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RESUMEN 

El presente trabajo de tesis consistió en analizar comparativamente el perfil polifenólico de los extractos 
obtenidos a partir de la cáscara de Punica granatum, cultivada en los estados de Guanajuato y Oaxaca, 
por extracción convencional (EC) y extracción asistida por ultrasonido (EAU). La EC se llevó a cabo a 
temperatura ambiente (22 ± 2 °C), sin agitación ni exposición a la luz por 24 h, y la EAU se realizó a 20 
± 3 °C empleando un baño ultrasónico a 280 W, 40 ± 2.4 kHz por 10 min. En ambos casos se emplearon 
0.2 g de polvo de cáscara de P. granatum y 10 mL de etanol (70%). Se realizaron etapas consecutivas de 
extracción, 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 analizó comparativamente la 
composición de los 4 extractos estudiados por cromatografía de líquidos de ultra desempeño acoplado a 
un espectrómetro de masas con analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (UPLC-QToF). Por último, para 
la asignación de los compuestos sin contar con el reactivo comercial, se realizaron experimentos de 
MS/MS con perfil de energía de colisión (10, 20 y 30 V). Los resultados mostraron que, en la tercera etapa 
de extracción 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 análisis de varianza realizado, se observó que estadísticamente no hubo diferencia significativa 
tanto en los rendimientos de los extractos como para el CPT obtenidos de cada tipo de extracción y por 
el contrario en los orígenes sí (a un nivel de significancia de 0.05), lo cual se confirmó por la prueba de 
Tukey. Respecto a los cromatogramas, se observó que fueron similares en la mayoría de las señales de los 
4 extractos analizados, pero con intensidad diferente, lo que puede sugerir que tienen la misma compo-
sición, pero difieren en cuanto a su concentración. Las señales de los tiempos de retención (tR) 3.10 y 3.17 
se observaron únicamente en los extractos de Guanajuato obtenido por EC y EAU. Por otro lado, las 
señales a los tR de 11.67 y 13.83 min, se observaron únicamente en los extractos obtenidos por EAU de 
ambos orígenes. Lo anterior, sugiere que el ultrasonido permitió la liberación de un mayor número de 
metabolitos contenidos en las muestras. Se observó que la intensidad de las señales en los cromatogramas 
de los extractos de las muestras de Guanajuato fue mayor, lo que puede asociarse a una mayor concen-
tración de los compuestos presentes. Lo anterior puede deberse a la composición 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 cáscara de P. granatum. 
Se identificó un compuesto que solamente se ha reportado para el jugo de P. granatum (hexósido 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 
predicción 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 extracción, siendo la 
de Guanajuato la que presentó 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 únicamente ha sido reportado en
jugo de granada (hexósido de floretina) y otro que fue asignado tentativamente como pseudotsuganol.
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1. INTRODUCCIÓN

La agroindustria genera una alta producción de residuos los cuales pueden ser aprove-

chados para la obtención 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 polifenólicos cuya importancia radica en sus actividades biológicas: antiinflama-

toria, antioxidante, antibacteriana, y antiviral; útiles para el desarrollo de alimentos funcionales 

(Kalamara, Goula y Adamopoulos, 2015). 

La cáscara de granada (Punica granatum) contiene polifenoles en el orden de mg/g; 

además, 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 producción nacional de este fruto 

(5,210 ton de acuerdo al SIAP, 2018) y que el 38% del fruto corresponde a la cáscara. 

La extracción es la operación unitaria utilizada para la recuperación de compuestos po-

lifenólicos a partir de residuos agroindustriales; y se puede clasificar en dos grupos; convencio-

nal (EC) y no convencional. En el primero se encuentran la maceración, lixiviación, decocción, 

infusión, extracción Soxhlet entre otros. En el segundo grupo están la extracción asistida por 

ultrasonido (EAU), la asistida por microondas, así como la de fluidos supercríticos (Azmir et al., 

2013). Los procesos de EC son los más utilizados para la obtención 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 energía, así como largos periodos de tiempo 

(Ameer, Shahbaz y Kwon, 2017). Por otro lado, la EAU utiliza la energía generada por las ondas 

de ultrasonido, acorta el tiempo de extracción debido a la cavitación que se produce durante el 

proceso y es recomendable para la extracción de compuestos termolábiles como los polifenoles 

(Tabaraki, Heidarizadi y Benvidi, 2012). 
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Por otro lado, la identificación y cuantificación de compuestos polifenólicos presentes 

en los extractos se realiza por métodos colorimétricos (método de Folin–Ciocalteu) y cromato-

gráficos; dentro de estos últimos se encuentra la cromatografía de líquidos de alto desempeño 

(UHPLC, por sus siglas en inglés: Ultra High-Performance Liquid Chromatography), además es-

tas técnicas pueden estar acopladas a sistemas de detección como espectrometría de masas las 

cuales permiten el análisis de matrices complejas como es el caso de los extractos de material 

vegetal. 

Por otro lado, en trabajos previos del grupo, se evaluó el potencial de los extractos po-

lifenólicos obtenidos a partir de cáscara 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 consideró importante estudiar la cáscara de granada 

cultivada en Guanajuato, otro de los estados con mayor producción de este fruto, como materia 

prima para la obtención de extractos polifenólicos, así como el uso de otro método de extracción 

como la EAU. También es relevante tener el perfil químico de dichos extractos y realizar un 

análisis comparativo de su composición. 

Por todo lo anterior expuesto, en el presente trabajo se obtuvieron y caracterizaron los 

extractos polifenólicos de cáscara de P. granatum, cultivadas en dos zonas geográficas de Mé-

xico, con características de clima y suelo diferentes, importantes en la producción de granada. 

Dichos extractos se obtuvieron empleando como disolvente etanol al 70% y dos métodos de 

extracción: 1) La EC se realizó por maceración a temperatura ambiente (22 ± 2 °C) y 2) La EAU 

se llevó a cabo a 20 ± 2 °C. La cuantificación de los polifenoles totales se realizó por el método 

de Folin-Ciocalteu, y la identificación de los compuestos presentes en los extractos se realizó 

empleando un UHPLC-QToF, en modo negativo. Los resultados de la identificación fueron ana-

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

dos.  
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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 cáscaras 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 extracción de compues-

tos de interés, los cuales pueden utilizarse en la industria alimentaria o farmacéutica (Ayala-

Zavala, Rosas-Domínguez, Vega-Vega y González-Aguilar, 2010). Goula y Lazarides (2015), re-

cuperaron polifenoles a partir de los residuos generados de la molienda de aceitunas, así como 

de la cáscara y semillas de granada; de estas últimas también obtuvieron aceite. Los compuestos 

fueron encapsulados para su uso como conservadores naturales y como nutracéuticos. 

Aizpurua-Olaizola et al. (2015), recuperaron polifenoles y ácidos grasos de semillas y cáscara de 

uvas, residuos generados de la producción de vino y además optimizaron el proceso de extrac-

ción de estos compuestos por extracción con CO2 supercrítico, por 5 min. 

2.2 Métodos de extracción de compuestos polifenólicos de residuos sólidos 

El principio termodinámico de la extracción sólido-líquido es la separación de solutos 

de interés presentes en una fase sólida, mediante el contacto con una fase líquida o disolvente 

(Figura 1), donde el soluto se distribuye hasta alcanzar el equilibrio (McCabe, Smith y Harriott, 

2004). 

Figura 1. Esquema del proceso de extracción sólido-líquido. (Modificado de GmbH, 2018). 
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El proceso de extracción sólido–líquido implica la difusión del soluto a través del disol-

vente contenido en la matriz sólida y la transferencia del soluto desde las inmediaciones de la 

interfase sólido–líquido hasta el seno de la masa principal de disolvente, este proceso se rige por 

la primera ley de difusión de Fick, que establece que el transporte de un soluto ocurre por un 

gradiente de concentración del soluto entre las fases. Los factores que influyen sobre la velocidad 

de extracción son: tamaño de partícula, composición de la matriz sólida, polaridad del disol-

vente, proporción sólido/disolvente, tiempo, temperatura, agitación y velocidad de agitación 

(Geankoplis, 2009); además, para recuperar la mayor cantidad de soluto es necesario establecer 

el número de etapas requeridas para reducir el contenido de este en el sólido hasta un valor 

mínimo determinado (Treybal, 1990). Por otro lado, para la optimización de los procesos de 

extracción que implican la variación de uno o más de los factores antes mencionados, se puede 

hacer uso de modelos matemáticos como regresión lineal, cuadrático y/o productos cruzados 

(Sood y Gupta, 2015). Los métodos de extracción se pueden clasificar en 2 grupos: 1) conven-

cionales, como la extracción Soxhlet, hidrodestilación, lixiviación, y maceración; 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 extraíbles (Wang 

et al., 2013). 

2.2.1 Extracción convencional 

La maceración es uno de los métodos de extracción convencional, Treybal (1990), la 

describió como un proceso de lixiviación por lotes, en estado no estacionario, en el cual la fase 

sólida se pone en contacto con la fase líquida. En el presente trabajo de tesis se denotó como 

extracción convencional (EC) al proceso de maceración. 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 ebullición bajo. Al-

gunas de las ventajas de la EC son: i) ausencia de agitación, ii) todo el proceso se lleva a cabo a 
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temperatura ambiente y iii) se utiliza solamente un tanque de extracción. Por otro lado, las des-

ventajas de éste método son que requiere periodos largos de tiempo así como, grandes volúme-

nes de disolventes, además 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 recuperación de polifenoles y es recomendado para la recuperación de este grupo de 

compuestos ya que es considerado un disolvente GRAS (por sus siglas en inglés: Generally Re-

cognized As Safe) y está ubicado en la clase 3 de la guía Q3C de la FDA (por sus siglas en inglés: 

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

2.2.2 Extracción asistida por ultrasonido (EAU) 

La EAU es un tipo de extracción 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 compresión y expansión induciendo el fenómeno de cavitación (Figura 2), por 

lo que la implosión 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 cavitación incrementa 

la polaridad del sistema y por lo tanto se incrementa la eficiencia de extracción de metabolitos, 

permite la extracción de analitos termolábiles y tiempos cortos de operación (Tabaraki et al., 

2012). 

Figura 2. Esquema del fenómeno de cavitación por ultrasonido (Modificado de Ecosphere 
Technologies, Inc., 2018). 
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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 ácido fórmico; utilizando un baño ultrasónico 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 extracción de polifenoles a partir de cáscara de granada, hasta en un 90% 

y lograron incrementar la extracción de estos en un 24%, utilizando EAU comparado con ex-

tracción convencional. 

2.3 Compuestos polifenólicos 

Los compuestos polifenólicos son un grupo importante de metabolitos secundarios, 

sintetizados por las plantas como resultado de su adaptación a condiciones de estrés bióticas o 

abióticas (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 concentración está determinada por 

factores como el estado de madurez, la exposición a la luz, estrés hídrico, clima, composición 

del suelo e incluso por las variedades del cultivo (Garcia-Salas, Morales-Soto, Segura-Carretero 

y Fernández-Gutiérrez, 2010). Cabe mencionar, que mediante estudios experimentales en líneas 

celulares, modelos animales y clínicos, se ha evidenciado que los polifenoles pueden ayudar a 

prevenir o tratar enfermedades crónicas no transmisibles como las cardiovasculares, apoplejía, 

diabetes tipo 2 y varios tipos de cáncer (Bohn, 2014). 

Estructuralmente, los compuestos polifenólicos poseen al menos un anillo aromático 

con uno o más hidroxilos, y generalmente se encuentran conjugados con azúcares y ácidos or-

gánicos. De acuerdo a la base de datos Phenol Explorer, se pueden clasificar en ácidos fenólicos, 

estilbenos, flavonoides, lignanos, metabolitos no fenólicos y otros polifenoles (Rothwell et al., 

2013). En el grupo de los ácidos se encuentran los hidroxibenzóicos, hidroxicinámicos, entre 
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otros, y los flavonoides se categorizan en; antocianinas, chalconas, flavonoles, flavanonas, flavo-

nas e isoflavonas. La estructura base de los ácidos fenólicos se muestra en la Figura 3a, donde los 

grupos R pueden ser hidroxilos u otros sustituyentes. Por otro lado, los flavonoides están cons-

tituidos por un esqueleto de 15 átomos de carbono dispuestos en dos anillos aromáticos 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), así 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). 

a b
Figura 3. Estructuras base de compuestos fenólicos. a: ácidos fenólicos, b: flavonoides. R1, R2, 
R3: 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 coloración púrpura, azul, 

roja y 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 polifenólicos 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 cápita de polifenoles 

en algunos países: Finlandia, 0.4–1.2 g/día; Estados Unidos, 1.0–1.1 g/día; y Polonia, 0.8–1.6 

g/día (Bohn, 2014). 
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Tabla 1. Clasificación de los polifenoles con base a su estructura y compuestos representativos 
de cada clase. 

Clases* Residuo agroindustrial/Compuesto** Estructura 
Ácidos fenólicos Bagazo de guayaba y papa/Ácido caféico 

 
Estilbenos Semillas y piel de uvas/Resveratrol 

 
Flavonoides 

Antocianinas 
Pericarpio y semillas de litchi, cáscara de san-
día/Malvidina 

 
Chalconas Cáscara de manzana/Florecina 

 
Flavanoles Cáscara de manzana y de plátano/Catequina 

 
Flavanonas Cáscara de cítricos/Naringenina 

 
Flavonoles Bagazo de guayaba/Quercetina 

 
Taninos conden-
sados 

Cáscara de manzana, semillas de cocoa, mo-
ras, /Procianidinas (dímeros, trímeros, tetrá-
meros y pentámeros) 

 
Otros flavonoi-
des 

Residuos de soya/Genisteina 

 
Lignanos Cáscara y semilla de lino/Secoisolariciresinol 

 
* Clasificación de acuerdo a Tsao (2010). ** Compuestos representativos de cada residuo agroindustrial de acuerdo 
a Babbar y Oberoi (2014). 
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2.3.1 Caracterización de extractos polifenólicos 

2.3.1.1 Cuantificación de polifenoles  

Existen diversos métodos para la cuantificación de polifenoles, como el de Folin–Cio-

calteu que es un método colorimétrico (Ignat, Volf y Popa, 2011), que consiste en mezclar tungs-

tato y molibdato de sodio en medio básico. Los fenoles son fácilmente oxidables en medio básico 

y reaccionan con el molibdato formando óxido de molibdeno (MoO3) el cual presenta una co-

loración azul (Figura 4). La cuantificación se lleva a cabo con ácido gálico como estándar de 

referencia por espectrofotometría UV-visible a 765 nm (Agbor, Vinson y Donnelly, 2014), la 

absorción de luz a esa longitud de onda es proporcional a la concentración de los compuestos 

polifenólicos, expresados como mg de equivalentes de ácido gálico. 

Figura 4. Reacción del reactivo de Folin–Ciocalteu. W: tungsteno, Mo: molibdeno. 

Por otro lado, los avances en la tecnología en el área de la cromatografía han permitido 

la caracterización de los compuestos presentes en diversas fuentes. La cromatografía es un tér-

mino usado para describir una gran variedad de técnicas, las cuales se basan en la partición o 

distribución de los componentes de la muestra entre una fase estacionaria y una móvil. La pri-

mera puede ser un líquido o un sólido (Ismail y Nielsen, 2010), mientras que la fase móvil puede 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 
(W6+, Mo6+) 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 
Reducido (W5+, Mo5+) 

OH

O
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ser un gas (cromatografía de gases), un líquido (cromatografía de líquidos) o un fluido super-

crítico (cromatografía de fluido supercrítico). Mediante estás técnicas se lleva a cabo la separa-

ción de los compuestos polifenólicos para su identificación y cuantificación, siendo la más em-

pleada la cromatografía de líquidos de alto rendimiento, HPLC (por sus siglas en inglés High 

Performance Liquid Chromatography). Las condiciones de los métodos de HPLC para el análisis 

de compuestos polifenólicos comúnmente utilizan columnas de fase reversa, un sistema binario 

de disolventes como agua acidificada y de tipo orgánico polar con diferentes sistemas de detec-

ción como el de arreglo de diodos o espectrometría de masas, MS (por sus siglas en inglés Mass 

Spectrometry) (Ignat et al., 2011). El desarrollo de la cromatografía de líquidos de ultra alto 

desempeño, UHPLC (por sus siglas en inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography), 

ha perfeccionado los métodos para el análisis de matrices complejas y su acoplamiento a un MS 

incrementa la resolución y reduce el consumo de disolventes, permitiendo una mejor separación 

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

2.3.1.2 Identificación de polifenoles mediante espectrometría de masas 

Como ya se mencionó, la cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

es una de las técnicas más sensibles y efectiva para la identificación y cuantificación de compues-

tos polifenólicos presentes en los extractos de matrices complejas (Ignat et al., 2011). La gran 

mayoría de los reportes en relación a la identificación de compuestos polifenólicos 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 fragmentación 

pueden variar dependiendo del tipo de analizador con que cuente el equipo, así como de las 

condiciones de fragmentación (energía de colisión, temperatura del gas de colisión), por lo que 

Vukics y Guttman (2010) refieren que los patrones de fragmentación son aparentemente inde-

pendientes del tipo de ionización que se utilice (electroespray , química a presión atmosférica, o 

desorción laser), y que únicamente variarán las intensidades de los iones fragmento. 
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En el caso de los flavonoides, las fragmentaciones más comunes involucran la ruptura 

de enlaces del anillo C de su estructura general (Figura 5), nombradas como retro Diels-Alder 

por la analogía que tiene con las reacciones de ciclo-adición de Diels-Alder, produciéndose iones 

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

Figura 5. Fragmentación característica de flavonoides. (Pinheiro y Justino, 2012). 

En la Tabla 2 se muestran los iones característicos resultantes de la fragmentación de 

algunos flavonoides, donde se puede observar que todos los grupos pierden sistemáticamente 

CO2 a partir del ión molecular. El ión [M–H–CO2]- se observó con menor abundancia en los 

flavanoles, y en el caso de las flavanonas no es clara su formación debido a la ausencia del doble 

enlace en el anillo C (Schmidt, 2016). 

Tabla 2. Iones característicos de la fragmentación de polifenoles por MS/MS con ESI (–). 

Ión característico 
Flavonoides 

Estilbenos Flavonas Isoflavonas Flavanoles Flavanonas Flavanoles 
[M–H]¯ + + + + + + 
[M–H–H2O]¯ + + + + 
[M–H–CO]¯ + + + 
[M–H–CH2CO]¯ + + + + 
[M–H–CO2]¯ + + + + + + 
[M–H–2CO]¯ + + 
[M–H–CH2CO-CO]¯ + + 
[M–H–CO2-CO]¯ + + + 
[M–H–2CH2CO]¯ + + + 
[M–H–CO2-CH2CO]¯ + + 
[M–H–2CO2]¯ + + 
[M–H–C3O2]¯ + + + 
Modificado de Schmidt (2016). 
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También se reportó la perdida inusual de subóxido de carbono (C3O2) en estilbenos, 

flavonas e isoflavonas, así como la formación de los iones con m/z 151 (Figura 6) y 125 (Figura 

7), característicos en el análisis de flavonoides a través de MS/MS (Schmidt, 2016). 

Figura 6. Esquema de la formación del ión m/z 151 en flavonoides del grupo de las flavonas 
(A), flavonoles (B) y flavanonas (C). 

Figura 7. Esquema de la fragmentación de flavonoides para la formación del ión m/z 125, 
característico de flavanonas (A) y flavanoles (B). 

La principal ventaja del uso de MS/MS, es el incremento en la sensibilidad en la detec-

ción, lo que permite tener mayor información de la estructura de un compuesto con base en su 

patrón de fragmentación. La UHPLC-DAD ha sido usada en la determinación 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 Cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

El sistema UHPLC-QToF consta de un cromatógrafo de líquidos de ultra desempeño 

acoplado a un espectrómetro de masas con analizador cuadrupolo de tiempo de vuelo. Algunas 

características del cromatógrafo de líquidos son: tamaño de partícula reducido de la fase esta-

cionaria (columna), operación con una bomba capaz de incrementar la presión hasta 15,000 psi 

y consumo bajo de disolventes (orgánicos o acuosos), en el orden de los microlitros. A pesar de 

que la eficiencia en la separación de los compuestos es proporcional a la longitud de la columna 

e inversamente proporcional al radio de las partículas, en el UHPLC se reduce el tamaño de 

partícula de la fase estacionaria y por consiguiente la longitud de la columna, sin afectar la reso-

lución de la respuesta (Chawla y Ranjan, 2016). 

Para el análisis de los analitos en el espectrómetro de masas primeramente se debe eli-

minar el disolvente y enseguida ser ionizados. Para tal fin, existen diferentes métodos de ioniza-

ción 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 medición de masas 

grandes sea más precisa, permitiendo así el análisis de compuestos polares de alto peso molecu-

lar (hasta 10,000 Da). En la Figura 8 se esquematizó la trayectoria que siguen los iones: donde 

(1) el flujo proveniente del cromatógrafo 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-

lución es atomizada y con ayuda de un gas como el nitrógeno, se promueve la evaporación del 

disolvente evitando la condensación de las gotas que cada vez se hacen más pequeñas y que al 

estar cargadas eléctricamente en su superficie la densidad de carga aumenta hasta que la repul-

sión natural entre cargas similares provoca la liberación de iones. (3) A continuación, única-

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 

desolvatación (Herbert y Johnstone, 2002). 
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Figura 8. Esquema de la formación de los iones y su trayectoria hacia el espectrómetro 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, 

átomos, moléculas o grupos de moléculas, de acuerdo a su relación 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). 

 

  
Figura 9. Esquema del principio de operación de un analizador cuadrupolar. Tomado de 
Westman-Brinkmalm y Brinkmalm (2009). X, Y: sección 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 detección. 
 

Las barras opuestas están 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 ionización, entran al analizador y viajan paralelamente a las barras del 

cuadrupolo. Únicamente los iones con la relación 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 tendrán trayec-

torias viables a través del cuadrupolo y llegarán al detector. 

Por otro lado, el analizador ToF separa los iones con base a la diferencia de tiempo 

entre una señal inicial y el pulso generado cuando chocan con el detector. Idealmente todos los 

iones tienen la misma energía cinética y diferentes velocidades, dependiendo de la relación 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 ionización (1) se 

dirigen mediante un campo eléctrico hacía el cuadrupolo (2); posteriormente la corriente de 

iones con un valor específico 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 aplicará un potencial 

eléctrico en forma de pulsos para que se aceleren dentro del tubo analizador ToF dirigiéndose 

hacia el reflectrón (3), en donde se incrementarán los intervalos de tiempo en los que los valores 

sucesivos de m/z se detectarán al llegar al detector (4) (Herbert y Johnstone, 2002). 

 

 
Figura 10. Esquema de espectrómetro 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 rápida adquisi-

ción de espectros de masa, permitiendo obtener al menos 30 espectros por segundo y una alta 

sensibilidad en la medición de las masas, lo que hace que esta técnica sea adecuada para la iden-

tificación 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 tecnología se hace uso de sustancias esta-

bilizadoras las cuales mejoran la eficiencia de la ionización, incrementan la sensibilidad así como 

la intensidad de las señales hasta en dos órdenes de magnitud (Watson, Atsriku y Oliveira, 2003). 

Esto también se puede lograr manipulando la configuración electrónica del MS. En la caracteri-

zación de polifenoles se han usado compuestos estabilizadores, por ejemplo, Huck y Bonn 

(2001), reportaron la sustitución de ácido triflouracético por ácido acético, para incrementar la 

sensibilidad en la detección de trimetoxiflavona; por otro lado, Rauha, Vuorela y Kostiainen 

(2001), lograron mejorar el límite de detección empleando una solución amortiguadora de ace-

tato de amonio (pH 4) o bien adicionando ácido fórmico (0.4%, pH 2.3) para el análisis de flavo-

noides. Adicionalmente, se han desarrollado nuevas estrategias de ionización para la detección 

de flavonoides en donde se emplean complejos metálicos con ligandos neutros (Satterfield y 

Brodbelt, 2000). 

La fragmentación de compuestos por espectrometría de masas de alta resolución multi-

etapas (MSn) expresado como MS/MS, se emplea para la identificación de compuestos basán-

dose en la ruptura sistemática de los compuestos, formando de este modo un árbol denominado 

espectral (Hooft, Vervoort, Bino, Beekwilder y De Vos, 2011). En la elucidación estructural ba-

sada en datos generados por MS/MS, los iones fragmento de los espectros de masas proveen 

información importante sobre la estructura molecular así como de la interacción entre los áto-

mos, por lo que puede emplearse como herramienta para la diferenciación entre isómeros 

(Demarque, Crotti, Vessecchi, Lopes y Lopes, 2016). Cabe señalar que para la separación de 

enantiómeros 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 sólo 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 cálidas 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 diámetro, 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 

cáscara 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 elaboración de jugos, mermeladas y vinos 

(Aguilar, Aguilera-Carbo y Robledo, 2008). La temporada de cosecha se sitúa en los meses de 

julio a octubre (Borochov-Neori et al., 2009), y es seleccionada de acuerdo a las prácticas habi-

tuales de cosecha en la que se consideran color, tamaño y forma del fruto; así como dos propie-

dades fisicoquímicas del jugo: acidez titulable (< 1.85%) y contenido de sólidos totales (> 17%) 

(Crisosto, Mitcham y Kader, 2013). 

 

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

 

La granada en México se consume de forma esporádica y estacional (Mercado, 

Mondragón, Rocha, y Álvarez, 2011). Su producción en el año 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 extracción convencional con 

Cáscara 

Arilos 

Carpelo 
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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 ácido gálico (mg EAG)/g bs (base seca), respectivamente (Zhang, Yang, 

Zhang, Wang y Zhang, 2011). Por otra parte, Gözlekçi, Saraçoğlu, Onursal y Ozgen (2011), re-

gistraron un CPT de 1.21 y 0.13 mg EAG/g bh (base húmeda), en el jugo y semillas, respectiva-

mente, de granada cultivada en Turquía, empleando etanol al 50% como disolvente de extrac-

ción. Orak, Yagar e Isbilir (2012), reportaron también con P. granatum de Turquía, un CPT en 

el jugo y la semilla de 26.97 y 58.87 µg EAG/mg de extracto, respectivamente; la extracción se 

realizó con agitación durante una noche a temperatura ambiente. Cabe señalar, que los reportes 

únicamente 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 característicos 

en el fruto entero, jugo y semillas. Como se puede observar algunos de ellos están 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 

Isómeros de punicalagina Fruto entero Nuncio-Jáuregui et al. (2015) 
Granatina A y B   
Pedunculagina   
Punicalina Jugo Mena et al. (2012) 
Punicalagina   
Pedunculagina I   
Lagerstanina C   
Ácido elágico   
Punicalagina α y β Jugo Gómez-Caravaca et al. (2013) 
Pedunculagina I   
Granatina B   
Ácido elágico   
Pedunculagina Semillas He et al. (2011) 
Dímero de procianidina B   
Catequina   
Derivado de ácido cumárico   
Glucósido de kaempferol   
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3. ESTADO DEL ARTE 

3.1 Extracción y cuantificación de polifenoles en cáscara de P. granatum 

Existen reportes del uso de la cáscara de P. granatum como fuente de polifenoles cuyos 

frutos fueron cultivados en Turquía (Çam y Hişil, 2010), Estados Unidos (Pan et al., 2012), Ye-

men (Shiban, Al-Otaibi y Al-Zoreky, 2012) e Irán (Basiri, Shekarforoush, Aminlari y Akbari, 

2015; Tabaraki et al., 2012). Con respecto a la cáscara de granada de origen mexicano, se reportó 

la extracción 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 extracción 

(maceración, decocción, EAU y asistida por microondas), empleando agua como disolvente 

(Castro et al., 2017); cabe señalar que no se especifica el origen de la cáscara. 

La Tabla 4 muestra el CPT en los extractos de cáscara de P. granatum empleando dife-

rentes métodos de extracción, condiciones y origen del fruto. La mayor cantidad de polifenoles 

se logró 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 más que 

los utilizados en el presente trabajo. 

 

3.2 Caracterización de la composición de extractos de cáscara de P. granatum 

La identificación y cuantificación de algunos compuestos presentes en la cáscara de P. 

granatum se han realizado por técnicas cromatográficas como HPLC-DAD (Fischer, Carle y 

Kammerer, 2011) y HPLC-UV (Li et al., 2015). También el análisis de extractos de cáscara de P. 

granatum se ha realizado por UHPLC-QToF, los cuales fueron obtenidos por decocción (60 °C 

durante 2 h, con agitación a 180 rpm y sin exposición a la luz) así como por extracción asistida 

por microondas (70 °C, 90 s, 550 W), empleando agua como disolvente (Castro et al., 2017). 
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En la Tabla 5 se muestran los compuestos identificados y cuantificados en cáscara de P. 

granatum. Fischer et al. (2011), para la cuantificación emplearon curvas de calibración de com-

puestos de referencia, en el caso para los cuales no tuvieron estándares, construyeron curvas de 

calibración con compuestos estructuralmente relacionados, empleando como factor de correc-

ción el peso molecular de dichos compuestos. Por otro lado, la identificación de compuestos 

realizada por Li et al. (2015), se llevó a cabo empleando estándares con porcentajes de pureza 

superiores al 98%. En el caso de los compuestos identificados por Castro et al. (2017), realizaron 

la comparación de espectros de masas reportados en literatura y bases de datos. 

Qu, Breksa, Pan y Ma (2012), reportaron la recuperación de metabolitos a partir de 

bagazo de granada (semillas y cáscara) generado de la obtención del jugo. Los autores mediante 

HPLC-PDA aislaron α y β punicalagina, así como ácidos orgánicos como elágico y gálico, y 

mencionaron que los tiempos de extracción dependen del compuesto de interés, por ejemplo, 

para los ácidos gálico y elágico se requieren 20 min y 60 min para la α y β punicalagina. 

En el grupo de investigación se obtuvieron extractos a partir de polvo de cáscara de P. 

granatum de Oaxaca por EC (maceración), a temperatura ambiente, sin agitación por 24 h. En 

dichos extractos fueron identificados por UHPLC-QToF α y β punicalagina, punicalina, ácido 

elágico, ácido caféico y ácido gálico; y por HPLC-DAD se identificaron pedunculagina y ácido 

cumárico (López-Hernández, 2017). 
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Tabla 5. Compuestos identificados y cuantificados en cáscara de P. granatum. 

Compuesto 
Concentración (mg/g bs) 

Fischer et al. (2011) Li et al. (2015) Castro et al. (2017) 
*Ácido elágico-hexósido 0.96 
*Ácido elágico-pentósido 0.62 
*Bilactona de ácido valonéico 0.44 
*bis-Hexahidroxidifenoil-hexósido 3.50 
*Derivado de castalagina 2.94 
*Digaloil-Hexahidroxidifenoil-hexósido 1.83 
*Galoil-bis-hexahidroxidifenoil-hexósido 2.09 
*Hexahidroxidifenoil-hexósido 0.51 
*Lagerstanina B 2.12 
Ácido caféico 0.20 
Ácido cinámico nc 
Ácido clorogénico 0.35 
Ácido dihidrocaféico nc 
Ácido elágico 0.64 
Ácido elágico 2.83 
Ácido gálico 2.59 
Catequina 12.65 
Derivado de ácido elágico nc 
Epicatequina 0.94 
Galocatequina nc 
Granatina B nc 
Hexahidroxidifenoil-hexósido 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 
calibración construidas con estándares de referencia estructuralmente relacionados y utilizando un factor de co-
rrección de peso molecular (Fischer et al., 2011). 
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4. JUSTIFICACIÓN 

En el 2016, la producción de granada en México fue de 5,210 ton, que pueden generar 

1,980 ton de cáscara aproximadamente, la cual representa una fuente importante de compuestos 

polifenólicos. En trabajos previos del grupo de investigación, se obtuvieron extractos etanólicos 

a partir de la cáscara de granada cultivada en el estado de Oaxaca, empleando EC (maceración), 

a temperatura ambiente, sin agitación por 24 h. Se estableció que dichos extractos tuvieron ac-

tividad contra el virus sincitial respiratorio humano (VSRh) (Asprón-Moncada et al., 2014), y 

fueron utilizados para el desarrollo de una bebida funcional híbrida con actividad contra el 

VSRh (López-Hernández, 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 α y β punicalagina, punicalina, ácido elágico, ácido caféico y ácido 

gálico (UHPLC-QToF), y pedunculagina y ácido cumárico (HPLC-DAD) (López-Hernández, 

2017). 

Con base a lo anterior, se considera a la cáscara de granada una fuente importante para 

la obtención de compuestos con aplicación potencial en la elaboración de alimentos funcionales 

con actividad antiviral contra el VSRh, por lo que se propuso estudiar comparativamente la cás-

cara obtenida de frutos cultivados en Oaxaca y en Guanajuato, otro estado con producción alta 

de granada en México, para los cuales se ha reportado que las características 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 extracción hasta agotar el CPT en la cáscara de granada (≤ 

10%). También es relevante estudiar otro tipo de extracción como la EAU, considerando que 

esta técnica es de las más utilizadas para compuestos termolábiles como los polifenoles. Además, 

se requiere generar información con más detalle del perfil de compuestos polifenólicos de los 

extractos obtenidos a partir de cáscara 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 polifenólico de extractos de cáscara de Punica granatum, 

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

ultrasonido, utilizando UHPLC-QToF. 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Agotar el contenido de polifenoles totales (≤ 10%), en la cáscara de P. granatum pro-

cedente de Guanajuato y Oaxaca, empleando extracción 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 cáscara de P. granatum pro-

cedente de Guanajuato y Oaxaca, empleando extracción 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 polifenólicos de los extractos de cáscara de P. grana-

tum, utilizando UHPLC-QToF. 

4. Analizar comparativamente la composición de los extractos polifenólicos de la cáscara 

de P. granatum. 

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

experimentos de MS/MS. 
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6. METAS 

1. Número de recambios de disolvente (etapas) establecidos empleando extracción con-

vencional a temperatura ambiente (22 ± 2 °C), para que la concentración de polifenoles 

totales sea igual o menor al 10% con respecto a la suma del CPT de cada una de las 

etapas realizadas. 

2. Número de recambios de disolvente (etapas) establecidos empleando extracción asis-

tida por ultrasonido a 20 ± 3 °C, para que la concentración de polifenoles totales sea 

igual o menor al 10% con respecto a la suma del CPT de cada una de las etapas realiza-

das. 

3. Extractos de cáscara de P. granatum caracterizados en cuanto a su perfil de compuestos 

polifenólicos. 

4. Compuestos identificados en cada uno de los extractos de cáscara de P. granatum. 

5. Compuestos identificados que no han sido reportados en cáscara de P. granatum, en 

cada uno de los extractos. 
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7. METODOLOGÍA 

7.1 Reactivos y materiales 

En la obtención de los extractos se utilizaron etanol desnaturalizado 40 B (J.T. Baker) y 

agua desionizada. Para la extracción en fase sólida se utilizó una columna de 3 mL LC-18 pre-

parativa (Supelclean), de base silica enlazada a octadecilo (C18) de 45 µm y 6 nm de tamaño de 

partícula y poro respectivamente, así como los disolventes metanol anhidro (J.T. Baker), diclo-

rometano (Meyer) y acetonitrilo (Tedia). En el método para la cuantificación de polifenoles to-

tales se usó el reactivo de Folin-Ciocalteu 2 M (Sigma Aldrich) y carbonato de sodio (Meyer). 

Para el análisis de los extractos por UHPLC-QToF se utilizaron ácido fórmico al 88% y leu-

cina/encefalina (Waters), ácido 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 

estándares de punicalagina 98% grado HPLC, ácido elágico 95% y ácido gálico (Sigma-Aldrich). 

Para la filtración de los extractos se utilizaron membranas de nylon de tamaño de poro de 0.45 

y 0.20 µm (Whatman). 

 

7.2 Adquisición de frutos de granada 

Se adquirieron granadas en huertos de traspatio de San Juan Bautista Cuicatlán, Oaxaca 

y Santiago Maravatío, Guanajuato; en el mes de septiembre de 2015, que corresponde a la época 

de recolección 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 cáscara para esta etapa de madurez de la granada. Debido a que el interés del 

presente trabajo fue el análisis de la cáscara de P. granatum, se cuidó que los frutos adquiridos 

no presentaran agrietamiento, infestación y pudrición, en la cáscara. Los frutos frescos se tras-

ladaron al Laboratorio de Biotecnología, Universidad Tecnológica de la Mixteca. 
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7.3 Cálculo del rendimiento de la cáscara de P. granatum 

Los frutos de granada colectados fueron lavados con agua potable y la cáscara fue sepa-

rada manualmente de la parte comestible. La cáscara se secó en un horno (Marca Felisa, mod. 

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

 
 % humedad =  𝑊𝑊1−𝑊𝑊2

𝑊𝑊
∙ 100 (Ec. 1) 

 
DondeW1 es el peso del crisol con cáscara fresca, W2 corresponde al peso del crisol con 

cáscara seca y W es el peso de la cáscara fresca. Seguido, se redujo el tamaño de partícula de la 

cáscara seca empleando un molino ciclónico con apertura de malla de 0.5 mm (Marca Cyclotec, 

mod. CT193), obteniendo un tamaño de partícula homogéneo de 0.45 mm. El polvo obtenido 

se almacenó a 4 °C en un frasco ámbar de cierre hermético hasta su uso.  

El rendimiento de la cantidad de cáscara de P. granatum, se obtuvo por medio de la 

ecuación 2. 

 
 % Cáscara seca =  𝑀𝑀2

𝑀𝑀1
∙ 100 (Ec. 2) 

 
Donde M2 es el peso de la cáscara seca (g) y M1 es el peso de la cáscara fresca (g). 

 
7.4 Extracción sólido-líquido 
7.4.1 Extracción convencional 

Se adicionaron 10 mL de etanol al 70% a 0.2 g de polvo de cáscara de P. granatum en 

un recipiente de vidrio ámbar, la mezcla se mantuvo sin agitación a temperatura ambiente (22 

± 2 °C), durante 24 h (Etapa 1), después se centrifugó a 4000 rpm, 4 °C por 30 min (centrifuga 

refrigerada, Marca Eppendorf, mod. 5810R) para recuperar el sobrenadante y el precipitado. El 

sobrenadante se filtró y se le determinó el contenido de polifenoles totales (CPT) por el método 

de Folin-Ciocalteau. El pellet se sometió nuevamente al proceso de extracción a las mismas con-

diciones mencionadas (Etapa 2), este procedimiento se repitió 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 extracción realizadas (100%) 

(Etapa n). Finalmente, los extractos de las diferentes etapas se mezclaron y se determinó el CPT. 

Estos extractos se prepararon para su análisis por UHPLC-QToF (sección 7.6). 

 
7.4.2 Extracción asistida por ultrasonido 

La extracción asistida por ultrasonido se realizó a 20 ± 3 °C, durante 10 min en un baño 

ultrasónico (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 siguió el procedimiento mencio-

nado en la extracción convencional, para la preparación del extracto, recuperación del pellet, 

agotamiento de la muestra y cuantificación de polifenoles totales. 

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

Se tomaron 50 µL de extracto y se añadieron a 3 mL de agua, posteriormente se adicio-

naron 250 µL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N, esta disolución se dejó en reposo durante 5 

min a temperatura ambiente y después se adicionaron a la mezcla 750 µL de Na2CO3 al 20% y 

950 µL de agua, se homogeneizó y se dejó reposar durante 40 min a temperatura ambiente. Fi-

nalmente, se midió la absorbancia a 765 nm en un espectrofotómetro UV-visible (Marca Hach, 

mod. DR500). Previamente se construyó una curva de calibración con el estándar de ácido gálico 

(AG), a 5 concentraciones; 100, 300, 500, 700 y 900 µg AG/mL, obtenidas a partir de una solu-

ción de 2 mg AG/mL, con el método de Folin-Ciocalteau descrito. El CPT se reportó como mg 

equivalentes de ácido gálico por g de cáscara seca (mg EAG/g cs). Todos los extractos fueron 

analizados por triplicado. 

 

7.6 Preparación de los extractos para su análisis por UHPLC-QToF 

Primeramente, la resina de la columna LC-18 de 3 mL fue activada añadiendo 2 mL de 

los siguientes disolventes de manera consecutiva: acetonitrilo, agua y metanol. Seguido, se in-

yectaron 500 µL de extracto a la columna y se eluyeron con 2 mL de metanol. La columna se 
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lavó con 2 mL de cada disolvente en el siguiente orden: acetonitrilo, diclorometano, acetonitrilo 

y finalmente se equilibró con 2 mL de metanol; este procedimiento se realizó hasta terminar el 

volumen total de extracto obtenido. El eluído total colectado fue llevado a sequedad a presión 

reducida en un rotavapor (Marca Ika, mod. RV10D), y se registró el peso del extracto seco, el 

cual fue almacenado en refrigeración, sin exposición a la luz hasta su uso. 

 

7.7 Perfil polifenólico de los extractos por UHPLC-QToF 

Los extractos secos fueron re-disueltos en metanol, a una concentración de 1 mg/mL. 

Todos los extractos fueron filtrados con una membrana de nylon de 0.2 µm. Se adicionó 1 µL 

de ácido fórmico para obtener una concentración final del 0.1% en 1 mL de extracto. La mezcla 

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

 
7.7.1 Cromatogramas y espectros de masas 

Se utilizó un equipo Acquity UPLC Clase I con detector Xevo® G2 XS QToF (Figura 12), 

con fuente de ionización ESI. La adquisición y procesamiento de los datos se realizó con el soft-

ware Masslynx versión 4.1 (Waters). 

 

 
Figura 12. Equipo UHPLC-QToF, Laboratorio de Biotecnología, UTM. 
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Las condiciones de la cromatografía de líquidos fueron: Columna Acquity UPLC HSS 

T3 C18 2.1 x 100 mm, tamaño de partícula 1.8 μm. Fase móvil A: agua:ácido acético (99.9:0.1, 

v/v), fase móvil B: acetonitrilo (100%), volumen de inyección de 5 L, velocidad de flujo de 0.2 

mL/min. La elución se realizó 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 °C y el 

automuestreador a 7 °C. 

Condiciones del Q-ToF: El sistema MS fue operado en modo negativo (–) y modo sen-

sibilidad. La fuente de ionización operó con voltaje del capilar 2.5 kV, temperatura de la fuente 

120 °C, y temperatura de desolvatación 400 °C. El voltaje del cono se fijó en 25 V, se utilizó 

nitrógeno como gas del cono con un flujo del gas de desolvatación de 1000 L/h. Se recogieron 

los datos de espectrometría de masas en el modo de barrido completo desde m/z de 100 a 1200 

en formato continúo cada 0.5 s. Se utilizó como estándar de referencia de masas leucina/encefa-

lina, [M-H]- = 554.2615. 

Para la identificación de ácido elágico y punicalagina se utilizaron estándares comercia-

les, en metanol a una concentración de a 1mg/mL. Los patrones de fragmentación de los com-

puestos característicos de la cáscara de granada se obtuvieron con energía de colisión a 40 V. 

Por otra parte, para la identificación de los compuestos no reportados en cáscara de granada, la 

fragmentación se realizó con un perfil de energía de colisión empleando 10, 20 y 30 V, lo cual 

implica que durante el experimento la energía tendrá los tres valores de energía, optimizando 

de este modo la fragmentación de dichos compuestos. 

 

7.7.2 Identificación de compuestos polifenólicos 

La identificación de los compuestos polifenólicos se realizó comparando los tiempos 

de retención del ión [M-H]- respecto al de estándares comerciales. Los compuestos para los cua-

les no se tuvo estándares de referencia se asignaron de la siguiente manera: primero se calculó 

su masa monoisotópica de acuerdo a las fórmulas reportadas para compuestos presentes en la 
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cáscara, jugo, semilla y mesocarpio de la granada. Posteriormente, en el cromatograma general 

se ubicó la masa del ión [M-H]- así como su tiempo de retención correspondiente, y se generó 

su respectivo espectro de masas, a partir del cual se hizo la asignación del compuesto conside-

rando su fórmula molecular y un margen de error de 5 mDa. La asignación de compuestos se 

apoyó con el análisis del espectro de MS/MS sin energía de colisión y con perfil de energía de 

colisión (10, 20 y 30 V), tomando en cuenta el tiempo de retención de cada uno de los compues-

tos. Adicionalmente, se utilizó un programa de predicción de espectros (http://cfmid.wishart-

lab.com/), que los genera a partir de la estructura química dada, ingresando datos en formato 

InChI (identificador químico internacional por sus siglas en inglés: International Chemical Iden-

tifier) a diferentes niveles de energía: baja (10 V), media (20 V) y alta (40 V). Los datos obtenidos 

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

 
7.7.3 Análisis comparativo del perfil polifenólico de los extractos 

Una vez que se asignaron los compuestos a las masas identificadas por UHPLC-QTOF, 

se construyó una tabla que permitió el análisis comparativo entre métodos de extracción como 

por origen de los frutos. 

 
7.8 Análisis estadístico 

El análisis estadístico para los extracto y contenido de polifenoles se realizó, mediante 

ANOVA de dos vías y una prueba de Tukey para un α < 0.05; considerando dos factores y dos 

niveles, factor A: tipo de extracción (niveles: EC y EAU) y factor B: origen de los frutos (niveles: 

Oaxaca y Guanajuato). Se utilizó el programa OriginPro© 2016. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Contenido de polifenoles totales en la cáscara de granada 

Se obtuvieron 379.67 g de cáscara/kg de fruto (base húmeda), de cada uno de los oríge-

nes; después del proceso de secado se registró un peso medio de 171 g (base seca) de cáscara 

seca. El rendimiento de cáscara seca fue del 45% para ambos orígenes, similar a lo reportado por 

López-Hernández (2017). 

Empleando la cáscara de granada de Oaxaca y etapas consecutivas de extracción con-

vencional, se determinó 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 extracción y contenido de polifenoles totales, obtenidos por extracción con-
vencional, para la cáscara de P. granatum de Oaxaca. 

Etapa 
CPT 

(mg EAG/g cs) 
% CPT 

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 ácido gálico por gramo de cáscara 
seca. *Valor que corresponde a la sumatoria del CPT de las 5 etapas de extracción convencional realizadas, el cual 
fue considerado como el 100%. Se utilizaron 0.2 g de cáscara de granada de Oaxaca y 10 mL de etanol al 70%, para 
la extracción convencional a temperatura ambiente, sin agitación ni exposición a la luz, por 24 h. 

 
Con base a lo anterior, para ambos métodos de extracción realizados en el presente 

trabajo de tesis se implementaron 3 etapas de extracción consecutivas (Tabla 7), lo que permitió 

evaluar el CPT de cada una de las etapas de extracción, a diferencia de otros reportes en los que 

la cuantificación de CPT la hacen únicamente con el extracto total colectado (Ventura et al., 

2013; Orak et al., 2012). 
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Como se puede observar, el valor más alto del CPT se obtuvo en la primera etapa de 

extracción, siendo mayor para EAU, lo cual se observó en ambos orígenes. En las etapas poste-

riores el CPT fue menor para EAU comparado con el de la EC, mostrando que la EAU permitió 

extraer una mayor cantidad de compuestos polifenólicos desde la primera extracción, siendo 

esto uno de los beneficios que tiene el uso de la EAU. Comparando las ventajas del uso de la 

EAU sobre la EC, en el presente trabajo se logró incrementar hasta un 33% el CPT para la cáscara 

de Oaxaca y un 18% el CPT para Guanajuato en la primera etapa de extracción, en un menor 

tiempo; contribuyendo de este modo en el proceso de extracción de polifenoles a partir de la 

cáscara de P. granatum. El CPT de la cáscara de granada de ambos orígenes 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 cáscara 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 realizó 

a 10 °C menos que Tabaraki; lo cual pudo haber influido de manera positiva para incrementar 

la extracción debido a que los compuestos polifenólicos son moléculas termolábiles. 

Para este trabajo, un aspecto importante a establecer fue la relación entre el rendi-

miento de extracto de la cáscara de P. granatum y su CPT (Tabla 8), debido a que es del interés 

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

 
Tabla 8. Rendimientos de la obtención de extractos etanólicos y del contenido de polifenoles 
totales obtenidos a partir de polvo de cáscara de P. granatum. 

Rendimientos Oaxaca  Guanajuato 
EC EAU  EC EAU 

Extracto (g/100 g cs) 69.07 ± 11.5 a 69.48 ± 3.5 a  40.70 ± 10.6 b 53.60 ± 4.7 c 

CPT (mg EAG/g cs) 193.7 ± 1.8 a 202.1 ± 1.0 b  298.9 ± 5.4 c 297.3 ± 0.9 c 
Valores cuantificados en los extractos colectados en las 3 etapas de extracción, CPT: contenido de polifenoles tota-
les, EC: extracción convencional, EAU: extracción 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 razón, sigue siendo una buena opción 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 análisis de varianza realizado, se 

observó que estadísticamente no hubo diferencia significativa tanto en los rendimientos de los 

extractos como para el CPT obtenidos de cada tipo de extracción, y por el contrario en los orí-

genes sí, a un nivel de significancia de 0.05, lo cual se pudo confirmar mediante la prueba de 

Tukey. 

La diferencia en la concentración del CPT puede atribuirse a la capacidad de solubili-

dad de las estructuras moleculares contenidas en la cáscara, así como a la difusión de dichos 

compuestos hacia el disolvente. Por otro lado, el CPT también está determinado por las carac-

terísticas propias del clima y suelo (Anexo I) de los orígenes de cada uno de los frutos de donde 

se obtuvieron las cáscaras, como ha sido reportado para este tipo de compuestos (Romeo et al., 

2015; Zhang et al., 2011). 

 

8.2 Compuestos polifenólicos identificados 

Una vez obtenido el rendimiento de polifenoles en los extractos de cáscara de P. grana-

tum, se analizó la composición de estos para cada tipo de extracción y origen. Primeramente, se 

obtuvieron los cromatogramas (Figuras 13 y 14) de los extractos estudiados en este trabajo de 

tesis. Se observaron picos cromatográficos a diferentes tiempos de retención, encontrándose si-

militud para la mayoría de las señales entre los 4 extractos analizados, pero con diferente inten-

sidad, lo que puede sugerir que tienen la misma composición, pero difieren en cuanto a su con-

centración. Las señales correspondientes a los tiempos de retención (tR) 3.10 y 3.17 (Figura 13 a 

y b) se observaron únicamente en el extracto de la cáscara de Guanajuato obtenido tanto por EC 

como por EAU. 
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a)  

b)  
Figura 13. Cromatogramas comparativos por método de extracción, generados a partir de los 
extractos de cáscara de P. granatum de Guanajuato y Oaxaca. a) Extracción convencional, b) 
Extracción asistida por ultrasonido. Adquiridos por UHPLC-QToF, modo negativo, con MS 
en modo barrido, flujo de 0.2 mL/min, eluyentes A: 0.1% ácido acético y B: acetonitrilo. 
EC_OAX: extracto de cáscara de Oaxaca obtenido por extracción convencional, EC_GTO: 
extracto de cáscara de Guanajuato obtenido por extracción convencional, EAU_OAX: ex-
tracto de cáscara de Oaxaca obtenido por extracción asistida por ultrasonido, EAU_GTO: 
extracto de cáscara de Guanajuato obtenido por extracción asistida por ultrasonido. 
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a)  

b)  
Figura 14. Cromatogramas comparativos por origen, generados a partir de los extractos de 
cáscara 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% ácido acético y B: acetonitrilo. EC_OAX: extracto de cáscara de Oaxaca obtenido por 
extracción convencional, EC_GTO: extracto de cáscara de Guanajuato obtenido por extrac-
ción convencional, EAU_OAX: extracto de cáscara de Oaxaca obtenido por extracción asis-
tida por ultrasonido, EAU_GTO: extracto de cáscara de Guanajuato obtenido por extracción 
asistida por ultrasonido. 
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En el comparativo de los cromatogramas por origen de los frutos (Figura 14, a y b), las 

señales a los tR de 11.67 y 13.83 min, se observaron únicamente en los extractos obtenidos por 

EAU de ambos orígenes. Lo anterior, sugiere que el ultrasonido permitió la liberación de un 

mayor número de metabolitos contenidos en la cáscara. De manera general, se observó que la 

intensidad de las señales de los cromatogramas de los extractos de la cáscara de Guanajuato fue 

mayor con respecto a la observada para la muestra de Oaxaca, lo que puede asociarse a la mayor 

concentración de los compuestos. Lo anterior se debe probablemente, a la composición del suelo 

y clima de donde provienen los frutos utilizados en este trabajo, como ya se mencionó previa-

mente. 

En la Tabla A2 (Anexo II) se presentan de manera comparativa los compuestos que 

fueron asignados a las señales de masas identificadas en los 4 extractos analizados. Dichos com-

puestos fueron agrupados con base a su clasificación por estructura química en ácidos fenólicos, 

flavonoides, lignanos y taninos. Se observó que una mayor cantidad de compuestos están pre-

sentes en los 2 extractos obtenidos de la cáscara de Oaxaca por ambos métodos de extracción.  

Se identificaron hasta el momento 47 compuestos que ya han sido reportados en cás-

cara de granada a partir del análisis de las masas de los 4 cromatogramas, en donde se comparó 

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, 25 y 21 compues-

tos respectivamente. Además se identificó un compuesto que únicamente 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 perfil de colisión (10, 20 y 30 V) obteniéndose los patrones de fragmentación 

correspondientes. Cabe señalar que esta forma de identificación también fue realizada con algu-

nos de los compuestos polifenólicos más estudiados para la cáscara de granada, y su patrón de 

fragmentación concordó 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 

encontró entre 19.6 y 24.2. En el patrón de fragmentación (Figura 15) obtenido en este trabajo 

se observaron dos iones fragmento reportados por Mena et al. (2012) para el hexósido de flore-

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

de datos Metlin (BDM) (https://metlin.scripps.edu/), cuando se selecciona la energía de colisión 

de 20 V. En la Figura 16 se describe la posible ruta de fragmentación de este compuestos; donde 

se observa que el ión molecular (m/z 435) pierde primeramente el hexósido 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 metóxilo para generar 

el ión fragmento de m/z 125, que es característico de la fragmentación de flavonoides (Schmidt, 

2016). Se sabe que el hexósido de floretina es una dihidrochalcona, compuesto característico de 

las Rosaceaes, y de familias de plantas como las Limiaceae: Rosmarinus officinalis, Thymus, y 

otras (Zielińska, Kolniak-Ostek, Dziadas, Oszmiański, y Matkowski, 2016). 

 

 
Figura 15. Patrón de fragmentación para la m/z 435, obtenido con el UHPLC-QToF em-
pleando MS/MS-ESI (–) y perfil de colisión con 10, 20 y 30 V. 

 

 
Figura 16. Estructura y posible ruta de fragmentación del hexósido de floretina (m/z 435). 
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Por otra parte, el porcentaje de intensidad del compuesto 2 (Tabla 9) fue menor al 1% 

en todos los extractos analizados. Para el análisis de este compuesto, inicialmente se comparó 

con el derivado de hexósido de ácido vanílico 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 encontró similitud entre los 

fragmentos obtenidos en el presente trabajo. Con la masa experimental se realizó una nueva 

búsqueda en bases de datos (Metlin y PubChem). De los compuestos encontrados se realizó la 

simulación de fragmentación (http://cfmid.wishartlab.com/) y se encontró 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 análisis 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; además, 357 correspondió a pinoresinol, 301 a quercetina y 125 a un fragmento 

característico de flavonoides. 

Por otro lado, la variación de iones fragmento e intensidades de los mismos, entre lo 

obtenido experimentalmente y los generados con el programa de predicción de espectros. Ade-

más, compuestos con el mismo peso molecular pueden ser fragmentados durante el proceso de 

ionización por lo que las señales observadas presentaron con respecto a la simulación, ya que 

esta se realizó considerando un compuesto puro. La complejidad química de las moléculas, es 

decir, mayor número 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 señales registradas en un 

espectro de masas de los experimentos de MS/MS. 
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Figura 18. Estructura de la molécula del pseudotsuganol. 
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9. CONCLUSIONES 

1. Se estableció que se requieren 3 extracciones sucesivas para reducir a menos del 10% el 
contenido de polifenoles totales en el polvo de la cáscara de Punica granatum, para 
ambos métodos de extracción empleados en el presente trabajo. El extracto obtenido a 
partir de muestra de Guanajuato presentó 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 extracción. 

2. En los 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, 25 y 21 
compuestos respectivamente. 

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

1. Realizar la extracción convencional de ambas muestras, empleando el mismo tiempo 
utilizado en la extracción asistida por ultrasonido para evaluar los rendimientos de ex-
tracto y contenido de polifenoles totales, y analizar por UHPLC-QToF la composición 
de dicho extracto. 

2. Evaluar el efecto de la temperatura en el rendimiento de extracto, contenido de polife-
noles totales y la composición de los extractos obtenidos empleando extracción asistida 
por ultrasonido a 30 y 40 °C, a las mismas condiciones de tiempo y potencia, utilizadas 
en el presente trabajo de tesis. 

3. Aislar y elucidar la estructura del compuesto de m/z = 659, para de este modo poder 
confirmar el compuesto del que se trata. 

4. Identificar antocianinas, las cuales son compuestos importantes presentes en la cáscara 
de granada, empleando el método cromatográfico y del espectrómetro de masas esta-
blecido en el presente trabajo de tesis, modificando únicamente la ESI a modo (+). A la 
fecha se tienen resultados preliminares de la identificación de 4 antocianinas em-
pleando el extracto de la muestra de Oaxaca por extracción convencional, que se mues-
tran en la siguiente tabla. 

Antocianinas identificadas en el extracto de cáscara de P. granatum cultivada en Oaxaca, por 
extracción convencional. 

No. Compuesto Fórmula m/z tR % Intensidad 
1.  Cianidina O-pentósido C20H19O10 419 1.22 6.04 

    10.93 4.68 
2.  Pelargonidina 3-O-glucósido C21H21O10 433 1.22 0.87 
3.  Delfinidina 3-O-glucósido C21H21O12 465 8.14 2.53 

    10.32 1.24 
4.  Pelargonidina 3,5-O-diglucósido C27H31O15 595 1.88 0.56 

m/z = relación masa carga, tR: tiempo de retención. 
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ANEXOS 

Anexo I 

Tabla A1. Características de clima y suelo del lugar de origen de los frutos utilizados en este 
trabajo. 
 San Juan Bautista Cuicatlán, 

Oaxaca. 
Santiago Maravatío, 
Guanajuato. 

Referencia 

Clima Seco 
• Cálido seco 

Templado 
• Semicálido subhúmedo 

+INEGI, 2017a. 

Suelo Agrícola dependiente del comporta-
miento de las lluvias 
 
Tipo Phaeozem 

Agrícola bastante fértil 
 
 
Tipo Vertisol 

+INEGI, 2017b. 

Localización 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 fenómenos meteorológicos de una región que está controlado 

por una serie de elementos como: temperatura, humedad, presión, vientos y precipita-
ciones, principalmente. Estos valores se obtienen a partir de la recopilación en forma 
sistemática y homogénea de la información meteorológica, durante períodos que se 
consideran suficientemente representativos, de 30 años o más (INEGI, 2017). 

 
Tipo de suelo Phaeozem. Incluyen suelos de pastizales relativamente húmedos y regiones fores-

tales de climas moderadamente continentales. Tienen superficies oscuras, ricos en hu-
mus y menor contenido de bases en comparación 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 saturación de bases (FAO, 2006). 

 
Tipo de suelo Vertisol. Son barro, suelos de arcilla pesada con gran proporción de arcillas hin-

chadas. Estos suelos forman grietas profundas de la superficie hacia abajo cuando se 
secan. El nombre vertisol proviene del latín vertere que se significa cambio, hace refe-
rencia a la renovación interna constante del material del suelo (FAO, 2006). 
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Anexo II 

Tabla A2. Compuestos identificados en cáscara de granada de frutos cultivados en Oaxaca y 
Guanajuato obtenidos por extracción convencional y asistida por ultrasonido. 

No. Compuesto Fórmula m/z tR 
EC EAU 

Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato 
 Ácidos fenólicos        
1.  Ácido protocatecúico C7H6O4 153 1.226  x x x 
2.  Ácido vanílico C8H8O4 167 4.991 x  x x 
3.  Pentósido de ácido pro-

tocatecúico 
C12H14O8 285 1.226 x x x x 

    4.440 x x x x 
4.  Hexósido de ácido pro-

tocatecúico 
C13H16O9 315 1.209 x x x x 

5.  Hexósido de ácido cu-
márico 

C15H18O8 325 6.11 x x x x 

    6.89 x x x x 
6.  Hexósido de ácido vaní-

lico 
C14H18O9 329 13.253 x x   

7.  Galoil hexósido C13H16O10 331 7.400 x x x  
         

8.  Glucósido de ácido ca-
féico 

C15H18O9 341 1.551 x x x x 

    12.472  x  x 
9.  Ácido 5-O-cafeoilquí-

nico 
C16H18O9 353 2.433 x    

10.  Hexósido de ácido ferú-
lico 

C16H20O9 355 1.973 x    

11.  Dihexósido de ácido va-
nílico 

C20H28O14 491 13.320 x x x x 

12.  Dímero de glicósido de 
ácido caféico 

C30H36O18 683 9.596  x   

13.  Dímero de diglucósido 
de ácido caféico 

C36H46O23 845 1.243  x   

 Flavonoides        
14.  Pinocembrina C15H12O4 255 12.557  x   
15.  Trihidroxiflavona C15H10O5 269 5.599  x   
16.  Tipo naringenina C15H12O5 271 5.325 x  x  
17.  Floretina C15H14O5 273 1.243 x x x x 
18.  Luteolina C15H10O6 285 4.220 x x   

    4.595 x x   
19.  Catequina C15H14O6 289 1.243  x   
20.  Hexósido de floretina C21H24O10 435 11.070 x x x x 
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No. Compuesto Fórmula m/z tR 
EC EAU 

Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato 
21.  Eriodictiol-7-O-glucó-

sido 
C21H22O11 449 1.243  x   

22.  Taxifolin 7-glucósido C21H22O12 465 11.519 x x x x 
23.  Hexósido de siringetina C23H24O13 507 9.732 x x x x 
24.  Rutinósido de querce-

tina 
C27H30O16 609 8.77 x x x x 

 Taninos        
25.  Ácido elágico C14H6O8 301 8.934 x x x x 
26.  Pentósido de ácido elá-

gico 
C19H14O12 433 3.048 x    

27.  Deoxihexósido de ácido 
elágico 

C20H16O12 447 5.836 x    

28.  Dímero de procianidina C30H26O11 561 6.025 x x   
29.  Dímero de procianidina 

tipo B 
C30H26O12 577 4.987 x x   

30.  Galoil hexósido de ácido 
elágico 

C27H20O17 615 2.450 x x   

    8.218 x    
31.  Dihexósido de ácido elá-

gico 
C26H26O18 625 4.950 x    

    5.173 x x   
    13.884 x x   

32.  Lagerstanina C C27H22O19 649 0.902  x   
33.  Punicalina C34H22O22 781 3.3 x x x x 
34.  Pedunculagina I C34H24O22 783 5.1 x x x x 
35.  Pedunculagina II C34H26O22 785 6.5 x x x x 
36.  Trímero de procianidina 

tipo C 
C45H38O18 865 5.376 x x   

37.  Granatina B C41H28O27 951 7.9 x x x x 
38.  Derivado de lagerstanina 

B 
C41H28O28 967 4.561 x    

39.  Punicalagina C48H28O30 1083 4.7 x x x x 
40.  Tetra galoil glucopira-

nosa 
C34H28O22 787 4.950 x    

 Lignanos        
41.  Conidendrina C20H20O6 355 1.142 x x   

    12.948 x  x  
42.  Pinoresinol C20H22O6 357 1.889 x x   

    1.226 x   x 
    9.120 x  x  

43.  Secoisolariciresinol C20H26O6 361 10.975 x  x x 
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No. Compuesto Fórmula m/z tR 
EC EAU 

Oaxaca Guanajuato Oaxaca Guanajuato 
44.  Filigenina C21H24O6 371 1.226 x    
45.  Isómero de hdroximatai-

resinol 
C20H22O7 373 10.414  x   

    6.924 x    
46.  Siringaresinol C22H26O8 417 4.494  x   

    6.295 x x x  
    7.147 x  x  
    13.101 x  x  

47.  Hexósido de  isolaricire-
sinol 

C26H34O11 521 10.57 x x x x 

48.  Hexósido de cicloisolari-
ciresinol 

C26H36O11 523 9.478 x x x x 

    11.127 x x x x 
49.  Pseudotsuganol C28H36O18 659 10.96 x x x x 

m/z = relación masa carga, tR: tiempo de retención en minutos. 
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Anexo III 

 
 
Tabla A3. Elagitaninos identificados con MS/MS (energía de colisión: 40 V) en ambos extrac-
tos. 

Compuesto Fórmula tR (min) 
[M–H]-  

(m/z) 
iones fragmento Referencia 

Punicalagina C48H28O30 4.7 1083 781, 601, 301 Este trabajo 

  5.4  781, 601, 301, 152  

    781, 601, 575, 302 
781, 601, 603  

Fischer et al., 2011 

Granatina B C41H28O27 7.9 951 933, 765, 613, 463, 301 Este trabajo 

    933, 613, 301 Calani et al., 2013 

Pedunculagina I C34H24O22 5.1 783 783, 451, 301, 275, 249 Este trabajo 

Pedunculagina II C34H26O22 6.5 785 785, 615, 463, 315, 301, 249 Este trabajo 

    463, 301 Fischer et al., 2011 

Punicalina C34H22O22 3.3 781 781, 721, 601, 575, 448, 301, 
273 

Este trabajo 

    721, 601, 575 Calani et al., 2013 

Ácido elágico C14H6O8 8.9 301 301, 300, 284, 216, 200, 172, 
145, 117 

Este trabajo 

    284, 257, 229, 185 Calani et al., 2013 

NOTA:  Se identificaron las señales características de los anómeros α y β de punicalagina (tR 4.56 y 5.31), además 
de la del ácido elágico (tR 8.97), dos compuestos característicos del fruto y cáscara de P. granatum. 
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Anexo IV 

 
Resultados del ANOVA de dos vías, sobre contenido de extracto de cada una de las 

extracciones. 
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Resultados del ANOVA de dos vías, sobre contenido de polifenoles totales de cada una 
de las extracciones. 
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