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Innovacion tecnoldgica: El presente articulo de investigacion tiene como finalidad estandarizar y
evaluar el proceso de obtencion del ajo negro, un producto el cual es de reciente novedad dentro
de los alimentos nutracéuticos por los multiples beneficios que puede proporcionar su consumo a
la salud humana.

Area de aplicacion: Tecnologia de alimentos.
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Abstract

Currently the health benefits provided by the consumption of garlic are known, however, there is
a part of the population that dislikes its consumption mainly due to digestive and taste discomfort.
In this sense, postharvest processes have been designed in garlic to modify its undesirable sensory
properties and provide benefit value; such is the case of the production of black garlic (AN). The
objective was to standardize AN production in the Chonajos company, and to evaluate its
physicochemical properties, phenolic compounds, and sensory acceptance. Three different
temperature curves were evaluated to obtain AN. Through a sensory test, temperature curve No 2
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was chosen, which showed the greatest acceptability in the panelists and was used as the AN
standardization process. During standardization process, the content of Total Soluble Solids (TSS),
pH, color, and Total Phenolic Compounds (CFT) were evaluated. The results of the standardization
of the AN obtaining process provide 8.49+0.27 mEAG/g BS of CFT, with 51.56° Brix of SST, and
pH of 3.44; In addition, the AN acquired the characteristic color of the product, and therefore a
decrease in the CIEL*a*b* parameters respect to AF. As for the sensory analysis, a sweet taste and
creamy texture were described in AN compared to fresh garlic (AF). It is concluded that the AN
standardization process allows obtaining a product with better nutraceutical qualities and greater
sensory acceptability respect to AF.

Key words: sensory acceptability; fermented garlic; black garlic; phenolic compounds.

Resumen

Actualmente se conocen los beneficios a la salud que proporciona el consumo de ajo, sin embargo,
existe una parte de la poblacion a la que le disgusta su consumo por las molestias digestivas y
gustativas principalmente. En este sentido, se han disefiado procesos postcosecha en el ajo con el
fin de modificar sus propiedades sensoriales indeseables y proporcionar valor agregado; tal es el
caso de la produccién de ajo negro (AN). El objetivo fue estandarizar la obtencién del AN en la
empresa Chonajos, y evaluar sus propiedades fisicoquimicas, compuestos fendlicos y aceptacion
sensorial. Se evaluaron tres diferentes curvas de temperatura para la obtencion del AN. Mediante
una prueba sensorial se eligi6 la curva de temperatura No 2, que mostr6 la mayor aceptabilidad en
los panelistas y que se utiliz6 como proceso de estandarizacion del AN. Durante el proceso de
estandarizacion se evalué el contenido de Solidos Soluble Totales (SST), pH, color, y Compuestos
Fendlicos Totales (CFT). Los resultados de la estandarizacion del proceso de obtencion del AN le
proporcionan 8.49+0.27 mEAG/g BS de CFT, con a 51.56° Brix de SST, y pH de 3.44; ademas
que el AN adquirié el color caracteristico del producto, y por tanto una diminucion en los
parametros CIEL*a*b* con respecto al AF. En cuanto al analisis sensorial se describio un sabor
dulce y textura cremosa en el AN con respecto al ajo fresco (AF). Se concluye que el proceso de
estandarizacion de AN permite obtener un producto con mejores cualidades nutracéuticas y mayor
aceptabilidad sensorial con respecto al AF.

Palabras clave: aceptabilidad sensorial; ajo fermentado; ajo negro; compuestos fendélicos.

l. Introduccién

El ajo (Allium sativum L.) es una raiz bulbosa
usada principalmente en gastronomia por sus
virtudes culinarias, aunque también posee
cualidades farmacéuticas [1]. Dentro de estas
Ultimas se han reportado sus propiedades
como desintoxicante para el organismo, para
combatir infecciones, y para estimular el

sistema inmune [2,3]; no obstante, pese a los
beneficios que aporta el ajo a la salud, existe
una parte de la poblacion a la que le disgusta
su consumo debido a que puede ocasionar
molestias digestivas [4] y por sus
caracteristicas organolépticas indeseables [5].
En este sentido, se han disefiado procesos
postcosecha en el ajo con el fin de modificar
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y/o enmascarar sus propiedades sensoriales
indeseables y proporcionar valor
nutracéutico; tal es el caso del proceso de
obtencion de ajo negro (AN) [6].

El AN es un producto elaborado a partir del
ajo fresco (AF) que conlleva al
oscurecimiento del bulbo, y que es producido
mediante un proceso tecnologico a
temperatura y humedad controlada durante un
periodo prolongado de tiempo [7]. A este
proceso se le ha llamado errobneamente
“fermentacion del AF”, sin embargo, la
reaccion que realmente sucede es un
pardeamiento no enzimatico (o reaccion de
Maillard) en donde ocurren un conjunto de
reacciones quimicas entre los azlcares y las
proteinas del ajo que transforman numerosos
compuestos del AF en toda una nueva gama
de compuestos diferentes [5], los cuales
confieren propiedades nutracéuticas, Yy
caracteristicas sensoriales Unicas.

Entre los compuestos desarrollados en el AN
que confieren poseen valor nutracéutico se
han reportado polifenoles y algunos
compuestos intermediarios de la reaccion de
Maillard, entre los que destacan la S-alil-L-
cisteina, el piruvato, y el tiosulfato [7,8]. Se
ha reportado que dichos compuestos,
principalmente confieren a este producto
actividad  antioxidante,  antimicrobiana,
anticancerigena, antiinflamatoria, asi como
efecto inmunomodulador [9,10]; en este
sentido, se ha reportado que el consumo del
AN puede ayudar a controlar a combatir el
cancer y reforzar el sistema inmune [11], solo
por mencionar algunos beneficios. Ademas,
los  compuestos derivados de la
caramelizacion de los azlcares del AF
confieren el color oscuro al AN, y otorgan
caracteristicas sensoriales para desarrollar el
perfil de sabor complejo (sabor suave y
dulzon que oscila entre el regaliz y el
chocolate) que caracteriza a este producto [5].
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Pese a la mejora de propiedades
organolépticas y adiciéon de valor agregado
que proporciona la produccion de AN con
respecto al AF, actualmente la difusion y
conocimiento sobre el AN es escasa entre la
poblaciéon. Ademas, durante la produccion del
AN existen limitaciones que ocasionan que
algunas caracteristicas y beneficios del
producto final puedan variar por influencia de
inestabilidad en la temperatura, humedad y
tiempo [7], cuando no existe un estricto
control durante su proceso de produccion.

Durante el proceso de produccién de AN se
ha reportado el uso de temperaturas (40 a 90
°C) y humedad relativa (60-90 %) variantes,
mientras que el tiempo de produccion estara
en funcion de la temperatura, y puede ir desde
10 a 40 dias dependiente la intensidad con que
ocurran las reacciones en el ajo [12,13].
Existen reportes en donde temperaturas altas
(~90 °C) provocan que el periodo de
obtencién del AN sea mas corto, pero una
consecuencia adversa es el sabor amargo tan
prominente en comparacion con una
temperatura de 60 °C (temperatura baja); sin
embargo, la desventaja de esta Gltima es que
no adquiere el color oscuro deseado, por lo
tanto, tampoco seria una temperatura dptima
para el proceso de obtencion de AN [5].

Por lo anterior, el presente trabajo de
investigacion se realizo en colaboracion con
la empresa Chonajos, con el objetivo de
optimizar y estandarizar su proceso de
produccion de AN, monitoreando e
inspeccionando cada parte del proceso
fundamentado en la reaccion de Maillard que
ocurre. Para esto se evaluaron los distintos
parametros de temperatura, humedad, color,
SST y pH, involucrados en el proceso.

I1. Materiales y equipos

Reactivos: Se utiliz6 como materia prima de
analisis ajo fresco (AF) (Allium sativum L.
tipo chino), proporcionado por la empresa
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Comercializadora y exportadora Chonajos S.
De R.L. De C.V. ubicada en Juventino Rosas,
Gto. Todos los reactivos fueron de grado
analitico: alcohol metilico (Karal, México),
agua destilada (Karal, México), carbonato de
sodio anhidro (Karal, México), fenol de Folin
& Ciocalteu’s (Sigma-Aldrich, EUA).

Equipos: Para la obtencion del AN se us6 un
horno de secado MMM Group (Venticell
VC111). Para los andlisis fisicoquimicos se
usé un colorimetro HunterLab (tipo
espectrofotometro  ColorFlex EZ), un
refractometro Hanna Instruments (HI196801),
y un potenciéometro ThermoScientific (Orion
Star A24). Para la medicion de los
compuestos  bioactivos se utiliz6 un
espectrofotometro UV-Visible
ThermoScientific (Genesys 10S).

I11. Métodos experimentales

Para la obtencion del ajo negro (AN) a partir
del AF se evaluaron 3 diferentes rampas de
temperaturas iniciales (ver Tabla 1) en 3
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diferentes curvas de secado; este pardmetro
interfiere directamente en la obtencion del
AN, ya que se ha reportado que altas
temperaturas provocan un proceso de
obtencion mas corto, mientras que
temperaturas bajas ocurre lo contrario [5].
Las temperaturas se manipularon
manualmente con respecto a la humedad del
ajo durante el periodo de secado y obtencion
del AN, el cual se estandarizé durante 30 dias,
teniendo para las 3 curvas una temperatura
final de 20 °C. Se realizaron 3 réplicas del
proceso para cada curva de secado, y se
utilizdé un analisis sensorial usando una
prueba afectiva de aceptabilidad con escala
hedonica de 9 puntos (realizada a 20
panelistas), con la cual se eligio la rampa de
temperatura inicial que permitid obtener un
AN con la aceptacion deseada por los
panelistas. Una vez seleccionado la rampa de
temperatura inicial de secado para la
obtencion del AN, se utiliz6 dicho ajo para
realizar  analisis  fisicoquimicos,  de
compuestos bioactivos, y caracteristicas
sensoriales con respecto al AF.

Tabla 1. Curvas de temperatura de secado para obtencion de AN.

Curva Temperatura inicial Rampa de temperatura inicial ~Temperatura final

% Aceptabilidad
(prueba sensorial)

1 70 °C
2 45 °C 75°C
3 60 °C

6.90
20°C 7.25
8.00

El proceso de obtencion de AN en cada curva de secado fue de 30 dias.

La rampa inicial de temperatura de la curva
de secado que fue seleccionada se considero
como base para el proceso de estandarizacion
del AN. Los analisis fisicoquimicos que se
evaluaron en el AN obtenido de dicho
proceso fueron el contenido de Sélidos
Solubles  Totales (SST) wusando un
refractometro y expresando los resultados en
°Brix, el pH mediante el uso de un
potenciometro, la humedad (diferencia de
peso), y el color (modelo CIEL*a*b*). Entre
los compuestos bioactivos evaluados estan el
Contenido de Fenoles Totales (CFT), los
cuales se determinaron mediante

espectrofotometria usando la técnica de
Folin-Ciocalteu [14] a partir de un extracto
hidro alcoholico (metanol al 80%) en
proporcion 1:10 (p/v). Para la evaluacion
sensorial del AN se realizd una prueba
afectiva de caracteristicas sensoriales,
evaluando el color, olor y sabor (dulzor).

Todos los analisis se realizaron por triplicado,
y los resultados se expresaron con valores de
media y desviacion estandar (media + DS).
Las diferencias significativas se determinaron
mediante un  Analisis de Varianza
(ANDEVA) simple mediante la prueba de
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comparaciones de Tukey a un nivel de
significancia de p<0,05 utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI.1.

IV. Resultados y Discusién

La prueba de aceptabilidad que evalud el
proceso de obtencion del AN a 3 diferentes
rampas de temperaturas iniciales de secado,
permitié elegir la curva con una rampa de
temperatura inicial de 45 a 60 °C (curva 3), la
cual tuvo una aceptabilidad general entre los
panelistas del 8.0% (ver Tabla 1),
probablemente las curvas 1 (45a 70 °C) y 2
(45 a 75 °C) tuvieron una menor
aceptabilidad debido a sabores amargos que
se originan en la obtencion del AN a
temperaturas elevadas, tal y como lo describe
Toledano et al. (2017) [5]. Dicha curva se
consider6 para la estandarizacién de la
obtencion del AN durante un periodo de 30
dias a una temperatura final de 20 °C.
Ademas, al AN obtenido de la curva de
secado elegida se realiz6 una prueba sensorial
para evaluar las caracteristicas de color, olor
y sabor (dulzor); en donde en los resultados
describen cualitativamente, en >50% de las
evaluaciones, al AN como un producto con
sabor dulce y una textura mas cremosa con
respecto al AF. Ademas, los panelistas
describen que el olor caracteristico que tiene
el AF fue menos intenso en el AN, incluso
algunas descripciones mencionan un olor
mucho mas agradable. Esto se debe a que
durante el proceso de produccion del AN el
compuesto precursor del olor y sabor del AF
(S-Alil-cisteina-sulféxido o aliina) no
produce alicina, acido pirtvico y amoniaco
(caracteristicos del olor), como ocurre
normalmente, sino que se trasforma en otros
compuestos menos volatiles que disminuyen
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la presencia del olor y sabor pungente del AF

[5].

Las caracteristicas de color AN que se
obtuvieron  durante el proceso de
estandarizacion muestran un pardeamiento no
enzimatico con respecto al AF, los cuales se
ven reflejados en los parametros de color del
modelo cromatico CIEL*a*b*. En la Figura 1
se observa el comportamiento de cada uno de
los parametros de dicho modelo, y se observa
que el parametro a* (tonalidad verde (-) y (+)
tonalidad rojo) fue el Unico que presenté un
comportamiento estable durante el proceso de
obtencién del AF (-0.69+0.09) al AN
(1.12+0.14) con solo una diferencia de 0.43
entre ambos ajos; esto debido probablemente
a que la gama de colores que indica el
pardmetro a manera bidimensional no se ve
afectada al obtener el AN. Sin embargo, otros
pardmetros como la luminosidad y el
parametro b* si estdn relacionados con el
cambio de color que ocurre en la obtencion
del AN; en este sentido, se observa una
disminucion estadisticamente significativa
(p<0.05) de la luminosidad superficial del AF
(L*=64.05+0.21) hasta la obtencion del AN
(L*=0.21+0.03), la cual es producto de la
reaccion de Maillard, dicha reaccion se ha
reportado por Andreo-Martinez et al. (2021)
[7] como la reaccién responsable del tipico
color oscuro/negro del AN. Asi mismo, el
parametro b* (tonalidad azul (-) y (+)
tonalidad amarillo) tiende a disminuir de
34.13+0.07 en el AF a 0.36+0.06 en el AN,
indicando que la tonalidad de color amarillo
paja que caracteriza al AF se va perdiendo
durante las reacciones de caramelizacion
ocurridas; las cuales proporcionan el color
café marron oscuro/negro caracteristico del
AN, este color es similar a lo descrito por
Cuzco & Ortiz (2019) [12].
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Color (CIEL*a*b*)
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Figura 1. Comportamiento de color con los parametros CIELab duarante la estadarizacion del AN.
L* = luminosidad (O=negro, 100=blanco), a* = tonalidad (-)verde-rojo(+) , b* = tonalidad (-)azul-amarillo(+).

Otras caracteristicas fisicoquimicas del AN como los SST se observan en la Figura 2A, en donde
los SST fueron en incremento significativamente (p<0.05) a lo largo del tiempo, teniendo 33.1°
Brix en al AF y 51.56° Brix en el AN, esto debido a la concentracion de SST que ocurre por la
pérdida de agua durante el proceso de secado [7], de hecho, la humedad que se reportd para el AN
fue de 53.18+0.39%. Mientras que el pH (Figura 2B), varié con el tiempo tendiendo a la baja de
manera significativa (p<0.05) de 6.07 en el AF a 3.44 en el término del proceso de obtencion del
AN. Dicha disminucion del pH en el AN concuerda con los resultados reportados por Toledano et
al. (2017) [5]; en donde mencionan que la reaccion de Maillard se favorece en el AF por su pH
neutro-alcalino, pero al tener un AN el pH desciende y por lo tanto de detiene dicha reaccién;
ademas, el pH bajo en el AN es favorable para evitar el crecimiento microbiano.

S |

Dias

pH

B)

Dias

Figura 2. Comportamiento de parametros fisicoquimicos durante la estandarizacion del AN.
A) SST= Solidos Solubles Totales, B) pH.

Los compuestos bioactivos evaluados a partir
del Contenido de Fenoles Totales (CFT) se
incrementaron en el AN, siendo de 8.49+0.27
MEAG/g BS en este tipo de ajo; mientras que
un AF tiene aproximadamente 0.84+0.06
mMEAG/g BS. Este incremento probablemente

se debe a que algunos biocompuestos, como
los CFT, pueden estar mas biodisponibles en
el AN que presenta pH acido, ya que este pH
puede ser favorable para la liberacion de
compuestos  bioactivos  contenidos  en
matrices vegetales-alimentarias, por lo que
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puede existir una relacién entre el pH bajo y
el mayor contenido de CFT en el AN;
ademas, existe la produccion de CFT durante
las reacciones de caramelizacion y de
Maillard que ocurren en la obtencion del AN
[7]. El incremento de CFT en el AN ya se ha
reportado con anterioridad en otros trabajos
[5], y se debe a que a partir de la oxidacion
quimica de los fenoles aparecen un grupo
importante de &cidos fendlicos y flavonoides,
los cuales proporcionan valor agregado a este
producto, e incluso puede considerarse un
superalimento o alimento nutracéutico.

V. Conclusiones

Durante el proceso de obtencion del AN se
concluye que las variaciones de temperatura
inicial pueden interferir con las caracteristicas
sensoriales del AN, y por consecuente con la
aceptacion general del producto, tal y como
se observo con los resultados de la prueba
afectiva de aceptabilidad. Por lo que es
necesario considerar el control de la variable
temperatura y sus variaciones para futuros
procesos de obtencion del AN.

En cuanto a las propiedades del AN, los
ensayos permiten concluir que el AN difiere
principalmente del AF en sus caracteristicas
fisicoquimicas, esto con un color mas
aceptable, pH mas bajo y SST maés altos. Al
mismo tiempo, el AN se puede considerar un
producto nutraceutico con respecto al AF,
esto debido a la mayor concentracion de CFT
que se obtienen del proceso. Ademas, las
caracteristicas sensoriales de AF se mejoran
considerablemente en la obtencion del AN,
por lo que el proceso de estandarizacion
seleccionado del AN permite obtener un
producto con caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas mejoradas y con valor
agregado.
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Abstract

Pomegranate (Punica granatum L.) is a tropical and subtropical fruit native to Asia that has been
researched in recent years due to the bioactive compounds it possesses. It is estimated that the
pomegranate juice extraction processing industry produces approximately 1.9 million metric tons
of pomegranate peel worldwide as agro-industrial waste since only the arils are used and the peel,
which comprises about 50% of the total weight of the fruit, it is discarded. This residue can be used
due to the higher content of the phenolic compounds, that has demonstrated high antioxidant
capacity among other biological activities such as antimicrobial and antiviral.

In this work, emerging technologies such as microwave, ultrasound, and hybridization of both
techniques were experimented with for the extraction of bioactive compounds from pomegranate
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peel. The results show that extraction with hybrid technology yielded the highest polyphenolic
content (377.77 mg GAE/g dried pomegranate peel). HPLC/MS/ESI analysis showed that
punicalagin, punicalin, and ellagic acid are the major compounds present in the pomegranate peel.
These compounds reveal positive results from the biological assays, namely the antioxidant activity
evaluated by DPPH and ABTS assays, which showed a high antioxidant capacity with 79.31% and
100% respectively. As well as the antimicrobial activity with E. coli and Salmonella spp. with
inhibition diameters of 8.40 mm and 4.18 mm. It also proved the influence on stimulating the
growth of the bacterium Lactobacillus brevis. Finally, the phenolic compounds recovered from the
pomegranate peel showed no activity as a result of the cell toxicity tests. Being all this set of results
favorable and promising for the manufacture of products in the pharmaceutical, food, and cosmetic
industries.

Key words: Emerging technologies, biological activities, Industrial application.

Resumen

La granada (Punica granatum L.), es una fruta tropical y subtropical originaria de Asia que ha sido
investigada en los Gltimos afios, debido a los compuestos bioactivos que posee. Se estima que la
industria del jugo de granada produce en todo el mundo aproximadamente 1.9 millones de
toneladas métricas de cascara de granada, como residuos agroindustriales, ya que sélo se utilizan
los arilos y se deshecha la céscara, que comprende alrededor del 50% del peso total de la fruta.
Este residuo puede utilizarse, debido a que contiene una alta concentracion de compuestos
fendlicos, los cuales han demostrado poseer alta capacidad antioxidante, entre otras actividades
bioldgicas tales como la antimicrobiana y la antiviral.

En este trabajo se experimentaron tecnologias emergentes como el microondas, el ultrasonido y la
tecnologia hibrida de ambas técnicas; en la extraccion de compuestos bioactivos de la cascara de
granada. Los resultados muestran que la extraccion con tecnologia hibrida consiguié el mayor
contenido polifendlico (377.77 mg GAE/g de cascara seca de granada). El analisis HPLC/MS/ESI
mostré que la punicalagina, la punicalina y el acido elagico son los compuestos mayoritarios
presentes en dicha cascara. Estos compuestos obtuvieron resultados positivos en los ensayos
bioldgicos, a saber, la actividad antioxidante evaluada por los ensayos de DPPH y ABTS mostraron
un resultado favorecedor con un 79.31% y 100%, respectivamente, de capacidad antioxidante. La
actividad antimicrobiana con E. coli y Salmonella spp. result6 con diametros de inhibicion de 8.40
y 4.18 mm. También demostrd tener un efecto para el estimulo de crecimiento de la bacteria
Lactobacillus brevis. Para finalizar, los compuestos fendlicos recuperados de la cascara de granada
no mostraron actividad como resultado de los ensayos de toxicidad celular. Siendo todo este
conjunto de resultados favorecedores y prometedores para la fabricacion de productos en la
industria farmaceéutica, alimentaria y cosmética.

Palabras clave: Tecnologias emergentes, Actividades bioldgicas, Aplicacidn industrial.
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1. Introduccién

La granada (Punica granatum L.), ha sido un
cultivo utilizado por la humanidad desde la
antigiedad y pertenece a la familia
Punicaceae, que crece en regiones tropicales
y subtropicales [1]. Es originaria de Iran, pero
se cultiva principalmente en India, Tunez y
Turquia [2,3]. La produccién mundial de
granada se estim6 en 3.8 millones de
toneladas métricas en 2017. Siendo India el
mayor productor con 234.000 hectéreas y una
produccién de 2.84 millones de toneladas
métricas [3]. En México, el granado se cultiva
en los estados de Oaxaca, Morelos,
Guanajuato e Hidalgo, que representan mas
del 50% de la produccion de granada [4]. La
granada se consume generalmente en fresco,
sin embargo, su uso ha aumentado debido su
delicioso sabor, ya que ha ganado la
aceptacion del consumidor, incrementando la
produccion de vinos, jaleas y mermeladas [5].
En consecuencia, la cantidad de subproductos
de granada también se ha ido aumentando,
dado que se estima que la industria del zumo
de granada genera en todo el mundo
aproximadamente 1.9 millones de toneladas
métricas de cascara de granada [3]. La
porcion comestible representa el 50% del
peso total y el 50% restante correspondiente a
la céascara. Esto se convierte en una
problematica medio ambiental, debido a que,
al representar la mitad del fruto, se acumula
como residuo, que podria tener aplicaciones
para su mayor aprovechamiento. Estudios
previos han demostrado que los residuos de
frutas tienen importantes e incluso
actividades bioldgicas, con alta efectividad.
Un hallazgo que sirve como referencia, ha
sido la semilla de uva. Se ha reportado de
manera in vitro que las proantocianinas
promueven la apoptosis de las células de
cancer de colon (a traves de la via
mitocondrial) [6]. Los resultados de otro
estudio demostraron que los subproductos de
la industria fruticola son una fuente
prometedora de aceite de semilla de sandia
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(Citrullus lanatus), melén dulce (Cucumis
melo), espino  amarillo  (Hippophae
rhamnoides), grosella roja (Ribes rubrum),
granada (Punica granatum), membrillo
japonés (Chaenomeles japonica), uva (Vitis
vinifera), grosella espinosa (Ribes uva-
crispa) y manzana (Malus domestica); donde
cada uno de los nueve aceites de semilla
recuperados de diferentes especies de fruta,
tenia una composicion y concentracion Unicas
de &cidos grasos, fitoesteroles y escualeno
[7]. Esta informacion sirve de referencia a
este trabajo para darle paso a los
subproductos a nuevas aplicaciones. La
cascara de granada ha sido objeto de estudio
demostrando que se puede usar en distintas
aplicaciones. Este residuo contiene una gran
cantidad de compuestos fendlicos como los
flavonoides (catequinas y antocianinas).
Ademas, es rica en taninos hidrolizables,
especialmente elagitaninos; isémeros de
punicalagina, que son los polifenoles mas
comunes en esta fruta y constituyen hasta el
85% (p/p) de los taninos presentes en la
cascara de la granada [8,9]. Estas moléculas
son reconocidas en la literatura por poseer un
gran efecto terapéutico, por ejemplo,
capacidad antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana, antiviral y anti-obesidad
[10,11,12]. También se ha informado de que
la cascara de granada ejerce efectos
antiproliferativos contra lineas celulares de
cancer de mama, colon e inhiben el
crecimiento células de cancer de proéstata
[13,14,15]. Otra actividad biol6gica estudiada
de la céscara de granada ha sido la actividad
antimicrobiana. Los extractos de céscara de
granada se han estudiado como agentes
eficaces para tratar o prevenir diferentes
infecciones causadas por distintos patdgenos
como, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus y Streptococcus
mutans [16,17].

Las tecnologias verdes tienen la finalidad de
extraer compuestos fendlicos en un menor
tiempo, y la utilizacion de menos solventes.
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Los compuestos recuperados pueden ser
aplicados ya sea en el area farmacéutica,
cosmética o alimentaria. En el pasado, se
utilizaban procesos de extraccion
convencionales, tales como la extraccion con
solventes, sin embargo, éstos poseen
desventajas que afectan la calidad de los
compuestos y elongan los tiempos de
extraccion. En la actualidad, se ha reportado
el uso de extracciones verdes, tales como:
extraccion  asistida  por  ultrasonido,
microondas, y la tecnologia hibrida de
ultrasonido y microondas. La extraccion
asistida por ultrasonido (UAE) logra la
extraccion de fitoquimicos en menor tiempo,
a baja temperatura, con menor requerimiento
de energia y de solventes [18]. Las ondas de
ultrasonido inducen la disrupcion en el tejido
vegetal, a través de las fuerzas fisicas
desarrolladas durante la cavitacion acustica y
ayudan a liberar los componentes extraibles
en el disolvente [19]. La extraccion asistida
por microondas (MAE) es una técnica de
calentamiento sin contacto que ayuda a
reducir el gradiente térmico y a acelerar la
transferencia de energia. Las microondas
pueden asociarse con los ultrasonidos, una
combinacion que puede actuar como una
tecnologia hibrida emergente denominada

extraccion asistida por
ultrasonidos/microondas  (U/M-AE). La
U/M-AE, comparada con los métodos

convencionales, tiene mas ventajas, al reducir
el tiempo de extraccion, dar mayores
rendimientos y consumir menor cantidad de
solventes [20]. Esto da paso a las nuevas
tecnologias, debido a las ventajas que ofrecen
con respecto a los métodos convencionales,
para procesos que aceleren la recuperacion de
moléculas con alta bioactividad.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue,
extraer e identificar los compuestos presentes
en la cascara de granada mediante el uso de
ultrasonidos, microondas y tecnologias
emergentes hibridas, asi como comparar la
efectividad de extraccion de estos tres
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métodos. Ademds de caracterizar las
propiedades funcionales de estos compuestos
en términos de actividades antioxidante,
prebidtica, antimicrobiana y anti hemoliticas
para futuras aplicaciones en las industrias,
alimentaria, farmacéutica y cosmetica.

2. Materiales y métodos
2.1. Preparacion de la materia prima

Las granadas (Punica granatum L.) se
obtuvieron de la region de Cuatro Ciénegas,
Coahuila. Dichas granadas fueron lavadas y
los arilos fueron separados de la cascara. Las
cascaras se secaron a 50 °C durante 48 h
dentro de una estufa de secado por flujo de
aire laminar, para reducir el contenido de
humedad. Posteriormente se molieron y
tamizaron a un tamafio de particula de 0,6-0,8
mm. Las muestras se empaquetaron en bolsas
de plastico y se almacenaron a temperatura
ambiente hasta su posterior uso.

2.2. Extraccion de polifenoles

Los extractos se obtuvieron mediante tres
tecnologias emergentes: MAE, UAE, vy la
tecnologia hibrida de las tecnologias
anteriores, para conservar un aspecto mas
ecolégico y limpio en el proyecto. Las
condiciones utilizadas para la extraccion con
las tres tecnologias fueron definidas
previamente por el grupo de trabajo de
Hernandez-Hernandez et al. [20]. En las tres
extracciones se utilizé agua como disolvente
con una relacion masa/volumen de 1:16 (un
litro de agua y 62.5 g de polvo de céscara de
granada). Para la EAU, el equipo se hizo
funcionar a una frecuencia de 25 kHz durante
20 minutos. En el caso de la MAE, el equipo
se operd6 a 2450 MHz y el tiempo de
extraccion fue de 5 min hasta alcanzar una
temperatura objetivo de 70 °C, manteniendo
asi los compuestos polifendlicos intactos, ya
que no se vieron afectados, debido al bajo
tiempo de exposicion a la alta temperatura.
Los periodos prolongados de altas
temperaturas  pueden conducir a la
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degradacion y pérdida de rendimiento y
calidad. Las extracciones del contenido
polifendlico mediante la combinacion de
ultrasonidos 'y extraccion asistida por
microondas se realizaron con un sistema de
tecnologia hibrida, es decir, la estacion de
trabajo cooperativa de
ultrasonidos/microondas (Nanjing ATPIO
Instruments Manufacture Co., Ltd. Company,
Nanjing, China). Para la extraccion asistida
por hibridos, se emplearon a la vez las
mismas condiciones utilizadas para las
extracciones asistidas por ultrasonidos y por
microondas. Todos los extractos se filtraron
por papel, se conservaron y se almacenaron
con proteccion de luz hasta sus posteriores
analisis.

2.3. Determinacion del contenido total de
polifenoles

El contenido de polifenoles condensados e
hidrolizables en los extractos de céscara de
granada se cuantifico6 mediante los métodos
de HCL-Butanol y Folin-Ciocalteu [21],
respectivamente. El experimento se realizé
por triplicado de cada tratamiento. Como
estandares de referencia se utilizaron
catequina (taninos condensados) y 4cido
galico (taninos hidrolizables) en una curva de
calibracion para cada familia. El contenido
total de polifenoles se obtuvo con la suma de
polifenoles hidrolizables y condensados.

2.4. Separacion y purificacion parcial de
las fracciones de polifenoles

La separacion de las fracciones fendlicas de
la cascara de granada con Amberlite XAD-16
se prepard siguiendo la metodologia definida
por Ascacio-Valdés et al. [22]. Se utilizo la
resina Amberlita XAD-16 en una columna de
cromatografia. Los extractos polifenolicos se
pasaron por la columna empleando agua
destilada como eluyente. Posteriormente, se
utiliz6 etanol para recuperar la fraccion
fenolica. La fraccion fendlica obtenida se
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sometio a una estufa a 50 °C para la
recuperacion de los compuestos en polvo.

2.5. Identificacion por HPLC/ MS

La identificacion de los compuestos fendlicos
obtenidos del extracto de cascara de granda se
llevd a cabo mediante cromatografia liquida
de alta resolucion con el método descrito por
Hernandez-Hernandez et al. [20]. El polvo
recuperado del extracto de cascara de granada
que contiene polifenoles se preparé en una
solucion de 2000 partes por millén (ppm). La
solucion se filtrd usando membranas de nylon
de 0.45 pm. Las muestras se analizaron
mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase inversa en un sistema
HPLC marca Varian, que incluia un
automuestreador (ProStar 410, Varian, Palo
Alto, CA, EE.UU.), una bomba ternaria
(ProStar 2301, Varian, Palo Alto, CA,
EE.UU.) y un detector PDA (Photo Diode
Array, ProStar 330, Varian, Atlanta, GA,
EE.UU.).

También se utiliz6 un espectrémetro de
masas de trampa ionica de cromatografia
(Varian 500-MS I.T. Mass Spectrometer,
Palo Alto, CA, USA) equipado con una
fuente de iones de electrospray, acoplado al
sistema HPLC. Las muestras (5 pl) se
inyectaron en una columna Denali C18
preequilibrada (150 mm x 2.1 mm, 3 um,
Grace, Albany, OR, EE.UU.) y la temperatura
del horno se mantuvo a 30 °C. Los eluyentes
fueron acido férmico (0.2%, v/v; disolvente
A) y acetonitrilo (disolvente B). Se aplico el
siguiente gradiente: 3% B de 0 a5 min, 9% B
lineal de 5 a 15 min, 16% B lineal de 15 a 45
min y 50% B lineal de 45 a 60 min. A
continuacion, se lavo y reacondiciond la
columna. La velocidad de flujo se mantuvo en
0.2 mL/min, y la elucion se monitorizo a 245,
280, 320 y 550 nm para los compuestos de
interés. Todo el efluente (0.2 mL/min) se
inyectd posteriormente en la fuente del
espectrometro de masas (MS) sin dividirlo.
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Todos los experimentos de se llevaron a cabo
en el modo negativo. Se utilizd nitrégeno [M-
H] como gas nebulizador y helio como gas de
amortiguacion. Los parametros de la fuente
de iones fueron los siguientes 5,0 kV de
tension de nebulizacion, 90.0 V de tension
capilar y 350 °C de temperatura. Los datos se
recogieron y procesaron con el software MS
Workstation (V' 6.9). Las muestras se
analizaron en modo de barrido completo
adquirido en el rango m/z 50-2000. Los
anélisis MS/MS se realizaron sobre una serie
de iones  precursores  seleccionados.
Posteriormente,  los  compuestos  se
compararon utilizando una base de datos de
compuestos bioactivos (base de datos
WorkStation version 2.0, VARIAN, Palo
Alto, CA, USA).

2.6. Actividad antioxidante anion radical
2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS+)

La actividad antioxidante total de los
polifenoles recuperados de céascara de
granada se determin6 mediante el ensayo
ABTS* de acuerdo con el método de
Stampfli, et al. [23] con ligeras
modificaciones. Se formé ABTS™ mezclando
solucion madre de ABTS" (7 mM) vy
persulfato de potasio (2.45 mM) en agua
destilada y la mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente en la oscuridad durante
12-16 h. El ensayo se realizd en celdilla de
2000 pl. La reaccion se inicio mezclando 100
uL de la solucion de muestra o Trolox diluido
con 900 pL de ABTS" diluido (absorbancia
0.7 a 734 nm). La disminucién de la
absorbancia se midié a 734 nm después de 1
minuto de incubacion de cada celda. El efecto
de eliminacion se expresé como porcentaje de
actividad de eliminacién de radicales con la
siguiente ecuacion:

% ABTS =

Absorbancia del blanco—Absorbancia de la muestra

X 100

Absorbancia del blanco

(Ec. 1)
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2.7. Actividad antioxidante por

difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)
Para la actividad de eliminacién de radicales
DPPH, el método utilizado se basa en el
método de Molyneux, [24] con algunas
modificaciones. La solucion de DPPH se
prepar6 en metanol a una concentracion de 60
mM. Se utiliz6 metanol como blanco de
lectura. Se colocaron en una microplaca de 96
pocillos 7 uL. de cada muestra y 193 uL de
radical DPPH. Las muestras se taparon y se
incubaron por 30 minutos protegidas de la
luz. Posteriormente se midié la absorbancia a
517 nm (espectrofotometro de microplacas
Epoch, Bio Tek, Winooski, VT, EE. UU.). El
efecto de barrido de radicales DPPH se
expresd, como se muestra en la siguiente
ecuacion.

1,1-

%DPPH =

Absorbancia del blanco—Absorbancia de la muestra

x 100

Absorbancia del blanco

(Ec. 2)

2.8. Evaluacion del efecto prebidtico

La estimulacion del crecimiento de las
bacterias probidticas por los compuestos
fendlicos presentes en el extracto se evaluo
como se llevo a cabo segln la metodologia de
Estrada-Gil et al. [25]. Se utiliz6 la cepa
bacteriana prebiotica Lactobacillus brevis. La
cepa pertenece a la coleccion de cepas del
Departamento de Investigacion en Alimentos
de la Universidad Autonoma de Coahuila.
Esta cepa bacteriana fue activada en medio de
cultivo MRS e incubada a 37 °C durante 24 h.
El dia del experimento, el cultivo bacteriano
en crecimiento exponencial fue diluido en
solucion  salina  estéril  hasta  una
concentracion final de 1.5 x 10® Unidades
formadoras de colonias (UFC/mL). Los
experimentos se llevaron a cabo en caldo
MRS sin glucosa y fue complementado con
los polifenoles en polvo de céascara de
granada (PCG). Cada pocillo se inoculo con
4.17 ul de cada suspension bacteriana (1.5 X
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108UFC/mL) y diluciones seriadas de (PCG)
(31.25, 62.5, 125, 250, 500 1000 ppm). Las

Preparacion de la

materia prima

Evaluacion efecto
prebiético

Evaluacion efecto
antimicrobiano

—.

Evaluacion del efecto

Extracciéon depolifenoles
por medio de (UAE),
(MAE) y (U/ M-AE).

antioxidante

Enero - Febrero 2023

placas fueron incubadas por 24 ha 37 °C. Los
tratamientos se hicieron por triplicado.

I -

Contenido de

polifenoles Totales

:

Purificacion parcial
Amberlita XAD 16

—)

Caracterizacién por RP
HPLC-ESI-MS

Figura 1. Diagrama de flujo de los ensayos que se llevaron a cabo: Preparacion de la materia prima para la obtencion
de polvo de céscara de granada, proceso de extraccion por ultrasonido (UAE), microondas (MAE) e hibridacion de
las tecnologias ya mencionadas (U/M-AE), determinacion del contenido fenolico por Folin-Ciocalteau y HCI-
Butanol, purificacion parcial Amberlita XAD 16 (seleccion de la fraccion etandlica), caracterizacion por HPLC-ESI-
MS y evaluacion de propiedades bioldgicas (actividad antioxidante, actividad antimicrobiana y actividad prebidtica).

2.9. Actividad antimicrobiana por ensayo
de difusién de agar (ADA)

Se determiné la actividad antimicrobiana de
las diluciones de polifenoles de cascara de
granada contra patégenos como Escherichia
coli, y Salmonella typhi, segin Venegas-
Ortega et al. [26] «con algunas
modificaciones. Se inocularon las bacterias
en agar Soya Tripticaseina y se realiz6 un
ajuste de inoculo a estandares de McFarland
(1.5 x 108 UFC/ml). Una vez solidificado el
agar, se  perforaron orificios de
aproximadamente 7 mm, se agregaron 50 pl
de cada disolucion en cada pocillo por
triplicado, ademés de afiadir el agua como
control negativo y antibiotico (Tetraciclina)
como control positivo. Las placas se
incubaron a 37 °C por 24 h y se midieron las
zonas despejadas alrededor de los pocillos
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para calcular la actividad antimicrobiana, que
se expres6 como unidades arbitrarias (AU)
con la siguiente ecuacion:

AU = Area de inhibicién (mm)—Area de pozo (mm) (EC 3)
Volumen de muestra (ml)
2.10. Determinacion de la actividad

hemolitica en eritrocitos humanos
aislados

Se determin0 la actividad hemolitica en
eritrocitos humanos aislados segun Nubi et al.
[27], con algunas modificaciones. Se extrajo
sangre de un voluntario sano y no fumador,
por puncién venosa, del brazo, siguiendo los
lineamientos del Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias Quimicas, para estudios
donde se utilizan muestras humanas. La
sangre se colectd en tubos Vacutainer con
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citrato de sodio como anticoagulante. La
muestra fue centrifugada a 2500 rpm durante
4 minutos a 4 °C. El pellet de eritrocitos fue
lavado tres veces con una solucion Alsever
(pH 6.4). Una vez que se obtuvo el pellet de
eritrocitos lavados, se prepard una dilucién
1:99. Se agitdé suavemente hasta formar una
suspension homogénea que sirvié de base
para las pruebas de hemolisis. Para cada
prueba se realizaron dos experimentos y cada
uno por triplicado, teniéndose ademas de las
muestras de estudio, un control negativo
(eritrocitos en la solucién Alsever sin la
muestra experimental) y un control positivo
(eritrocitos colocados en agua destilada para
obtener el 100% de hemolisis). Se procedid a
incubar las muestras de sangre con dosis
crecientes del extracto de las diluciones de
polifenoles de céscara de granada (0, 125,
250, 500 y 1000 g/ml) por 60 minutos de
incubacion a 37 °C. Una vez terminado el
tiempo, se centrifugaron los tubos para
separar el sobrenadante, del cual se coloco 1
ml en celdas multiplaca, para la
determinacion de la absorbancia a 415 nm.
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Los resultados de la actividad hemolitica se
cuantificaron de acuerdo con la Ec. 4.

Abs.Grupo experimental - Control—

x 100

% Hembdlisis =
% Control + — Control—

(Ec. 4)

2.11. Andlisis estadistico

Los resultados se evaluaron estadisticamente
mediante el analisis de la varianza (ANOVA)
para determinar las diferencias significativas
entre las muestras. El analisis de las medias
se realiz6 mediante el procedimiento LSD
Fisher a p < 0.05 utilizando el software
Infostat version 2020.

3. Resultados y Discusion

3.1. Polifenoles totales

Se utilizaron tres tecnologias de extraccion
UAE, MAE y (U/M-AE), definiendo una
extraccion con base a la eficiencia en la
recuperacion de los compuestos fenolicos
presentes en el extracto de céscara de
granada.

Tabla 1. Contenido polifendlico del extracto de céscara de granada.

Hidrolizables Condensados

UAE 109.33 +30.55 " 2797+0.16°
MAE 119.82 +1.32° 36.55+3.88¢
(U/M-AE) 345.33 £ 72.032 34.36+3.56 2

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. En cada columna, los valores seguidos de letras distintas son significativamente diferentes

segun la prueba de Fischer (P < 0.05).

La evaluacién se llevo a cabo por los ensayos
de Folin-Ciocalteu y HCI-Butanol. La
combinacion de las tecnologias UAE y MAE
mostrO un mayor efecto para extraer
polifenoles hidrolizables. Por otro lado, el
contenido  polifendlico condensado, a
diferencia de los polifenoles hidrolizables
obtuvo concentraciones en un rango inferior,
ya que no existio diferencia significativa
entre ninguna tecnologia. Sin embargo, los
métodos de extraccion analizados y los
resultados muestran que hay una diferencia
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significativa entre la tecnologia U/M-AE),
MAE y UAE en los resultados de polifenoles
totales. Los resultados del contenido de
taninos hidrolizables y condensados se
pueden observar en la tabla 1.

Los resultados determinaron que la
tecnologia (U/M-AE), fue la tecnologia de
mayor  rendimiento, ya que  fue
significativamente diferente de las otras dos
tecnologias, mientras que no se pudieron
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encontrar diferencias significativas entre los
resultados de UAE y MAE.

Considerando los resultados del contenido, se
puede observar que el mayor contenido total
se encuentra en la extraccion (U/M-AE), la
extraccion por el método hibrido obtuvo un
rendimiento de 377.77 GAE/g de materia
seca de polifenoles solubles totales indicando
que el 91.42% de los polifenoles totales
corresponden a los hidrolizables. Comparado
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con los estudios realizados por Seeram et al.
[28], quienes reportaron un porcentaje de
85% (p/p) de los isdmeros de punicalagina
que constituyen el peso total de taninos
hidrolizables. De acuerdo con los resultados
antes mencionados, las tecnologias verdes de
extraccion tienen mayor eficacia para la
recuperacion de compuestos bioactivos, con
lo que se observo que la combinacién de las
tecnologias UAE y MAE mostré un gran
potencial para la extraccion de polifenoles.

Polifenoles Totales

500
450
400
350
300
250
200 b
150

100

mg de GAE/g céscara de granada seca

50

UAE

MAE

Q

UAE/MAE

Tecnologias de extraccion

Figura 2. Contenido polifenolico total del extracto de cascara de granada; las diferencias significativas entre los
valores se indican con letras diferentes a y b (P < 0.05). Proceso de extraccion por ultrasonido (UAE), microondas
(MAE) e hibridacion de las tecnologias ya mencionadas (U/M-AE).

El contenido polifendlico encontrado en la
extraccion hibrida de la cascara de granada
demostro ser mayor que el encontrado en
otras frutas. Estrada-Gil et al. [25] realizaron
una extraccion de polifenoles de cascara de
rambutan mexicano, utilizando la tecnologia
obtuvieron un rendimiento de extraccion dos
veces menor con respecto a la céscara de
granada. Ordofiez-Torres et al. [29], también
se realizaron extracciones por medio de una
tecnologia de extraccion hibrida, con un
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resultado de un mejor rendimiento de
extraccion en comparacion con los resultados
obtenidos por las tecnologias convencionales.
En otro estudio realizado por More & Arya
[30] extrajeron compuestos bioactivos de
cascara de granada con una tecnologia
asistida por ultrasonidos pulsados (PUAE),
para intensificar la eficacia de extraccion, en
la cual obtuvieron como resultado 177.54 mg
de GAE/g de materia seca de polifenoles.
Esto indica que la tecnologia hibrida
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empleada en el presente trabajo obtuvo un
resultado dos veces mayor. La razon de este
fendmeno podria deberse a que, con la ayuda
de la cavitacion acustica y el calentamiento
rpido seleccionado de las microondas, la
extraccion mejor6 de forma evidente [31],
ademas de reducir los tiempos y con ello dar
como resultado mayor concentracion de
contenido fenolico. El tiempo es una cuestion
que se debe tomar en cuenta para la
extraccion de compuestos de interés, autores
han reportado que en tiempos mas cortos
obtuvieron mejores resultados en la
extraccion de compuestos de cascara de
mango, esto es de gran importancia desde un
punto de vista de sostenibilidad, ya que se
ahorra mayor cantidad de energia [29].
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Por consiguiente, una tecnologia combinada,
ha resultado en mayor eficacia a la hora de
recuperar compuestos bioactivos como se
demostro en el presente trabajo; por lo que
para el resto de los analisis de la presente
investigacion se selecciond la tecnologia
U/M-AE.

3.2.1dentificacién de los polifenoles de la
cascara de granada

Los compuestos presentes en el extracto de
cascara de granada se recuperaron por medio
de la tecnologia de (U/M-AE). El extracto fue
sometido a una purificacion parcial y
analizado mediante HPLC/ESI/MS que
permitio la identificacion de los compuestos
reportados en la tabla 2.

Tabla 2. Identificacion de compuestos bioactivos en el extracto polifendlico de la cdscara de granada.

Tiempo de Masa Compuesto Familia
Retencion
3.39 316.8 Hidroxitirosol4-O-glucosido Tirosoles
4.03 195.0 3,4-DHPEA-AC Tirosoles
5.26 330.9 Acido gélico 4-O-glucosido Acidos
hidroxibenzoicos
6.95 480.9 HHDP-hexosido Elagitaninos
12.635 780.9 Punicalina Elagitaninos*
13.557 706.9 (-)-Epicatequina-(2a-7) (4a-8)- Dimeros de
epicatequina 3-O-galactésido proantocianidina
14.258 1082.6 Punicalagina Elagitaninos*
15.144 1082.6 Punicalagina Elagitaninos*
20.537 462.9 Acido elagico-hexosido Elagitaninos
26.707 300.9 Acido elagico Dimeros de acido

hidroxibenzoico

*compuestos mayoritarios presentes en el extracto.

La purificacion parcial del extracto de cascara
de granada fue realizada por Amberlita XAD-
16 y se eluyd con etanol, produciendo
(5.12%) de rendimiento de polvo de extracto
polifendlico. En un estudio por Agil et al. [32]
obtuvieron 2.7% de rendimiento, por lo que el
resultado en el presente trabajo es 2 veces mas
alto. La amberlita XAD-16 es una resina no
ionica que permite la separacion de los
compuestos de interés por su contraste de

18

polaridad de los compuestos no polares. La
columna permite que los compuestos no
deseados como carbohidratos, interfieran en
la identificacion y caracterizacion de los
compuestos objetivo.

Se detectdé la punicalagina como el
compuesto mayoritario, seguido de los
compuestos punicalina, epicatequina y acido
elagico hexdxido, estos compuestos han sido
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identificados previamente en la cascara de la
granada y han sido estudiados por su amplia
variedad de propiedades bioldgicas.

De acuerdo a un estudio realizado por
Sepulveda et al. [33] donde trabajo con
fermentacion sélida para la purificacion de
acido elagico (EA), identifico por medio de
HPLC/ESI/MS punicalagina (1082,97 m/z),
punicalina (780,99 m/z) y acido elagico
(300,80 m/z). Otro estudio por Mufiiz-
Marquez et al. [4] donde realizaron una
extraccion asistida por ultrasonidos de EA a
partir de cascara de granada. Se confirmaron
como  compuestos  mayoritarios  los
elagitaninos llamados punicalagina y EA
respectivamente que al igual que en el
presente estudio pudieron ser identificados.

Por otro lado en otro estudio Gosset-Erard et
al. [34] demostraron que los extractos de
cascara de granada estaban formados
principalmente por compuestos fenolicos
como las pedunculaginas 1 y Il, el &cido
elagico, el acido elagico-O- pentésido y las
punicalaginas o, sin embargo se identificaron
compuestos como peduculaginas 1y Il que no
fueron reconocidos en este estudio. Cabe
destacar que, en los tres estudios, los
compuestos mayoritarios fueron también la
punicalagina, punicalina y &cido elagico, sin
embargo, la identificacion de otros
compuestos puede ser atribuida a la variedad
de granada que se utiliz6, ya que en el previo
estudio se analizaron dos variedades de
granada originarias de Marruecos y Turquia.
Estos resultados estan relacionados con las
diferentes composiciones fitoquimicas entre
plantas de diferentes variedades y/o regiones
geograficas, ya que el climay el tipo de suelo
también tienen una influencia en el
crecimiento y composicion quimica del
cultivo.
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3.3. Ensayos antioxidantes

Los ensayos antioxidantes se realizaron
exclusivamente con el contenido polifendlico
extraido de la c&scara de granada sometida a
una extraccion hibrida. Para estudiar la
capacidad antioxidante de dicho extracto de
cascara, se utilizd la actividad de barrido
ABTS y DPPH. En este caso, la actividad
antioxidante se determinG6 mediante el
porcentaje de inhibicion.

<0
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70 b
&0 R
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0

500 1000

% inhibicion

0 3125625 125 250
ppm
Figura 3. Prueba DPPH de las diferentes
concentraciones de polifenoles de extracto de cascara
de granada; las diferencias significativas entre los

valores se indican con letras diferentesay b (P <
0.05).
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Figura 4. Prueba ABTS de las diferentes
concentraciones de polifenoles de extracto de cascara
de granada; las diferencias significativas entre los
valores se indican con letras diferentesay b (P <
0.05).
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Los resultados de la actividad antioxidante
con DPPH se observan en la figura 3, los
polifenoles a una concentracion de 1000 ppm
(79.18%) y 500 ppm (75.22%) no tuvieron
diferencias significativas entre si, pero si se
diferenciaron de las demas concentraciones.
Mientras tanto la correlacion entre el
contenido de polifenoles totales y la actividad
antioxidante por DPPH es positiva, es decir
hay una relacion directa entre la
concentracion y la actividad. El extracto tuvo
una mejor actividad antioxidante en el ensayo
ABTS (figura 4), en la cual hubo diferencias
significativas en las concentraciones mas
altas donde se obtuvo en 1000 y 500 ppm
(100%), resultados diferentes de correlacion
fueron los reportados por Kaderides et al.
[35], dénde us6 el método de DPPH, los
resultados de la efectividad de barrido de
radicales, de los extractos de céscara de
granada optimizados para MAE y UAE
fueron del 94.91% y  94.77%,
respectivamente. Otro estudio reportado por
More & Arya [29] en el cual trabajaron con el
extracto obtenido por extraccién por
ultrasonido optimizada, obtuvieron
resultados de 81.67% y 76.50% de inhibicidn
utilizando los reactivos DPPH y ABTS
respectivamente. Kennas et al. [36]
obtuvieron resultados del extracto crudo de
cascara de granada para aumentar la
capacidad antioxidante en yogurt, dénde se
presentaron valores de 40 y 65 %, estas
diferencias pueden ser atribuidas a otros
compuestos como carbohidratos presentes
que pueden interferir en la interaccion de los
polifenoles con los radicales.

En este estudio los polifenoles recuperados de

la cascara de granada poseen
presumiblemente una alta  actividad
antioxidante. Los resultados obtenidos

anteriormente, son atribuidos a la presencia
de elagitaninos hidrolizables, que fueron

identificados anteriormente como
compuestos  mayoritarios:  punicalagina,
punicalina y el acido elagico, lo que
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concuerda con otros estudios recientes
[37,38]. Algunos investigadores han
reportado que la punicalagina y la punicalina
tienen un alto grado de hidroxilacion, y esto
le podria otorgar una mayor capacidad de
eliminacién de radicales libres que el acido
elagico [38,39]. Dicha bioactividad puede
estar implicada con la inhibicion de
enfermedades como el céncer, ya que en el
cuerpo se producen naturalmente radicales
libres, sin embargo, en altas concentraciones,
los radicales libres pueden ser peligrosos para
el cuerpo y pueden dafiar todos los
componentes principales de las células [40].
Los polifenoles de cascara de granada al
poseer alta efectividad contra estas moléculas
interactian con los radicales libres y los
neutralizan, lo que les impide causar dafio,
por lo que los resultados con los ensayos
antioxidantes demuestran que pueden tener
efectos positivos en el uso como
antioxidantes [41].

3.4. Evaluacion del efecto antimicrobiano

La tabla 3 contiene los resultados del efecto
antimicrobiano de Salmonella. EI control
positivo tuvo un halo de inhibicién de 8.23
mm, mientras que las concentraciones de
extracto de polifenoles de cascara de granada
tuvieron una correlacion positiva con la
actividad antimicrobiana. Es decir, a mayor
concentracion mayor halo de inhibicion,
siendo significantes las diferencias entre el
control positivo (8.23 mm) y las diferentes
concentraciones evaluadas (4.47 mm para
500 ppm y 8.40 mm para 1000 ppm). El
efecto contra Escherichia coli (tabla 3)
muestra un comportamiento similar, debido a
que se sigue la misma tendencia, a mayor
concentracion mayor halo de inhibicion,
siendo significantes las diferencias entre el
control positivo, el halo de inhibicion de (2.1
mm), mientras que las concentraciones de
extracto de cascara de granada tuvieron una
semejanza positiva con la actividad
antimicrobiana, teniendo diferencias
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significativas (4.18 mm para 1000, 2.70 mm pneumonie y Salmonella enteritidis, donde
para 250 y 1.45 mm para 250 ppm). Pseudomonas aeruginosa resultdo ser el
Resultados diferentes fueron reportados por patdgeno alimentario con mas resistencia al
Al-Zoreky et al. [42] quienes tuvieron extracto de cascara de granada en acetona.
resultados de 16 mm de diametro de Salmonella y Klebsiella resultaron ser mas
inhibicidn, esta diferencia puede ser atribuida susceptibles a los compuestos activos
a que utilizaron metanol para diluir los presentes en el extracto, dando como
polifenoles, debido a que el metanol es un resultado didmetros de inhibicion de 6.53 y
fuerte antimicrobiano. Otro estudio realizado 10.45 mm, respectivamente. Los extractos
por Khan & Hanee [43] tuvieron resultados acuosos de cascara de granada y jugo también
similares a este trabajo, debido a la utilizacion han sido probados contra Salmonella. Los
de tetraciclina como control positivo. resultados han reportado que inhibe
Ademas, demostro que el extracto acuoso de eficazmente el crecimiento de la bacteria
cascara de granada contra Pseudomonas [45]. Kharchoufi et al. [46] probaron con
aeruginosa tuvo un efecto de inhibicion otros  microorganismos ~ cComo  COmMoO
mayor comparado con el control positivo Penicillium digitatum, Pseudomonas putida y
(tetraciclina). Otro estudio realizado por Saccharomyces cerevisiae, los resultados
Harini et al. [44] donde trabajaron con seis demostraron una inhibicion mayor con los
microorganismos, Listeria monocytogenes, extractos de cascara de granada en metanol
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, respecto al extracto acuoso, donde hubo una
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella inhibicidn significativa entre los tratamientos.

Tabla 3. Didmetro de inhibicion del crecimiento (mm) de los microrganismos objetivo por diferentes concentraciones
de polifenoles de cascara de granada.

Concentracion ppm Salmonella spp E. coli
250 00 145+0.15°¢
500 447+0.35° 270+0.12°
1000 8.40 £0.10° 4.18+0.18?
Control positivo (tetraciclina) 8.23+0.062 2.10+0.06°

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. En cada columna, los valores seguidos de letras distintas son significativamente diferentes
segun la prueba de Fischer (P < 0.05).

La efectividad antioxidante y antimicrobiana transportan los residuos de hidroxilo a los
de los taninos hidrolizables, condensados y de radicales libres, bloqueando asi estas especies
los flavonoides se rige por sus estructuras nocivas [45].

quimicas [11]. Los compuestos mayoritarios

identificados en este estudio por HPLC-MS, La estructura basica de anillos aromaticos
principalmente la punicalagina han sido otorga a los polifenoles una adaptacion
estudiados previamente, la punicalagina ha lipofilica. Los polifenoles lipofilicos pueden
sido extraida y ha sido probada su actividad interactuar y cambiar la permeabilidad e
antimicrobiana  contra  Staphylococcus integridad de las membranas celulares
epidermidis [47]. Este hallazgo esta bacterianas. Esto dependiendo de las
respaldado por los estudios sobre la actividad variaciones en las estructuras de la superficie
antimicrobiana de los taninos hidrolizables celular entre las especies Gram-negativas y
[48,49]. Estos taninos poseen mecanismos Gram-positivas Cetin-Karaca & Newman.
inhibidores, que varian segun sus estructuras [50]. Siendo las Gram-positivas mas
como grupos hidroxilo fendlicos que susceptibles a la accion de los 4cidos
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fendlicos que las bacterias Gram-negativas
[51,52]. Ademas, otros autores reportan que
la catequina, una sustancia polifendlica
predominante en la cascara de la granada,
puede también inhibir el crecimiento de las
ceélulas bacterianas al dafiar sus membranas
celulares [53].
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3.5. Evaluacion del efecto prebidtico

Los ensayos prebidticos mostraron resultados
diferentes para Lactobacillus brevis.

Lactobacillus Brevis
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Figura 5. Crecimiento m&ximo y ratio de crecimiento maximo recogidos en el ensayo prebidtico. Se realizé una
prueba de comparacion de medias de Fischer en las concentraciones de polifenoles de c&scara de granada con la cepa
bacteriana de L. brevis con un nivel de significacion de (P < 0.05) lo que indica que hay diferencias significativas
entre las diferentes concentraciones.

Es posible observar la tendencia de
crecimiento de L. brevis con diferentes
concentraciones de polifenoles de cascara de
granada (62, 125, 250, 500 y 1000 ppm),
donde la mejor respuesta de crecimiento fue
con la mas alta concentracion figura 5, la
dilucién de 1000 ppm obtuvo un crecimiento
de 2.07x108 UFC/mL. Estrada-Gil et al. [25]
trabajo con Lactobacillus brevis utilizando
polifenoles extraidos de cascara de rambutan,
no obtuvo crecimiento de esta bacteria, ya que
la geranina el compuesto mayoritario en la
cascara de rambutan mexicano, puede
beneficiar selectivamente la proliferacion de
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ciertas bacterias probioticas, caso contrario a
lo encontrado con los polifenoles de cascara
de granada, ya que estos pueden ejercer un
mayor estimulo para el crecimiento de
Lactobacillus brevis. Previos estudios han
demostrado que los subproductos de granada,
tales como el extracto de cascara, mejora el
crecimiento de Bifidobacterium spp. vy
Lactobacillus spp. asi como la creacion de
acidos grasos de cadena corta en medios
inoculados con microflora fecal humana
[54,55] obtuvieron un aumento en los
recuentos de Bifidobacterium y Lactobacillus
e inhibieron el crecimiento del grupo B.



Vol. 10, No. 60

fragilis, los clostridios y las enterobacterias
en cultivos fecales in vitro. Otros autores
corroboraron que los compuestos
mayoritarios presentes en la cascara de
granada (punicalaginas, punicalinas, acido
galico y &cido elagico) inhiben parcialmente
el crecimiento de Bifidobacterium animalis
lactis y de Bifidobacterium bifidum, mientras
que el crecimiento de Bifidobacterium brevis
y  Bifidobacterium infantis se  vio
significativamente fomentado. Sin embargo,
patdbgenos como S. aureus, Clostridium
perfringens, Clostridium clostridioforme,
Clostridium ramosum y Bacteroides fragilis
fueron fuertemente inhibidos por los
elagitaninos [56].

Se ha evaluado, utilizando la digestion
gastrointestinal  simulada, la actividad
prebidtica del zumo y la cascara de granada
con bacterias acido-lacticas. Dando como
resultado el aumento de la bioaccesibilidad de
los compuestos fendlicos y garantiza la
supervivencia de las bacterias del &cido
lacticas que puede deberse al metabolismo de
los elagitaninos, la catequina y la
epicatequina [57]. Los polifenoles consiguen
ser absorbidos en el intestino delgado, sin
embargo, esto generalmente solo ocurre con
aquellas estructuras que son mono o
diméricas [58], después llega la liberacion de
agliconas que ingresan al revestimiento
celular intestinal y se someten a
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biotransformacion, después de lo cual los
productos metabdlicos se pasan por todo el
cuerpo o se excretan [59]. Probablemente el
tamafio molecular de los polifenoles influye
en la absorcion de estos, debido a que los
polifenoles de menor peso se absorben con
mayor rapidez, mientras que los mas
complejos consiguen llegar al colon sin
cambios, ademas de que estos sufren
transformacion enzimatica (por las enzimas
a-ramnosidasa,  P-glucosidasa 'y  B-
glucuronidasa) por el microbioma intestinal,
se rompen las estructuras de los compuestos
que pueden ser absorbidos para ejercer un
beneficio a la salud [60].

Conforme los resultados obtenidos por la
prueba prebidtica, los polifenoles extraidos
de la cascara de granada muestran actividad
prebiotica en todas las concentraciones, sin
embargo, la mayor concentracion mostro un
mayor efecto de crecimiento.

3.6. Actividad hemolitica

Para validar el uso de plantas biolégicamente
activas, es necesario realizar ensayos clinicos
aleatorizados y controlados con placebo
humano, ya que es un paso ineludible para
poder integrar productor herbales en los
sistemas de salud [56]. Esto con el fin de tener
productos seguros, que no perjudiquen con
efectos secundarios la salud.

Tabla 4. Actividad hemolitica los polifenoles de céscara de granada.

Muestra (extracto de la cascara de granada)

Actividad hemolitica

Media + DE

Control negativo (Solucion Alsever)) 0.05 £ 0.009
125 pg/mL 0.01 +0.019

250 pg/mL 0.1 £0.013

500 pg/mL 0.1 £0.014

1000 pg/mL 0.1 £0.019

Control positivo (Agua destilada) 100 +0.008

Los resultados de este ensayo de hemdlisis
mostraron que los polifenoles de cascara de
granada no afectan o destruyen los eritrocitos
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humanos. Por lo cual, no tendrian un efecto
secundario en células sanguineas humanas y
se puede garantizar un producto seguro. Las
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diferentes concentraciones de polifenoles
analizadas muestran un 0% de actividad
hemolitica, estos datos se compararon con un
control positivo y uno negativo. LosS
resultados se muestran en la tabla 4. Se
observa que el control positivo muestra
diferencia significativa donde obtuvo un
100% de actividad hemolitica respecto a las
demas concentraciones. Previamente se han
realizado estudios con extractos polifenolicos
de otros residuos de frutas tales como el
rambutan mexicano. De acuerdo con Estrada-
Gil et al. [25] se obtuvieron en todas las
concentraciones analizadas un 0% de
actividad hemolitica. En otro estudio, se
trabajo con el extracto de Semilla de Moringa
oleifera, se estudi6 la  actividad
endosomolitica y citocompatibilidad por
medio de un ensayo hemolitico en eritrocitos
bovinos. Se demostr6 un aumento de la
hemdlisis dependiente de la concentracion a
80 pg/ml, el extracto mostr6 un 45% de
hemdlisis en comparacion con el control
(11%) [27]. Asimismo, los aceites esenciales
de algunas plantas medicinales como
Pituranthos scoparius, Argelia, Myrtus
nivelllei, Mentha piperita y Rosmarinus
officinalis, han mostrado mas del 40% de
actividad hemolitica. Esto con un mayor
tiempo de incubacion con glébulos rojos [61].

4. Conclusion

La cascara de granada al representar el 50%
del peso total del fruto es una oportunidad de
aprovechamiento del residuo agroindustrial.
Dentro de este residuo se encuentran
compuestos fendlicos con efectos bioldgicos,
como actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antibidticas,
anticancerigenas y antivirales.

En el presente estudio dichos compuestos
fueron extraidos, purificados e identificados
como la punicalagina y punicalina. Ademas,
gue se comprob6 la alta capacidad
antioxidante, asi como efecto antimicrobiano,
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prebidtico y también la nula actividad
hemolitica.

En la actualidad, las pruebas previamente
realizadas en este trabajo son altamente
relevantes para el desarrollo de productos de
valor agregado, como lo son la elaboracion de
suplementos  alimenticios, entre  otros
productos de valor agregado. Tanto la
industria  cosmética,  farmacéutica vy
alimentaria, buscan la forma de obtener
moléculas con una actividad bioldgica
interesante y una forma viable de obtenerlas.

Hoy en dia el estilo de vida y las
enfermedades han incrementado y con ello el
uso de farmacos, que a su vez tienen efectos
secundarios a la salud. Con ello se pretende
buscar en los residuos de frutas mas
alternativas que ayuden a contrarrestar o
evitar estos dafios. Con este estudio se
demuestra la importancia de darle mayor
valorizacion a los residuos agroindustriales,
ya que muchos pueden contener efectos
positivos que pueden contribuir a la salud. El
presente estudio abre la posibilidad de seguir
investigando en el tema para la creacion
nuevos productos en las industrias
alimentaria, cosmética.
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Resumen

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar el uso de polifenoles extraidos de la cascara de
granada como agente antioxidante para el desarrollo de oleogeles a base de etilcelulosa en aceite
vegetal y establecer la cantidad éptima de polifenoles necesaria para preservar la estabilidad
oxidativa del oleogel y sus propiedades mecanicas. Los polifenoles de cascara de granada (pp-
polifenoles) se extrajeron y purificaron (usando HPLC-flash), se deshidrataron y se pulverizaron;
sus componentes se caracterizaron por HPLC-MS/MS. Utilizando la metodologia de Taguchi
(arreglo ortogonal L9 32), se evaluaron los factores etilcelulosa 45 ¢P (3, 6 y 12 %), pp-polifenoles
(0.05, 0.1 y 0.2 %) y temperatura (140, 150 y 160 °C) sobre el oxidacion de lipidos producidos
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durante el proceso de elaboracion del oleogel mediante métodos de perdxidos y dienos conjugados
y complementada con FTIR. También se determinaron las propiedades mecanicas de los oleogeles
desarrollados. Los resultados mostraron que el principal polifenol identificado en la céscara de
granada fue la punicalagina (anémeros a y ). Con base en el modelo estadistico de Taguchi, se
selecciond la formulacion con 3% de EC y 0.1% de pp-polifenoles y el procedimiento térmico a
160 °C durante 2 horas, ya que bajo estas condiciones se obtuvo la mayor inhibicion de oxidacion
(hasta 90%). El indice de peroxidos determinado en esta muestra (5,62 + 0,4 mEg/kg) estuvo dentro
del limite permitido para aceites vegetales comestibles (méximo 10 mEq/kg). Se determind que ni
la adicion de polifenoles ni el proceso térmico establecido alteraron las propiedades mecénicas de
los oleogeles, independientemente de la adicion de pp-polifenoles. Se sugirié complementar este
trabajo con la investigacion del sinergismo entre los pp-polifenoles y los componentes del oleogel
antes de sugerir una funcionalidad o posible aplicacion.

Palabras clave: oleogel; etilcelulosa; punicalagina; polifenoles.

Abstract

The objectives of the present work were to evaluate the use of polyphenols extracted from
pomegranate peel as an antioxidant agent for the development of ethylcellulose based oleogels on
vegetable oil and stablish the optimal amount of polyphenols necessary to preserve the oleogel
oxidative stability and its mechanical properties. Pomegranate peel polyphenols (pp-polyphenols)
were extracted and purificated, dehydrated and pulverized; their components were characterized
by HPLC-MS/MS and the polyphenols was purified by HPLC-flash. Using Taguchi's methodology
(orthogonal array L9 3%), the factors ethylcellulose 45 cP (3, 6 and 12%), pp-polyphenols (0.05,
0.1 and 0.2%) and temperature (140, 150 and 160 °C) were evaluated on the oxidation of lipids
produced during the oleogel elaboration process through peroxide and conjugated dienes methods
and complemented with FTIR. Mechanical properties of the oleogels developed also were
determined. Based on Taguchi's statistical model, the formulation with 3% EC and 0.1% pp-
polyphenols and the thermal procedure at 160 °C for 2 hours was selected, under these conditions
the greatest oxidation inhibition was obtained (up to 90%). The peroxides value determined in this
sample (5.62 £ 0.4 mEqg/kg) was within the limit allowed for edible vegetable oils (maximum 10
mEq/kg). It was determined that neither the addition of polyphenols nor the established thermal
process altered the mechanical properties of the oleogels, regardless of the addition of pp-
polyphenols. It was suggested to complement this work with the investigation of the synergism
between pp-polyphenols and the components of the oleogel before suggesting a functionality or
possible application.

Keywords: oleogel; ethylcellulose; punicalagin; polyphenols.

INTRODUCTION manganese, calcium, iron and magnesium), it
The pomegranate (Punica granatum) is a fruit contai_ns some vitamins SL{Ch as C, B: and_Bz
rich in minerals (i.e., potassium, phosphorus, and high amounts of antioxidants of which

32



Vol. 10, No. 60

70% is concentrated in the skin and
membranes of the fruit. Due to these
nutraceutical properties, the pomegranate has
managed to take an important place in the
industrial production of arils and juices.
However, the processing of pomegranate
juice generates waste and 78% of it
corresponds to the peel, which contains

polyphenolic compounds such as
ellagitannins, proanthocyanins, as well as
alkaloid  compounds and  glycosides.

(Buenrostro et al., 2017; Coronado-Reyes et
al., 2020). Among ellagitannins, punicalagin
is the main compound found in pomegranate
peel (Cam & Hisil, 2010). This polyphenol
has important biological capacities such as
anti-inflammatory, hepatoprotective,
antigenotoxic and also as an antioxidant or
free radical scavenger, the latter standing out
since punicalagin is responsible  for
approximately 50% of this activity
(Giamogante et al., 2018; Nuncio-Jauregui et
al., 2015; Young et al., 2017). In addition, this
compound has shown excellent
bioavailability, stability and safety in
humans, when administered within food
matrices or independently, making it a great
alternative for application in oleogels to help
prevent or reverse the oxidation process.
(Quiros Fernandez & Lopez Plaza, 2017). An
oleogel is a material made by dissolving
gelator molecules (i.e., low molecular weight
molecules, lower than 3000 Daltons) in
organic solvents such as vegetable oils or
mineral oil (LOpez-Martinez et al., 2014).
Edible oleogels are structured with vegetable
oils, predominantly rich in "healthier"
polyunsaturated  fats, which  provide
viscoelastic mechanical properties like those
of a solid fat (i.e., lard, butter, vegetable
shortening, etc.) (M. Aguilar-Zarate et al.,
2019; Mattice & Marangoni, 2018). Because
of this, oleogels have been proposed as
alternatives to substitute saturated and trans
fats that are associated with harmful health
risks and a negative perception by the
consumer. To prepare oleogels high
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temperatures are required to dissolve gelator
molecules and sometimes this process can
affect the quality of the systems due to the
sensitivity to heat associated with their
components (i.e., gelators and
polyunsaturated oils). Because of this, the use
of an antioxidant agent is important for the
development of some oleogels (Singh et al.,
2017). This is the case of ethylcellulose (EC)
oleogels, which are formed by the interaction
of EC polymeric strands through hydrogen
bonds (Laredo et al., 2011) after their
solubilization in vegetable oils at ~120-140
°C. The temperature to which these solutions
are heated causes decomposition of the
gelator, surfactants used in the gel and also
could cause the oxidation of the oil. The
oxidation mechanism that could occur in this
type of oleogelled systems is the
autooxidation or radical mechanism. This
pathway requires an initial activation energy
for the removal of a hydrogen atom, thus it is
enhanced by high temperatures and the
presence and position of double bonds
(Barriuso et al., 2013; Taghvaei & Jafari,
2015; Villeneuve et al, 2021). As
consequence, the degradation of the
molecules of the system (i. e., unsaturated and
polyunsaturated fatty acids) can lead to a
deterioration in gel quality (texture
properties) and safety for use (Gravelle et al.,
2012). Due to this, one of the most used ways
to control and reduce autooxidation has been
the incorporation of synthetic antioxidants as
butylated hydroxytoluene (BHT), that has
been applied to try to prevent the effects of
oxidation caused by temperature on its
mechanical properties (Davidovich-Pinhas et
al., 2015). In the present work, the possibility
to use a natural antioxidant to prevent the
oxidation has been studied, in EC oleogels,
presenting as alternative the polyphenols
extracted from pomegranate peel. It has been
reported that punicalagin is the main
pomegranate polyphenol (P. Aguilar-Zarate
et al., 2017), is not toxic (Kulkarni et al.,
2007) and it is resistant to temperatures of up
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to 121 °C under vacuum (Qu et al., 2014). In
a recent study, in which was compared
punicalagin antioxidant effect with the BTH
in canola oil, presented similar reduction
effect of primary oxidation products than
BHT, so the authors proposed punicalagin as
suitable  replacements  of  synthetic
antioxidants for canola oil (Alsufiani et al.,
2020). Because the above, in the present work
it was hypothesized that pomegranate
polyphenols can act as an antioxidant in EC
oleogels in canola oil, since it is necessary to
subject the solutions to high temperatures to
complete dissolution of the gelator. The study
of natural antioxidants using in edible
oleogelled systems is limited due to some of
them are unrecognized as safe or assesses
long term stability because in the most studies
they have been examined in model systems.
Only few natural antioxidants have
demonstrated being effective in oleogels. For
example, it has been reported that the addition
of curcumin to beeswax oleogels increased
their oxidative stability but only during
refrigerated storage. (Ramirez-Carrasco et al.,
2020). On the other hand, it was obtained that
in pB-sitosterol and lecithin oleogels also
added with curcumin, the crystalline network
of molecules served to inhibit the chain of
oxidation reactions and, in turn, protected the
antioxidant activity of curcumin, it was
deduced because diminished the formation of
hydroperoxides (Li et al., 2019). But the
preparation temperature of these oleogels in
the last two cases was 90 °C and their studies
were carried out at 60 °C, so there was no
evidence that curcumin acted effectively at
high temperatures, but rather it turned out that
the oleogel served as vehicle for curcumin. In
this context, the objectives of the present
work were to evaluate the use of polyphenols
extracted from pomegranate peel as an
antioxidant agent for the development of
ethylcellulose based oleogels on vegetable oil
and stablish the optimal amount of
polyphenols necessary to preserve the oleogel
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oxidative mechanical

properties.

stability and its

MATERIALS AND METHODS
Materials

The pomegranate peel was extracted from
ripe fruits obtained from a local farm market
in Ciudad Valles, San Luis Potosi, Mexico.
For the development of the oleogels,
ethylcellulose (EC) with a viscosity of 45 cP
was used (Ethocel Standard 45 Premium,
DUPONT, Suiza) and canola oil (high in
polyunsaturated fatty acids) Canoil brand that
was purchased from a local supermarket. To
filter, Whatman No. 41 brand filters were
used; Amberlite XAD — 16 was used in the
separation columns. All reagents used for
primary and secondary oxidation analyzes
(acetic acid, isooctane, potassium iodide,
sodium thiosulfate, sodium laureate, starch
indicator, tween 20, ethanol, and sodium
hydroxide) were purchased from various
commercial sources.

Experimental methods
Extraction and purification of polyphenols
from pomegranate peel

The extraction and purification was carried
out according to the methodology reported by
Ascacio-Valdés et al., (2013) with some
modifications, from  dehydrated and
pulverized residues of pomegranate peel 40
grams of powdered sample was weighed into
a container and 400 mL of water was added.
For extraction, the mixture was heated at 60
°C for 30 min, and then filtered. After this, the
obtained extract was taken to centrifugation
for 2 min at 2000 rpm and vacuum filtered
using filter paper (Whatman No. 41) to
remove larger debris particles. The extraction
process was applied 3 times to the same plant
material.  Afterward, purification was
performed using a column packed with
Amberlite XAD-16, previously washed with
ethanol and then with distilled water. Two
hundred mL of extract were emptied into the
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column and a first wash with water was
performed to discard undesirable compounds,
then a wash with ethanol was performed to
obtain a fraction rich in ellagitannins, and
finally the recovery of the sample was carried
out. The process was repeated until the
desired volume was achieved. The purified
sample was taken to a rotary evaporator to
remove as much ethanol as possible, then
placed in Petri dishes and dried in an oven at
50 °C for 48 h. Finally, the dried powder was
recovered and stored in an aluminum-lined
glass jar in a cool, dry place until use.

Characterization of polyphenols by HPLC

The analyzes of the fractions (200 ppm) were
conducted according to the methodology of
Aguilar-Zarate et al. (2017) by reverse-phase
high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC), including an autosampler
(Varian ProStar 410, Palo Alto, CA, USA), a
ternary pump (Varian ProStar 2301) and a
photodiode array detector (PDA) (Varian
ProStar 330). Ten uL of sample was injected
onto a Denali C18 column (150 mm x 4,6
mm, 3,1 um, Grace, Columbia, MD,
EE.UU.). The oven temperature was 30 °C.
The eluent was a gradient of aqueous acetic
acid (3%, v/v; solvent A) and acetonitrile
(solvent B). Solvents were filtered through
0.45 um nylon membranes. The flow rate was
kept at 0.2 mL/min, and the elution of the
phenolic compounds was monitored at 280
nm. Data processing was performed with the
Workstation Multi instrument (V. 6.2). The
following gradient was applied: initial, 3% B,;
5-15 min, 16% linear B; 15-45 min, 50%
linear B. The column was then washed and
reconditioned.

Determination of ESI-MS parameters

A liquid chromatography ion trap mass
spectrometer (Varian 500-MS IT Mass
Spectrometer) equipped with an electrospray
ion source was used. Samples were submitted
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in tandem from HPLC to ESI-MS. All MS
experiments were performed in the negative
mode [M-H]?. Nitrogen was used as the
nebulization gas and helium as the buffer gas.
The ion source parameters were nebulization
voltage 5.0 kV and capillary voltage, and
temperature were 90.0 V and 350 °C,
respectively. Data was collected and
processed with MS Workstation software (V
6.9). Full scan spectra were acquired in the
range m/z 50-2000. Samples were first
analyzed in full scan mode. MS/MS analyzes
were performed on a series of selected
precursor ions.

Oleogels development

The oleogels were prepared following the
experimental design as in Table 1 by
dispersing the percentage (w/w) of EC (3%,
6% or 12%) in vegetable oil and adding the
correspondent  pomegranate  polyphenol
amount (0.05%, 0.1% or 2%), to finally heat
the solution at the respective temperature
(140 °C, 150 °C or 160 °C). The mixture was
heated for approximately two hours, in an oil
bath inside an oven (Memmert UN3O,
Germany). Every 30 minutes the temperature
of the oil bath was monitored and agitations
of approximately 1 minute per glass were
performed. When the time was up, they were
placed in another incubator at 50 °C for
cooling for 40 minutes, then tempered at
room temperature (~25 °C) and finally stored
in refrigeration (~4 °C) for 24 h.

Optimization of the development of the
ethylcellulose oleogel with polyphenols
Table 1 shows the factors and levels that were
used in the development of the oleogels. A
Taguchi L9 array was used to investigate the
effect of these factors in 9 runs, in order to
find the combination of elements that gave us
the most stable and reliable performance. The
L9 orthogonal array was obtained using
Statistica 7 software (Statsoft, OK, USA).
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Table 1. Factors and their respective levels used to oleogel preparation.

Factor Level 1 Level 2 Level 3
Ethylcellulose % 3 6 12
pp-polyphenols % 0.05 0.1 0.2
Temperature °C 140 150 160

The experiments were performed combining
the factors and levels according to the
information presented in Table 2. As a
response variable, the percentage of

Table 2. Experimental matrix L9 of the Taguchi design.

inhibition of lipid oxidation was evaluated.
For the statistical analysis of the results, the
Statistica 7 software (Statsoft, OK, USA) was
used, using the bigger model is better.

No. Ethyl cellulose  pp-polyphenols Temperature
1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 2 1 2
5 2 2 3
6 2 3 1
7 3 1 3
8 3 2 1
9 3 3 2

The experimental data were previously
transformed using the signal/noise ratio (S/N)
using equation 1. In the Taguchi design, the
S/N ratio is the ratio of the mean (signal) to
the standard deviation (noise), the result is a
measure of performance that allows for
choosing better levels of control (Minitab
LLC, 2022).

SIN= -10log ((Y.1/y2)/n) (Eq. 1)

Where y represents the experimental value of
oxidation inhibition and n the number of
treatments analyzed. The contribution of each
factor was estimated from the analysis of
variance (ANOVA) using equation 2.

SSi
P =-—+100 (Eq. 2)
Where SSi represents the sum of the squares
of factor i and SST the sum of the total
squares.
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Determination of lipid oxidation

It has been reported that the amount of
unsaturated fatty acids and their degree of
unsaturation are the most important factors
affecting oxidation and other aspects, such as
the position of unsaturated fatty acids in the
triacylglycerols and the presence of anti- and
pro-oxidants controlling oxidation. As
peroxides value and conjugated dienes are the
indicators of primary oxidative reactions and
are rapid and widespread techniques, they
were performed in the present work.

Peroxidation

The presence of peroxides in the oleogels was
determined using the AOCS acetic acid-
isooctane method for quantification of
peroxide values (PV) (AOCS official method
Cd 8b-90), expressed in milliequivalents of
active oxygen per kg of fat in the sample, that
cause the oxidation of potassium iodide under
the described working conditions. In a 250
mL flask, 50 mL of acetic acid-isooctane
solution were added. Separately, 1g of
oleogel was weighed and mixed in the
previous solution, stirring constantly for one
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minute, using a magnetic stir plate (Corning
brand), until the sample was completely
dissolved. Then, 0.5 mL of saturated
potassium iodide solution was added to the
same solution and stirring was continued.
After 1 minute, 30 mL of distilled water were
added, and the titration of this solution was
carried out. A 25 mL burette (Pyrex brand)
was used, which was calibrated with sodium
thiosulfate and little by little aliquots were
added to the flask until the yellow color of the
iodide faded. At this point, 0.5 mL of sodium
laureate and two drops of starch indicator
were added. Titration was continued until
complete discoloration of the solution. The
results were calculated with equation 3 and
reported in milliequivalents of peroxides
present per kilogram of oleogel. All
treatments were performed in triplicate.

V«N+1000
P

IP = =mEq/Kg~! (Eq. 3)
Where, V is the volume of the spent
thiosulfate solution, N is the normality of the
thiosulfate solution, and P is the weight of the
sample.

Conjugated dienes

Conjugated dienes determination in the
oleogels were made using the methodology of
Castro-Lopez et al. (2019) with
modifications. This test determines the ability
and speed of the formation of substances to
inhibit the generation of hydroxylated
peroxides in the early stages of linoleic acid
oxidation, accompanied by stabilization of
the radical state via  double-bond
rearrangement  (electron  delocalization),
which results in conjugated dienes. These
relatively stable compounds absorb in the UV
at 235 nm, and their absorption can be
measured by spectrophotometric techniques
to assess oxidation level (Javidipour et al.,
2017). The sample was prepared by mixing
0.6 g of oleogel with 1.5 g of Tween 20 in 8
mL of ethanol and 1.5 mL of water. The
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mixture was homogenized in a vortex and an
aliquot of 250 pL was extracted. Each aliquot
was processed fresh as follows: a NaOH
solution (1 mL, 0.1 M, in 10% ethanol, v/v)
was added to stop the oxidation process; then
ethanol (2.5 mL, 10%, v/v) was added to
dilute the sample. Then, the absorbance of the
samples at 235 nm was measured. Water was
used as a blank and was processed in the same
way as the aliquots in substitution of the
oleogel sample. The percentage of inhibition
of lipid oxidation was calculated with
equation 4.

Inhibition of lipid oxidation (%) = [(A —
B,4) — (A — By)/A] X 100 (Eq. 4)

Where A is the absorbance of distilled water
(as a control), Bos is the absorbance of the
oleogel with the antioxidants and Bo the gel
control.

Infrared spectroscopy

In order to acquire information on the effect
of pomegranate polyphenol extract at the
molecular level in inhibiting the oxidation of
oleogels, the infrared spectra of the samples
previously selected in the Taguchi model
were obtained. The Bruker Vertex 70 model
infrared spectroscopy equipment (Bruker
Optics, Billerica, MA, USA) was used.
Spectras were detected in ATR-transmission
mode, using the Vertex accessory, through 32
scans in the A interval from 400 cm™ to 4000
cm™? with a resolution of 4 cm™. Spectras
were obtained using Opus 7.2 software
(Bruker Optics, Billerica, MA, USA). The
principle of infrared (IR) spectroscopy is to
detect the absorption of light by a compound
in the IR region of the electromagnetic
spectrum. In order to absorb light, a molecule
must have a bond within its structure that can
exhibit what is known as a "dipole moment,"
meaning that the electrons within a bond are
not shared equally. When energy is applied in
the form of infrared radiation, it causes
vibration between the atoms of the molecules,
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and when a certain infrared frequency is
applied, a natural frequency of vibration of
the bonds that make up the molecule is
expressed.

Determination of mechanical properties of
the oleogels

Mechanical properties of the oleogels were
evaluated as a first and fast indicator of
texture quality of the materials developed,
after the different processes to which were
subjected. Determination was made using the
compression technique in a TA.HD.plus
texture analyzer (Stable Micro Systems,
Texture Technologies Corp., Scarsdale, NY).
For this analysis, 20 mL of sample was
prepared and poured into 40 mL Pyrex
beakers. After 24 h of storage at 20 °C,
texture analysis was performed using the
cylindrical geometry of stainless steel with a
diameter of 20 mm and a height of 80 mm
(P/20, Stable Micro Systems) to penetrate 30
mm into each tube with sample at a speed of
1 mm/s. The resulting force response was
measured using Exponent software (Stable
Micro Systems Ltd., 2000). 5 independent
measurements were made at room
temperature (~20 °C) and the results were
statistically analyzed.

Statistical analysis

The results of all the measurements of each
analysis were statistically analyzed by means
of an ANOVA and the comparison between
the  respective  means, using the
STATISTICA version 7 software (Stat Soft,
Tulsa, Oklahoma, USA).
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RESULTS AND DISCUSSION
Characterization of polyphenols from
pomegranate peel

The yield obtained from the extraction of
polyphenols from pomegranate peel (pp-
polyphenols) was 12%-14% for every 40 g of
sample. Its composition was characterized by
HPLC (Fig. 1) and the identified peaks were
assigned to the corresponding compounds
based on comparisons of data previously
reported in the literature (P. Aguilar-Zarate et
al., 2017; Fernandes et al., 2017; Hernandez-
Corroto et al., 2019). In Figure 1la 11 peaks
can be seen, of which the signals of interest
are: the first peak, at 781 m/z that
corresponded to punicalin, peaks 2 and 3 at
1083 m/z that were identified as punicalagin
a and B respectively and peak 4 at 799 m/z
was ellagic acid derivatives. It is important to
note that punicalagin was the main compound
identified and in the highest proportion in
pomegranate peel followed by its derivatives
(i. e., punicalin, gallic acid, ellagic acid, and
ellagic acid glycosides). These findings were
similar to the P. Aguilar-Zarate et al., (2017)
and Cam & Hisil (2010). In Fig.1 peaks 5, 6,
7, and 8 were the ones obtained in the least
quantity, these correspond to pedunculagin Il
(ion 785 m/z), galloyl-HHDP-hexoside (ion
633 m/z), acid ellagic-hexoside (ion 463 m/z)
and the last peak was not identified. Finally,
in peaks 9, 10 and 11 grenatine B (ion 951
m/z), ellagic acid-deoxyhexoside (ion 447
m/z) and ellagic acid (ion 301 m/z) were
detected, respectively, in agreement with the
studies made by Fernandes et al. (2017), P.
Aguilar-Zarate et al. (2017), Fischer et al.
(2011) y Kharchoufi et al. (2018). However,
due to the low vyields obtained with the
technique used for the punicalagin separation,
it was decided to use the total polyphenols,
assuming that punicalagin was the compound
with the highest concentration, as shown in
Fig. 1.
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Conditions selected to prepare EC oleogels
added with pomegranate peel polyphenols

The selection of the adequate conditions to
formulate an ethylcellulose (EC) oleogels,
added with pomegranate peel polyphenols
(pp-polyphenols) as antioxidant agent, was
made after analyzing the 9 treatments
established in the Taguchi design (Table 2).
The results are shown in Table 3, where is
observed for each treatment, the percentage

25 30 35 40

Time (min)
Figure 1. Polyphenols profile identified from pomegranate peel, obtained using HPLC.

of oxidation inhibition, and their respective
signal/noise ratio (S/N) resulting from the
combination of factors (EC, pp-polyphenols,
and temperature). The determination of
oxidation in this stage was performed using
conjugated dienes technique, because it has
been suggested as a better marker of oxidative
deterioration than hydroperoxides at higher
levels of heat exposure of vegetable oils
(Dostalova et al., 2005; Javidipour et al.,
2017).

Table 3. Results of the experimental matrix L9 of the Taguchi design on the inhibition of lipid oxidation.

Treatment Inhibition of lipid oxidation

Signal/noise ratio (S/N)

(%)
1 4.00+0.71 11.97
2 30.95+3.37 29.78
3 83.33£6.43 38.40
4 24.62+8.70 27.54
5 29.22 £ 6.46 29.20
6 23.13+1.06 27.28
7 50.81 £ 3.42 34.10
8 79.66 + 0.00 38.02
9 0.00 £ 0.00 -80.00

The results showed that treatments 3 (3% EC,
0.2% pp-polyphenols, 160 °C) and 8 (12%
EC, 0.1% pp-polyphenols, 140 °C) had the
best effects with 83% and 79% inhibition of
oxidation,  respectively.  With  these
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treatments, a high value in the signal/noise
ratio (S/N) was obtained (Table 3), which
implied that the signal is much greater than
the random effects of the noise factors (i.e.,
lipid oxidation). It was also observed that
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under the conditions of treatment 3 it was
possible to get a better dissolution of the
system and consequently a gel with a visually
homogeneous consistency was obtained,
better than the produced with treatment 8,
which had a slightly gritty feel to the touch. It
IS worth mentioning that for this last
treatment a higher concentration of EC was
being used and possibly the applied
temperature did not allow the gelator
completely dissolve during the treatment
time, which is why cooling the solution
resulted in a system with the consistency that
was described above. This gave rise to the
oleogel developed under treatment 3 being
selected as the best. On the other hand,
treatment 9 was the one that had 0%
inhibition, this could be attributed to the high
concentration of ethylcellulose used to make
the gel (i. e., 12%) and to the fact that it was
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not possible to achieve complete dissolution
of this gelator agent (Marangoni, 2013).

Additionally, the optimal conditions were
calculated to propose the most favorable
results at which an effective inhibition of lipid
oxidation was obtained. This was identified
using the signal/noise ratio (i. e., the relation
between means and standard deviations of the
oxidation values). The results shown in Table
4 indicate that the best effect should be
obtained using ethylcellulose and pp-
polyphenols at level 2 (i.e., 3% and 0.1%,
respectively) and at the selected temperature
at level 3 (160 °C). These data coincide with
the results obtained from the Taguchi L9
experimental matrix, except for the
concentration of pp-polyphenols, which in
the model turned out to be 0.05%.

Table 4. Effect of the factors in the calculated optimal conditions and in the established conditions.

a) Optimal conditions

b) Stablished conditions

Factor Level Effect Standarderror | Level Effect Standard error
Ethylcellulose 2 10.64 15.90 1 9.35 15.90
pp-polyphenols 2 14.97 15.90 2 14.97 15.90
Temperature 3 16.54 15.90 3 16.54 15.90
Expected S/N 59.52 58.23

Finally, it was decided to establish a level 1
for the EC factor, which corresponded to 3%
(Table 4b), because an approximate
signal/noise value was obtained with both
levels analyzed (Table 4 a and b) and also
considering that when wusing a lower
concentration of gelator agent would reduce
the cost of the product and avoid possible
consequences that could arise from excessive
intake of ethylcellulose (Chaves et al., 2018;
Co & Marangoni, 2012).

The results of the experimental validation of
the lipid inhibition, analyzed by the
conjugated dienes technique, indicated that
under the established conditions (Table 4 b),
90.4% (x 4.37%) of the oxidation was
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inhibited. In addition, a signal-to-noise ratio
of 48.67 was obtained, which was much
lower than statistically predicted (Table 4 a).
Additionally, the presence of peroxides,
products of the primary oxidation of lipids, in
the samples that resulted from the
determination of the optimal conditions for
the development of oleogels was evaluated
experimentally. In these determinations it
was found that the peroxide index of an
oleogel without and with pp-polyphenols (i.
e., 541 +0.7 mEg/Kg y 5.62 + 0.4 mEg/Kg,
respectively) was statistically equal (p >
0.05). It is worth mentioning that the peroxide
values that were identified in the developed
oleogels are within the limits established in
the standards (AOCS Cd-8b-90, 1996) and in
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the acceptable quality range for vegetable oils
(A. J. Gravelle et al., 2012, 2016). However,
Javidipour et al., (2017) have observed that
peroxide value is a reliable parameter to
evaluate oxidative stability in vegetable oils
kept at room temperature but not when they
were heated at high temperatures due to the
rapid transformation of the peroxides on
secondary products. So, this technique could
be questionable to be applied in this type of
study and it would be necessary to reevaluate
and analyze again in future investigations of
EC oleogelled systems. Although, the results
of the present work it could be said that under
the established experimental conditions
(Table 4 b) it was possible to obtain oleogels
with lower oxidation values, regardless of
whether or not pp-polyphenols were added.
Other authors have reported favorable results
when using phytochemicals as oxidation
inhibitors during the development of
oleogels. Shi et al. (2014) developed a bigel
(mixture of a hydrogel with an oleogel),
composed of tea-water/stearic acid-peanut oil
polyphenols, in which the formation of
peroxides was reduced by 60% by adding
only 5% polyphenols to the system, compared
to the control made up of peanut oil with
stearic acid, where only the formation of
peroxides was reduced by approximately
14% over 84 h. It was also shown that the
concentration of tea polyphenols in bigel
inhibited oxidation 2.5 times more compared
to other chemically synthesized antioxidants
(i. e, BHT and PG). Besides, Luo et al.
(2019) developed an oleogel based on
camellia oil structured with particles of tea
polyphenol palmitate and citrus pectin and
showed that the oleogelation of camellia oil
with  particles of Tp-palmitate (tea
polyphenol-palmitate) and citrus pectin
caused an inhibition in oxidation of liquid oil.
These authors measured the oxidative effect
at high temperature, heating camellia oil for 3
h obtaining its complete oxidation and
deterioration, while the oleogel remained
acceptable even after heating for 5 h. In this

41

Enero - Febrero 2023

paper, unlike those mentioned above, the
studies were carried out after having stored
the samples for 24 h at 4 °C and much lower
antioxidant concentrations were used (i.e.,
0.05% - 0.2%), which are within the range
established by the regulations for the use of
synthetic antioxidants (i.e., less than 200
ppm) in foods containing fats (U.S. Food and
Drug Administration, 2020). It is worth
mentioning that Kulkarni et al. (2007) had
already reported punicalagin was effective in
inhibiting lipid peroxidation of cholesterol,
even was twice as effective as the synthetic
antioxidant BHT (36.8 £ 0.6 ug/mL and 86.32
+ 15 pg/mL of peroxide content,
respectively), using concentrations of 10-100
uM/mL. Also, in the study made by Alsufiani
et al., (2020) was reported that punicalagin
(600 ppm) had similar antioxidant effect than
BHT (600 ppm) in canola oil stored during 60
days at room temperature. However, recently
the application of some individual natural
antioxidants has not been relevant in the
edible oil industry, since the separation and
purification of an antioxidant compound from
a natural extract is not economical, however,
these studies provide to the researchers with a
better understanding of how phytochemicals
act as antioxidants of lipid systems. On the
other hand, although they are antioxidants of
natural origin, which could be exempt from
health risks, it has also been necessary to
study whether the addition of polyphenols to
edible oils causes alterations in the
physicochemical properties of the product
that contains them (Davidovich-Pinhas et al.,
2014; Gravelle et al., 2012; Gravelle et al.,
2014; Zetzl et al., 2014), as a result of its
interaction with the molecules that make up
the oil. An alternative method to study lipid
degradation is FTIR and the investigation of
the treated edible vegetable oils revealed that
the heating oils caused significant changes in
the intensities of their absorption bands and
produced no shifts in the position of the
bands. These changes have been attributed to
the reduction in linoleic (18:2) and linolenic
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(18:3) fatty acids content due to the oxidation.
These differences are usually observed at
3600-3400 cm! (stretching mode of —OO-H,
due to peroxides formation); 3006 y 1650 cm"
! (stretching of -CH in regions cis HC=CH y
cis C=C); between 1800-1700 cm-1(strong
vibration of carboxyl groups C = O, due to
overlapping of the ester group band of
triacylglycerols.) (Barriuso et al., 2013). To
verify this, in the present work the infrared
spectra of oleogels with and without pp-
polyphenols were obtained (Figure 2) and it
was observed that there was no difference in
the intensity or in the length of the vibrations,
that is, in both samples the spectras
overlapped in the entire range of wavelengths
detected, so it was not possible to conclude
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any difference in the vibration bands of the
functional groups that could reflect the
presence of oxidation (Ismail et al., 1993; Ma
et al., 2000; van de Voort et al., 1994). This
could be attributed to the fact that the samples
were analyzed a few hours after preparation
(i. e., after 24 hours) and some authors have
reported that the presence of oxidation in oils
was more easily identified by IR in aged
samples (Christy et al., 2003; Rusak et al.,
2003). So, there will be needed more detailed
FTIR studies to assess the long-term
oxidation stability of EC oleogels added with
pp-polyphenols and to identify possible
synergistic effects between such polyphenols
and the components of the oleogel (EC and
canola oil constituents fatty acids).

1.00 -M' i ‘
0.95 +

0.90 + ﬁ
0.85 +

0.80 +

Transmitance (%)

0.75 +

0.70 +

0.65 T _ without pp-polyphenols
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Figure 2. Infrared spectra identified in the oleogel samples with and without polyphenols, obtained at 20 °C by

Mechanical properties of the oleogels
developed

Mechanical properties were identified
determining texture parameters (i. e.,

firmness, consistency and cohesivity) of EC
oleogels with and without pp-polyphenols,
that were formulated as the selected
formulation as the better. The results
indicated that both samples analyzed had
statistically the same firmness, consistency

ATR.
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and cohesivity (p > 0.05), independently if
was added with pp- polyphenols. This mean
that the formulations and processing
conditions selected (3% EC, 0.1% pp-
polyphenols, 160 °C), and even the degree of
oxidation caused during oleogel preparation,
did not change the texture quality of the
material developed. The importance of
determining this properties in structured fats
such as oleogels lies in knowing and
comparing their mechanical behavior with
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that of saturated, hydrogenated or partially
hydrogenated fats that are on the market and
are used for the industrial or artisanal
production of various food products, such as
chocolates, bakery products, in the
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formulation of dairy products, in the
preparation of sausages, among others
(Davidovich-Pinhas et al., 2016; Rogers et
al., 2014, Stortz & Marangoni, 2014; Zetzl et
al., 2012).

Table 5. Texture parameters determined in oleogels without and with pp-polyphenols.

Sample Firmness (g) Consistency (g.s)  Cohesivity (g)
Without pp-polyphenols  390.28 + 144.32%  4614.07 +£ 1619.39% -59.98 + 7.55?
With pp-polyphenols 456.24 +46.94*  5012.48 + 338.33%  -63.13 £1.35¢%

Superscript letters in each column indicate that the samples are statistically equal (p > 0.05).

CONCLUSIONS

In this study, under the selected temperature
treatment (160 °C) and the addition of
pomegranate peel polyphenols (0.05-0.1 %)
as antioxidant to prepare oleogels with 3% of
ethylcellulose, the primary lipid oxidation
was maintained between the limits permitted
by the standards and in the acceptable
mechanical properties. It is likely that in order
to alter the quality of these oleogels through
lipid oxidation, it is necessary to storage the
systems for long term periods of time, greater
than the 24 hours that were applied in this
study. As future research, it would be
convenient to complement this work with the
study of the effect of pp-polyphenols in
ethylcellulose oleogels on lipid oxidation
during the storage time. In addition, other
detailed studies to explain the possible
synergism between pp-polyphenols and the
oleogel components are required to
complement and understand the origin of the
behaviors since molecular level to the
macrostructure of the system, and finally this
could permit to suggest possible applications
of the EC oleogels developed and the use of
the pp-polyphenols as natural antioxidants for
this type of structured oily systems.
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Abstract

Mango processing residues (peels, kernel and seed) have little application because they are
discarded or used as food feed. However, they have been reported to be potential sources of
bioactive compounds. The peel has been the most studied, however, for the Ataulfo variety, the
kernel and the seed have been little used, which is why it represents a viable alternative for its
revaluation. Pectin recovery conditions were using a 1:40 weight/volume ratio and polyphenols
using a 0.20 g/mL ratio. Proximal characterization was performed according to AOAC, antioxidant
capacity, and FT-IR ATR in accordance with previous reports. The mango peel is the best source
of polyphenols (58 mg/DM), being the polyphenols of the seed the ones with the highest
antioxidant capacity (ICso 98.18 ppm) and with the FT-IR ATR a reduction in the intensity of the
absorbances (region 1610-1575, 1400-1300 and 1070-1020 cm™Y), this is attributed to the recovery
of phenolic compounds and pectin from the residues. Therefore, the seed, the stone and the shells
are a potential source of bioactive compounds that can have multiple applications.

Keywords: pectin, DPPH*, FT-IR, proximal analysis, Ataulfo.
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Resumen

Los residuos del procesamiento de mango (cascaras, cotileddn y semilla) tienen poca aplicacion
debido a que se descartan o son usados como piensos alimentarios. Sin embargo, se ha reportado
que son fuente potencial de compuestos bioactivos. La cascara ha sido el mas estudiado, sin
embargo, para la variedad Ataulfo el cotiledon y la semilla ha sido poco aprovechada por lo que
representa una alternativa viable para su revalorizaciéon. Las condiciones de recuperacion de
pectina fueron usando una relacion 1:40 peso/volumen y los polifenoles usando una relacion 0.20
g/mL. La caracterizacion proximal se realiz6 de acuerdo con la AOAC, la capacidad antioxidante
y FT-IR ATR de acuerdo con reportes previos. La cascara de mango es la mejor fuente de
polifenoles (58 mg/céascara), siendo los polifenoles de la semilla los que tienen mayor capacidad
antioxidante (ICso 98.18 ppm), con el FT-IR ATR se observa una reduccion en la intensidad de las
absorbancias (region 1610-1575, 1400-1300 y 1070-1020 cm™), esto se atribuye a la recuperacion
de compuestos fendlicos y pectina de los residuos. Por ello, la semilla, el cotileddn y las cascaras
son fuente potencial de compuestos bioactivos que pueden tener maltiples aplicaciones.

Palabras clave: pectina, DPPH*, FT-IT, andlisis proximal, Ataulfo.

I. Introduccion suma importancia debido a la naturaleza del
El mango (Mangifera indica L.) es una de las mango (climatérico) ya que sufre cambios
frutas mas populares a nivel mundial debido enzimaticos provocando que se deteriore
a sus propiedades sensoriales y rapidamente [101 | a polifenol oxidasa (PPO),
organolépticas 1. En 2018, México ocupt el pectin metil esterasa (PME) y peroxidasa
sexto lugar en produccién de mango con un (POD) son las principales ya que POD
estimado de 436 millones de délares 2. La participa parcialmente en reacciones de
variedad Ataulfo (Mangifera caesia Jack ex pardeamiento mediadas por peroxido de
Wall) tiene su centro de origen en México, hidrogeno residual (H202) de los compuestos
especificamente en una regién costera de fenclicos oxidados por PPO 1. Asi mismo,
Chiapas denominada Soconusco. Dicha la PME cataliza la esterificacion dimetil la
region delimitada le otorga la proteccion de cual influye en las interacciones entre los
denominacion de origen la cual asegura que componentes de la pared celular y modula la
el producto cumple con especificaciones que actividad de las hidrolasas de la pared celular,
lo hacen dnico Bl Ademas, tiene altos lo que hace que las pectinas sean mas
volimenes de produccion con un 30.29% de degradables por las enzimas pectinoliticas.
la produccion total [, Los anterior provoca el ablandamiento y
modifica la viscosidad de los productos
Su procesamiento en jugos, néctares, alimenticios 12,
mermeladas, etc. es una de las alternativas _ _
més comunes 8. Sin embargo, genera una Aunado a lo anterior, esto toma relevancia en
gran cantidad de desperdicios (cascara, otras varie_dades de mango ya que el cot_iled(’)n
cotileddén y semilla) de los cuales la cascara y y la semilla son una fuente potencial de
el cotiledon representan el 24% y 40%, antioxidantes, almidon, y fibra dietética [**-
respectivamente  [?.  Adicionalmente, el 1. Sin embargo, existe poca informacion
escaldado de la pulpa y/o los residuos es de respecto al mango Ataulfo. Dichos
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compuestos (antioxidantes, principalmente)
tienen diversas aplicaciones que van desde
capacidad antioxidante (¢l antifangica 7,
antidiabética 8, antiinflamatoria ™%, entre
muchas otras. Actualmente existen diversas
metodologias para la recuperacion de dichos
compuestos, sin embargo, son metodologias
especificas y de un solo proposito.
Actualmente, existe solo un reporte donde
recuperan pectina y polifenoles en un solo
proceso 1 pero solo se enfoca al
aprovechamiento de las cascaras. Por ello, en
el presente estudio se presenta el
aprovechamiento de los residuos de mango
Ataulfo (céscara, semilla y cotiledén) como
fuente potencial de compuestos fenolicos, asi
como su caracterizacion parcial como punto
de partida.

1. Materiales y equipos

Etanol (E5325-17) grado analitico usado para
la  extraccion. Radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH*®) (D9132-1G, Sigma-
Aldrich Co®). La solucién de radical DPPH
fue preparada cada dia que se uso, antes de
cada  determinacion.  Autoclave  (All
American, Modelo 25X), Estufa de secado
(Riossa HCF-48), Molino
(CGOLDENWALL 300g), Espectrometro
infrarrojo (Agilent Cary 600).

I11.Métodos experimentales
Preparacion de materia prima

Un lote de 25 kg de mango Ataulfo fue
adquirido en la Central de Abastos San
Nicolas de Los Garza, Monterrey, Nuevo
Ledn, México. Después fueron tratados de
acuerdo con lo reportado por Rojas et al. [
donde la céscara se removié usando un
cuchillo de acero inoxidable. Una vez
obtenida la cascara, se retird la pulpa del
mango para obtener la semilla. Ambos
subproductos se escaldaron con vapor de
agua a 105 °C/15 min para inactivar enzimas.
Las cascaras y las semillas de mango se
secaron en un horno con aire a 60 °C/24 h, o
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hasta una pérdida de peso del 80%. Después,
la semilla seca se dividié en cotiledén y
semilla. Se obtuvieron tres productos,
cascara, cotiledén y semilla; los cuales fueron
molidas por separado. Se obtuvo un polvo
fino por cada muestra molida y se
almacenaron en bolsas de polietileno a una
temperatura ambiente hasta su uso.

Extraccion de polifenoles totales y pectina

El método utilizado fue establecido por Rojas
et al. 1 con algunas modificaciones para
polifenoles totales de la cubierta de semilla
(PTC) y de las semillas (PTS). Las muestras
deshidratadas y pulverizadas se colocaron en
un vaso de precipitado en una proporcion de
0.20 g/mL y se calentd a 60 °C/30 min [0,
Para extraer polifenoles totales y pectina de
las cascaras de mango (PTCM) se utilizo la
metodologia establecida por Contreras-
Esquivel et al. Y. La muestra deshidratada y
pulverizada se hidraté con agua destilada en
un matraz Erlenmeyer en una relacion 1:40
(9/mL) la cual se calenté a 121 °C/20 min en
una autoclave. Posteriormente, los extractos
obtenidos se centrifugaron a 4000 rpm/30
min para eliminar las particulas de agua
insolubles %21, Para recuperar la pectina del
sobrenadante obtenido de la céscara de
mango, se precipitd con alcohol absoluto en
unarelacién 1:2 v/v. La pectina precipitada se
separ6 del sobrenadante y ambos se
calentaron a 50 °C/24 h para eliminar el agua
destilada/alcohol absoluto residual; la pectina
seca se recuperd como una masa sélida, la
cual se tritur6 manualmente en un mortero y
se almacen6 en wuna botella ambar a
temperatura ambiente.

Despueés, el sobrenadante deshidratado de
cascara se re-suspendié en agua destilada
(1:200 g/mL) y se realiz6 una cromatografia
en columna utilizando Amberlita XAD-16.
Primero, se usdé agua como eluyente para
descartar compuestos indeseables, y luego, se
empled alcohol absoluto como eluyente para
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obtener los polifenoles totales. El etanol
absoluto residual se elimin6 colocando la
fraccion etandlica en placas Petri de vidrio a
60 °C/24 h; los polifenoles se recuperaron
como un polvo fino y se almacenaron en un
frasco ambar a -20 °C hasta su uso 3. El
rendimiento se determind gravimétricamente.

Andlisis proximal

Para las muestras de cotileddn y semilla se
determind cenizas y grasa (942.05), fibra
soluble e insoluble por los métodos
enzimaticos gravimétricos (991.43) de
acuerdo con lo establecido por la Association
of Official Agricultural Chemists 4 el
contenido de proteina bruta (PB) por
titulacion 1. Los carbohidratos totales
fueron obtenidos por la siguiente Ec. (1):

Ct = 100 — % proteina +
% extracto etéreo + % cenizas (Ec. 1)

Espectroscopia infrarroja

Las muestras fueron analizadas usando un
espectrometro infrarrojo en modo de
reflectancia total atenuada (ATR) con un
accesorio de cristal de platino en el rango de
nimero de onda: 4000-650 cm™ usando 32
escaneos a una resolucion de 4 cm™'. Antes
del analisis, se registrd un espectro de fondo
de rayo abierto como un blanco.

Actividad antioxidante
Ensayo de actividad antioxidante por
DPPH*

El método se realiz6 de acuerdo con la
metodologia reportada por Philip 2.
Primero, se afiadieron 193 pL de solucion
DPPH* (60 uM) a 7 pL de cada muestra en
una microplaca. La microplaca se colocé en
la oscuridad y despues de 30 min se leyo la
absorbancia (Abs) a 517 nm. Los controles
contenian 7 pL de agua destilada. Las
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concentraciones evaluadas seran 0, 20, 40,
60, 80 y 100 ppm de polifenoles en agua
destilada para determinar la cantidad de
compuestos fendlicos necesarios para inhibir
el radical DPPH* en un 50% (ICso). La
capacidad de captacion de radicales de los
extractos se calculd usando la siguiente Ec.
(2) y se expres6é como el porcentaje de
inhibicion de DPPH".

Inhibicion (%) =
[(Abscontrol—-Absmuestra)] x 100 (Ec. 2)

Abscontrol

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron como un
disefio completamente al azar con el software
Minitab (version 17), mediante analisis de
varianza. Se realiz6 una comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey (p <
0.05). Todos los analisis se realizaron por
triplicado.

V. Discusion de resultados
Extraccion de polifenoles totales y pectina

El rendimiento de polifenoles totales vy
pectina de semilla y cubierta se encuentran en
la Tabla 1. EI mango es una de las frutas de
mayor distribucion en el mundo. Se recuperd
una mayor cantidad de polifenoles totales a
partir de la céascara seca (5.8%), seguido por
la semilla seca (1.6%). Asi mismo, diversos
autores reportan contenido de polifenoles que
va desde 9.18 a 91.21 mg/g de céscara en 12
diferentes variedades de mango 7. Para
pectina otros autores han reportado valores de
9.38 g/g de cascara seca de mango Ataulfo,
asi como valores de polifenoles totales de
72.61 mg/g céscara seca [°. Las variaciones
en el contenido de polifenoles totales pueden
deberse a las condiciones de cultivo y
madurez del producto 28I,
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Tabla 1. Rendimiento de los polifenoles totales presentes en los subproductos del mango deshidratado y en
rendimiento de pectina presente en la cdscara de mango (Mangifera indica var. Ataulfo)

Muestra Rendimiento de polifenoles Pectina
(mg/g MS) (g/g 100 MS)
Cascara de mango 58.0 £ 4.22 144+ 1.4
Semilla de mango 15.8 +1.9° NA
Cotileddn de mango 8.3+£1.0° NA
Analisis proximal Mutua et al. 3% reportaron valores similares
De acuerdo con los resultados presentados en en los macronutrientes analizados en la
la Tabla 2, se observa que el cotiledén y la semilla de mango deshidrato de origen indio
semilla de mango Ataulfo tienen valores y keniano; reportaron un promedio de 2.64 —
similares en su composicién. Sin embargo, la 3.71% en cenizas, 6.8 — 9.2% en proteina
semilla contiene mayor concentracion de cruda, 9.84 — 13.0% en grasas, 1.78 — 2.89%
proteinas, mientras el cotiledén contiene en fibra cruda y 7286 -76.81% de
mayor cantidad de carbohidratos. Otros carbohidratos totales. Makris y Sahin [
autores han obtenido diferentes porcentajes analizaron mango de origen etiopio donde
de composicién al analizar el cotiledén y la reportaron un promedio de 2 -3.5% en
semilla de diferentes variedades de mango y cenizas, 4.95 —7.36% en proteina cruda, 2.32
de diferentes paises de origen. Kaur et al. y — 4.86% en fibra cruda, 12.46 —18.67% en

grasas y 65.95 —72.55% en carbohidratos.

Tabla 2. Andlisis quimico proximal de cotileddén y semilla del mango deshidratado (Mangifera indica var. Ataulfo).

Composicién Cotileddn (%) Semilla (%)

Cenizas 1.57+0.212 1.67 £ 0.49?

Proteina 0.47 + 0.062 1.04 +0.04°

Grasas 253 +1.928 3.48 +0.802

Fibra cruda 3.53+1.60° 2.95+0.09

Carbohidratos totales 91.90 + 0.292 90.86 + 0.47°
Los valores del proximal del cotiledon y la la espectroscopia FT-IR del cotiledon antes
semilla de mango observados en el presente de la extraccion (CSM) y después de la
estudio y literatura muestran una variabilidad. extraccion (CSMSP). A primera instancia se
Sin embargo, el componente mayoritario son puede observar que ambas lecturas siguen el
los carbohidratos, el cual se mantiene en la mismo patrén, sin embargo, la absorbancia es
misma tendencia. Esta variabilidad se debe menor en la muestra CSMSP. Se pueden
principalmente a que la composicion observar bandas que son caracteristicas de la
nutricional depende de factores como la presencia de ciertos grupos funcionales que
variedad del fruto, su madurez, localidad de se encuentran en los fragmentos de lignina y
cosecha, condiciones climaticas, el manejo hemicelulosa; como en la regién 1610 — 575
postcosecha y el procesamiento industrial 321, cm™ que esta asociada al grupo funcional de
anillos aromaticos C=C y a la regién 1400 —
Espectroscopia infrarroja 1300 cm? que estd asociada al grupo
Se realiz6 un analisis de FT-IR ATR para funcional de compuestos fenélicos OH [,
identificar los principales grupos funcionales Ademés, en la regién 1070 — 1020 cm™ se
presentes en los subproductos del mango encuentra el pico con mayor absorbancia en
Ataulfo. La Fig. 1 muestra los resultados de cual pudiera corresponder a enlaces C-O de

grupo alcohol y 4cidos carboxilicos 341,
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Figura 1. Comparativa de caracterizaciones de FT-IR ATR del cotiledén del mango antes de la extraccion (CSM) y
después de la extraccion (CSMSP).

La Fig. 2 muestra los resultados de la
espectroscopia FT-IR de la semilla del mango
antes de la extraccion (SPP) y después de la
extraccion (SSP). Se detectaron los mismos
picos de absorbancia que las muestras de
cotiledén, sin embargo, hay una mayor
intensidad en los picos de la regién 1600-
1200 cm™. Por otro lado, en la Fig. 3 se
muestran los resultados de la espectroscopia
FT-IR ATR de la cascara del mango antes de

0.7
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la extraccion (CM) y después de la extraccion
(CMSPP). A primera instancia se puede
observar que ambas lecturas siguen el mismo
patrén y se asemejan a las lecturas de semilla
y cotileddn. No obstante, se puede observar
un pico en el nimero de onda 1300 cm™.
Dicho pico pudiera corresponder a enlaces de
grupo carboxilo, lo cuales corresponden a la
posible presencia de pectina 41,
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Figura 2. Comparativa de caracterizaciones de FT-IR ATR de la semilla del mango antes de la extraccion
(SEMILLA PP) y después de la extraccion (SEMILLA SP).
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Figura 3. Comparativa de caracterizaciones de FT-IR ATR de la cascara de mango antes de la extraccion (CM) y
después de la extraccion (CMSPP).

Con base a la literatura, la espectroscopia FT-
IR ATR se pudiera utilizar como un método
para cuantificar o predecir el contenido de
compuestos bioquimicos. Anjos et al. %
propusieron una metodologia para predecir el
contenido de azucares en muestras de miel
utilizando en mayor medida las intensidades
de absorbancias en la region 1500 a 750 cm™.
Obtuvieron un modelo de calibracion r? 86.60
con una desviacion de prediccion residual de
2.6 para fructosa y glucosa. Por lo anterior, es
probable que se pueda ajustar un modelo
especifico para la cuantificacion de
polifenoles y pectina en base a las
absorbancias en regiones especificas.

Actividad antioxidante

El ICs es la cantidad de antioxidantes
necesarios para inhibir en un 50% los
radicales libres presentes en la solucion, en
decir, mientras menos concentracion de

55

antioxidantes sea necesaria para inhibir los
radicales indica mayor potencial
antioxidante. Los valores obtenidos se
presentaron en 1Cso y se presentan en la Tabla
3. Los polifenoles totales presentes en la
semilla de mango fueron los que mayor
actividad de inhibicidn presentaron, mientras
que el cotiledon presenta una actividad
aproximadamente de 15 veces menor que la
semilla y cascara. Rojas et al. ! reportaron
valores de ICso entre 60 y 80 ppm de PT
provenientes de la c&scara de mango Ataulfo
utilizando la misma metodologia de
extraccion de polifenoles y pectina. Estos
valores tuvieron mayor actividad
antioxidante que los resultados obtenidos. Por
otro lado, Badee et al. *®! reportaron valores
de inhibicion =50 ppm (ICsp) de PT
provenientes semilla de mango Zebdia. Estos
valores son mayores de los obtenidos en el
presente trabajo (ICso 98.18 ppm).
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Tabla 3. Concentracién minima de inhibicion (IC50) de polifenoles totales de los extractos de los subproductos del

mango (Mangifera indica var. Ataulfo).

Muestra

DPPH (I1Cso), ppm de PT

Céscara de mango
Semilla de mango
Cubierta de semilla de mango

111.18 + 4.84°
08.18 + 4.912
1523.23 + 68.89°

V. Conclusion

Los resultados obtenidos en el analisis FT-IR
ATR muestran la posible presencia de
metabolitos (polifenoles y pectina), asi como
una posible disminucion en las absorbancias
por la extraccion de estos (region 1610-1575,
1400-1300 y 1070-1020 cm™). La cascara es
la mejor fuente de compuestos fenolicos (58
mg/g MS), asi como fuente de pectina. Sin
embargo, los compuestos fendlicos de la
semilla es la que presenta mayor capacidad
antioxidante (ICsp 98.18 ppm) por lo que las
investigaciones deben dirigirse a la
identificacion de los polifenoles totales, asi
como su uso de los polifenoles totales como
aditivos  antioxidantes y antifingicos
naturales en los suplementos alimentarios.
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Abstract

The acéachul (Ardisia compressa Kunth) is a wild shrub that grows in tropical and subtropical
regions of the country. Various investigations have shown that the fruits have a high antioxidant
capacity, related to their high content of anthocyanins and phenolic compounds. The main objective
of this research was to look for consumption alternatives from the obtaining and physicochemical
characterization of a powder of the dehydrated fruits of acachul to later be used as an ingredient in
the elaboration of two bakery products such as Polvorones and enriched integral biscuits. with
amaranth flour, the experimental methodology consisted of pitting the fruit and separating the seed
to dry separately, the pulp was placed in aluminum trays and dehydrated in a convection oven for
40 hours at 60 °C. The dehydrated pulp was ground in a blender until a homogeneous powder was
obtained, which was preserved in the absence of light and humidity. The fruit and the dehydrated
powder were characterized based on °Brix, pH, titratable acidity (TA), sugars and humidity. The
dehydrated pulp was ground in the blender until obtaining a homogeneous powder, which was
preserved in the absence of light and humidity, to proceed with the preparation of the bakery
products, three formulations were made with different percentages of acachul powder, in the case
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of the integral cookies, 5.7% was used for formulation 1, formulation 2 (11.5%), formulation 3
(19.2%), respectively. For the acachul Polvorones, test 3 was appropriate since it had a color and
flavor characteristic of the fruit, and test 2 was accepted for the whole-grain cookies. A sensory
analysis was carried out regarding the attributes: color, aroma, texture, and flavor (Sour and sweet)
and overall satisfaction. In the case of the shortbread, a 95% overall acceptability was obtained in
the good and excellent categories, and in the case of whole-grain cookies, an acceptability of 38%.
These results show that the products were perceived by consumers with a high percentage of
acceptance. Therefore, they represent a healthy option as functional foods and very promising
consumption in the market.

Key Words: Acachul (Ardisia compressa Kunth), physicochemical characterization, sensory evaluation.

Resumen

El acachul (Ardisia compressa Kunth) es un arbusto silvestre que crece en regiones tropicales y
subtropicales del pais. Diversas investigaciones han demostrado que los frutos poseen una alta
capacidad antioxidante, relacionada con su alto contenido de antocianinas y compuestos fendlicos.
El objetivo de esta investigacion fue buscar alternativas de consumo a partir de la obtencion y
caracterizacion fisicoquimica de un polvo de los frutos deshidratados de acéachul para
posteriormente ser utilizado como ingrediente en la elaboracion de dos productos de panificacion
tales como los polvorones y galletas integrales enriquecidas con harina de amaranto, la metodologia
experimental consistié en deshuesar la fruta y separar la semilla para asi secar por separado, la
pulpa se colocd en charolas de aluminio y se introdujo en un horno de conveccion por 40 horas a
60 °C. La pulpa deshidratada fue molida en la licuadora hasta obtener un polvo homogéneo, el cual
fue conservado en ausencia de luz y humedad. Se caracterizo al fruto y el polvo deshidratado con
base a °Brix, pH, acidez titulable (AT), azucares y humedad. En la elaboracion de los productos de
panificacién se realizaron tres formulaciones con diferente porcentaje de polvo de acachul, para
los polvorones se utilizaron tres formulaciones: 1. PF1 (1.04%), PF2 (2.6%), PF3 (5.04%). En el
caso de las galletas integrales se utilizo GIF1 (5.7%), GIF2 (11.5%), GIF3 (19.2%),
respectivamente. Para los polvorones de acachul la formulacion PF3 fue la adecuada ya que tenia
un color y sabor caracteristico al fruto y en las galletas integrales la que tuvo mejor aceptacién fue
la formulacion GIF2. Se realiz6 un analisis sensorial respecto a los atributos: color, aroma, textura
y sabor (&cido y dulce) y la satisfaccion global. En el caso de los polvorones se obtuvo un 95% en
la aceptabilidad global en las categorias bueno y excelente mientras que para el caso de las galletas
integrales fue una aceptabilidad del 38%. Estos resultados demuestran que los productos fueron
percibidos por los consumidores con un gran porcentaje de aceptacion. Por lo tanto, representan
una opcion saludable como alimentos funcionales y muy prometedor consumo en el mercado.

Palabras Clave: Acachul (Ardisia compressa Kunth), andlisis sensorial, caracterizacion fisicoquimica.
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1. Introduccidén

El género Ardisia, es miembro de la familia
de las Mirsinaceaes, estos son arbustos de
hoja perenne y é&rboles de las regiones
tropicales y subtropicales del mundo [1]. El
acachul (Ardisia compressa Kunth) conocido
con ese nombre en la Sierra Norte del Estado
de Puebla, México; es un arbusto silvestre
que crece en regiones tropicales vy
subtropicales del pais. Produce frutillas
pequefias de color morado intenso, con sabor
agridulce, la brotacién de flores ocurre en los
meses de febrero y marzo, la cosecha se
realiza en los meses de abril y junio. La
semilla dentro del fruto es esférica y esta
rodeada por un endocarpio (almendra) que
tiene un sabor amargo [1-3]. Diversas
investigaciones han demostrado que los
frutos poseen una alta  capacidad
antioxidante, relacionada con su alto
contenido de antocianinas y compuestos
fendlicos. Contiene compuestos polifendlicos
como flavonoides, particularmente
flavonoides glicosilados como el 3-O-
glucédsidos (quercetina 3-O-glucésido) y 3-O-
rutinésidos  (isorhamnetina-3-O-rutinosido)
[2,4]. En Xicotepec, los frutos de acachul son
usados solamente para preparar algunos
productos alimenticios artesanales como
licores, paletas, atoles y mermeladas, aunque
en otros lugares, también se consume como
bebida refrescante y dulces [1, 5 - 6].
Actualmente, ha aumentado el interés por el
uso de antocianinas y compuestos fenolicos
para enriquecer nutricionalmente  los
alimentos, pero también por las propiedades
que se reportan como actividad antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena, entre otras
[7]. Actualmente, la ingesta de antocianinas
se estd incrementando en el consumo de la
dieta diaria de manera significativa debido a
que los extractos de jugos de frutas y
vegetales con alto contenido de antocianinas
estan llegando a ser mucho mas disponibles
comercialmente, y los beneficios a la salud de
las antocianinas han llegado a ser evidentes
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[8]. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue buscar alternativas de
consumo a partir de la obtencion vy
caracterizacion fisicoquimica de un polvo de
los frutos deshidratados de acéchul para
posteriormente  ser  utilizado  como
ingrediente en la elaboracion de dos
productos de panificacion tales como los
polvorones y galletas integrales enriquecidas
con harina de amaranto.

Clasificacion taxondémica

Nombre cientifico: Ardisia compressa Kunth
En la Tabla 1 se muestra la clasificacion
taxondmica del acachul que pertenece a la
familia Myrsinaceae, del género Arsidia
epiteto especifico compressa.

Tabla 1. Clasificacién taxonomica.

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Myrsinaceae
Género Ardisia
Epiteto especifico Compressa

Una vez que la flor se seca da origen al fruto,
que es de forma globosa, da un color rojo
morado hasta negro en la madurez, su cascara
es lisay muy fragil, la pulpa es jugosa y tiene
un didmetro aproximadamente de 12 mm,
cuenta con una semilla que abarca hasta un
50% de su peso total (Figura 1). El sabor que
tiene este fruto es agridulce y un poco
astringente. La semilla dentro del fruto es
esférica y estd rodeada por un endocarpio
(almendra) que tiene un sabor amargo,
germina facilmente, por lo que el arbol crece
de manera silvestre [ 9].

Metabolitos y actividad antioxidante del
fruto de acachul

Debido a la falta de informacion de su riqueza
en propiedades antioxidantes es poco
consumido por la poblacion, estas
propiedades se asocian a su alto contenido de
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antocianinas  (570.35 mg cianidin-3-
glucosido/kg b.s). En este sentido, se
demostro que los frutos de acachul presentan
un alto contenido de fenoles totales (1051.3 £
43.5 mg de equivalentes de &cido galico / 100
g de fruto fresco), entre los que predominan
las antocianinas (796.0 + 2.3 mg de
equivalentes de cianidina 3-O-glucosido /
100 g de fruto freso) [2]. Entre las principales
antocianinas identificadas destacan la
malvidina-3-O-galactdsido (35%),

delfinidina  3-O-galactésido  (28%) vy
petunidina 3-O-galactésido (19%). Otros
polifenoles identificados incluyeron:
flavonoles, flavan-3-oles (dimeros de
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catequina y proantocianidina) y derivados de
hidroxicinamoilo [2, 10]. La ingesta de los
compuestos fendlicos en valores superiores
de 600 mg/p/d tienen un efecto protector
frente a las enfermedades cronicas
degenerativas, por lo que ingerir cantidades
suficientes de polifenoles en la dieta podria
beneficiar de sus efectos positivos sobre la
salud. A pesar de la relacion de los
compuestos fendlicos y su efecto benéfico
para la salud, son necesarios méas estudios que
tengan en cuenta  biodisponibilidad,
absorcién y el metabolismo de estos en el
organismo humano [11].

Figura 1. Planta, frutos y semilla de acachul. a) Planta, bj Racimo de frutos inmaduros, ¢) Racimo de frutos
maduros, d) Frutos cosechados, e) Semilla y f) Diferentes estados de madurez del fruto.

Polvo de acachul

Se elabord un polvo de acachul a partir de los
frutos deshidratados que fue incorporado a
laminas de fruta a base de manzana. El polvo
de acachul present6 una elevada
concentracion de compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante [10].

2. Materiales y métodos

Los frutos se recolectaron de las cercanias de
Xicotepec de Juérez, Puebla (-97.96 20° 16’
33" N, 97° 57" 36" 0O), altitud de 1,180
m.s.n.m., temperatura anual en un rango de
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11 a 30 °C, en estado de madurez comercial
con apropiado desarrollo de color de fruto
morado intenso y peso aproximado de 0.5 g.
Se utilizaron 9.572 kg de fruta fresca y
maduros de acachul, se lavaron vy
desinfectaron con una solucion de NaClO a
200 ppm durante 5 min y luego se enjuagaron
con agua potable. Posteriormente, se realizé
un deshuesado, de tal manera que se separa la
pulpa del hueso para continuar con el
procedimiento. Posteriormente, la muestra
fue colocada en charolas de aluminio y
secadas en un horno de conveccion de acero
inoxidable (HC-35-CXL CORIAT) a una
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temperatura de 60 °C por 40 horas. La pulpa
y la céscara deshidratada fueron molidas en
una licuadora (Oster® BPMTO02-BS0- 00)
hasta obtener un polvo homogeéneo, el cual se
conservo en ausencia de luz y humedad hasta
su utilizacion.

Para el andlisis fisicoquimico se realizaron las
siguientes pruebas:

Grados Brix (°Bx) se midieron con un
refractometro HANNA, modelo HI96801
segun el método Refractométrico. Para la
muestra en fresco, se utilizo el jugo del del
fruto de acéachul para realizar la medicién,
para el polvo del acachul deshidratado, se
tomaron 1 g de muestra disueltos con 10 mL
de agua destilada [12].

Determinacion de pH se realizé conforme al
método potenciométrico, se tomo 0.5 g del
polvo en 50 mL de agua destilada
previamente hervida y templada con 0.5
gramos de muestra, se rehidrat6 el polvo de
acédhul y se filtraron. Para la medicion se
utilizé un potenciometro marca HANNA 17
instruments HI12216, calibrando previamente
con disoluciones buffers de pH 7.00, 4.00 y
10.0 a 25°C [12].

Determinacion de acidez total titulable
(AT) se realizo6  por titulacion
potenciométrica, usando una solucion de
NaOH 0.1N hasta un pH de 8.7 £ 0.2 segln
estandarizacién previa realizada en el
laboratorio. El resultado obtenido se expreso
como % de acido citrico [13].

Azlcares totales. Se tomaron muestras de 5
g del snack para hacer un macerado con agua
destilada y clarificarlas con acetato de plomo
a45% y oxalato de potasio a 22%. El extracto
se sometid a un procedimiento acidificacion
con HCI y una neutralizacion con NaOH al
40%, para causar inversion de azUcares y usar
la mezcla resultante para titular también las
soluciones de Fehling. En forma breve, se
prepararon soluciones acuosas de Fehling de
CuSOQg y tartrato de sodio-potasio-NaOH, las
cuales se mezclaron 5 mL de cada una, se
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melaron y se agregaron 50 mL de agua
destilada. El extracto se empleo, por un lado,
para titular la mezcla de soluciones de
Fehling y determinar contenido de azucares
reductores con base en la estandarizacion con
glucosa de lo cual se determiné el contenido
de azUcares totales. Finalmente, a partir de la
diferencia entre azUcares totales y reductores,
se obtuvo el contenido de azlcares no
reductores. Los resultados se expresaron en
gramos por cada 100 g de muestra [14].
Humedad. Para determinar la humedad se
utilizé el método termogravimétrico, para lo
cual se toma el peso inicial de una charola de
aluminio, posteriormente esta se pone a peso
constante, después se coloca la muestra y se
pone a secar a 112 °C por 5 horas en la estufa
a peso constante, una vez transcurrido el
tiempo se pesé (Balanza analitica Mettler) y
se calcula el % de humedad.

Formulacion de polvorones empleando
polvo de Acachul

El polvo obtenido a partir de la
deshidratacion del polvo de acachul, se
utilizaron en diferentes proporciones en la
formulacion de los polvorones (Tabla 1).
Partiendo de la formulaciéon control de los
polvorones, se reemplaz6 parte de la harina
por el polvo de acachul. Iniciando con la
formulacion de polvorones, donde se realizo
un batido de la manteca vegetal, azucar y
huevos hasta la obtencion una crema suave y
ligera, para después integrar de forma
homogénea la harina de trigo vy
posteriormente afadir el polvo de hornear y
el polvo de acachul y amasando hasta obtener
una masa solida. A continuacion, se almacend
en el refrigerador durante 30 minutos a 4 °C.
Por ultimo, se realiz6 el cortado de la masa en
porciones de 50 gramos para cada polvorén
distribuyéndolo en charolas de acero
inoxidable y se horne6 a 180 °C durante 20
minutos.
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Tabla 1. Formulacién de polvorones con polvo de acachul.
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Formulaciones | Harina de trigo Polvo de Huevos | Azlcar Polvo para Manteca
(%) acachul hornear vegetal
(%) (%) (%) (%) (%)
PControl 43.47 0 12 21.7 1.1 21.73
PF1 42.43 1.04 12 21.7 1.1 21.73
PF2 40.87 2.6 12 21.7 1.1 21.73
PF3 38.43 5.04 12 21.7 1.1 21.73
Formulacion de galletas integrales avena, polvo para hornear, polvo de acachul

empleando polvo de Acachul

De igual forma para las galletas integrales, se
empled el polvo obtenido a partir de la
deshidratacion del polvo de acachul, se
utilizaron en diferentes proporciones (Tabla
2). Se llevd a cabo el batido de los huevos,
azucar y aceite en un bowl, despues, se
integraron todos los insumos secos como lo
son la harina de amaranto, harina de trigo,

con la mezcla anterior. Posteriormente, se
realizd el amasado hasta obtener una masa
firme, acto seguido, se llevo a cabo el cortado
de la masa en porciones de 50 gramos y la
colocacion sobre charolas de acero
inoxidable, espolvoreado de las galletas con
un poco de avena. Por ultimo, el horneado a
una temperatura de 180 °C durante 20
minutos.

Tabla 2. Formulacién de galletas integrales con polvo de acachul.

Formulaciones Harina | Harinade | Avena | Polvode Huevos Aceite Azlcar | Polvo para
de trigo | amaranto | molida | acachul de oliva hornear
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control 20.2 20.2 9.9 0 17.38 15.4 15.42 1.5
GIF1 17.85 17.85 8.9 5.7 17.38 15.4 15.42 1.5
GIF2 15.52 15.52 7.76 11.5 17.38 15.4 15.42 1.5
GIF3 12.45 12.45 6.2 19.2 17.38 15.4 15.42 1.5

Se llevd a cabo un andlisis sensorial con un
panel de 51 catadores no entrenados
catadores en la comunidad del Porvenir,
Xicotepec de Juarez, Puebla. La poblacion de
estudio para la prueba sensorial comprendid
edades de 15 a 60 afios. Se efectud una prueba
de aceptacion. Para la realizacion de la cata
de las muestras, se presentaron codificadas
con nameros de 3 digitos no consecutivos.
Donde se tomaron en cuenta criterios fisicos
de los productos tales como el color, aroma,
sabor y textura con una escala del 1 al 4 con
respecto a las consideraciones malo, regular,
bueno y excelente.

Andlisis Estadistico

Se hicieron 3 replicas experimentales por
tratamiento. Los resultados fueron analizados
mediante un ANOVA (Anélisis de varianza),
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seguido de una prueba de rango mdltiple de
Tukey a un nivel de confianza del 95%,
utilizando como paquete estadistico GradPad
Prism wversién 5. Los resultados fueron
presentados como la media + desviacion
estandar con una p < 0.05%.

3.Discusion y resultados

Obtencién del polvo de acachul vy
caracterizacion fisicoquimica

El acachul presenta propiedades similares a
los berries, por tener un alto contenido en
compuestos  fendlicos. La  propiedad
funcional que posee el acachul es mayor que
el arandano, fresas, zarzamora; esto puede
deberse a la cantidad de compuestos activos
como antocianinas y hasta veinte polifenoles
no antocianinos [2]. Los compuestos
polifendlicos identificados en frutos de
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acachul son flavonoides, particularmente
flavonoides glicosilados como el 3-O-
glucosidos (quercetina 3-O-glucoésido) y 3-O-
rutinoésidos  (isorhamnetina-3-O-rutinosido)
[4]. Existe gran interés en estudiar los
compuestos  fendlicos debido a sus
propiedades antioxidantes y los efectos
benéficos en la salud. La diversidad de
consumo de productos procesados a base de
productos del fruto de acachul en la region de
Xicotepec de Juarez, es muy limitado ademas
de ser un producto altamente perecedero. Por
este motivo, se realizé la obtencién del polvo
del acachul, donde se deshidrato 9.572 kg de
fruta fresca, obteniendo un resultado del 5.5%
de rendimiento del polvo deshidratado.

obtenidos de la

Los resultados
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caracterizacion fisicoquimica se resumen en
la Tabla 3. El pH ademas de ser una medida
de intensidad del sabor &cido de un producto
es muy importante en el control del desarrollo
de poblaciones de microorganismos y en la
actividad de sistemas enzimaticos, reportaron
un pH de 3.1 en el polvo de manzana, este
valor es similar al obtenido con el polvo de
los frutos de Ardisia compressa [15]. Por otro
lado, se sabe que el pH en un sistema regula
la presencia de sustancias en estado
funcional, por lo que influye de manera
directa en la actividad y estabilidad de los
compuestos polifendlicos presentes en el
jugo. Por lo tanto, los valores de pH en el jugo
de Ardisia compressa Kunth favorecen la
actividad de las antocianinas, ya que a pH
alcalinos estos se degradan [12].

Tabla 3. Resultados del anélisis fisicoquimico del fruto y polvo de acachul.

Muestra pH SST Acidez Titulable Humedad Azlcares
Fruta fresca 5.49+0.07 a 4.94+0.07 a 0.21+0.02a 96.52+0.11a 25.00+0.71a
Polvo 3.07+0.02b 17.25+0.07 b 0.32+0.02b 19.71+£0.69b 23.81+0.96 a

Los valores representan el promedio de 3 determinaciones + desviacion estandar. Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia

significativa (p< 0.05%) de acuerdo a Tuckey.

Los solidos solubles totales del polvo de
acachul tuvo un valor de 17.25 + 0.07 °Brix.
Valores similares, se reportaron en acachul
silvestre (18 °Brix) debido a la pérdida de
agua en la deshidratacién, en un proceso de
maduracion avanzado [16]. La acidez se
expresd como porcentaje de acido citrico. Los
valores de acidez titulable se relacionan con
la calidad organoléptica, ademas el pH y la
acidez no presentan una relacion inversa
como se esperaria debido a que existen otros
acidos que influyen sobre el pH. El porcentaje
de humedad del polvo de acachul fue de 19.71
+ 0.69%, considerandose baja, por otro, se
reportaron valores bajos de humedad en el
polvo de acachul [4] debido a que la
determinacion de este parametro se realiza en
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la mayoria de los alimentos por la
determinacion de la perdida de masa que
sufre un alimento cuando se somete a una
combinacion tiempo a una temperatura
adecuada. El polvo de acachul mostrd
porcentaje de azucares totales del 23.81 +
0.96, este resultado podria relacionarse con la
mayor cantidad de carbohidratos presentes en
la muestra. Se reportaron valores que
concuerdan con el polvo de fruto
deshidratado acachul [12].

Evaluacion sensorial de los polvorones

Los resultados de la evaluacion sensorial
efectuada para los polvorones para la PF2 con
5.04% de polvo de acachul, reflejan que
tuvieron una aceptacion favorable en
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comparacion con las demas formulaciones
(Figura 2). En tal sentido, se observa que para
el atributo color el mayor porcentaje lo tuvo
el criterio bueno (53%), ademas, de un 45%
para el criterio excelente, lo que significa que
al 95% de los consumidores les agrada el
color. En cuanto al aroma el mayor porcentaje
fue del 60% para el criterio bueno, mientras
que 27.5% de los consumidores lo clasifico
como excelente. Para el atributo de textura, el

Sabor

Textura

Enero - Febrero 2023

mayor porcentaje (57%) lo presentd el
criterio bueno y el 35% fue evaluado como
excelente. Por ultimo, para el atributo del
sabor, el 65% de los consumidores lo evaluo
como bueno y el 30% como excelente. Esto
significa que se obtuvo un polvorén con
buenas caracteristicas sensoriales, crujiente al
momento de consumo Yy sabor caracteristico
al acachul (agridulce).

Aroma
=@==Fxcelente ==@==Bueno
Regular =@=\lalo

Figura 2. Analisis sensorial de los polvorones por grado de satisfaccion por atributo.

En las Figura 3, respectivamente se observd
la aceptabilidad global de la evaluacion
sensorial de los polvorones y de las galletas
integrales de acachul. En el caso de los
polvorones, el 52% de los consumidores

Regular
18%

Bueno
52%

Malo
0%

evaluaron el producto como bueno, mientras
que el 30% lo evalub como excelente,
resultando en un 82% de aceptabilidad del
producto.

Excelente
30%

Figura 3. Porcentajes de aceptacion global de los polvorones.
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Con base en los resultados obtenidos de la
evaluacion sensorial para las galletas
integrales éstos reflejan que dicho producto
tuvo una aceptacion poco favorable en
comparacion con los polvorones (Figura 4).
La formulacion GIF2 con un 11.05% de
polvo de acdchul muestra el siguiente
comportamiento en la evaluacion sensorial.
En este sentido, se observa que para el
atributo color el mayor porcentaje fue el
criterio de bueno (57%), mientras que el 35%
de los consumidores evalu6 el producto como
excelente, lo que significa que el 92% le
agrada el color ya que la corteza de la galleta
se torné un color morado obscuro, sin
embargo, en el interior el color fue morado
claro, lo cual es atractivo para el consumidor.
En cuanto al aroma el mayor porcentaje
obtenido fue del 41% para el criterio bueno.
Para el atributo de textura, fue evaluado como
bueno en un 52%.

i

——

Figura 4. Analisis sensorial de las galletas integrales
por el grado satisfaccion por atributo.

En la Figura 5, se observa la aceptabilidad
global de las galletas integrales, el 24% de los
consumidores evaluaron al producto como
bueno, mientras que solo el 14% evaluo el
producto como excelente, resultando s6lo en
un 38% de aceptabilidad global del producto.
Esta aceptacion global del producto pudo
deberse a la resistencia que aun los
consumidores tienen por los productos
integrales y saludables. Por otro parte
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encontraron que al incluir el 1% de polvo de
acachul en las laminillas de frutas [10].
Presentaron una importante presencia de los
compuestos fenolicos principalmente de
antocianinas ~ que  son importantes
fitoquimicos que aportan beneficios a la
salud. En comparacion con otros polvos de
frutos de berries deshidratados. Ademas, la
adicion del polvo de acédchul deshidratado
promueve el efecto de la actividad
antioxidante en los productos donde se
incorpore en la formulacion como ingrediente
atractivo.

Excelent
e
4%

Malo
54%

{eguia

nes

Figura 5. Porcentajes de aceptacién global de las
galletas integrales.

4.Conclusiones

De la presente investigacién se concluye que
es posible obtener polvo de acachul mediante
un proceso de deshidratacién con un 5.5% de
rendimiento. Esta opcion de conservacion
proporciona la oportunidad de aplicarlos en
diferentes productos del area de alimentos,
debido a que mantiene aln compuestos
fenolicos benéficos para la salud en
comparacion de otros polvos berries
deshidratados. Los resultados obtenidos en
las pruebas fisicoquimicas sugieren que el
polvo de acachul representa una buena opcion
para preservar la materia prima, estando
disponible para su consumo durante todo el
afio. Ademas, representan una opcion
saludable como alimentos funcionales y muy
prometedor para su consumo en el mercado,
ademas de ser wuna alternativa como



Vol. 10, No. 60

ingrediente atractivo para otros productos de
panificacion. Para los polvorones de acachul
la PF1 3 (5.04%) fue la adecuada ya que
mostré un color y sabor caracteristico al fruto
por parte de los catadores mientras que en las
galletas integrales se acepto la GIF2 (11.5%).
Concentraciones mayores a las mencionadas
podrian influir en la presencia de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante, en los
polvorones vy las galletas el color morado fue
por la presencia de antocianinas en el polvo
de acachul que son las encargadas de
proporcionarles dicho color y no se hace uso
de colorantes artificiales los cuales no
contienen propiedades funcionales en su
composicion.
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