
anillos de seis miembros (A y B), asi como el heterociclo (C) pueden tener grupos hidroxilo
como sustituyentes lo que promueve que puedan presentar una gran cantidad de interacciones

tanto intra- como inter-moleculares (Kantappa, Birajdar y Lee, 2016).

Figura 3. Estructuras base de compuestos fenolicos. a: acidos fenélicos, b: flavonoides. Ry, R,
Rs: pueden ser H, OH u otros sustituyentes.

Las antocianinas estructuralmente son antocianidinas glicosiladas o aciladas (Zhao,
Yuan, Fang, Yin y Feng, 2013), y son metabolitos responsables de la coloraciéon purpura, azul,
rojay naranja de una gran variedad de frutas y plantas. En la Tabla 1 se muestra la estructura de
algunos polifenoles comunes presentes en residuos agroindustriales.

Debido a que los compuestos polifenélicos no pueden ser producidos por el cuerpo
humano, estos deben ingerirse en la dieta diaria, obteniéndolos de alimentos naturales
(Materska y Perucka, 2005) o procesados. Se ha reportado el consumo per cdpita de polifenoles
en algunos paises: Finlandia, 0.4-1.2 g/dia; Estados Unidos, 1.0-1.1 g/dia; y Polonia, 0.8-1.6

g/dia (Bohn, 2014).



Tabla 1. Clasificacion de los polifenoles con base a su estructura y compuestos representativos

de cada clase.

Clases*

Residuo agroindustrial/Compuesto**

Estructura

Acidos fenodlicos

Estilbenos

Flavonoides
Antocianinas

Chalconas

Flavanoles

Flavanonas

Flavonoles

Bagazo de guayaba y papa/Acido caféico

Semillas y piel de uvas/Resveratrol

Pericarpio y semillas de litchi, cascara de san-
dia/Malvidina

Cdascara de manzana/Florecina

Cascara de manzana y de platano/Catequina

Cascara de citricos/Naringenina

Bagazo de guayaba/Quercetina

Taninos conden- Céascara de manzana, semillas de cocoa, mo-

sados

Otros flavonoi-
des

Lignanos

ras, /Procianidinas (dimeros, trimeros, tetra-
meros y pentdmeros)

Residuos de soya/Genisteina

Cascara y semilla de lino/Secoisolariciresinol

OH

HO

R

OH

OH

W,

HO Q

. OH

OH

OH

P

HO

(8]
OH

* Clasificacion de acuerdo a Tsao (2010). ** Compuestos representativos de cada residuo agroindustrial de acuerdo

a Babbar y Oberoi (2014).



2.3.1 Caracterizacion de extractos polifenolicos
2.3.1.1 Cuantificacion de polifenoles

Existen diversos métodos para la cuantificacion de polifenoles, como el de Folin-Cio-
calteu que es un método colorimétrico (Ignat, Volfy Popa, 2011), que consiste en mezclar tungs-
tato y molibdato de sodio en medio basico. Los fenoles son facilmente oxidables en medio basico
y reaccionan con el molibdato formando 6xido de molibdeno (Mo0O:s) el cual presenta una co-
loracion azul (Figura 4). La cuantificacion se lleva a cabo con acido galico como estandar de
referencia por espectrofotometria UV-visible a 765 nm (Agbor, Vinson y Donnelly, 2014), la
absorcion de luz a esa longitud de onda es proporcional a la concentraciéon de los compuestos

polifendlicos, expresados como mg de equivalentes de acido galico.

OH
Reactivo de Folin-Ciocalteu
(W6+, M06+)

O

Reactivo de Folin-Ciocalteu
Reducido (W, Mo®*)

Figura 4. Reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteu. W: tungsteno, Mo: molibdeno.

Por otro lado, los avances en la tecnologia en el area de la cromatografia han permitido
la caracterizacion de los compuestos presentes en diversas fuentes. La cromatografia es un tér-
mino usado para describir una gran variedad de técnicas, las cuales se basan en la particiéon o
distribucion de los componentes de la muestra entre una fase estacionaria y una moévil. La pri-

mera puede ser un liquido o un sélido (Ismail y Nielsen, 2010), mientras que la fase movil puede



ser un gas (cromatografia de gases), un liquido (cromatografia de liquidos) o un fluido super-
critico (cromatografia de fluido supercritico). Mediante estds técnicas se lleva a cabo la separa-
cion de los compuestos polifendlicos para su identificacion y cuantificacion, siendo la mas em-
pleada la cromatografia de liquidos de alto rendimiento, HPLC (por sus siglas en inglés High
Performance Liquid Chromatography). Las condiciones de los métodos de HPLC para el andlisis
de compuestos polifendlicos comunmente utilizan columnas de fase reversa, un sistema binario
de disolventes como agua acidificada y de tipo organico polar con diferentes sistemas de detec-
cién como el de arreglo de diodos o espectrometria de masas, MS (por sus siglas en inglés Mass
Spectrometry) (Ignat et al., 2011). El desarrollo de la cromatografia de liquidos de ultra alto
desempefio, UHPLC (por sus siglas en inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography),
ha perfeccionado los métodos para el analisis de matrices complejas y su acoplamiento a un MS
incrementa la resolucion y reduce el consumo de disolventes, permitiendo una mejor separacion

y caracterizaciéon de los compuestos presentes en los extractos vegetales (Taamalli et al., 2014).

2.3.1.2 Identificacion de polifenoles mediante espectrometria de masas

Como ya se menciond, la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
es una de las técnicas mas sensibles y efectiva para la identificacion y cuantificacion de compues-
tos polifenolicos presentes en los extractos de matrices complejas (Ignat et al., 2011). La gran
mayoria de los reportes en relacién a la identificaciéon de compuestos polifenolicos por MS se
han enfocado principalmente al estudio de flavonas, flavonoles, flavanonas e isoflavonas (Vukics
y Guttman, 2010). A partir de dichos estudios se ha reportado que los patrones de fragmentacion
pueden variar dependiendo del tipo de analizador con que cuente el equipo, asi como de las
condiciones de fragmentacion (energia de colision, temperatura del gas de colisiéon), por lo que
Vukics y Guttman (2010) refieren que los patrones de fragmentacion son aparentemente inde-
pendientes del tipo de ionizacion que se utilice (electroespray , quimica a presion atmosférica, o

desorcidn laser), y que unicamente variaran las intensidades de los iones fragmento.
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En el caso de los flavonoides, las fragmentaciones mas comunes involucran la ruptura
de enlaces del anillo C de su estructura general (Figura 5), nombradas como retro Diels-Alder
por la analogia que tiene con las reacciones de ciclo-adicidon de Diels-Alder, produciéndose iones

conteniendo el anillo A o B y parte del C (Pinheiro y Justino, 2012).

Figura 5. Fragmentacion caracteristica de flavonoides. (Pinheiro y Justino, 2012).

En la Tabla 2 se muestran los iones caracteristicos resultantes de la fragmentacion de
algunos flavonoides, donde se puede observar que todos los grupos pierden sistematicamente
CO; a partir del ién molecular. El iéon [M-H-CQO,]" se observé con menor abundancia en los
flavanoles, y en el caso de las flavanonas no es clara su formacién debido a la ausencia del doble

enlace en el anillo C (Schmidt, 2016).

Tabla 2. Iones caracteristicos de la fragmentacion de polifenoles por MS/MS con ESI (-).

Flavonoides

I6n caracteristico -
Estilbenos Flavonas Isoflavonas Flavanoles Flavanonas Flavanoles

[M-H]" + + + + + +
[M H-H,0]" + + + +
[M-H-CO]J~ + + +

[M-H-CH,CO]"~ + + + +

[M-H-CO,]" + + + + + +
[M-H-2CO]"~ + +

[M-H-CH,CO-CO]~ + +

[M-H-CO,-CO]~ + + +

[M-H-2CH,CO]" + + +
[M-H-CO,-CH,CO]" + +

[M-H-2CO,]"~ + +

[M-H-C;0,]” + + +

Modificado de Schmidt (2016).
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También se reporto la perdida inusual de suboxido de carbono (C;0;) en estilbenos,
flavonas e isoflavonas, asi como la formacién de los iones con m/z 151 (Figura 6) y 125 (Figura

7), caracteristicos en el analisis de flavonoides a través de MS/MS (Schmidt, 2016).

HO
HO 0 m/z 151

HO O
Figura 6. Esquema de la formacién del i6n m/z 151 en flavonoides del grupo de las flavonas

(A), flavonoles (B) y flavanonas (C).

HO m/z 125

Figura 7. Esquema de la fragmentacién de flavonoides para la formacién del ién m/z 125,
caracteristico de flavanonas (A) y flavanoles (B).

La principal ventaja del uso de MS/MS, es el incremento en la sensibilidad en la detec-
cion, lo que permite tener mayor informacion de la estructura de un compuesto con base en su
patréon de fragmentacion. La UHPLC-DAD ha sido usada en la determinacion de polifenoles en
diversos tipos de matrices como vino, cerveza, frutas, vegetales, té, cocoa, aceite de oliva, entre

otros (Lambert et al., 2015).
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2.3.1.3 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

El sistema UHPLC-QToF consta de un cromatografo de liquidos de ultra desempefio
acoplado a un espectréometro de masas con analizador cuadrupolo de tiempo de vuelo. Algunas
caracteristicas del cromatografo de liquidos son: tamafo de particula reducido de la fase esta-
cionaria (columna), operacion con una bomba capaz de incrementar la presion hasta 15,000 psi
y consumo bajo de disolventes (organicos o acuosos), en el orden de los microlitros. A pesar de
que la eficiencia en la separacion de los compuestos es proporcional a la longitud de la columna
e inversamente proporcional al radio de las particulas, en el UHPLC se reduce el tamano de
particula de la fase estacionaria y por consiguiente la longitud de la columna, sin afectar la reso-
lucion de la respuesta (Chawla y Ranjan, 2016).

Para el analisis de los analitos en el espectrometro de masas primeramente se debe eli-
minar el disolvente y enseguida ser ionizados. Para tal fin, existen diferentes métodos de ioniza-
cién siendo uno de ellos electroespray (ESI, por sus siglas en inglés: Electrospray Ionization), en
el cual frecuentemente se producen iones multi-cargados que hacen que la medicion de masas
grandes sea mas precisa, permitiendo asi el analisis de compuestos polares de alto peso molecu-
lar (hasta 10,000 Da). En la Figura 8 se esquematizé la trayectoria que siguen los iones: donde
(1) el flujo proveniente del cromatografo es introducido a través de un capilar al que se le aplica
un potencial eléctrico (positivo o negativo) de 3-5 kV; (2) por efecto del campo eléctrico la so-
lucién es atomizada y con ayuda de un gas como el nitrégeno, se promueve la evaporacion del
disolvente evitando la condensacion de las gotas que cada vez se hacen mas pequefias y que al
estar cargadas eléctricamente en su superficie la densidad de carga aumenta hasta que la repul-
sién natural entre cargas similares provoca la liberacion de iones. (3) A continuacién, tnica-
mente los iones con la carga seleccionada en las condiciones de trabajo del equipo, siguen su
trayectoria hacia el analizador, mientras que el resto de los iones son depurados con el gas de

desolvatacion (Herbert y Johnstone, 2002).
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Cono Desolvatacion

Gas de secado
(Nitrégeno)
: N2 3

Cromatografia ' Hacia espectrometro
u otra fuente Capilar
(alto voltaje) /
Electrodo

Figura 8. Esquema de la formacién de los iones y su trayectoria hacia el espectrometro de
masas. Modificado de Herbert y Johnstone (2002).

Los filtros de masas cuadrupolar y el tiempo de vuelo (ToF, por sus siglas en inglés:
Time of Flight) son analizadores de masa. Estos dispositivos pueden separar especies como iones,
atomos, moléculas o grupos de moléculas, de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z). Un anali-
zador cuadrupolar combina los potenciales de corriente directa (CD) y radiofrecuencia (RF), en

un arreglo de cuatro barras orientadas de forma simétrica (Figura 9).

VA
m/z(A) > m/z(B) > m/z(C)

Figura 9. Esquema del principio de operacién de un analizador cuadrupolar. Tomado de
Westman-Brinkmalm y Brinkmalm (2009). X, Y: seccién transversal de barras paralelas com-
binando potenciales de CD y RF. A, C: trayectoria de los iones con valores inestables de m/z;
B: trayectoria de iones estables que atraviesan el cuadrupolo para su subsecuente deteccién.

Las barras opuestas estan conectadas eléctricamente en pares los cuales tienen en cual-
quier momento potenciales de igual magnitud, pero de signo opuesto. Los iones acelerados que
provienen de la fuente de ionizacion, entran al analizador y viajan paralelamente a las barras del

cuadrupolo. Unicamente los iones con la relacion m/z estable, es decir, aquella cuyo valor o que
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ser encuentre dentro del intervalo de valores que fueron indicados en el equipo tendran trayec-
torias viables a través del cuadrupolo y llegaran al detector.

Por otro lado, el analizador ToF separa los iones con base a la diferencia de tiempo
entre una sefal inicial y el pulso generado cuando chocan con el detector. Idealmente todos los
iones tienen la misma energia cinética y diferentes velocidades, dependiendo de la relacion m/z.
En la Figura 10 se muestra la trayectoria de los iones en un instrumento hibrido cuadrupolo-
tiempo de vuelo. El proceso inicia cuando los iones generados en la fuente de ionizacion (1) se
dirigen mediante un campo eléctrico hacia el cuadrupolo (2); posteriormente la corriente de
iones con un valor especifico de m/z o que posean valores en un intervalo de m/z definido, pasan
a través del primer cuadrupolo. Cuando llegan al electrodo deflector se les aplicarda un potencial
eléctrico en forma de pulsos para que se aceleren dentro del tubo analizador ToF dirigiéndose
hacia el reflectrén (3), en donde se incrementaran los intervalos de tiempo en los que los valores
sucesivos de m/z se detectaran al llegar al detector (4) (Herbert y Johnstone, 2002).

Deflector de la
corriente de u\nf.ﬁ

Cromatografia

R = 0
u otra fuente — —/]/—— —-\\
[ ="\ {
O Ill \)etucrm'
Cdmara de ionizacion Cuadrupolo
@ \.-—\11-.1] izador ToF
Reflectrin

Figura 10. Esquema de espectrometro de masas con analizadores cuadrupolo-tiempo de
vuelo (QToF). Modificado de Herbert y Johnstone (2002).

Las principales ventajas de los instrumentos que poseen QToF, son la rapida adquisi-
cién de espectros de masa, permitiendo obtener al menos 30 espectros por segundo y una alta
sensibilidad en la mediciéon de las masas, lo que hace que esta técnica sea adecuada para la iden-
tificacién de compuestos presentes en muestras complejas. El equipo utilizado en el presente

trabajo de tesis tiene ambos analizadores (QToF).
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Es importante mencionar que en este tipo de tecnologia se hace uso de sustancias esta-
bilizadoras las cuales mejoran la eficiencia de la ionizacion, incrementan la sensibilidad asi como
laintensidad de las sefiales hasta en dos drdenes de magnitud (Watson, Atsriku y Oliveira, 2003).
Esto también se puede lograr manipulando la configuracion electrénica del MS. En la caracteri-
zacion de polifenoles se han usado compuestos estabilizadores, por ejemplo, Huck y Bonn
(2001), reportaron la sustitucion de acido triflouracético por acido acético, para incrementar la
sensibilidad en la deteccion de trimetoxiflavona; por otro lado, Rauha, Vuorela y Kostiainen
(2001), lograron mejorar el limite de deteccién empleando una solucién amortiguadora de ace-
tato de amonio (pH 4) o bien adicionando acido férmico (0.4%, pH 2.3) para el analisis de flavo-
noides. Adicionalmente, se han desarrollado nuevas estrategias de ionizacion para la deteccion
de flavonoides en donde se emplean complejos metalicos con ligandos neutros (Satterfield y
Brodbelt, 2000).

La fragmentacion de compuestos por espectrometria de masas de alta resolucion multi-
etapas (MS") expresado como MS/MS, se emplea para la identificacion de compuestos basan-
dose en la ruptura sistematica de los compuestos, formando de este modo un arbol denominado
espectral (Hooft, Vervoort, Bino, Beekwilder y De Vos, 2011). En la elucidacion estructural ba-
sada en datos generados por MS/MS, los iones fragmento de los espectros de masas proveen
informacién importante sobre la estructura molecular asi como de la interaccion entre los ato-
mos, por lo que puede emplearse como herramienta para la diferenciacion entre isdémeros
(Demarque, Crotti, Vessecchi, Lopes y Lopes, 2016). Cabe sefialar que para la separacion de

enantiomeros es necesario el uso de columnas quirales, ya que estos tienen la misma m/z.

2.4 Generalidades de Punica granatum
La granada es una fruta que pertenece a la familia Punicaceae, con un sélo género Pu-
nica, que comprende a la especie Punica granatum (Teixeira da Silva et al., 2013). El granado es

un arbusto que se adapta a climas de temperaturas calidas y templadas, de follaje abundante, con
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ramas torcidas y levemente espinosas. El fruto (Figura 11) tiene una forma globosa de 6 a 12 cm
de didmetro, la corteza es de color amarillo rojizo o verde con zonas rojizas, carpelo y arilos
distribuidos de forma ordenada, los cuales son comestibles y con sabor dulce o agridulce. La
cascara representa el 38% del fruto total, y es un residuo que se genera tanto por el consumo en
fresco del fruto como por su procesamiento para la elaboracion de jugos, mermeladas y vinos
(Aguilar, Aguilera-Carbo y Robledo, 2008). La temporada de cosecha se sitia en los meses de
julio a octubre (Borochov-Neori et al., 2009), y es seleccionada de acuerdo a las practicas habi-
tuales de cosecha en la que se consideran color, tamafo y forma del fruto; asi como dos propie-
dades fisicoquimicas del jugo: acidez titulable (< 1.85%) y contenido de sélidos totales (> 17%)

(Crisosto, Mitcham y Kader, 2013).

Arilos

Cascara

Figura 11. Partes que constituyen al fruto de P. granatum.

La granada en México se consume de forma esporadica y estacional (Mercado,
Mondragén, Rocha, y Alvarez, 2011). Su produccién en el afio 2016 fue de 5,210 ton; siendo

Guanajuato, Hidalgo y Oaxaca, los principales estados productores (SIAP, 2018).

2.4.1 Polifenoles cuantificados en jugo y semillas de Punica granatum
El contenido de polifenoles en el fruto de la granada ha sido ampliamente estudiado,

incluyendo las flores y hojas del granado. Por ejemplo, empleando extraccion convencional con
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etanol al 70%, el CPT en pétalos, estambres y hojas de P. granatum fue de 332.48, 415.86, 289.76
mg equivalentes de dcido géalico (mg EAG)/g bs (base seca), respectivamente (Zhang, Yang,
Zhang, Wang y Zhang, 2011). Por otra parte, Gozlekgi, Saragoglu, Onursal y Ozgen (2011), re-
gistraron un CPT de 1.21 y 0.13 mg EAG/g bh (base himeda), en el jugo y semillas, respectiva-
mente, de granada cultivada en Turquia, empleando etanol al 50% como disolvente de extrac-
cién. Orak, Yagar e Isbilir (2012), reportaron también con P. granatum de Turquia, un CPT en
el jugo y la semilla de 26.97 y 58.87 ug EAG/mg de extracto, respectivamente; la extraccion se
realizd con agitacion durante una noche a temperatura ambiente. Cabe sefialar, que los reportes
unicamente mencionan el lugar de la colecta del fruto de P. granatum y que fueron adquiridos
en estado de madurez comercial, sin mencionar sus condiciones de cultivo o el tipo de suelo.
En la Tabla 3 se muestran algunos compuestos identificados por LC-MS caracteristicos
en el fruto entero, jugo y semillas. Como se puede observar algunos de ellos estan presentes tanto

en el jugo, como en la semilla o bien en el fruto entero.

Tabla 3. Compuestos identificados por LC-MS en diferentes partes del fruto de P. granatum.

Compuestos identificados Parte del fruto analizada Referencias
Isémeros de punicalagina Fruto entero Nuncio-Jauregui et al. (2015)
Granatina Ay B
Pedunculagina
Punicalina Jugo Mena et al. (2012)
Punicalagina

Pedunculagina I

Lagerstanina C

Acido elagico

Punicalagina ay B Jugo Gémez-Caravaca et al. (2013)
Pedunculagina I

Granatina B

Acido eldgico

Pedunculagina Semillas He et al. (2011)
Dimero de procianidina B

Catequina

Derivado de acido cumarico

Glucésido de kaempferol
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3. ESTADO DEL ARTE
3.1 Extracciony cuantificacion de polifenoles en cascara de P. granatum

Existen reportes del uso de la cascara de P. granatum como fuente de polifenoles cuyos
frutos fueron cultivados en Turquia (Cam y Hisil, 2010), Estados Unidos (Pan et al., 2012), Ye-
men (Shiban, Al-Otaibi y Al-Zoreky, 2012) e Iran (Basiri, Shekarforoush, Aminlari y Akbari,
2015; Tabaraki et al., 2012). Con respecto a la cascara de granada de origen mexicano, se reportd
la extraccion de polifenoles a partir de este subproducto de la industria de zumos de fruta, en un
intervalo de 6.40 a 18.92 mg EAG/g de extracto, empleando diferentes métodos de extracciéon
(maceracion, decoccion, EAU vy asistida por microondas), empleando agua como disolvente
(Castro et al., 2017); cabe sefialar que no se especifica el origen de la cascara.

La Tabla 4 muestra el CPT en los extractos de cascara de P. granatum empleando dife-
rentes métodos de extraccion, condiciones y origen del fruto. La mayor cantidad de polifenoles
se logréo por EC empleando metanol; por otro lado, en la EAU se obtuvieron mayores
concentraciones del CPT empleando agua como disolvente. En el presente trabajo las
condiciones empleadas para la EC no han sido reportadas; en el caso de las utilizadas en la EAU
se ha realizado usando etanol (70%) por 10 min a 30 °C (Tabaraki et al., 2012), 10 °C mas que

los utilizados en el presente trabajo.

3.2  Caracterizacion de la composicion de extractos de cascara de P. granatum
La identificacion y cuantificacion de algunos compuestos presentes en la cascara de P.
granatum se han realizado por técnicas cromatograficas como HPLC-DAD (Fischer, Carle y
Kammerer, 2011) y HPLC-UV (Li et al., 2015). También el analisis de extractos de cascara de P.
granatum se ha realizado por UHPLC-QTOoF, los cuales fueron obtenidos por decoccién (60 °C
durante 2 h, con agitacién a 180 rpm y sin exposicion a la luz) asi como por extraccion asistida

por microondas (70 °C, 90 s, 550 W), empleando agua como disolvente (Castro et al., 2017).

19



‘opeonyoadsa ou ' “@das aseq ud owread 1od oored opoe
ap sajusreambs sowresSiyiw :sq §/0Hyg Sw ‘opruosenn 1od eprsise UODILIXD NV TEUOIUIAUOD UQIIIIXD DY ‘So[e}0} sajoudjijod ap oprusjuod ;1,40

(%001
epudtod ZHY OF) U 09 ), ST endy U
(wdi 081)
(£107) Te 32 o13s€D) OOTXIIA uorede Uod Y ¢ D, 0€ endy 9
(s102) (ZH
moﬁsomoamﬂé A B[NOD) ‘SoplIape) RIDAID) 0T ‘M omC urwr 0T ‘D, L'FE msw< G'8¢T
(ST0?) 'Te 32 BMOD) BD2AID  (ZHY 0T ‘M O€T) Urr 01 D, G¢€ endy  6CI
(¥107) onozerg
A O[PIN Rovmwﬁmm ‘zolreq ‘ejudwWid [isexg urur ST ‘D, ST %08 [oueg oF'¢€ F 9¢
(#107) sefeyoy £ uoroe}ide
SOYEISNOWOINEA ‘SLEJN ‘Dye[erd1 ury BIAID) uo0d UIW (09 ‘D, 7T %0¥ [ouelg SFIE
(M OFT ZHY S€) U o€ D, 09 %065 [ouery 86’16
(2107) Te 10 DleIeqe], ueil (M OFT “ZHY S€) UIW O D, 0€ %0LTouely  $6°0L
001132 133 G'g
endy 716
(2102) Te 32 ueqrys uawrs X uru 09 D, ST %08 [OUeIPN 1¥%.LT
uru 09 0, ST endy 611
urw g1 1od s G ap
SO[eAIIUT ‘(;W/M T'6S) Do ST endy €l
urw 9 xod
(T107) Te1o ued soprup) sopelsy — eNUNUOD (;WD/M T'6S) Do ST endy  g¥I
U¥T Do ST [ouePIN 8'I¢ + S°€T¥
(1102) ysyred
A 1ze1rey) “1ZIeAYR[dS JeJTURIYI], uel] U ¥HT Do ST endy S¢T F697C
epeueid nvia od sq 8 8
BIDUIIDJY P uaAjosIq (sq5/5ve Sur)
op w3110 3p sreq SIUODIPUOD £ UQIIILIIXI IP SOPOIIN LdO

.aswwﬁwhw ‘d 9P ©lIedSsed 9p S§0}oeIIX9 U9 S9[e10} moﬁOQow:O& 9p OpIU2luO)) § e[qe],

S
N



En la Tabla 5 se muestran los compuestos identificados y cuantificados en cascara de P.
granatum. Fischer et al. (2011), para la cuantificacién emplearon curvas de calibraciéon de com-
puestos de referencia, en el caso para los cuales no tuvieron estandares, construyeron curvas de
calibracién con compuestos estructuralmente relacionados, empleando como factor de correc-
cion el peso molecular de dichos compuestos. Por otro lado, la identificacién de compuestos
realizada por Li et al. (2015), se llevé a cabo empleando estandares con porcentajes de pureza
superiores al 98%. En el caso de los compuestos identificados por Castro et al. (2017), realizaron
la comparacion de espectros de masas reportados en literatura y bases de datos.

Qu, Breksa, Pan y Ma (2012), reportaron la recuperacién de metabolitos a partir de
bagazo de granada (semillas y cascara) generado de la obtencion del jugo. Los autores mediante
HPLC-PDA aislaron a y p punicalagina, asi como acidos organicos como elagico y galico, y
mencionaron que los tiempos de extraccion dependen del compuesto de interés, por ejemplo,
para los acidos galico y elagico se requieren 20 min y 60 min para la o y  punicalagina.

En el grupo de investigacion se obtuvieron extractos a partir de polvo de cascara de P.
granatum de Oaxaca por EC (maceracion), a temperatura ambiente, sin agitacién por 24 h. En
dichos extractos fueron identificados por UHPLC-QToF o y 3 punicalagina, punicalina, acido
elagico, dcido caféico y 4cido gélico; y por HPLC-DAD se identificaron pedunculagina y 4cido

cumarico (Lépez-Hernandez, 2017).
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Tabla 5. Compuestos identificados y cuantificados en cascara de P. granatum.
Concentracion (mg/g bs)
Fischer et al. (2011) Lietal. (2015) Castro et al. (2017)
*Acido elagico-hexésido 0.96
*Acido elagico-pentésido 0.62

Compuesto

*Bilactona de 4cido valonéico 0.44

*bis-Hexahidroxidifenoil-hexésido 3.50

*Derivado de castalagina 2.94

*Digaloil-Hexahidroxidifenoil-hexdsido 1.83

*Galoil-bis-hexahidroxidifenoil-hexésido 2.09

*Hexahidroxidifenoil-hexé6sido 0.51

*Lagerstanina B 2.12

Acido caféico 0.20

Acido cindmico nc
Acido clorogénico 0.35

Acido dihidrocaféico nc
Acido elagico 0.64

Acido eldgico 2.83

Acido gélico 2.59

Catequina 12.65

Derivado de acido eldgico nc
Epicatequina 0.94

Galocatequina nc
Granatina B nc
Hexahidroxidifenoil-hexé6sido nc
Pedunculagina nc
Punicalagina 10.54

Punicalagina 64.98

Punicalagina nc
Punicalina nc
Rutina 0.36

mg/g bs: miligramos por gramo base seca, nc: no cuantificado. *Compuestos identificados a partir de curvas de

calibracion construidas con estandares de referencia estructuralmente relacionados y utilizando un factor de co-
rreccion de peso molecular (Fischer et al., 2011).
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4. JUSTIFICACION

En el 2016, la produccién de granada en México fue de 5,210 ton, que pueden generar
1,980 ton de cascara aproximadamente, la cual representa una fuente importante de compuestos
polifendlicos. En trabajos previos del grupo de investigacion, se obtuvieron extractos etanélicos
a partir de la cascara de granada cultivada en el estado de Oaxaca, empleando EC (maceracion),
a temperatura ambiente, sin agitacion por 24 h. Se establecié que dichos extractos tuvieron ac-
tividad contra el virus sincitial respiratorio humano (VSRh) (Aspron-Moncada et al., 2014), y
fueron utilizados para el desarrollo de una bebida funcional hibrida con actividad contra el
VSRh (Lépez-Hernandez, 2017). Estos resultados son importantes porque a la fecha no se cuenta
con un medicamento eficaz contra este virus. Por otro lado, los compuestos identificados en la
muestra de Oaxaca fueron a y B punicalagina, punicalina, acido elagico, acido caféico y acido
galico (UHPLC-QToF), y pedunculagina y acido cumarico (HPLC-DAD) (L6pez-Hernandez,
2017).

Con base a lo anterior, se considera a la cascara de granada una fuente importante para
la obtencion de compuestos con aplicacion potencial en la elaboracion de alimentos funcionales
con actividad antiviral contra el VSRh, por lo que se propuso estudiar comparativamente la cas-
cara obtenida de frutos cultivados en Oaxaca y en Guanajuato, otro estado con produccion alta
de granada en México, para los cuales se ha reportado que las caracteristicas de clima y suelo
son diferentes (INEGI, 2017) (Anexo I). Es importante establecer las condiciones de EC para
obtener mayores rendimientos de extracto y de CPT, a las condiciones previamente establecidas,
implementando etapas sucesivas de extraccion hasta agotar el CPT en la cascara de granada (<
10%). También es relevante estudiar otro tipo de extracciéon como la EAU, considerando que
esta técnica es de las mas utilizadas para compuestos termolabiles como los polifenoles. Ademas,
se requiere generar informacion con mas detalle del perfil de compuestos polifendlicos de los
extractos obtenidos a partir de cascara de granada, lo cual es posible empleando la UHPLC-

QToF.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Analizar y comparar el perfil polifendlico de extractos de cascara de Punica granatum,

cultivada en Guanajuato y Oaxaca, obtenidos mediante extracciéon convencional y asistida por

ultrasonido, utilizando UHPLC-QToF.

5.2 Objetivos especificos

1.  Agotar el contenido de polifenoles totales (< 10%), en la cascara de P. granatum pro-
cedente de Guanajuato y Oaxaca, empleando extraccion convencional a temperatura
ambiente, con respecto a la suma del CPT de cada una de las etapas realizadas.

2. Agotar el contenido de polifenoles totales (< 10%), en la cascara de P. granatum pro-
cedente de Guanajuato y Oaxaca, empleando extraccidn asistida por ultrasonido a 20
+ 3 °C, con respecto a la suma del CPT de cada una de las etapas realizadas.

3. Obtener el perfil de compuestos polifenolicos de los extractos de cascara de P. grana-
tum, utilizando UHPLC-QToF.

4. Analizar comparativamente la composicion de los extractos polifenolicos de la cascara
de P. granatum.

5.  Identificar y confirmar compuestos no reportados en cascara de P. granatum mediante

experimentos de MS/MS.

24



6. METAS

1.

Numero de recambios de disolvente (etapas) establecidos empleando extracciéon con-
vencional a temperatura ambiente (22 + 2 °C), para que la concentracion de polifenoles
totales sea igual o menor al 10% con respecto a la suma del CPT de cada una de las
etapas realizadas.

Numero de recambios de disolvente (etapas) establecidos empleando extraccion asis-
tida por ultrasonido a 20 + 3 °C, para que la concentracidon de polifenoles totales sea
igual o menor al 10% con respecto a la suma del CPT de cada una de las etapas realiza-
das.

Extractos de cascara de P. granatum caracterizados en cuanto a su perfil de compuestos
polifendlicos.

Compuestos identificados en cada uno de los extractos de cascara de P. granatum.
Compuestos identificados que no han sido reportados en cascara de P. granatum, en

cada uno de los extractos.
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7. METODOLOGIA
7.1 Reactivos y materiales

En la obtencion de los extractos se utilizaron etanol desnaturalizado 40 B (J.T. Baker) y
agua desionizada. Para la extraccion en fase sdlida se utilizé una columna de 3 mL LC-18 pre-
parativa (Supelclean), de base silica enlazada a octadecilo (C18) de 45 um y 6 nm de tamaiio de
particula y poro respectivamente, asi como los disolventes metanol anhidro (J.T. Baker), diclo-
rometano (Meyer) y acetonitrilo (Tedia). En el método para la cuantificacién de polifenoles to-
tales se usd el reactivo de Folin-Ciocalteu 2 M (Sigma Aldrich) y carbonato de sodio (Meyer).
Para el analisis de los extractos por UHPLC-QToF se utilizaron acido férmico al 88% y leu-
cina/encefalina (Waters), acido acético (J.T. Baker), acetonitrilo-HPLC (Tedia), agua-LC/MS 'y
metanol-LC/MS (Fisher Chemical), y viales de vidrio de 2 mL con septo (Waters). Se utilizaron
estandares de punicalagina 98% grado HPLC, acido elagico 95% y acido galico (Sigma-Aldrich).
Para la filtracion de los extractos se utilizaron membranas de nylon de tamafo de poro de 0.45

y 0.20 um (Whatman).

7.2 Adquisicion de frutos de granada

Se adquirieron granadas en huertos de traspatio de San Juan Bautista Cuicatlan, Oaxaca
y Santiago Maravatio, Guanajuato; en el mes de septiembre de 2015, que corresponde a la época
de recoleccion de estos frutos. Dichos frutos fueron obtenidos en el estadio maduro, de acuerdo
a lo reportado por Al-maiman y Ahmad (2002) quienes establecieron una textura suave y un
color rojizo de la cdscara para esta etapa de madurez de la granada. Debido a que el interés del
presente trabajo fue el analisis de la cascara de P. granatum, se cuidé que los frutos adquiridos
no presentaran agrietamiento, infestacion y pudricion, en la cascara. Los frutos frescos se tras-

ladaron al Laboratorio de Biotecnologia, Universidad Tecnolédgica de la Mixteca.
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7.3 Calculo del rendimiento de la cascara de P. granatum
Los frutos de granada colectados fueron lavados con agua potable y la cascara fue sepa-
rada manualmente de la parte comestible. La cascara se sec6 en un horno (Marca Felisa, mod.

F292-DA), por 72 h a 40 °C. El % de humedad fue calculado con la ecuacién 1.

% humedad = % 100 (Ec. 1)

DondeW, es el peso del crisol con cascara fresca, W, corresponde al peso del crisol con
cascara secay W es el peso de la céscara fresca. Seguido, se redujo el tamano de particula de la
cascara seca empleando un molino ciclénico con apertura de malla de 0.5 mm (Marca Cyclotec,
mod. CT193), obteniendo un tamafo de particula homogéneo de 0.45 mm. El polvo obtenido
se almacend a 4 °C en un frasco ambar de cierre hermético hasta su uso.

El rendimiento de la cantidad de cascara de P. granatum, se obtuvo por medio de la
ecuacion 2.

% Cascara seca = % 100 (Ec. 2)
1

Donde M;es el peso de la cascara seca (g) y M es el peso de la cascara fresca (g).

7.4 Extraccion solido-liquido
7.4.1 Extraccion convencional

Se adicionaron 10 mL de etanol al 70% a 0.2 g de polvo de céscara de P. granatum en
un recipiente de vidrio ambar, la mezcla se mantuvo sin agitacion a temperatura ambiente (22
+ 2 °C), durante 24 h (Etapa 1), después se centrifugé a 4000 rpm, 4 °C por 30 min (centrifuga
refrigerada, Marca Eppendorf, mod. 5810R) para recuperar el sobrenadante y el precipitado. El
sobrenadante se filtrd y se le determino el contenido de polifenoles totales (CPT) por el método
de Folin-Ciocalteau. El pellet se sometio nuevamente al proceso de extraccidn a las mismas con-

diciones mencionadas (Etapa 2), este procedimiento se repitié hasta que el CPT fue menor o
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igual al 10% con respecto a la suma del CPT de todas las etapas de extraccion realizadas (100%)
(Etapa n). Finalmente, los extractos de las diferentes etapas se mezclaron y se determiné el CPT.

Estos extractos se prepararon para su analisis por UHPLC-QToF (seccion 7.6).

7.4.2 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido se realiz6 a 20 + 3 °C, durante 10 min en un bafo
ultrasénico (Marca Branson, mod. CPX8800H) a 280 W, 40 + 2.4 kHz. Tomando en cuenta que
fueron necesarias 3 extracciones para llegar a 10% del CPT, se sigui6 el procedimiento mencio-
nado en la extraccidn convencional, para la preparacidon del extracto, recuperacion del pellet,

agotamiento de la muestra y cuantificacion de polifenoles totales.

7.5 Contenido de polifenoles totales por el método de Folin-Cioalcateau.

Se tomaron 50 pL de extracto y se afiadieron a 3 mL de agua, posteriormente se adicio-
naron 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N, esta disolucion se dejé en reposo durante 5
min a temperatura ambiente y después se adicionaron a la mezcla 750 pL de Na,COs al 20% y
950 uL de agua, se homogeneizé y se dejé reposar durante 40 min a temperatura ambiente. Fi-
nalmente, se midio la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV-visible (Marca Hach,
mod. DR500). Previamente se construyé una curva de calibracion con el estandar de acido galico
(AG), a 5 concentraciones; 100, 300, 500, 700 y 900 ug AG/mL, obtenidas a partir de una solu-
cion de 2 mg AG/mL, con el método de Folin-Ciocalteau descrito. El CPT se reporté como mg
equivalentes de acido galico por g de cascara seca (mg EAG/g cs). Todos los extractos fueron

analizados por triplicado.

7.6 Preparacion de los extractos para su analisis por UHPLC-QToF
Primeramente, la resina de la columna LC-18 de 3 mL fue activada afiadiendo 2 mL de
los siguientes disolventes de manera consecutiva: acetonitrilo, agua y metanol. Seguido, se in-

yectaron 500 pL de extracto a la columna y se eluyeron con 2 mL de metanol. La columna se
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lavé con 2 mL de cada disolvente en el siguiente orden: acetonitrilo, diclorometano, acetonitrilo
y finalmente se equilibré con 2 mL de metanol; este procedimiento se realiz6 hasta terminar el
volumen total de extracto obtenido. El eluido total colectado fue llevado a sequedad a presién
reducida en un rotavapor (Marca Ika, mod. RV10D), y se registro el peso del extracto seco, el

cual fue almacenado en refrigeracion, sin exposicion a la luz hasta su uso.

7.7  Perfil polifendlico de los extractos por UHPLC-QToF

Los extractos secos fueron re-disueltos en metanol, a una concentracién de 1 mg/mL.
Todos los extractos fueron filtrados con una membrana de nylon de 0.2 pm. Se adicion6 1 pL
de 4cido férmico para obtener una concentracion final del 0.1% en 1 mL de extracto. La mezcla

se coloco en el vial de vidrio y se introdujo en el automuestreador del equipo.

7.7.1 Cromatogramas y espectros de masas
Se utiliz6 un equipo Acquity UPLC Clase I con detector Xevo G2 XS QToF (Figura 12),
con fuente de ionizacion ESI. La adquisicion y procesamiento de los datos se realiz6 con el soft-

ware Masslynx version 4.1 (Waters).

[ S
Figura 12. Equipo UHPLC-QToF, Laboratorio de Biotecnologia, UTM.
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Las condiciones de la cromatogratia de liquidos fueron: Columna Acquity UPLC HSS
T3 C18 2.1 x 100 mm, tamafo de particula 1.8 pum. Fase mévil A: agua:acido acético (99.9:0.1,
v/v), fase movil B: acetonitrilo (100%), volumen de inyeccién de 5 pL, velocidad de flujo de 0.2
mL/min. La elucidn se realizé con un gradiente lineal de la siguiente manera: de 0 a 15 min (97-
60% A), 15-16 min (60-3% A), de 16-16.5 min (3-97% A). La columna se mantuvo a 40 °Cy el
automuestreador a 7 °C.

Condiciones del Q-ToF: El sistema MS fue operado en modo negativo (-) y modo sen-
sibilidad. La fuente de ionizacién oper6 con voltaje del capilar 2.5 kV, temperatura de la fuente
120 °C, y temperatura de desolvatacion 400 °C. El voltaje del cono se fijo en 25 V, se utiliz6
nitrégeno como gas del cono con un flujo del gas de desolvatacion de 1000 L/h. Se recogieron
los datos de espectrometria de masas en el modo de barrido completo desde m/z de 100 a 1200
en formato continto cada 0.5 s. Se utilizé como estandar de referencia de masas leucina/encefa-
lina, [M-H] = 554.2615.

Para la identificacion de acido elagico y punicalagina se utilizaron estandares comercia-
les, en metanol a una concentracién de a Img/mL. Los patrones de fragmentacion de los com-
puestos caracteristicos de la cascara de granada se obtuvieron con energia de colisién a 40 V.
Por otra parte, para la identificacion de los compuestos no reportados en cascara de granada, la
fragmentacion se realizé con un perfil de energia de colisiéon empleando 10, 20 y 30 V, lo cual
implica que durante el experimento la energia tendra los tres valores de energia, optimizando

de este modo la fragmentacién de dichos compuestos.

7.7.2 Identificacion de compuestos polifendlicos

La identificacion de los compuestos polifendlicos se realizdé comparando los tiempos
de retencion del ién [M-H] respecto al de estandares comerciales. Los compuestos para los cua-
les no se tuvo estandares de referencia se asignaron de la siguiente manera: primero se calculé

su masa monoisotdpica de acuerdo a las formulas reportadas para compuestos presentes en la
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cascara, jugo, semilla y mesocarpio de la granada. Posteriormente, en el cromatograma general
se ubico la masa del ién [M-H] asi como su tiempo de retencidn correspondiente, y se generd
su respectivo espectro de masas, a partir del cual se hizo la asignacidon del compuesto conside-
rando su formula molecular y un margen de error de 5 mDa. La asignaciéon de compuestos se
apoy6 con el andlisis del espectro de MS/MS sin energia de colision y con perfil de energia de
colisién (10,20 y 30 V), tomando en cuenta el tiempo de retencidon de cada uno de los compues-
tos. Adicionalmente, se utilizé un programa de prediccion de espectros (http://cfmid.wishart-
lab.com/), que los genera a partir de la estructura quimica dada, ingresando datos en formato
InChlI (identificador quimico internacional por sus siglas en inglés: International Chemical Iden-
tifier) a diferentes niveles de energia: baja (10 V), media (20 V) y alta (40 V). Los datos obtenidos

experimentalmente se compararon con los del nivel de energia media de 20 V.

7.7.3 Analisis comparativo del perfil polifendlico de los extractos
Una vez que se asignaron los compuestos a las masas identificadas por UHPLC-QTOF,
se construyd una tabla que permitio el andlisis comparativo entre métodos de extracciéon como

por origen de los frutos.

7.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico para los extracto y contenido de polifenoles se realiz, mediante
ANOVA de dos vias y una prueba de Tukey para un a < 0.05; considerando dos factores y dos
niveles, factor A: tipo de extraccion (niveles: EC y EAU) y factor B: origen de los frutos (niveles:

Oaxaca y Guanajuato). Se utiliz6 el programa OriginPro© 2016.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Contenido de polifenoles totales en la cascara de granada

Se obtuvieron 379.67 g de cascara/kg de fruto (base humeda), de cada uno de los orige-
nes; después del proceso de secado se registré un peso medio de 171 g (base seca) de cascara
seca. El rendimiento de céscara seca fue del 45% para ambos origenes, similar a lo reportado por
Loépez-Hernandez (2017).

Empleando la cdscara de granada de Oaxaca y etapas consecutivas de extraccion con-
vencional, se determiné que fueron suficientes 3 para tener un 9% de CPT, valor menor a lo
establecido como objetivo del presente trabajo, con respecto a la sumatoria del CPT correspon-

diente a las 5 extracciones (Tabla 6).

Tabla 6. Etapas de extraccion y contenido de polifenoles totales, obtenidos por extraccién con-
vencional, para la cascara de P. granatum de Oaxaca.

CPT
Etapa % CPT
(mg EAG/g cs)
1 221.75+5.90 68
2 66.65 + 0.90 20
3 29.90 + 0.50 9
4 5.15+0.25 2
5 2.80 +£0.10 1
Total* 326.25 + 6.00 100

CPT: Contenido de polifenoles totales, mg EAG/g cs: miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de cascara
seca. *Valor que corresponde a la sumatoria del CPT de las 5 etapas de extraccidon convencional realizadas, el cual
fue considerado como el 100%. Se utilizaron 0.2 g de cascara de granada de Oaxaca y 10 mL de etanol al 70%, para
la extraccién convencional a temperatura ambiente, sin agitacién ni exposicién a la luz, por 24 h.

Con base a lo anterior, para ambos métodos de extraccion realizados en el presente
trabajo de tesis se implementaron 3 etapas de extraccion consecutivas (Tabla 7), lo que permitié
evaluar el CPT de cada una de las etapas de extraccion, a diferencia de otros reportes en los que
la cuantificacién de CPT la hacen unicamente con el extracto total colectado (Ventura et al.,

2013; Orak et al., 2012).
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Como se puede observar, el valor mas alto del CPT se obtuvo en la primera etapa de
extraccidn, siendo mayor para EAU, lo cual se observé en ambos origenes. En las etapas poste-
riores el CPT fue menor para EAU comparado con el de la EC, mostrando que la EAU permiti6
extraer una mayor cantidad de compuestos polifendlicos desde la primera extraccion, siendo
esto uno de los beneficios que tiene el uso de la EAU. Comparando las ventajas del uso de la
EAU sobrela EC, en el presente trabajo se logré incrementar hasta un 33% el CPT para la cascara
de Oaxaca y un 18% el CPT para Guanajuato en la primera etapa de extraccion, en un menor
tiempo; contribuyendo de este modo en el proceso de extraccion de polifenoles a partir de la
cascara de P. granatum. E1 CPT de la cascara de granada de ambos origenes en la primera etapa
(Tabla 7) de EAU fue mayor a lo reportado (70.95 mg EAG/g) por Tabaraki et al. (2012), quienes
realizaron EAU empleando también cascara de P. granatum, etanol al 70%, a 30 °C, 140 W y 10
min. Este incremento en el CPT se puede atribuir a que en el presente trabajo la EAU se realizé
a 10 °C menos que Tabaraki; lo cual pudo haber influido de manera positiva para incrementar
la extraccion debido a que los compuestos polifenolicos son moléculas termolabiles.

Para este trabajo, un aspecto importante a establecer fue la relacion entre el rendi-
miento de extracto de la cascara de P. granatum y su CPT (Tabla 8), debido a que es del interés

del grupo de investigacion tener las bases para llevar a cabo el escalamiento del proceso.

Tabla 8. Rendimientos de la obtencion de extractos etandlicos y del contenido de polifenoles
totales obtenidos a partir de polvo de cascara de P. granatum.

QOaxaca Guanajuato
EC EAU EC EAU

Extracto (g/100 g cs) 69.07+11.5a 69.48 +3.5a 40.70 £ 10.6b  53.60+4.7 ¢

Rendimientos

CPT (mg EAG/g cs) 193.7+1.8a 202.1+£1.0b 2989+54c 2973+x09c

Valores cuantificados en los extractos colectados en las 3 etapas de extraccion, CPT: contenido de polifenoles tota-

les, EC: extraccion convencional, EAU: extraccidn asistida por ultrasonido. n=3. Letras iguales por fila indican que
no existe diferencia significativa a un nivel de significancia de 0.05, de acuerdo a prueba t de student para dos
muestras.
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Como se pudo observar en la Tabla 8, los rendimientos de los extractos obtenidos tanto
por EC y EAU fueron mayores para la muestra de Oaxaca no obstante, presentaron un menor
CPT; a pesar de esto dichos valores se encuentra dentro de lo reportado para otros residuos
agroindustriales (Babbar y Oberoi, 2014); por tal razén, sigue siendo una buena opcién como
fuente de polifenoles aunado a la actividad antiviral que presentan dichos extractos, lo cual es
del interés del grupo de trabajo. Sin embargo, de acuerdo al analisis de varianza realizado, se
observo que estadisticamente no hubo diferencia significativa tanto en los rendimientos de los
extractos como para el CPT obtenidos de cada tipo de extraccion, y por el contrario en los ori-
genes si, a un nivel de significancia de 0.05, lo cual se pudo confirmar mediante la prueba de
Tukey.

La diferencia en la concentracion del CPT puede atribuirse a la capacidad de solubili-
dad de las estructuras moleculares contenidas en la cascara, asi como a la difusién de dichos
compuestos hacia el disolvente. Por otro lado, el CPT también esta determinado por las carac-
teristicas propias del clima y suelo (Anexo I) de los origenes de cada uno de los frutos de donde
se obtuvieron las cascaras, como ha sido reportado para este tipo de compuestos (Romeo et al.,

2015; Zhang et al., 2011).

8.2 Compuestos polifendlicos identificados

Una vez obtenido el rendimiento de polifenoles en los extractos de cascara de P. grana-
tum, se analiz6 la composicion de estos para cada tipo de extraccion y origen. Primeramente, se
obtuvieron los cromatogramas (Figuras 13 y 14) de los extractos estudiados en este trabajo de
tesis. Se observaron picos cromatograficos a diferentes tiempos de retencion, encontrandose si-
militud para la mayoria de las sefiales entre los 4 extractos analizados, pero con diferente inten-
sidad, lo que puede sugerir que tienen la misma composicidn, pero difieren en cuanto a su con-
centracion. Las sefales correspondientes a los tiempos de retencion (tz) 3.10 y 3.17 (Figura 13 a
y b) se observaron unicamente en el extracto de la cascara de Guanajuato obtenido tanto por EC

como por EAU.
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Figura 13. Cromatogramas comparativos por método de extraccion, generados a partir de los

extractos de cascara de P. granatum de Guanajuato y Oaxaca. a) Extraccién convencional, b)
Extraccion asistida por ultrasonido. Adquiridos por UHPLC-QToF, modo negativo, con MS

en modo barrido, flujo de 0.2 mL/min, eluyentes A: 0.1% 4cido acético y B: acetonitrilo.

EC_OAX: extracto de cascara de Oaxaca obtenido por extraccion convencional, EC_GTO:

extracto de cascara de Guanajuato obtenido por extracciéon convencional, EAU_OAX: ex-

tracto de cascara de Oaxaca obtenido por extraccién asistida por ultrasonido, EAU_GTO:
extracto de cdscara de Guanajuato obtenido por extraccién asistida por ultrasonido.

36



100 - )
_____EC_DAX
EAU_OAX
905
*
5.31
L1& L7 4.56
961 1006
11.86
0 ——"‘4 Tiempo
a) 2.00 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 14.00 (minutos)
1082
007 e gro
EAU_GTO
.78
53
456
9.05
£ BB
669
116
5.85 Lt
im
9.27
640
og0 1006
o Tiempo
b) 2.00 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 14.00 (winates)

Figura 14. Cromatogramas comparativos por origen, generados a partir de los extractos de
cascara de P. granatum de Guanajuato y Oaxaca. a) Oaxaca, b) Guanajuato. Adquiridos por
UHPLC-QToF, modo negativo, con MS modo barrido, flujo de 0.2 mL/min. Eluyentes A:
0.1% 4cido acético y B: acetonitrilo. EC_OAX: extracto de cascara de Oaxaca obtenido por
extraccion convencional, EC_GTO: extracto de cascara de Guanajuato obtenido por extrac-
cién convencional, EAU_OAX: extracto de cascara de Oaxaca obtenido por extraccion asis-
tida por ultrasonido, EAU_GTO: extracto de cascara de Guanajuato obtenido por extraccion
asistida por ultrasonido.
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En el comparativo de los cromatogramas por origen de los frutos (Figura 14, a y b), las
seflales a los tr de 11.67 y 13.83 min, se observaron unicamente en los extractos obtenidos por
EAU de ambos origenes. Lo anterior, sugiere que el ultrasonido permiti6 la liberaciéon de un
mayor numero de metabolitos contenidos en la cascara. De manera general, se observé que la
intensidad de las sefiales de los cromatogramas de los extractos de la cascara de Guanajuato fue
mayor con respecto a la observada para la muestra de Oaxaca, lo que puede asociarse a la mayor
concentracion de los compuestos. Lo anterior se debe probablemente, a la composicion del suelo
y clima de donde provienen los frutos utilizados en este trabajo, como ya se mencion6 previa-
mente.

En la Tabla A2 (Anexo II) se presentan de manera comparativa los compuestos que
fueron asignados a las sefiales de masas identificadas en los 4 extractos analizados. Dichos com-
puestos fueron agrupados con base a su clasificacion por estructura quimica en acidos fendlicos,
flavonoides, lignanos y taninos. Se observé que una mayor cantidad de compuestos estan pre-
sentes en los 2 extractos obtenidos de la cascara de Oaxaca por ambos métodos de extraccion.

Se identificaron hasta el momento 47 compuestos que ya han sido reportados en cas-
cara de granada a partir del analisis de las masas de los 4 cromatogramas, en donde se comparé
la m/z con los compuestos reportados en literatura, considerando un error de 5 mDa entre los
valores experimentales con los obtenidos con la herramienta elemental composition del UHPLC-
QToF. Para EC_Oax, EC_Gto, EAU_Oax y EAU_Gto se registraron 39, 36,25y 21 compues-
tos respectivamente. Ademas se identificé un compuesto que tinicamente ha sido reportado en
el jugo de granada (Mena et al., 2012), y tentativamente otro que no ha sido reportado en gra-
nada hasta el momento (Foo y Karchesy, 1989) (Tabla 9). Estos compuestos fueron analizados
por MS/MS con pertil de colisién (10, 20 y 30 V) obteniéndose los patrones de fragmentacion
correspondientes. Cabe sefialar que esta forma de identificacién también fue realizada con algu-
nos de los compuestos polifenolicos mas estudiados para la cascara de granada, y su patrén de

fragmentacion concordé con lo reportado en literatura (Tabla A3, Anexo III).
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Respecto al compuesto 1 (Tabla 9), el porcentaje de intensidad para los 4 extractos se
encontro entre 19.6 y 24.2. En el patron de fragmentacion (Figura 15) obtenido en este trabajo
se observaron dos iones fragmento reportados por Mena et al. (2012) para el hexdsido de flore-

tina, ademas coincidieron tres iones fragmento para este mismo compuesto registrado en la base

de datos Metlin (BDM) (https://metlin.scripps.edu/), cuando se selecciona la energia de colisién
de 20 V. En la Figura 16 se describe la posible ruta de fragmentacion de este compuestos; donde
se observa que el i6n molecular (m/z 435) pierde primeramente el hexésido para quedar en su
forma aglicona (m/z 273), que a su vez se fragmenta en el enlace 1-2 produciendo un fragmento
con una m/z 167, el cual nuevamente se fragmenta perdiendo un grupo metdxilo para generar
el ién fragmento de m/z 125, que es caracteristico de la fragmentacion de flavonoides (Schmidt,
2016). Se sabe que el hexdsido de floretina es una dihidrochalcona, compuesto caracteristico de
las Rosaceaes, y de familias de plantas como las Limiaceae: Rosmarinus officinalis, Thymus, y

otras (Zielinska, Kolniak-Ostek, Dziadas, Oszmianski, y Matkowski, 2016).
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Figura 15. Patrén de fragmentacion para la m/z 435, obtenido con el UHPLC-QToF em-
pleando MS/MS-ESI (-) y perfil de colisién con 10,20 y 30 V.
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https://metlin.scripps.edu/

Por otra parte, el porcentaje de intensidad del compuesto 2 (Tabla 9) fue menor al 1%
en todos los extractos analizados. Para el analisis de este compuesto, inicialmente se comparé
con el derivado de hexdsido de acido vanilico el cual tiene la misma m/z y que ha sido reportado
en el jugo de granada (Brighenti et al., 2017). Sin embargo, no se encontré similitud entre los
fragmentos obtenidos en el presente trabajo. Con la masa experimental se realiz6 una nueva
busqueda en bases de datos (Metlin y PubChem). De los compuestos encontrados se realizo la
simulacion de fragmentacion (http://cfmid.wishartlab.com/) y se encontré que 6 fragmentos
(641, 629, 601, 357, 301 y 125) obtenidos experimentalmente (Figura 17) tuvieron similitud con
los del pseudotsuganol. Este compuesto es una molécula formada por un flavonoide (querce-
tina) enlazado a un lignano (pinoresinol) mediante un enlace difenilo, cuya presencia se ha re-
portado en la corteza de abeto (Figura 18) (Foo y Karchesy, 1989). El analisis de los fragmentos
sugiere que los iones de m/z 641 y 629 resultan de la pérdida de agua y un grupo metoxilo, res-
pectivamente; ademas, 357 correspondid a pinoresinol, 301 a quercetina y 125 a un fragmento
caracteristico de flavonoides.

Por otro lado, la variacién de iones fragmento e intensidades de los mismos, entre lo
obtenido experimentalmente y los generados con el programa de prediccion de espectros. Ade-
mas, compuestos con el mismo peso molecular pueden ser fragmentados durante el proceso de
ionizacién por lo que las sefiales observadas presentaron con respecto a la simulacién, ya que
esta se realizd considerando un compuesto puro. La complejidad quimica de las moléculas, es
decir, mayor nimero de sustituyentes, presencia o no de dobles enlaces y heterociclos, combi-
nado con las interacciones entre los compuestos presentes en los extractos de material vegetal,
provocan los incrementos o decrementos en las intensidades de las sefiales registradas en un

espectro de masas de los experimentos de MS/MS.
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OH

Figura 18. Estructura de la molécula del pseudotsuganol.
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9. CONCLUSIONES

Se establecié que se requieren 3 extracciones sucesivas para reducir a menos del 10% el
contenido de polifenoles totales en el polvo de la cascara de Punica granatum, para
ambos métodos de extraccion empleados en el presente trabajo. El extracto obtenido a
partir de muestra de Guanajuato presentd el mayor rendimiento en el contenido de
polifenoles totales (298.9 y 297.3 mg EAG/g cs) después de las 3 etapas por ambos mé-

todos de extraccion.

Enlos 4 extractos estudiados se identificaron 47 compuestos distribuidos de la siguiente
manera: Para EC_Oax, EC_Gto, EAU_Oax y EAU_Gto se registraron 39, 36, 25y 21

compuestos respectivamente.

Adicionalmente en estas 4 muestras se identificaron 2 compuestos, uno de los cuales
solo ha sido reportado para jugo de granada (hexésido de floretina) y otro fue asignado
tentativamente como pseudotsuganol, mediante experimentos de MS/MS con perfil de
colisién (10, 20, 30 V).
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10. PERSPECTIVAS

Realizar la extraccién convencional de ambas muestras, empleando el mismo tiempo
utilizado en la extraccion asistida por ultrasonido para evaluar los rendimientos de ex-
tracto y contenido de polifenoles totales, y analizar por UHPLC-QToF la composicion

de dicho extracto.

Evaluar el efecto de la temperatura en el rendimiento de extracto, contenido de polife-
noles totales y la composicion de los extractos obtenidos empleando extraccion asistida
por ultrasonido a 30 y 40 °C, a las mismas condiciones de tiempo y potencia, utilizadas

en el presente trabajo de tesis.

Aislar y elucidar la estructura del compuesto de m/z = 659, para de este modo poder

confirmar el compuesto del que se trata.

Identificar antocianinas, las cuales son compuestos importantes presentes en la cascara
de granada, empleando el método cromatografico y del espectrémetro de masas esta-
blecido en el presente trabajo de tesis, modificando unicamente la ESI a modo (+). A la
fecha se tienen resultados preliminares de la identificacion de 4 antocianinas em-
pleando el extracto de la muestra de Oaxaca por extraccion convencional, que se mues-

tran en la siguiente tabla.

Antocianinas identificadas en el extracto de cascara de P. granatum cultivada en Oaxaca, por

extraccion convencional.

No. Compuesto Formula m/z tr % Intensidad
1. Cianidina O-pentdsido C20H 19010 419 1.22 6.04
10.93 4.68
2. Pelargonidina 3-O-glucésido C21H21010 433 1.22 0.87
3. Delfinidina 3-O-glucésido C21H21012 465 8.14 2.53
10.32 1.24
4. Pelargonidina 3,5-O-diglucdsido CyH;3,015 595 1.88 0.56

m/z = relaciéon masa carga, tz: tiempo de retencién.
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ANEXOS
Anexo I

Tabla Al. Caracteristicas de clima y suelo del lugar de origen de los frutos utilizados en este

trabajo.
San Juan Bautista Cuicatlan, Santiago Maravatio, Referencia
Oaxaca. Guanajuato.
Clima Seco Templado *INEGI, 2017a.
e (Calido seco e Semicalido subhiimedo
Suelo Agricola dependiente del comporta-  Agricola bastante fértil *INEGI, 2017b.
miento de las lluvias
Tipo Phaeozem Tipo Vertisol
Localizacion  17.801764,-96.9612122 20.1723032,-100.9991591 ‘Google Maps®.

* INEGI, 2017a: http://www.beta.inegi.org.mx/temas/mapas/climatologia/
* INEGI, 2017b: http://www.beta.inegi.org.mx/temas/mapas/edafologia/
"Datos obtenidos de http://www.maps.google.com.mx

Definiciones

Clima. Se refiere al conjunto de fendmenos meteoroldgicos de una regién que esta controlado
por una serie de elementos como: temperatura, humedad, presion, vientos y precipita-
ciones, principalmente. Estos valores se obtienen a partir de la recopilacién en forma
sistematica y homogénea de la informacién meteorolégica, durante periodos que se

consideran suficientemente representativos, de 30 afios o mas (INEGI, 2017).

Tipo de suelo Phaeozem. Incluyen suelos de pastizales relativamente himedos y regiones fores-
tales de climas moderadamente continentales. Tienen superficies oscuras, ricos en hu-
mus y menor contenido de bases en comparacién con los suelos de tipo Chernozem y
Kastanozem. Pueden o no tener carbonatos y de la superficie hasta un metro de pro-

fundidad presentan una alta saturacion de bases (FAO, 2006).

Tipo de suelo Vertisol. Son barro, suelos de arcilla pesada con gran proporcidn de arcillas hin-
chadas. Estos suelos forman grietas profundas de la superficie hacia abajo cuando se
secan. El nombre vertisol proviene del latin vertere que se significa cambio, hace refe-

rencia a la renovacidn interna constante del material del suelo (FAO, 2006).

54



Anexo 11

Tabla A2. Compuestos identificados en cascara de granada de frutos cultivados en Oaxaca 'y

Guanajuato obtenidos por extraccion convencional y asistida por ultrasonido.

EC EAU
No. Compuesto Formula m/z tr
Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato
Acidos fenélicos
Acido protocatectico C;HeO, 153 1.226 X X
2. Acido vanilico CsH;0,4 167  4.991 X
Pentdsido de dcido pro- C1.H140s 285  1.226 X X X
tocatectiico
4.440 X X X
4. Hexdsido de acido pro- CisH1609 315 1.209 X X X X
tocatectiico
5. Hexo6sido de acido cu- CisH150s 325 6.11 b'q b'q b'q X
marico
6.89 X X X X
6. Hexosido de 4cido vani- CiaH1509 329 13.253 b'q b'q
lico
7. Galoil hexésido C13H16010 331  7.400 X X X
8.  Glucosido de acido ca- CisH 1509 341 1.551 X X X X
féico
12.472 X X
9.  Acido 5-O-cafeoilqui- CisH 1509 353 2.433 X
nico
10. Hexdsido de acido fera- Ci6H2009 355 1973 X
lico
11. Dihexdsido de acido va- CaoH2s014 491  13.320 b'q X X X
nilico
12. Dimero de glicésido de Cs0Hs6018 683  9.596 X
4cido caféico
13.  Dimero de diglucésido Cs6HisO023 845  1.243 X
de 4cido caféico
Flavonoides
14. Pinocembrina Ci5H1,04 255  12.557 X
15. Trihidroxiflavona Ci5H1005 269  5.599 X
16. Tipo naringenina CisH120:s 271 5.325 X X
17. Floretina CisH 1405 273 1.243 X X X X
18. Luteolina CisH1005 285  4.220 b'q b'q
4.595 X X
19. Catequina CisH 1406 289  1.243 X
20. Hex6sido de floretina Cy1H24019 435  11.070 X X X X

55



EC EAU
No. Compuesto Formula m/z tr
Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato
21. Eriodictiol-7-O-glucé- C21H2:01 449  1.243 X
sido
22. Taxifolin 7-glucésido C21H»O01 465 11.519 X X X
23. Hexdsido de siringetina CxH24O13 507  9.732 X X X
24. Rutinosido de querce- CyH30016 609 8.77 X X X X
tina
Taninos
25, Acido elagico C1:HqOs 301 8.934 X X X X
26. Pentdsido de dcido eld- CH1012 433 3.048 X
gico
27. Deoxihexdsido de 4cido Cx0H16012 447  5.836 X
elagico
28. Dimero de procianidina C30H2011 561  6.025 X X
29. Dimero de procianidina C30H26012 577  4.987 X X
tipo B
30. Galoil hexdsido de acido  CyHO17 615  2.450 X X
elagico
8.218 X
31. Dihexésido de dcido eld-  CyHa6O1s 625  4.950 X
gico
5.173 X X
13.884 X X
32. Lagerstanina C Cy7H2009 649  0.902 X
33. Punicalina CssH»02 781 3.3 X X X
34. Pedunculaginal C3:H2402 783 5.1 X X X
35. Pedunculagina II Cs4H2602 785 6.5 X X X X
36. Trimero de procianidina ~ C45H3501s 865 5.376 X X
tipo C
37. Granatina B CuH2s02 951 7.9 X X X X
38. Derivado de lagerstanina ~ C4H2502s 967  4.561 X
B
39. Punicalagina CysHO3 1083 4.7 X X X X
40. Tetra galoil glucopira- C3H2502 787  4.950 X
nosa
Lignanos
41. Conidendrina C20H200s 355 1.142 X X
12.948 X X
42. Pinoresinol C20H2,0¢ 357  1.889 X X
1.226 X X
9.120 X X
43.  Secoisolariciresinol Ca0H2606 361 10975 X X X

56



EC EAU
No. Compuesto Formula m/z tr
Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato
44. Filigenina C21H2406 371  1.226 X
45. Isémero de hdroximatai-  CyH1O; 373 10414 X
resinol
6.924 X
46. Siringaresinol C:H360s 417  4.494 X
6.295 X X X
7.147 X X
13.101 X X
47. Hexdsido de isolaricire- Cy6H34014 521  10.57 X X X X
sinol
48. Hexdsido de cicloisolari-  CysH360n: 523  9.478 X X X X
ciresinol
11.127 X X X
49.  Pseudotsuganol CasH36018 659  10.96 X X X

m/z = relacién masa carga, tz: tiempo de retencién en minutos.
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Anexo II1

Tabla A3. Elagitaninos identificados con MS/MS (energia de colision: 40 V) en ambos extrac-

tos.
Compuesto Formula tr (min) [M(;rlj]z-) iones fragmento Referencia
Punicalagina CusHsO3 4.7 1083 781, 601, 301 Este trabajo
5.4 781, 601, 301, 152

781, 601, 575, 302 Fischer et al., 2011

781, 601, 603
Granatina B CiH250,; 7.9 951 933, 765, 613, 463, 301 Este trabajo

933, 613, 301 Calani et al., 2013
Pedunculagina I CsHoiO 5.1 783 783, 451, 301, 275, 249 Este trabajo
PedunculaginaIl =~ C3sH20, 6.5 785 785, 615, 463, 315,301,249  Este trabajo

463, 301 Fischer et al., 2011
Punicalina CyH»02 33 781 781,721,601, 575,448,301,  Este trabajo

273

721, 601, 575 Calani et al., 2013
Acido eldgico C1sHeOs 8.9 301 301, 300, 284, 216, 200, 172,  Este trabajo

145,117
284, 257,229, 185

Calani et al., 2013

NOTA: Se identificaron las sefiales caracteristicas de los andmeros o y  de punicalagina (tz 4.56 y 5.31), ademas

de la del 4cido elagico (tr 8.97), dos compuestos caracteristicos del fruto y cascara de P. granatum.
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Anexo IV

Resultados del ANOVA de dos vias, sobre contenido de extracto de cada una de las
extracciones.

ANOVA

Overall ANOVA
DF = Sum of Squares = Mean Square F Value P Value
EXTRACCION 1 88.445 88.445 1.267 0.3233
MUESTRA 1 97903125 979.03125 14 02485 002003
Interaction 1 78.125 78.125 1.11916  0.34976
Model 3 1145.60125 381.86708 547034 0.06712
Error 4 279.2275 69.80687 - -
Corrected Total 7 1424 82875 - - --

At the 0.05 level, the population means of EXTRACCION are not significantly different.
At the 0.05 level, the population means of MUESTRA are significantly different.
At the 0.05 level, the interaction between EXTRACCION and MUESTRA is not significant.

Means Comparisons
Tukey Test
EXTRACCION
MeanDiff SEM q Value Prob | Alpha @ Sig LCL ucL
EAU EC 665 590791 159185 03233 005 0 -975282 23.05282
MUESTRA
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL ucL
GTO OAX |  -22125 590791 52962 002003  0.05 1 -38.52782 -5.72218
Interactions
EXTRACCION MUESTRA EXTRACCION | MUESTRA @ MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL ucL
EC GTO EC OAX -28.375 8.35505 4.80288 0.08743 005 0 -62.3874 56374
EAU OAX EC OAX 04 835505 0.06771 099995 0.05 0 -336124 344124
EAU OAX EC GTO 28.775 8.35505 4.87059 008388 005 0 -52374 627874
EAU GTO EC OAX -15.475 835505 261937 0.37084 0.05 0 -49.4874 185374
EAU GTO EC GTO 129 835505 218351 0.49344 0.05 0 -21.1124 469124
EAU GTO EAU OAX -15.875 835505 268707 0.3543 0.05 0 -498874 18.1374

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0.05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0.05 level
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Resultados del ANOVA de dos vias, sobre contenido de polifenoles totales de cada una
de las extracciones.

ANOVA
Overall ANOVA
DF | Sum of Squares = Mean Square F Value P Value
EXTRACCION 1 35.27157 35.27157 4.12857 0.07663
ORIGEN 1 30146.69678  30146.69678 3528.7  7.18505E-12
Interaction 1 76.27935 76.27935 8.92857 0.01739
Model 3 30258.2477  10086.08257  1180.58571 6.3427E-11
Error 8 68.3463 854329 - -
Corrected Total 11 30326.594 - - -

At the 0.05 level, the population means of EXTRACCION are not significantly different.
At the 0.05 level, the population means of ORIGEN are significantly different.
At the 0.05 level, the interaction between EXTRACCION and ORIGEN is significant.

Means Comparisons

Tukey Test
EXTRACCION
MeanDiff | SEM | qValue | Prob | Alpha | Sig | LCL UCL

ULTRASONIDO = 342888 168753 287352 007663 005 0 -046258 7.32033

CONVENCIONAL
ORIGEN

MeanDiff | SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL UCL

GUANAJUATO OAXACA 1002442 168753 84.00833 966794E-8, 005 1| 9635274  104.13565
Interactions
EXTRACCION ORIGEN EXTRACCION ORIGEN MeanDiff SEM q Value Prob | Alpha | Sig LCL UCL
CONVENCIONAL | GUANAJUATO  CONVENCIONAL  OAXACA 10528666 238653 6239083 0 005 1 9764415 11292917
ULTRASONIDO OAXACA CONVENCIONAL = OAXACA 847134 238653 501996 003078 0.05 1 082883 16.11385
ULTRASONIDO  OAXACA CONVENCIONAL  GUANAJUATO = -96.81532 238653 57.37097 0 005 1 -10445783 -89.17281
ULTRASONIDO  GUANAJUATO CONVENCIONAL  OAXACA 10367307 238653 6143475 0o 005 1 9603056 | 11131558
ULTRASONIDO  GUANAJUATO CONVENCIONAL GUANAJUATO 161359 238653 095618 090326 005 O -9.2561 6.02892
ULTRASONIDO  GUANAJUATO ULTRASONIDO  OAXACA 9520173 238653 5641479 0 005 1 8755922 | 10284424

Sig equals 1 indicates that the difference of the maeans is significant at the 0.05 level
Sig equals 0 indicates that the difference of the means s not significant at the 0.05 level
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