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Aislamiento e identificacion del acido punicico como compuesto bioactivo presente
en la semilla de granada (Punica granatum, L.)

M. Alonso-de Jesls!?, J.M. Talamantes-Gomez? y J.C. Ramirez-Orejel?
1 Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México. 2
Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Departamento de
Nutricién animal y Bioquimica. jose.talamantes@comunidad.unam.mx

RESUMEN: El aceite proveniente de la semilla (PSO, por sus siglas en inglés) de granada (Punica granatum L.),
es rico en acidos grasos instaurados, el mas abundante es el acido punicico (PUA, por sus siglas en inglés), un acido
graso trieno conjugado (omega-5), con diversos efectos benéficos a la salud. Se extrajo el aceite de la semilla por
medio del método mas eficiente (Soxhlet) con éter de petrdleo, se identifico mediante cromatografia de capa fina
(CCF) y se cuantifico los acidos grasos presentes por cromatografia de gases (CG). El objetivo de este estudio fue
encontrar el método mas eficiente de extraccion del acido punicico asi como, aislarlo, aportar mayor informacion
sobre este &cido graso y observar sus propiedades benéficas en la salud. Los resultados por cromatografia de gases
mostraron como acido graso mayoritario al acido docosadienoico. La CCF mostr6 diversas manchas y se obtuvo el
valor de factor de retardo (Rf) del acido punicico, se purificd y aisld para caracterizarlo con ayuda del espectro
infrarrojo (FT-IR).

Palabras clave: Acido punicico, bioactivo, PSO.

ABSTRACT: The oil from the pomegranate seed PSO, (Punica granatum L.), is rich in unsaturated fatty
compounds, the most abundant is the punicic acid (PUA), a conjugated triene fatty acid (w-5), with beneficial effects
on health. The oil of the seed was extracted with the most efficient method (Soxhlet) with petroleum ether the
present fatty acids were identified by Thin Layer Chromatography (TLC) and quantified, by Gas Chromatography
(GC). The objective of this study was to find the most efficient method of extraction of punicic acid as well as to
isolate it, provide more information about this fatty acid and observe its beneficial properties in health. The results
by gas chromatography showed as docosadienoic acid as the major fatty acid. The CCF showed different spots and
the delay factor value (Rf) of the punic acid was obtained, it was purified and isolated to characterize it with the help
of the infrared spectrum (FT-IR).

Key words: Punicic acid, bioactive, PSO.
Area: Aprovechamiento y valorizacion de subproductos

INTRODUCCION

La granada, Punica granatum L., pertenece a la familia Punicacea y es una de las frutas comestibles mas
antiguas. Dentro de sus compuestos bioactivos y de mayor presencia en la semilla se encuentran los
acidos grasos insaturados con un 95%, siendo el mas abundante el &cido punicico (PUA, por sus siglas en
inglés), es un acido graso trieno conjugado (omega-5).

El aceite de semilla de granada (PSO, por sus siglas en inglés) también contiene en cantidades menores
otros isomeros de acido linolénico conjugado (CLnA). También se ha encontrado que la accion sinérgica
de los constituyentes de la granada suele ser superior a la de los constituyentes individuales (Lansky et
al., 2007; Vroegrijk et al., 2011).

El PSO presenta diversas propiedades biol6gicas, como antioxidante, refuerzo en la funcién inmune y
favorece el metabolismo de los lipidos, efecto en la inhibicion del fotoenvejecimiento de la piel y
lipoperoxidacion (Goula & Adamopoulos, 2012). Entre otros efectos benéficos que se le ha atribuido la
prevencion y el tratamiento de diabetes, asi como la hipertension y la colesterolemia (Vroegrijk et al.,
2011; Banihani et al., 2013).
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Dichas enfermedades tienen un elevado riesgo en la salud; por lo que en el presente trabajo plantea el
problema en tres fases; la fase inicial, que consistié en aislar, identificar y caracterizar de manera
individual o conjunta el (los) compuesto(s) bioactivo(s) presente(s) en la semilla de la granada, con la
finalidad de aportar mayor informacion sobre este &cido graso y reducir los problemas de sindrome
metabdlico.

Dentro del proyecto se plantearon los siguientes objetivos: Seleccionar el método de extraccion mas
eficiente, para la obtencion del &cido punicico en frutos con diversas etapas de maduracién; asi mismo,
emplear diversas técnicas de extraccién que no comprometan la estabilidad del acido graso; determinar la
presencia de dicho &cido por cromatografia de capa fina; cuantificar la cantidad presente del analito por
cromatografia de gases y finalmente aislar el acido punicico como compuesto bioactivo de la semilla de
granada, para posteriormente observar sus propiedades benéficas en la salud.

El mejor rendimiento (10.85 %) en la extraccion de los acidos grasos se obtuvo con el disolvente éter de
petréleo y por la técnica de Soxhlet, los acidos grasos presentes se identificaron por cromatografia de
capa fina resolviendo con un Rf= 0.45 para acido punicico y 0.52 para linoléico; mediante cromatografia
de gases de acuerdo a la técnica del AOAC 963.22 (2014) , se obtuvieron en intervalos mayormente el
acido docosadienoico (C22:2) desde 57-84%, linoléico (C18:2 n6c) con 4-22%, oleico (C18:1 n6c) con 4-
10%, estearico (C18:0) con 1-3% Yy palmitico (C16:0) con 2-8%. Se aislo el acido punicico y para
caracterizarlo definitivamente se realizo IR, CG como pruebas confirmatorias. La cromatografia de capa
fina y el espectro de infrarrojo permitieron identificar la presencia del &cido punicico, asi como la
cromatografia de gases permitid la cuantificacion del mismo.

MATERIALES Y METODOS

Se recolect6 granada en cuatro diferentes estados de maduracion y se realiz6 una limpieza externa de la
granada, posteriormente se separaron los arilos de la cascara y del pericarpio blanco de la granada. Se
llevé a cabo el proceso de extraccion segin las metodologias propuestas por Abbasi et al. (2008), y
Fadavi y cols.(2006). El aceite obtenido de las semillas se sometié a metilacién como lo indica el método
oficial AOAC 969.33 (2000), para posteriormente inyectarse y caracterizarse por cromatografia de gases.
Se realizd una Cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) con dos finalidades; la primera
identificacion del acido punicico y la segunda el aislamiento del mismo acido y verificar su pureza, esa
misma fraccién purificada se identifico por Radiacion Infrarroja (FT-IR) para observar las bandas
caracteristicas del acido punicico.

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de los diferentes métodos de extraccion se puede ver en la Tabla I, observando que el
método mas eficiente, para la separacion de los acidos grasos presentes, en la semilla de granada, fue
Soxhlet y como disolvente éter de petréleo, ya que tuvo un rendimiento del 10.85 % en comparacion con
los otros métodos propuestos. De acuerdo con la literatura, la mayor eficiencia de los disolventes para la
extraccion del aceite en la semilla de granada propuesta por Shabbir et al., en 2017, son: éter de petréleo
> n-hexano > éter etilico. Con base en lo anterior, como se observa en la Tabla I, y lo mencionado por
Shabibir cumple lo propuesto.
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Tabla I. Rendimiento obtenido del aceite en la semilla por El rendimiento de extraccion es variable
diferentes métodos de extraccion. debido a las técnicas y el tipo de
Meétodo / Disolvente | Hexano Eter Eter de dléolvente, es_to ]_CL,Je Com.para}qo con el
etilico petréleo método de agitacion y sonicacion usando
el mismo disolvente, cabe destacar que al
Sonicacion (10 min) | 5.40% 1.55% 6.40% sonicar, las vibraciones producidas por las
Agitacién (20 min) | 5.30% 2 86% 8.15% mlcroopfjas no son lo suflf:lente !oa_ra la
extraccion ya que es un método rapido y

Soxhlet (4 h) - - 10.85% no se logré controlar la temperatura.

Respecto a la agitacidn, se incrementa el porcentaje de extraccion debido a que la superficie de contacto
del analito se ve inmersa en el disolvente con un tiempo mayor de extraccién y se logré regular la
temperatura permitiendo extraer mayormente al analito de interés.

Finalmente comparando ambos métodos con Soxhlet que es un método semicontinuo y con aplicacion de
temperatura controlada con un tiempo de 4 h este Gltimo permite la extraccion de los compuestos en una
mayor proporcién.

Una vez identificado el método adecuado para la extraccion, se utilizd para extraer el PSO de otras
muestras con diferentes grados de maduracion. Cémo se observa en la Tabla Il, el grado de maduracion
en la granada se vincula con la cantidad de aceite presente; en el fruto verde, el porcentaje de extraccion
fue muy baja debido a que este fruto era pequefio y predominaba mas la cantidad de cascara o pectina, por
lo que las semillas eran de tamafio pequefio e incoloras en comparacién de un fruto maduro.

Tabla Il. Rendimiento de extraccion de aceite en La identificacion de los acidos grasos presentes en
semilla de granada. . . .

la semilla de granada extraida el método de

Muestra Extraccion Soxhlet y con base en la AOAC 963.22, con las

(%) mismas condiciones que el estandar, se

Muestra 1. Fruto medio maduro 10.85 |dent|f|caron_t9dos los &cidos grasos, sin embargo

se tuvieron dificultades para demostrar la presencia

Muestra 2. Fruto maduro 14.28 del &cido punicico, ya que la columna utilizada

) (CP-7420: Select FAME 100 m X 0.25 mm X 0.25

Muestra 3. Fruto medio maduro 11.70 pUm) para la caracterizacion no diferencia entre el
Muestra 4. Fruto verde 3.47 acido punicico y el 4cido linolénico

conjugado (CLnA), ademas que en los articulos de referencia, no se especifica el nombre o proveedor del
estandar ni tiempos de retencion. Asimismo no anexan cromatogramas.

En la Tabla Ill, se compara el porcentaje de acidos grasos obtenidos en el aceite metilado, como se puede
observar el &cido docosadienoico se presentd en un 57-86% siendo el mayoritario en cualquier estado de
maduracion de la granada, seguido del linoléico. En el caso de la muestra 4, el &cido linoleico se encontrd
en mayor proporcion a comparacion de los otros tres estados de maduracion, alcanzando estar presente en
un 22%, cuando en estado maduro se tiene valores del 14% y en estado medio maduro apenas del 4-6%.
Cabe destacar que solo en la muestra 2 y 3 se encontrd en bajo porcentaje (1.6-3.4%) la presencia del
acido eicosapentaenoico, un acido graso poliinsaturado esencial y que se conoce como omega-3.
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Tabla I11. Concentracion (%) de acidos grasos en las diferentes muestras de granada.
%Acido graso

Acido Graso Muestra 1. Fruto Muestra 2. Fruto | Muestra 3. Fruto Muestra 4.

medio maduro maduro medio maduro Fruto verde
Palmitico C16 2.33 4.23 245 8.64
Esteérico C18 1.97 3.08 2.02 3.52
Oleico C18:1 4.64 10.89 3.34 7.52
Linoléico C18:2 4.88 14.62 6.21 22.49
Docosadienoico C22:2 86.18 62.83 84.38 57.82
Eicosapentaenoico C20:5 - 3.35 1.59 -

En el cromatograma para cada muestra, se puede observar en la Figura 1, el &cido predominante para los
cuatro casos es el acido docosadienoico (C22:2), de férmula molecular Cz:H40O2, €s un &cido graso
poliinsaturado PU-6 natural (PUFA). Es un antagonista del receptor 4 de acido graso libre (FFAR4,
también conocido como GPR120) e inhibe fuertemente la secrecion de ghrelina por células géastricas de
raton aisladas. Este PUFA ha sido identificado en mamiferos, peces, plantas y hongos anaerébios
(Cayman Chemica, 2019). También se observa la presencia de linoleico en una cantidad representativa el
cual puede ser confundido con el &cido punicico.

|
j‘ L\ ) s _}\ J'\A N ‘t A " - " e b

i Acido Acido Acido oo e
Acido ao | Addo apn docosa-  eicosapen-
pe dienoico taenocico

Muestra 3. Fruto medio maduro.
Figura 1. Identificacion de los &cidos grasos representativo de un fruto maduro por CG.

Se realizé cromatografia en capa fina (CCF), con las muestras de aceite de semilla sin metilar, metilada y
al no contar con un estandar de comparacioén, se metilé6 una muestra comercial, llamada Granagard®, el
cual en su etiqueta resalta como componentes mayoritario el acido punicico (76.56%), con el fin de
comparar los rangos de frente (Rf) e identificar la presencia de acido punicico extraido de la semilla. Para
determinar la presencia del &cido punicico, se encontrd de acuerdo a Subhash et al. (2016), el Rf de este
compuesto es de 0.45, mientras que el &cido linolénico, de acuerdo Plourde et al., (2007) tiene una Rf de
0.52. Por lo anterior, se volvio a realizar una CCF Gnicamente del aceite de semilla sin metilar para poder
realizar el aislamiento de los compuestos presentes. Se uso para ello una placa con factor de fluorescencia
y se reveld con luz ultravioleta, esto con el fin de poder aislar sin interferencias de un revelador quimico.
La fraccion correspondiente al Rf de 0.45, se aislé en hexano y se emple6 para la determinacion por IR.

Coémo se observa en la Figura 2, se identificaron las bandas representativas de IR que confirman la
presencia de un acido graso de cadena larga con insaturaciones. De acuerdo a Subhash et.al (2016) el IR
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que obtuvo, presentd las mismas bandas representativas que se obtuvieron con el IR realizado al
compuesto aislado, es decir, presencia de carbonilo (C=0), insaturaciones (C=C), &cido carboxilico
(CHO) y la confirmacidn de ser un compuesto de cadena larga.

Por lo anterior, a pesar de que el acido predominante fue el docosadienoico, se sospecha que pueda ser el
acido punicico, ya que comparando con lo que Subhash et al. (2016) presenta, se encontraron las mismas
bandas para las 4 muestras a comparacién con lo reportado por estos autores.

99.94
99 84

99 6
99 44

— 984
< 98 24
98 04
97 8
97 6
97 41
97.2{
97 0

99.24 "
99 .04 =CH
98 81

98 .61

=CH-

CH26
CH3

-(CH)n-

96
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

IR del acido Punicico aislado. B) IR del acido punicico Subhash et.al, 2016

A)
Figura 2. Espectro IR del acido punicico extraido y el obtenido en literatura.
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ABREVIATURAS

CLnA: Conjugated Linolenic Acid (acido linolénico conjugado).
FBS: Fasting Blood Sugar (azucar en sangre en ayunas).
HDL.: High Density Lipoprotein (lipoproteinas de alta densidad).

HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (indice de la

resistencia a la insulina).
LDL: Low Density Lipoprotein (lipoproteinas de baja densidad).
MUFA: Monounsaturated Fatty Acids (acidos grasos monoinsaturados).

PPAR: Peroxisome Proliferator Activated Receptor (Receptores activados por

proliferadores peroxisémicos).

PSO: Pomegranate Seed Oil (aceite de semilla de aceite de granada).
PUA: Punicic Acid (acido punicico).

PUFA: Polyunsaturated Fatty Acids (acidos grasos poliinsaturados).
RBCM: Red Blood Cell Membrane (membrana de los globulos rojos).
SFA: Saturated Fatty Acids (acidos grasos saturados).

TNF-a: Tumour Necrosis Factor a (factor de necrosis tumoral alfa).

VLDL: Very Low Density Lipoprotein (lipoproteina de muy baja densidad).
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GLOSARIO

Antiaterogénico: Inhibicibn de un conjunto de alteraciones que propician la
aparicion de un depdésito lipidico en las paredes de las arterias que posteriormente
se transforman en una placa de calcificacion generando la pérdida de elasticidad

arterial y otros trastornos vasculares.

Antihiperglicémico: Abate los niveles elevados de glucosa en sangre, evitando la
produccion de cuerpos cetdnicos en el organismo, producidos en el higado por la
degradacion de las grasas liberadas al torrente sanguineo en situaciones de gran

deficiencia insulinica.

Antioxidante: Son compuestos quimicos que interactian con los radicales libres y

los neutralizan (previenen o retardan), lo que les impide causar dafio.

Arilo: Envoltura, casi siempre carnosa y de colores vivos, que tienen algunas

semillas.

Auxotréfico: Microorganismo que no puede crecer naturalmente sin un

requerimiento nutricional especifico, y no posee la capacidad de sintetizarlo.

Balausta: Fruto complejo desarrollado a partir de un ovario infero, dividido y

contiene muchas semillas carnosas.

Bombén de chocolate: Porcién de chocolate que puede llevar en su interior una
cierta cantidad de licor o cualquier otro relleno. Se suele consumir de un solo

bocado.

Casco de chocolate: Cubierta de chocolate macizo, utilizado para contener un

relleno liquido o semisadlido.

Clastogénico: Agente mutagénico que da lugar a, o induce a, la interrupcién o
rotura de cromosomas, lo que lleva a que secciones de cromosomas sean

eliminadas, afadidas, o reorganizadas.

Corteza coriacea: Cascara gruesa que recubre a algunos frutos.
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Hs-PCR: Prueba de proteina C-reactiva de alta sensibilidad. Mide la cantidad de
proteina C-reactiva (CRP, por sus siglas en inglés) en la sangre. Esta prueba puede

ayudar a determinar el riesgo de un ataque al corazon y un ataque cerebral.

Léculo: pequena cavidad o compartimento dentro de un 6rgano o parte de un

organismo que contienen los 6vulos o semillas.

Mesocarpio o albedo: Capa media de las tres que forman el pericarpio de los frutos

(parte carnosa).

Mutagénico: Sustancia que puede producir defectos genéticos hereditarios o

aumentar su frecuencia.
Pericarpio: Parte exterior que envuelve las semillas de un fruto.

Prueba de Ames: Ensayo biolégico para evaluar el potencial mutagénico de

compuestos quimicos.

Prueba de aberracion cromosoémica: Utilizado para identificar sustancias que

causan anomalias cromosémicas estructurales (clastogénesis).

Tejido esclerénquima: Tejido de sostén de algunas plantas (elastico) formado por
las células muertas a la madurez, cuyas paredes secundarias estan engrosadas y

endurecidas que consisten en celulosa, hemicelulosa y lignina.
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INTRODUCCION

Las investigaciones de plantas medicinales como agentes curativos y preventivos
contra enfermedades han ido en aumento debido a la presencia de compuestos
quimicos activos cuyos mecanismos no estan completamente determinados,
aunque muchos de sus efectos benéficos han sido puestos a prueba (Boroushaki et
al., 2016).

Un ejemplo es la granada (Punica granatum L.), utilizada tradicionalmente durante
miles de afios como un fruto medicinal debido al potencial terapéutico de sus
diferentes fracciones, que son ricas en compuestos bioactivos con una gama de
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antiinfecciosos, antiaterogénicos,

anticancerigenos y antihiperglucémicos (Banihani et al., 2013).

La granada a menudo se consume como una fruta entera o se procesa en jugo,
mermelada, jalea, vino, etc. Principalmente la cascara, semillas y arilos son
considerados residuos en la industria de procesamiento del jugo de frutas (Paul &
Radhakrishnan, 2020).

El aceite proveniente de la semilla de granada (Pomegranate Seed Oil, PSO) esta
constituido entre 65 a 80% de acidos grasos conjugados, siendo el mas importante
el acido punicico (Punicic Acid, PUA), un w-5 y acido graso conjugado del acido
linolénico (Conjugated linolenic acid, CLnA) (Abbasi et al., 2008). Diversos estudios
le atribuyen la capacidad de ayudar al cuerpo humano a luchar contra enfermedades

como cancer, obesidad, diabetes y enfermedades del corazén (Aruna et al., 2016).

El PSO es un producto inestable propenso a reacciones de oxidacion debido a su
gran contenido de acidos grasos insaturados (como CLnA), por lo que su

estabilizacién es necesaria (Paul & Radhakrishnan, 2020).

Los antioxidantes sintéticos, como el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT) o tert-butilhidroquinona (TBHQ), son utilizados generalmente como agentes
para la estabilizacién de aceites. Drini¢ et al. (2020), mencionan que la alta ingesta
de estos compuestos podria generar efectos adversos a la salud por lo que no son

seguros. Asi que la busqueda de una matriz rica en antioxidantes es de vital
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importancia para la estabilidad del PSO como para su aprovechamiento en el cuerpo

humano.

Dos alimentos conocidos por su gran contenido de antioxidantes es el cacao vy el
café. El cacao es un producto rico en polifenoles, especificamente catequinas

(flavan-3-oles) y procianidinas (Afoakwa, 2016).

Asi mismo, Afoakwa (2016) menciona que la ingesta de chocolate amargo puede
disminuir la presién arterial, mejora el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a

la insulina en los sujetos, debido a la presencia de estos compuestos.

Mientras que los compuestos bioactivos presentes en el café incluyen la cafeina,
acido fendlico y flavonoides, que lo clasifican como un alimento funcional con
propiedades antioxidantes, anticarcinogénicas y antimutagénicas (Suarez et al.,
2021).

Considerando lo anterior, se decidio trabajar con chocolate amargo 70% cacao
(marca Callebaut-Sicao) y café, para aprovechar sus propiedades antioxidantes
ante la inestabilidad oxidativa del PSO.
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1.0 MARCO TEORICO

1.1 Cultivo y clasificacion botanica.
La granada pertenece al orden Myrtales y a la familia Punicaceae o Lythraceae. El
género Punica, descrito por primera vez por Linnaeus (1753), contiene solo dos

especies: P. granatum L. y P. protopunica Balf.

Punica granatum es la unica especie cultivada, mientras que P. protopunica es una
especie silvestre endémica de la isla de Socotra, Yemen (Holland & Bar-Ya’akov,
2018).

Su origen se dio en la region del Himalaya y el Mediterraneo. Aunque las granadas
silvestres crecen y se consideran nativas de Asia central, desde Iran y Turkmenistan
hasta el norte de la India (Holland et al., 2009).

Las condiciones climaticas 6ptimas para el crecimiento de granada son climas de
tipo mediterraneo, es decir, una alta exposicion a la luz solar, inviernos con
temperaturas minimas no inferiores a 12 °C y veranos calurosos y secos sin lluvia

durante las ultimas etapas del desarrollo del fruto (Levin, 2006).

Dado que el arbol de la granada se adapta muy bien a una amplia gama de climas
y condiciones de suelo, se cultiva en muchas regiones geograficas diferentes,
principalmente en paises tropicales y subtropicales como India, Iran, China y
Estados Unidos (Holland et al., 2009; Paul & Radhakrishnan, 2020).

La granada se clasifica como no climatérica; su almacenamiento a baja temperatura
mantiene la tasa de respiracion por debajo de 8 mL de CO:2 por kg min-'. Debido a
la tasa de respiracion relativamente baja y la baja produccion de etileno desprendido
(0.2 mL por kg min-'), la granada debe cosecharse sélo cuando esta completamente
madura. En caso de ser expuesta a etileno, el efecto del tratamiento decae
rapidamente por lo que no afecta significativamente los parametros de la fruta
cosechada, como el color, solidos solubles totales (TSS), pH o acidez titulable
(Holland et al., 2009).

El fruto de la granada se considera como una baya grande y se puede dividir en tres

partes: semilla, jugo y cascara (Mahesar et al., 2019).
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1.1.1 Variedades

El fruto se desarrolla a partir del ovario y es una baya carnosa. Esta coronado por
un caliz prominente, el apice puede estar cerrado o abierto segun la variedad y el
estado de maduracién (Holland et al., 2009).

Porcién comestible:
arilos + semillas

Membranas
carpelares

Semilla

Figura 1. Partes del fruto Punica granatum. Recuperado de: (Calin & Carbonell, 2011)

Su corteza coriacea se compone de dos partes: el pericarpio, que proporciona una
capa de cuticula y una estera fibrosa; y el mesocarpio (conocido también como
albedo), que es el tejido esponjoso y la pared interior del fruto donde se unen los
arilos. Como se aprecia en la Figura 1, el fruto se conforma de multiples I6culos de
arilos (que contienen una capa jugosa y constituyen la parte comestible del fruto)
separados por paredes membranosas (tabique) y mesocarpio carnoso. Los arilos
van desde el rojo intenso hasta practicamente incoloros, lo cual dependera del
cultivo, variedad y el estado de maduracion, mientras que la semilla encerrada varia
en contenido de tejido esclerénquima, lo que afecta la suavidad de la semilla
(Holland et al., 2009; Stover & Mercure, 2007).

El numero de I6culos, arilos y semillas varia, encontrando hasta 1300 semillas por
fruto (Levin, 2006; Stover & Mercure, 2007).
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De acuerdo con Mahesar et al. (2019), la mayoria de los horticultores dividen las
variedades de granada en tres categorias: dulces, agridulces y agrias. Mientras que
otros autores como Hiwale (2009) dividen la granada en seis grupos segun la

resistencia de la semilla:

1. Dulce de semillas blandas.

2. Agrio de semillas blandas.

3. Variedad temprana (principalmente dulce).
4. Agridulce de semilla normal (mas dura).

5. Dulce de semilla normal (mas dura).

6. Agrio (casi siempre semillas normales).

Asi mismo, Paul & Radhakrishnan en 2020 reportaron otra clasificacion donde los
horticultores las engloban principalmente en tres categorias: dulce, agridulce y
agria, que nuevamente se divide en seis categorias segun la resistencia de la

semilla.

La mayoria de los cultivares que se encuentran hoy en dia son el resultado de la
selecciéon de variedades. Generalmente, se hace una seleccion de acuerdo con las
demandas de los consumidores locales y no para la exportacion. Ejemplo de ello,
son los cultivares tradicionales indios y espafoles que se caracterizan por sus

semillas blandas y de sabor ligeramente acido (Holland et al., 2009).

Holland et al. (2009), sugieren que el aumento de la demanda mundial y la
importancia economica de las exportaciones de granada sean criterios
considerados para la seleccion del fruto, dando una mayor importancia al tiempo de
maduracion, la piel y el arilo, asi como los beneficios a la salud para los

consumidores.
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1.2 Produccion de la granada

1.2.1 Produccién a nivel mundial

De acuerdo con la ONU (2022) se consideran como principales productores
mundiales: India y China, seguidos de Iran, Turquia, Afganistan, Estados Unidos,
Irak, Pakistan, Siria y Espafia. Actualmente en el mercado europeo, Espafna cuenta
con una de las mayores producciones de granadas, llegando a las 50,000 toneladas,
su cultivo se concentra principalmente en las regiones de Alicante, Valencia y

Murcia.

Los huertos comerciales se cultivan en diferentes escalas en la cuenca del
Mediterraneo (Africa del Norte, Egipto, Israel, Siria, Libano, Turquia, Grecia, Chipre,
Italia, Francia, Espafa, Portugal); y Asia (Jordania, Iran, Irak, Arabia Saudita,
Afganistan, Pakistan, India, China, Bangladesh, Myanmar, Vietnam, Tailandia,
Kazajstan, Turkmenistan, Tayikistan, Kirguistan, Armenia y Georgia). Las granadas
también se cultivan en América del Norte y del Sur (principalmente en EE. UU.,
Chile, Argentina, Brasil y Peru), en Sudafrica y en Australia (Holland et al., 2009).

Actualmente no se cuenta con datos completos sobre las areas cultivadas y la
produccion de granada en el mundo. La Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) no incluye la granada en sus informes. El Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y la Unién Europea tampoco publican
datos sobre la granada (Holland & Bar-Ya’akov, 2018). Sin embargo, se cultiva
ampliamente en muchos paises donde esta bien adaptada, contando con miles de

hectareas productoras (Stover & Mercure, 2007).

Una de las primeras evidencias claras de la presencia de granada en los Estados
Unidos fue a principios de 1700, cuando se cultivaban en la Florida espafnola y la
Georgia inglesa. Se sabe que este fruto fue introducido en los afios 1500 y 1600 por
los espafioles en América Central, México y América del Sur (Stover & Mercure,
2007).

En México se encuentran diversas variedades como: Mollar valenciana, Wonderfull

y Tendral por mencionar algunas (Axayacatl, 2022).
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1.2.2 Produccion a nivel nacional

En México, la produccion de granada alcanza mas de 7,000 toneladas (Gobierno de
México, 2020). En 2020 el estado de Morelos fue el principal productor de granada
en México con 1,545 toneladas (17.6%), seguido por Hidalgo con 1,501 toneladas
(17.1%), Oaxaca con 1,304 toneladas (14.9%), Guanajuato con 1,158 toneladas
(13.2%) y Chiapas con 945 toneladas (10.7%), por lo que éstas 5 entidades

representaron el 73.5% de la produccién nacional.

Para ese afno se reportd un total de 1,147.8 hectareas cosechadas, siendo Morelos
(con 264 ha), Oaxaca (con 191 ha) y Chiapas (con 185 ha) los estados con mayor
superficie cosechada, es decir, 23.0%, 16.7% y 16.1% respectivamente a la
superficie nacional total (Axayacatl, 2020).

Varios de los cultivares con los que se cuenta actualmente, se han obtenido por
hibridaciéon y seleccion del fruto en el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (Gobierno de México, 2013).

La falta de informacion acerca de la calidad de la fruta y productividad que es posible
obtener en México, relego su plantacion a zonas tradicionales que no superaban las
600 hectareas a nivel nacional para el 2013. Aunque su produccion ha ido en
aumento en los ultimos afos, llegando a conocerse 1,262 hectareas productoras
para el 2020 (Axayacatl, 2020).

Ademas, los consumidores desconocen las propiedades nutracéuticas y los
beneficios de su consumo (Gobierno de México, 2013). Hoy en dia, se cuenta con
diversos hallazgos cientificos que corroboran el uso tradicional de la granada como
remedio médico e indican que los tejidos de la fruta, las flores, la corteza y las hojas
de la granada contienen fitoquimicos bioactivos que son antimicrobianos, reducen
la presion arterial y actuan contra enfermedades graves como la diabetes y el cancer
(Holland et al., 2009).
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1.3 Beneficios de los subproductos de la granada
La produccidn del jugo a nivel industrial genera subproductos del arilo, que son los

restos de la piel, las membranas y las semillas de la fruta.

Punicalagina, acido Acido elagico, acido
elagico, acido galico, . galico, antocianinas.
_ antocianinas. / -

p* Semillas
o - . — T
“Punicalagina, acido ela- Punicalagina, dcido elagico,
/ gico, acido galico, antocia- acido ursdlico, antocianinas, acido
FlOI' \ ninas, acido oleandlico, punicico, 4cido estedrico, 4cido oleico,
.acido linolénico, acido linoléico

acido ursolico

Figura 2. Compuestos presentes en diferentes partes de la Granada. Recuperado de:
(Hou et al., 2019)

Como se muestra en la Figura 2, la piel y membrana del fruto son ricas en
elagitaninos y polifenoles (con actividad antioxidante) al igual que el jugo, que posee
un valor comercial para los humanos y para la alimentacion animal. Por otro lado,
las semillas son una fuente de aceite que contiene una amplia combinacion de

acidos grasos insaturados y esteroles (Holland et al., 2009).

Las semillas corresponden aproximadamente al 3% del peso total de la fruta,
generando entre 12 al 20% de aceite respecto al peso total de la semilla seca.
Mientras que, el 30% del peso total corresponde al jugo y el resto corresponde a la

cascara, incluyendo las membranas interiores (Lansky & Newman, 2007).
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Los aceites vegetales estdan conformados por diversos acidos grasos
poliinsaturados con dobles enlaces alternos en concentraciones variables, incluido
el aceite de semilla de granada. Este aceite esta comprendido principalmente
(>70%) por un isébmero del acido linolénico conjugado (CLnA, 18:3A 9cis, 12cis,
15cis) en forma de acido punicico (18:3A 9cis, 11 trans, 13cis) (Mahesar et al.,
2019).

El PSO es de gran interés debido a sus efectos fisiolégicos sobre diversas
enfermedades, que incluyen: propiedades citotoxicas y antitumorales, efectos de
reduccion de grasa corporal y normalizacion del metabolismo de los lipidos, mejora
el sistema inmunitario in vivo, posee actividad quimiopreventiva contra el cancer en
prostata, mama y colon, reduce la acumulacion de triglicéridos hepaticos y favorece
la regeneracion del tejido epidérmico (Boroushaki et al., 2016), entre otros efectos
como antimicrobianos, antioxidantes e inmunomoduladores que se le atribuyen por

la presencia de dicho acido graso (Paul & Radhakrishnan, 2020).

Desafortunadamente, la disponibilidad de acido punicico estd muy limitada por el
bajo rendimiento de aceite en las semillas de granada, el cual puede cambiar
durante el desarrollo del arbol, el estado de maduracién de la fruta, por las diferentes
condiciones ambientales y de cultivo, y entre cultivares de granada (Holland et al.,
2009).

1.3.1 Mecanismo de accion propuesto para el PSO

Como se menciono previamente, el PSO es rico principalmente en CLnA. Yuan et
al. (2015) mencionan que estos acidos grasos desempefian un papel fisiolégico al
regular la expresién y la actividad sobre diferentes receptores, dentro de los cuales
se encuentra la familia de Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales

(PPAR, Perosyxomel Proliferator Activated Receptors).

Los PPAR se encuentran en 3 isoformas: PPAR-a, PPAR-B (también llamado -0), y
PPAR-y, que difieren en su distribucién tisular y actividad funcional (Bassaganya-
Riera et al., 2011).
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Los PPAR-a se expresan en gran medida en tejidos como: higado, musculo
esquelético y corazon. En el higado controlan el metabolismo de los lipidos, como
la captacion, activacion y oxidacién de acidos grasos, lipdlisis, cetogénesis y
almacenamiento de triglicéridos. Ademas, conducen a un aumento de los niveles de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoprotein) mediante la
conversion de colesterol hepatico a HDL, lo que reduce los niveles de liporoteinas
de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoprotein). Por lo tanto, estos
activadores juegan un papel importante en el tratamiento de dislipidemias al

disminuir los niveles de triglicéridos en plasma (Mirza et al., 2019).

Los PPAR-B se expresan en varios tejidos implicados en la oxidacién de acidos
grasos, curacion de heridas, diferenciacion de queratinocitos y en la adipogénesis.
Al igual que PPAR-a y PPAR-y, son receptores de acidos grasos insaturados, su
activacion conduce a una mejor sensibilidad a la insulina, reduccion de la actividad
de la lipoproteina lipasa e inhibicion de lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low
Density Lipoprotein) (Mirza et al., 2019).

Los PPAR-y se expresa en gran medida en el tejido adiposo y esta relacionado con
adipogénesis, almacenamiento de lipidos y homeostasis de la glucosa. La
Tiazolidinediona (TZD) es un activador del PPAR-y, se utiliza para mejorar el
metabolismo de lipidos y glucosa, aumentar la sensibilidad a la insulina mediante la
estimulacion de PPAR-y y para promover la diferenciacion de pre-adipocitos junto
con la lipogénesis (Mirza et al., 2019). Aunque la TZD es muy eficaz para activar los
PPAR-y, esta asociada con efectos secundarios adversos que incluyen aumento de
peso, insuficiencia cardiaca congestiva y retencion de liquidos, lo que genera la

busqueda de alternativas (Bassaganya-Riera et al., 2011).

Faghihimani et al. (2016), mencionan que se han documentado estudios in vitro que
muestran que el acido punicico actua como agonista de los PPAR. Bassaganya et
al. (2011), demostraron que un aumento dependiente de la dosis de PUA, activaba
los PPAR-a y PPAR-y en células 3T3-L1.

El consumo de PSO como suplemento aumenta significativamente la ingesta diaria

de CLnA, que en una persona adulta con una dieta normal no supera los 0.5 - 1 g,
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mientras que la ingesta recomendada para lograr un efecto promotor de la salud
oscila entre 1.5y 3.5 g/dia (Siano et al., 2016).

1.3.2 Efectos a la salud y dosis sugerida del PSO

1.3.2.1 Estudios en animales

La acumulacion de micotoxinas durante el almacenamiento puede aumentar los
problemas de toxicidad en los aceites de semillas cuando no se siguen los
procedimientos de saneamiento adecuados durante la extraccion (Bhat & Reddy,
2017).

En el 2009 Meerts et al. analizaron los aspectos toxicologicos y de seguridad del
PSO mediante pruebas in vitro (Prueba de Ames y Aberracion cromosémica) e in

vivo (toxicidad aguda y toxicidad durante 28 dias, en ratas Wistar).

Mediante las pruebas in vitro concluyeron: Prueba de Ames indicaba que no se
observaba mutagenicidad en concentraciones de 5000 pg PSO /placa
(concentracion maxima a la que encontraron precipitaciéon de PSO en la placa).
Mientras que la prueba de aberracion cromosémica indico que el PSO no era
clastogénico ni inducia aberraciones cromosomicas numéricas en concentraciones
de 333 ug PSO /mL.

En cuanto a las pruebas in vivo: el estudio de toxicidad oral aguda en ratas no revelo
resultados significativos con el consumo de 2 g de PSO/kg de peso corporal,
concluyeron que el valor de DL50 podria considerarse superior a los 5 g/kg de peso
corporal segun la directriz de prueba OECD 423 y no se requeriria una clasificacién
o etiquetado de toxicidad oral para el PSO. Mientras que, en el estudio de toxicidad
de 28 dias concentraciones de 150,000 ppm PSO en la dieta, aumentaron la
actividad de las enzimas hepaticas determinadas en plasma (aspartato, alanina
aminotransferasa y fosfatasa alcalina) y la proporcién del peso del higado respecto
al peso corporal. Infirieron que esos efectos pudieron deberse a una respuesta
fisiologica a la alta dosis de PUA. Concluyeron que, desde un punto de vista
toxicoldgico, esos datos podrian no ser relevantes, ya que PUA ni PSO forman parte
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de la dieta normal y no estan a altas dosis. Ademas, reportaron que el NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) de PUA era de 50,000 ppm como PSO, lo que
equivale a 4.3 g de PSO/kg de peso corporal al dia.

Los estudios realizados y encontrados sobre la dosis efectiva de PSO para observar
los beneficios a la salud, son realizados principalmente en modelos animales y muy

pocos en humanos (Paul & Radhakrishnan, 2020).

En 2009 McFarlin et al., realizaron un estudio con ratones macho CD-1,
encontraron que a pesar de una ingesta similar de energia ad libitum entre los dos
grupos con aumento de peso, los ratones suplementados con PSO ganaron menos
peso, tenian menos leptina y tenian una mayor concentracion de adiponectina en
comparacion con los ratones que no consumieron PSO. Esto se debe a que la
leptina es un péptido “marcador” de las reservas energéticas en el organismo, su
concentracion se correlaciona positivamente con la grasa corporal total, el estado
nutricional del individuo y el contenido de triglicéridos de los adipocitos; por lo que,
niveles seéricos de leptina son elevados en individuos obesos comparados con
individuos de peso normal. Mientras que los niveles de adiponectina son
inversamente proporcionales al indice de masa corporal (IMC), acumulacion de
grasa visceral e insulinoresistencia, ya que este péptido incrementa la sensibilidad

a la insulina en diversas células epiteliales (Lépez et al., 2009).

En un estudio realizado por Miranda et al. (2013) con ratas alimentadas con una
dieta obesogénica, observaron que no hubo cambios en el peso del tejido adiposo.
La prueba de tolerancia a la glucosa mostré que el valor glucémico en el grupo de
animales que consumieron 0.5 g PUA/ 100 g dieta, disminuyd significativamente.
Sin embargo, la evaluacion del modelo de homeostasis (HOMA-IR) mostré que la
resistencia a la insulina no mejord, ademas no observaron cambios en el higado, la
composicién del musculo esquelético o activacion de los PPAR.

La investigacién con ratas de Bialek et al. (2021), revel6 que la administracion de
PSO al 1% no generd una mejora evidente en la dislipidemia (caracteristica tipica

en diabetes tipo 2). Sin embargo, si disminuyd la cantidad de triacilglicerol hepatico
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y la administracion de 2 mL kg™ dia™* del PSO mejoré significativamente la

sensibilidad a la insulina en animales con diabetes tipo 2.

1.3.2.1 Suplementacién del PSO en sujetos de estudio

Entre los estudios realizados con personas, Yuan et al. (2009), investigaron la
incorporacion y el metabolismo del acido punicico en sujetos jovenes sanos,
mediante un ensayo controlado aleatorio. Después de 7 dias de adaptacion con
suplementos de semilla de girasol, 30 sujetos fueron divididos entre el grupo control
y el grupo prueba (n = 15). El grupo prueba se suplemento 1 vez al dia con semillas
de pepino chino (Trichosanthes kirilowii, TK) que contenian 3 g de PUA en forma de
triacilgliceroles, durante 28 dias. El grupo control recibié semillas de girasol.
Encontraron que la proporcion de PUA en el grupo prueba, aumenté de 0% a 0.47%
en plasma y de 0% a 0.37% en las membranas de globulos rojos (RBCM),
respectivamente. Concluyeron que el PUA puede incorporarse de manera efectiva
en el plasma humano y RBCM, siendo las semillas comestibles de TK una fuente

dietética potencial de acidos linoleicos conjugados.

Mirmiran et al. (2010), realizaron un estudio con 51 sujetos hiperlipidémicos,
diagnosticados de acuerdo con la definicion del Programa Nacional de Educacién
sobre el Colesterol (del Instituto Nacional del Coraz6n, Pulmones y Sangre en USA).
Los asignaron al azar a un grupo suplementado con PSO (n=25) y a un grupo control
(n=26). EIl primer grupo fue suplementado con 400 mg de PSO y el grupo control
recibio 400 mg de placebo durante 4 semanas dos veces al dia. Midieron las
concentraciones séricas de lipidos y lipoproteinas antes y después de las 4
semanas. Encontraron que, las concentraciones séricas de colesterol, colesterol
LDL, glucosa y las variables de composicion corporal permanecieron sin cambios.
Sin embargo, encontraron una disminucion en los perfiles de lipidos incluyendo
triacilglicéridos (TAG) y la relacién TAG:Colesterol HDL.

Otro ensayo clinico fue realizado en 2016 por Faghihimani et al., tfrabajaron con 80
pacientes (28 hombres) diagnosticados con diabetes tipo 2. El grupo de intervencion

consumio 2 veces al dia una capsula de PSO que contenian 1000 mg (2000 mg en
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total al dia), mientras que el grupo control recibié placebo, durante 8 semanas.
Todos los participantes siguieron con su dieta y medicacion habitual. Encontraron
que la suplementacién diaria de 2000 mg de PSO durante 8 semanas, no generé
diferencia significativa en el nivel medio de colesterol total, de TAG, ni de colesterol
LDL y HDL. Tampoco hubo diferencia significativa en los niveles de azucar en
sangre en ayunas (FBS, por sus siglas en inglés), insulina, HbA1c (Hemoglobina
A1c), alanina transferasa y evaluacion del modelo de homeostasis-resistencia a la

insulina.

En 2019 Khajebishak et al., trabajaron con individuos que padecian diabetes tipo 2,
los dividieron en dos grupos de 26 personas cada uno. El primer grupo consumio
diariamente 3 g de PSO en capsulas de gel blando de 1 g (junto con el desayuno,
el almuerzo y la cena) y el segundo, el grupo control consumia parafina como
placebo durante ocho semanas. Encontraron que el consumo de PSO redujo los
niveles séricos de azucar en sangre en ayunas, interleucina 6 (IL-6) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Sin embargo, no encontraron diferencia significativa
en los niveles de insulina, los perfiles lipidicos y la hs-PCR (analisis en sangre que
detecta niveles bajos de proteina C-reactiva). Concluyeron que el PSO se puede
utilizar como un agente complementario en el manejo de la obesidad y diabetes tipo
2, aunque se necesitan mas estudios clinicos para confirmar los resultados

obtenidos.

Los estudios en humanos sustentados por la evidencia cientifica y los parametros
mencionados como triacilglicéridos, colesterol y diabetes son asociados a un

problema conocido como sindrome metabdlico (De Filippo, 2021).

1.4 Sindrome metabdlico

Las enfermedades cardiovasculares representan una de las causas mas frecuentes
de mortalidad en los paises industrializados y los factores de riesgo tradicionalmente
reconocidos (dislipidemia, diabetes tipo 2, tabaquismo) que se observan incluso en

pacientes muy jévenes (De Filippo, 2021).
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El sindrome metabdlico se define como una agrupacion de varios de los siguientes
padecimientos: obesidad, diabetes, hiperglucemia, hipertension arterial vy
dislipidemia, los cuales estan asociados a una insulinorresistencia (De Filippo,
2021).

La obesidad es una enfermedad propensa a ocurrir cuando la ingesta de energia de
los alimentos excede a la energia gastada a través de las actividades diarias y el
cuerpo almacena el exceso en forma de grasa. La genética es un factor importante,

especialmente para determinar la distribucion de la grasa (Beckett, 2009).

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina
que produce. La insulina es una hormona que regula el azucar en la sangre. El
efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento del azucar en la
sangre), que con el tiempo dafia gravemente muchos o6rganos y sistemas,

especialmente los nervios y los vasos sanguineos (OMS, 2022a).

Las dislipidemias o hiperlipidemias son trastornos en los lipidos de la sangre
caracterizados por un aumento de los niveles de colesterol (hipercolesterolemia) e
incrementos de las concentraciones de triacilglicéridos (hipertrigliceridemia). Son
trastornos que se presentan regularmente junto con diversas alteraciones como la
diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) (Miguel-Soca, 2009).

Se considera que una persona presenta hipertensién cuando su tensién arterial (la
fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de las arterias) es demasiado
elevada. De la tension arterial se obtienen dos valores: el primero es la tensién
sistolica y corresponde al momento en que el corazén se contrae o late, mientras
que el segundo, la tensidn diastdlica, representa la presion ejercida sobre los vasos
cuando el corazon se relaja entre un latido y otro. Para establecer el diagndstico de
hipertension se toma 2 mediciones en dias distintos y en ambas lecturas la tension
sistélica ha de ser superior o igual a 140 mm Hg y la diastélica superior o igual a 90
mm Hg (OMS, 2022b).
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Entre los factores de riesgo figuran las dietas con consumo excesivo de sal, dietas
ricas en grasas saturadas y grasas trans e ingesta insuficiente de frutas y verduras,
la inactividad fisica, el consumo de tabaco y alcohol y el sobrepeso o la obesidad
(OMS, 2022a).

1.4.1 Estadistica Nacional

De acuerdo con la INEGI en el 2020, alrededor de 151,019 personas fallecieron a
causa de la diabetes mellitus, lo cual equivale a 14.0% del total de defunciones
(1,086,743) ocurridas en el pais; de ellas el 52.0% fueron hombres y 48.0% mujeres.

En México la ENSANUT (2021) reportd que las dislipidemias mas comunes en la
poblacidon mexicana adulta eran triglicéridos altos (47.2%), colesterol HDL bajo
(30.8%) y colesterol LDL alto (24.7%). La prevalencia de hipertension arterial fue
del 56.9%, 15.8% para diabetes y un 72.4% de la poblacién padecia obesidad
(36.5%) o sobrepeso (35.9%).

Considerando estas cifras y los altos costos econdmicos que genera la atencion de
estos padecimientos, se vuelve de suma importancia hacer énfasis en la prevencion
entre los diferentes grupos poblacionales e iniciar controles en los primeros afios de
vida para evitar que nifios y jovenes desarrollen enfermedades cronicas a temprana

edad, o por lo menos retrasen su aparicion (SECTEI, 2020).

1.5 Chocolate

El chocolate es una rica fuente de antioxidantes, principalmente polifenoles,
incluidos flavonoides como la epicatequina, la catequina y en particular,
procianidinas, las cuales generan una contribucién positiva a la nutricion humana a
pesar de los altos contenidos de lipidos y azucares que varian entre los diferentes

tipos de chocolate (Afoakwa, 2016).
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1.5.1 Composicién
De acuerdo con la NOM-186-SSA1/SCFI-2013, el chocolate se clasifica en: amargo
u obscuro, semiamargo, blanco, con leche y rellenos. Los cuales difieren en el

porcentaje de sus ingredientes como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicidn de diferentes tipos de chocolate. Recuperado de NOM-186-SSA1/SCFI-2013

o g Sdlidos Grasa vegetal
Manteca Cocoa Solidos Grgﬂ_;a Solidos totales de diferente a la
Producto de cacao desgrasada totales de butirica totales de cacaoy manteca de
total totalmente cacao total leche leche cacag®
Chocolate =180 =14.0 =350 =50
Chocolate amargo u & g 2
obscuro =220 =18.0 =40.0 =50
Chocolate % = =
SEMIANAIgs =156 =14.0 =300 =50
Chocolate con leche =200 =25 =250 =25 =14.0 =400 =50
Chocolate con alto & 2 ! 2
contenido de leche =470 225 =20.0 =50 =20.0 = 40.0 =50
Chocolate con leche & 2 i 5
descremada =200 =25 =200 =05 =14.0 =400 =50
Chocolate blanco =200 =200 =35 =14.0 =340 =50

El cacao y el chocolate son considerados benéficos a la salud, por sus diversos
compuestos. Son ricos en minerales esenciales como hierro, cobre, zinc, magnesio,
fésforo, manganeso y potasio, los cuales tienen funciones importantes en el

metabolismo del cuerpo humano (Beckett, 2009).

Son una de las principales fuentes de polifenoles. En los granos de cacao
encontramos: proantocianidinas (aprox. 58%), catequinas o flavan-3-ols (aprox.
37%) y antocianinas (aprox. 4%). La catequina principal y predominante de los
granos de cacao es (-)-epicatequina que representa aproximadamente el 35% de la
catequina total, es un componente de los taninos del cacao, responsable de los
cambios de color y astringencia en los granos y productos elaborados con ellos
(Urbanska & Kowalska, 2019).

Entre las procianidinas presentes en el cacao se encuentran: dimeros, trimeros u
oligbmeros de flavan-3,4-diol. Otros polifenoles incluyen: flavonas (kaempferol,

apigenina, luteolina y glucdsidos) y acidos fendlicos (clorogénico, cafeico, acido
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siringico, cumarico y ferulico). La composicién de los polifenoles depende en gran
medida del origen, genotipo, procesamiento del grano y grado de madurez
(Urbanska & Kowalska, 2019).

Las metilxantinas como la teobromina (C7HsN4O2, 3,7-dihidro-3,7-dimetil-1H-purina-
2,6-diona) y cafeina (CsH10N4O2, 1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona), representan otro
grupo de compuestos bioactivos en los granos de cacao. La relacion
teobromina:cafeina varia segun el genotipo del cacao (Urbanska & Kowalska,
2019).

Un proceso importante al que son sometidos los granos de cacao es el tostado. Este
procedimiento se lleva a cabo a temperaturas de 120°C-140°C (durante 10 a 35
min). Las altas temperaturas y la deshidratacion que sufren los granos de cacao
reducen la concentracion de polifenoles y muchos acidos volatiles, especialmente
el acido acético, responsable de la acidez del producto, pero también estimula la
degradacion de proteinas, la sintesis de compuestos de azufre, la reaccion de
Maillard y la caramelizacién de azucares, permitiendo la formacién de nuevos
compuestos que contribuyen al aroma, sabor y color caracteristico del chocolate
(Urbanska & Kowalska, 2019).

Otro ingrediente empleado en la fabricacion de chocolate es la manteca de cacao,
que se compone principalmente de: acido oleico (34% aprox.), acido estearico (34%
aprox.) y acido palmitico (27% aprox.), siendo estos dos ultimos acidos grasos

saturados de cadena larga (Beckett, 2008).

Beckett (2009) reporta que, en pacientes con niveles elevados de colesterol, la
manteca de cacao tiene un efecto reductor de colesterol LDL en comparacion con
la mantequilla de vaca. Sin embargo, provoca un aumento de la cantidad de
colesterol LDL en comparacién al consumo de aceite de oliva. Estos resultados lo
atribuyeron a la presencia mayoritaria del acido estearico en la manteca de cacao,
el cual parece reducir el colesterol HDL en relacion con los acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados. Sin embargo, no encontraron evidencia de que
la diferencia que genera sea lo suficientemente grande como para traducirse en un

mayor riesgo de cardiopatia coronaria.
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1.5.2 Beneficio a la salud del consumo de cacao

Afoakwa (2016) reportan que el consumo de cacao y chocolate estan asociados con
mejoras a corto plazo en la oxidacién retardada del colesterol LDL, funcion
endotelial mejorada, disminucion de la presion arterial, aumento de la sensibilidad

a la insulina y mejora de la funcién plaquetaria.

El efecto del chocolate amargo sobre la actividad plaquetaria produce una
disminucion los leucotrienos (LT) y aumenta la prostaciclina (PGI2) debido a la
presencia del acido araquidonico, generador de hidroperéxidos por la oxigenacion
de la lipoxigenasa generando un cambio favorable en la proteccion cardiovascular.
Ademas, otros autores han reportado una disminucion del volumen plaquetario y
una reducciéon de la degranulacion de las plaquetas (medida como liberacién de

ADP) tras el consumo de chocolate negro (Afoakwa, 2016).

Los flavonoides presentes en el chocolate tienen una actividad antioxidante
significativa, generando una proteccion en los tejidos ante el estrés oxidativo.
Diversos estudios realizados en humanos, donde consumieron chocolate rico en
procianidinas muestran una disminucion en la oxidacién LDL sérica y un aumento

de la capacidad antioxidante del plasma (Gémez et al., 2011).

Ademas, se ha reportado que los flavonoides mejoran la sensibilidad a la insulina,
ya que promueve la supervivencia y funcion de las células B pancreaticas, facilitando
la via de sefializacidn de la insulina en las células hepaticas. Asi mismo, modulan
la microbiota intestinal, lo que conduce al crecimiento de bacterias que
desencadenan una via antiinflamatoria tolerogénica en el huésped. En un ensayo
realizado en voluntarios humanos sanos, el consumo de una bebida de cacao con
alto contenido de flavanoles, durante cuatro semanas, demostr6 aumentar
significativamente el crecimiento de Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp.,
bacterias capaces de mantener un estado antiinflamatorio en el intestino, en

comparacién con una bebida de cacao baja en flavanol (Caponio et al., 2020).

El chocolate representa aproximadamente un 14% de la dieta (en términos de
aporte energético), incluso en el Reino Unido, donde los niveles de consumo son

altos. La mayoria de las encuestas dietéticas realizadas en Reino Unido no han
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encontrado conexidn entre la obesidad y el consumo de chocolate. Un estudio de
la Universidad de Hull (ubicada en Yorkshire, Inglaterra), consistié en adicionar un
consumo diario de 45 g de chocolate oscuro en adultos sanos, durante ocho
semanas. Como resultado, no se observo un aumento significativo de peso (Beckett,
2008).

Si bien, una gran cantidad de los estudios no respaldan un vinculo entre el consumo
de chocolate y la obesidad, un informe del Reino Unido sugiere que el consumo de
productos dulces con alto contenido de grasa, pueden ser un factor de la obesidad,
dado que el chocolate es un alimento denso en aporte energético y rico en grasas

y azucares, su consumo debe ser limitado (Beckett, 2008).

Cabe mencionar que hoy en dia, el riesgo de desarrollar obesidad, diabetes,
hiperlipidemias o hipertensién no se atribuye s6lo al estilo de vida sino también a
factores genéticos. Por lo que es de gran importancia que la composicidn de la dieta
de cada individuo satisfaga las necesidades nutricionales del mismo (SECTEI,
2020).
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OBJETIVOS

General

Aprovechar un subproducto de desecho (semilla) de la industrializacion del jugo de

granada, mediante la extraccidn del aceite de semilla de granada y su inclusion en

un bombon de chocolate amargo, para incrementar las propiedades quimicas

benéficas del chocolate (perfil de acidos grasos y polifenoles totales), para su

consumo regular y como fuente nutraceutica.

Especificos

Extraer y caracterizar el aceite proveniente de las semillas de granada para
comparar su perfil de acidos grasos con los reportados por diversos autores.
Realizar un bombdn de chocolate amargo que permita la inclusion del aceite.
Efectuar un analisis quimico proximal al chocolate amargo Callebaut-Sicao y
bombdn de chocolate suplementado para determinar si la inclusién del PSO
y el café en el ganache, genera diferencia significativa en los parametros
(humedad, cenizas, grasa, proteina, carbohidratos y fibra) cuantificados.
Determinar y comparar el perfil de acidos grasos en el chocolate Callebaut-
Sicao y en el bombdn de chocolate suplementado con PSO, para determinar
si existe diferencia significativa en los porcentajes de acidos grasos
presentes.

Cuantificar y contrastar la cantidad de polifenoles totales y sodio, en el
chocolate amargo Callebaut-Sicao y en el bombdén de chocolate
suplementado con PSO.

Verificar la estabilidad oxidativa del producto desarrollado para estudiar el
efecto de la inclusion del aceite y, la estabilidad de este dentro de una matriz
rica en polifenoles.

Evaluar el grado de aceptacion del producto desarrollado para su consumo

regular, en un grupo poblacional mexicano.
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2.0 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
El estudio se dividié en dos partes. Como se observa en el Diagrama |, la primera
parte consté del pretratamiento de la muestra para la obtencidén del aceite y su
caracterizacion quimica.

Lavado: Agua potable a 25°C, v

Eliminacién de materia extrafia e «—— Limpieza externa
insectos.

v
Cascarayendocarpio

Separacion
membranoso
RESIDUOS
v
Arilo
Separacion de balausta b
RESIDUO <+— Lavado
- PRETRATAMIENTO
v DE LA MUESTRA
OBTENCION
DE SEMILLA
A
Estufa de secado 45 — 50°C +— Secédo

v
Tamizado No. 40 «—— Molienda
Adiciéon de TBHQ.

Rg_ﬂujo cte.,, éter Extraccion
etilico, t =4 h. del aceite

Rotavapor/vacio Evaporacion
45°C, 1000 rpm

OBTENCION
DE ACEITE
Cromatografia de  Espectroscopia Cromatografia de
capa fina (TLC) de infrarrojo (IR)  gases (GC-FID)

Diagrama 1. Extraccién (Pretratamiento) y caracterizacion fisicoquimica del aceite de semilla de

granada.
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2.1 Extraccion del aceite de granada (Pretratamiento)

La granada se recolect6 en el Paraje Potrero San Gregorio y Granja el Progreso,
ubicado en Calle Minas No. 36, San Gregorio Atlapulco, Xochimilco. CP. 16600, se
realizd una limpieza externa, se separaron los arilos de la cascara y del endocarpio
membranoso (blanco-amarillento) de la misma. Se prensaron manualmente los
arilos para evitar el dafo fisico de las semillas, se lavaron para eliminar los restos

de baya globosa (balausta) y otros materiales adheridos.

Se secaron las semillas de la granada en un horno de secado Gravity Oven,
LINDERBERG/BLUE, marca Thermo, a temperatura de 45-50°C hasta alcanzar
peso constante. Una vez secas, se colocaron en un molino Type CM10, Hamilton
Beach hasta obtener un tamano de particula de malla 40 (mm 0.42, micras 420,
pulgadas 0.0165) por medio de un Tamiz de pruebas fisicas Marca Mont Inox
(Abbasi et al., 2008).

Para la extraccion total del aceite, se pesaron 10 g de semilla seca y molida, se
colocaron en un cartucho de celulosa (ID 24.5 mm, ED 26.0 mm EL 60.0 mm) y se
calentaron a reflujo constante con 250 mL de éter etilico anhidro A.C.S. marca
MEYER, en un sistema Soxhlet durante 4 horas (Abbasi et al., 2008; Fadavi et al.,
2006).

Por cada 100 mL se adicionaron 0.5 mg Ter-butilhidroquinona 97% (TBHQ) marca
Sigma Aldrich, como antioxidante para evitar comprometer la estabilidad de los
acidos grasos presentes, finalmente se evaporé el disolvente en un rotavapor Marca
BUCHI a 45°C, hasta la obtencion del aceite.

2.2 Caracterizacion quimica del aceite

2.2.1 Identificacién de los acidos grasos mayoritarios presentes en el aceite extraido
mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF).

De acuerdo con un método establecido por Sita Devi (2003) se utilizaron placas de
silica gel 60 (20 x 20 cm) con indicador de fluorescencia DC-ALIlufolien Kieselgel 60
F254 marca Merck. Con ayuda de capilares Yankee (A-2931-length 75 mm ID1.1 mm
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Wall 0.2 mm), se aplicaron en distintos carriles, 3-5 veces (10 uL) el aceite extraido
metilado y sin metilar, asi como un estandar de methyl punicate (Matreya LLC). Se
us6 como fase movil una mezcla de hexano (95% HPLC, J.T. Baker) /éter etilico
(A.C.S. MEYER) en proporcion 94:6 respectivamente. La placa se observé en un
cuarto oscuro con una lampara UV de onda corta y larga, Marca Mineraligth multi D

lamp, UVSL 25, para revelar el patron de eluciéon de los compuestos.

Finalmente, se midi6 el factor de retencion (Rf) de cada mancha obtenida en la placa
comparado con estandar de acido punicico, acido linoléico, acido linolénico y una

pastilla comercial GranaGard ® metilados.

2.2.2 Identificacion por Radiacion Infrarroja (IR)

Siguiendo el método utilizado por Mahesar et al. (2019), se aisl6 el acido punicico
mediante el raspado de la placa, se disolvié en 5 mL de hexano, se filtré por filtracion
rapida y se recuperé en viales para su identificacion. Se analizdé el espectro
electromagnético de la fraccion correspondiente al acido punicico en FT-IR
Spectrometer Perkin Elmer Spectrum Two (UATR Two, Waltham Massachusetts
EE. UU.), con un detector MIR de LiTaO3 a temperatura ambiente y un detector MIR
DTGS de temperatura estabilizada y SNR de 14500.

2.2.3 Metilacion y cuantificacién de acidos grasos

Se empled el procedimiento descrito en el método AOAC 969.33 (2005), que
consistié en pesar 0.5 g de aceite de semilla de granada en un matraz de bola de
dos bocas, se coloco a reflujo (80°C) y con agitacion constante con 10 mL de
hidroxido de sodio (NaOH, ACS MEYER) en metanol (CH3OH-HPLC J.T.Baker)
0.25 N, hasta disolver los globulos de grasa (aproximadamente 5 min),
posteriormente se agregaron 10 mL de trifluoruro de boro (BsF, Aldrich 14% in
methanol) y se dejaron 45 min en reflujo. Pasado este tiempo, se agregaron 5 mL
de hexano (CeH14 grado HPLC JT. Baker) y se dejo 2 min mas. Se separaron las

fases en un embudo de separacién y se realizaron tres lavados con 5 mL de hexano
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cada uno, recuperandose la fase organica, se seco con sulfato de sodio anhidro
(A.C.S. - J.T. Baker), se filtro y aforé a 50 mL con hexano. Por ultimo, se filtré por

acrodisco Millex® de 0.45 ym para su posterior inyeccion.

De acuerdo con lo establecido por Fadavi et al. (2006) y la metodologia AOAC
963.22 (2005), se empled un cromatografo de gases (AutoSystem XL marca Perkin
Elmer, Waltham Massachusetts EE. UU.) acoplado a un detector de flama (FID) con
una columna CP7420 Select FAME Agilent Technologies (100 x 0.2 mm x 0.25 pm).
Las condiciones de trabajo fueron: flujos de N2: 30 mL/min, H2: 45 mL/min y de aire
450 mL/min, inyector a 220°C, horno inicialmente a 100°C durante 5 minutos, a
razon de 4°C/min hasta 240°C que se mantuvo por 25 min, el detector se mantuvo
a 280°C en modo SPLIT. El tiempo de cada corrida fue de 65 minutos. Se utilizé
como estandar de acidos grasos FAME Mix-37 marca Supelco Sigma Aldrich.

Finalmente se inyectd 1 uL del estandar, asi como de la muestra.

Posterior a la caracterizacion del aceite, se elaboré un bombdn de chocolate amargo
suplementado con 1% de PSO en su relleno. Como se observa en el Diagrama 2,
se le realizaron pruebas de estabilidad (para evaluar el comportamiento del PSO en
una matriz rica en antioxidantes), sensoriales (realizada con consumidores) y
composicionales para determinar los macronutrientes, asi como de algunos

componentes especificos (polifenoles totales y sodio).
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1. Calentar de 45 a 50°C durante 30 s

Atemperado de chocolate ————» 2: Atemperado a 27°C y posteriormente
llevarlo a 31 a 34.5°C

3. Enfriar de 8 a 12°C (moldeado)

Formacion de casco Elaboracién
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Diagrama 2. Preparacion y analisis de bombdn de chocolate relleno con 1% de aceite de Punica
granatum L.
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2.3 Elaboracion del bombon de chocolate

Se elaboré un bombdn (chocolate relleno) con chocolate amargo Callebaut Sicao
70% cacao, el cual se fundié a temperatura de 45 a 50°C durante 30 segundos, se
atempero a 27°C y posteriormente se llevo de 31 a 34.5°C y, se moldeo entre 8 a
12°C para la formacion del casco del bombén. A 25°C se adicion6 una ganache con
1% de aceite de semilla de granada (63% chocolate amargo, 4% café y 20% agua)
y se adicioné como relleno. Se cubrié con chocolate previamente atemperado para

la formacion de la base y se dejo madurar durante 24 h a 4°C.

2.4 Analisis composicional del bombon elaborado
Con la finalidad de conocer la composicion quimica del bombdn elaborado, se

realizd un analisis quimico proximal que consto de las siguientes determinaciones:

2.4.1 Humedad

De acuerdo con lo establecido en el método AOAC 931.04 (2008), se pesaron 2 g
muestra (triturada y homogenizada) en un plato de pesaje previamente puesto a
peso constante, se llevo a una estufa a 100°C por 24 h. Pasado el tiempo se dejo
enfriar en un desecador y se registré el peso. Los resultados se expresaron en

porcentaje respecto al peso de la muestra.

2.4.2 Contenido graso

Siguiendo el método AOAC 963.15 (2006), se pesaron 5 g de muestra en un vaso
de precipitados, se agregaron 45 mL de agua hirviendo y se agité hasta obtener una
mezcla homogénea. Se anadieron 55 mL de acido clorhidrico (HCI) 8 N (2+1) y
piedras de ebullicion. El vaso se cubrié con un vidrio de reloj y se llevo lentamente

a ebullicidon, manteniendo la condicidon durante 15 minutos.

Una vez fria la digestion, se filtré a través de papel estriado medio S&S 589 de 15
cm, y se realizaron tres lavados al vaso con 30 mL de agua destilada, cada uno. Se
seco el papel con la muestra en la estufa a 100°C durante 24 h. Una vez seco se
paso a un cartucho de celulosa desgrasado, se cubri6 con algodon y se introdujo al
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equipo Soxhlet; por destilacion a reflujo con 200 mL de éter etilico ((C2Hs5)20)

durante 4 horas.

Una vez pasado el tiempo se evaporé el disolvente y se dejo secar el matraz en una
estufa a 100°C hasta peso constante (1 h aproximadamente). Se dej6 enfriar en el
desecador a temperatura ambiente y se peso; los resultados se expresaron en

porcentaje (g grasa / 100 g muestra).

2.4.3 Cenizas

De acuerdo con el método AOAC 972.15 (2005), se pesaron 5 g de muestra en un
crisol previamente puesto a peso constante y pesado, se carbonizé la muestra
dentro de una campana de extraccion hasta que cesé el humo y se llevo a la mufla

previamente calentada a 600 °C durante 2 horas.

Pasado el tiempo se saco el crisol con cenizas y se dejé enfriar en un desecador.
Una vez frio se registré el peso, los resultados se expresaron en porcentaje (g

ceniza / 100 g muestra).

2.4.4 Carbohidratos totales (Fenol-Sulfurico)
Se realizd un extracto acuoso utilizando 1 g del bombdn (previamente
homogeneizado), se disolvio en 200 mL de agua destilada. Se realizaron diluciones
a modo que los carbohidratos se encontraran en el intervalo de sensibilidad del
método (10-100 pg/mL) (Dubois et al., 1956).

Se colocod 1 mL de las diluciones en tubos de ensaye previamente etiquetados, se
afnadieron 0.6 mL de una solucion de fenol (CsHsO) al 5%, se mezclo y se agregaron

3.6 mL de acido sulfurico (H,SO,) concentrado y se homogeneizo.

Se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se cuantifico la absorbancia en
un espectrofotdmetro UV-VIS (Lamda 2 marca Perkin Elmer) a 480 nm, frente a un

blanco de reactivos. Para calcular la concentracién de la muestra se empled una
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curva patron tratada de la misma forma que la muestra. Los resultados se

expresaron en porcentaje (g de glucosa / 100 g muestra).

2.4.5 Proteina cruda

Siguiendo la metodologia establecida en AOAC 988.05 (2005), se pesaron 0.5 g de
muestra en un tubo Kjeldahl, se afadieron 10 mL de acido sulfurico (H,SO,)
concentrado, 0.5 g de sulfato de cobre (CuSO4) y 1.5 g de sulfato de sodio (Na2S04).
Se colocaron los tubos en el digestor, se dejaron durante 2 horas aprox. (hasta que
el color de la muestra se torné verde-turquesa translucido). Se dejaron enfriar los

tubos a temperatura ambiente.

Una vez fria la mezcla de digestion, se neutralizdé con solucién hidréxido de sodio
(NaOH) 36% en un equipo de destilacidn por arrastre de vapor y se utilizd acido
bérico (HsBOs3) 3% con mezcla de indicadores para recuperar el amoniaco destilado.
La solucion resultante se valord con acido clorhidrico (HCI) 0.106 N y se realizo el
célculo estequiométrico utilizando un factor de conversion de nitrégeno a proteina

de 6.25, para expresar los resultados en porcentaje (g proteina / 100 g muestra).

2.4.6 Fibra dietética total (FDT)
De acuerdo con el método AOAC 993.21 (2005), se colocaron a peso constante
crisoles con 0.5 g de celita perfectamente distribuida. Posteriormente se sacaron y

se dejaron enfriar en un desecador y se registraron sus pesos.

Se pesaron por duplicado 500 mg muestra seca y homogeneizada en matraces
Erlenmeyer, se afladieron 25 mL agua destilada y se agitoé hasta disolver la muestra.
Se taparon con papel aluminio y se dejaron en reposo durante 90 minutos en un
bafio de agua a 37°C. Pasado el tiempo se les afiadié 100 mL de etanol 95% a cada

matraz y se dejaron reposar una hora a 25°C.

Sobre un matraz kitasato se colocé el crisol con celita y se conecté al vacio para

recolectar el precipitado. Los residuos en el matraz Erlenmeyer se lavaron con 20
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mL de etanol al 78% (x2), luego con 10 mL de etanol 95% (x2) y con 10 mL de

acetona (x1).

Los crisoles con residuos se secaron en estufa a 105°C. Se dejaron enfriar en el
desecador y se pesaron. Uno de los crisoles del duplicado, se colocaron en la mufla
a 600°C durante 2 h, se dejo enfriar en un desecador y se peso6 para determinar el
porcentaje de cenizas en el residuo. Mientras que el otro crisol con residuo se utilizd
para determinar proteina por el método Kjeldahl. Los resultados se expresaron en
porcentaje (g FDT / 100 g muestra).

2.4.7 Energia bruta

Se siguid el método establecido en la ASTM (1974). Se pes6 1 g de acido benzoico,
como patrén calorimétrico se colocd con una cinta dentro de la bomba calorimétrica
(6400 Automatic Isoperibol Calorimeter marca Parr Instrument Company, Moline
lllinois EE. UU.) y se cerré herméticamente. Después de unos minutos, el equipo
arrojo el resultado en Kcal/g. Se realizé el mismo procedimiento para las muestras

experimentales.

2.5 Analisis especificos

2.5.1 Polifenoles totales (Folin-Ciocalteau)

En un vaso de precipitados se pesaron 10 g de chocolate, se mezclaron con 50 mL
agua hirviendo y 3 gotas de HCI concentrado, se homogeneizé perfectamente y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Se anadieron 80 mL de éter etilico y se
traspasaron a tubos falcén para centrifugar (SORVALL Biofuge Primo R) a 2500 rpm
durante 5 minutos. Se recupero la fase organica en un matraz Erlenmeyer y se

realizaron lavados hasta desengrasar completamente la muestra.

La fase acuosa que contenia la muestra desengrasada se recuperod y seco en estufa
a 50°C durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se saco y se dejo enfriar a

temperatura ambiente (Matthaus, 2002).
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Para la cuantificacion se siguié el método descrito por Hu et al. (2016), se pesaron
0.1 g de muestra y se extrajeron los compuestos con 4 mL de metanol al 70%. En
un tubo de ensayo se colocaron 100 yL del extracto, se adicionaron 2 mL de Na2COs
al 2% dejandolo en reposo 2 minutos. Pasado ese tiempo se agregaron 100 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteau, diluido previamente con agua destilada 1:1. Se dejo
reposar en un cuarto oscuro durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se midi la
absorbancia de la solucion a 750 nm en un espectrofotdmetro de UV-VIS (Lamda 2
marca Perkin Elmer, Waltham Massachusetts EE. UU.).

Para obtener la concentracion de polifenoles se realizé una curva patrén con acido
galico monohidratado como estandar, siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. Los resultados se expresaron como mg EAG (Equivalentes de Acido

Galico) / g de chocolate desengrasado.

2.5.2 Cuantificacion de Sodio (Na)

De acuerdo con la AOAC 985.35 (2005), se cuantific6 sodio mediante
espectrometria de absorcion atdmica. Las cenizas obtenidas (descrito en el punto
2.4.3), se digirieron en 10 mL de acido clorhidrico al 25% durante 15 minutos en
ebullicién. Pasado el tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se vertieron
en un matraz aforado volumétrico de 50 mL, se llevaron al volumen de aforo y se

filtraron sobre papel Whatman N°4.

Se determino el contenido de sodio en solucion mediante un espectrometro de
absorcion atomica (Analyst 100 marca Perkin Elmer, Waltham Massachusetts EE.
UU.) a una longitud de 589 nm y slit de 0.2 nm, junto con una curva patron (0.2 - 1.2

ppm). Los resultados se expresaron en mg de Na / 100 g muestra.

2.5.3 Perfil de acidos grasos

Se empled el mismo procedimiento descrito en el punto 2.2.3.
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2.6 Analisis de estabilidad oxidativa en el bombdn elaborado

Para verificar la estabilidad del aceite de semilla de granada extraido y el adicionado
en el producto elaborado, se analizaron durante 3 meses los siguientes parametros:
perfil de acidos grasos (al inicio y al final del estudio), indice acidez e indice de
peréxidos (cada 15 dias). El producto elaborado se sometié a temperatura ambiente
(21-23°C en un lugar seco y fresco) y a refrigeracion, ambos envueltos en papel

aluminio. El aceite se almacené a temperatura ambiente en un lugar fresco y sin luz.

2.6.1 Pretratamiento de la muestra
Para la realizacion de las siguientes técnicas se extrajo, la grasa presente en el

producto elaborado y se sigui6é el método establecido en AOAC 920.75 (2005).

Se pesaron 15 g de muestra en un vaso de precipitados, se agregaron 50 mL agua
hirviendo y 3 gotas de HCI concentrado, se homogeneizé y se dejé enfriar a
temperatura ambiente. Se afadieron 80 mL de éter etilico y la mezcla se paso6 a
tubos falcén para centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm. Se recupero la fase
organica y se realizaron 2 lavados mas con 60 mL de éter. Se recolectaron todas
las fases organicas, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el

disolvente.
Con el aceite extraido se realizaron las siguientes determinaciones:

2.6.2 indice de acidez

Para esta determinacion se emple6é el método descrito en la NMX-F-101-SCFI-
2012.En  un matraz Erlenmeyer de 125 mLse pesaron05 ¢
de grasa, se agregaron 50 mL de una mezcla alcohol etilico/éter (50:50) y se agitd
hasta la disolucion completa de la grasa. Se afiadieron 2 gotas de fenolftaleina al
1% y se tituld con una solucion de hidroxido de sodio 0.01 N valorada, agitando
frecuentemente hastala persistencia por 30 s de una coloracion rosada. Los

resultados se expresaron en % Acidos grasos libres como acido oleico.
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2.6.3 indice de peroxidos

De acuerdo con el método establecido en la NMX-F-154-SCFI-2010 y a Crowe &
White (2001) se adapté un micrométodo que consistié en pesar 0.5 g de grasa en
un matraz Erlenmeyer de 125 mL se adicionaron 2.5 mL de una solucion de acido
acético/diclorometano (3:2 v/v), disolviendo perfectamente. Se afadieron 0.05 mL
de una solucion saturada de yoduro de potasio, se tap6é con papel aluminioy

dejo reposar en la oscuridad durante 60 s con agitacidén constante.

Pasado ese tiempo se agregaron 7.5 mL de agua desionizada hervida y friay 0.1
mL de solucién de almidoén indicador. Se tituld lentamente con tiosulfato de sodio
0.001 N hasta la desaparicion total del color azul. Los resultados se expresaron

como meq O2 / kg muestra.

2.7 Analisis sensorial

Se realiz6 un analisis sensorial con 54 consumidores mayores de 20 anos,
procedentes de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. Se les pidio
comparar dos muestras: un bombdn elaborado con chocolate amargo al 70% de
cacao Callebaut-Sicao, café y 1% de aceite de semilla de granada vs. un bombén
de chocolate control (elaborado de la misma forma, sin la inclusiéon del aceite de

semilla de granda).

Los participantes evaluaron tres atributos: acidez, amargor y dulzura. Asi mismo se
les preguntd si percibian otros atributos en los bombones de chocolate como:
textura no deseada, olor no caracteristico, falta de dulzor, notas de tostado, color no
atractivo, sensacion grasa y sensacion rancia. Finalmente, se les pregunté cual
chocolate preferian y si consumirian el producto desarrollado considerando los

beneficios que proporciona.

2.8 Analisis estadistico
Para la comparacion de las muestras en el analisis quimico proximal y las pruebas

especificas se realizé la prueba t de Student. Para el analisis sensorial se aplic
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ANOVA con un solo factor, para identificar si habia diferencia significativa entre el

bombdn de chocolate control y el producto desarrollado.

3.0 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Extraccion del aceite de granada

Para este proyecto se utilizaron 25 kg de granada proveniente del Paraje Potrero
San Gregorio y Granja el Progreso, ubicados en San Gregorio Atlapulco,
Xochimilco. Se realiz6 una limpieza externa, se separaron la cascara y el endocarpio

membranoso, se extrajo el jugo y se seco la semilla.

De la semilla seca y molida se extrajo el aceite. Para elegir el método de extraccion,
se considero la disponibilidad de materiales y equipos, se contemplaron diversos
métodos y se opto por el de mayor rendimiento: Soxhlet, uno de los métodos mas

comunes y utilizados a escala laboratorio (Paul & Radhakrishnan, 2020).

Se priorizd la estabilidad de los acidos grasos presentes, se mantuvieron
temperaturas constantes y no se sometieron a procesos térmicos mayores a 80°C,
ademas, se adiciond ter-butilhidroquinona (TBHQ) como antioxidante en una

concentracion de 5 ppm, con la finalidad de retardar la oxidacion del aceite.

Se observd que por cada kilogramo de granada (peso del fruto completo) se
obtenian 33.128 g de semilla seca en promedio (3.31% respecto al peso total). De
acuerdo con Mahesar et al. (2019) y Siano et al. (2016) el porcentaje de semilla
seca en la granada se encontraba alrededor del 3%, es decir por cada kilogramo de
fruta habian 37-143 g aprox. de semilla seca. Concluyeron que la cantidad de
semilla dependia de la variedad de granada (que ademas afecta la composicién

quimica del aceite como de la fruta en general).

En cuanto a la extraccion del aceite de semilla de granada, se obtuvieron 177.3 g
de aceite por cada kg de semilla seca. Comparando lo obtenido con los estudios de
Parashar (2010), quién trabajé con diferentes muestras de granada y el mismo

método de extraccion, encontré que el contenido lipidico para la variedad agridulce

Pagina |41



se encontraba ente 51 a 66 g / kg de semilla seca, en variedad agria oscilaba de
135 a 152 g / kg, mientras que en la variedad dulce iba de 98 a 108 g / kg, ademas
referencié resultados donde obtuvieron valores entre 140-270 g aceite/ kg de
semilla seca en una variedad no especificada, lo que indicé que la variedad y el
estado de maduracion del fruto influye directamente en el rendimiento de extraccién
del aceite, por el mismo método. El contenido que se obtuvo de aceite se encontré
dentro de los intervalos mencionados por otros autores, sin embargo, no se pudo

comparar la eficiencia de extraccion al desconocer la variedad con la que se trabajo.

Por lo tanto, se esperaria que el perfil lipidico también se vea afectado por el tipo de
variedad, obteniendo un perfil diferente al que reportan otros autores, manteniendo
al acido punicico como uno de los acidos grasos mayoritarios al igual que los acidos

conjugados del acido linolénico.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del aceite
Para la identificacién de los acidos grasos presentes en el aceite, se realizdé una
cromatografia en capa fina (CCF) donde se compararon tres estandares: acido

punicico, acido linoleico y acido linolénico.

Rf=0.81

Rf=0.68

0.45

Rf

\ 4 v

PUA Linoleico Linolénico

Figura 3. Cromatografia en capa fina de los estandares: 4cido punicico, acido linoleico y
acido linolénico metilados.
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Como se observa en la Figura 3, el estandar de PUA se disgregd en 3 manchas
mayoritarias al eluir 3 veces con la fase mévil, de esta placa se identificaron y
confirmaron los valores mencionados por Sita Devi (2003), el acido punicico con Rf
de 0.45 y el acido linoleico con Rf de 0.81. En el caso del acido linolénico, no se
observo un desplazamiento de la aplicacion lo cual pudo deberse a la afinidad del

compuesto con la fase movil utilizada.

Por lo tanto, el estandar puro de acido punicico, estaba compuesto por su isémero

acido linoleico y otro isdmero no identificado (Rf=0.68).

Se espera ver un comportamiento de elucion similar (mismos factores de retencion)
al estandar de PUA en las muestras, ademas de la presencia de otros acidos grasos

minoritarios.

Ac. Linoleico

Sin identificar

Ac. punicico

Figura 4. Cromatografia en capa fina de capsula comercial Granagard metilada (1), muestras de PSO
extraido y metilado (2,3,4), y estandar de metil punicico (5).

En la Figura 4 se compar6 el patréon de elucién de 5 muestras: el carril 1

correspondio a una pastilla comercial, Granagard®, la cual consistia en una capsula
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de 0.64 g con una nanoemulsion de aceite de semilla de granada, recomendado
como suplemento alimenticio (consumo diario de 1-2 capsulas en el desayuno), para
su identificacion, se sometio el contenido de una capsula a un proceso de metilacion
y se obtuvieron los ésteres metilicos. Las muestras aplicadas en los carriles 2, 3, 4
correspondieron al aceite extraido en diferentes tiempos del proyecto, que también
fueron metiladas. Por ultimo, se aplico el estandar de acido punicico metilado en el

carril 5.

En las cinco muestras que se aplicaron, se observd la presencia de tres manchas
predominantes que corresponden al acido linoleico (Rf= 0.81), acido punicico (Rf=

0.45) y a otro isémero de este (con Rf de 0.68) no identificado.

En la pastilla comercial también se observo la presencia de otros acidos grasos con
valores de Rf menores, los cuales, de acuerdo con la informacion nutrimental de la
pastilla, deben corresponder a acidos grasos saturados y monoinsaturados no
especificados. Lo mismo sucedié con las muestras 2, 3, 4 correspondientes al PSO
extraido. De acuerdo con Mahesar et al. (2019) las fracciones que se observaron
correspondian principalmente al acido punicico, seguido de otros acidos grasos que
estan en menor porcentaje como el acido linoleico, acido oleico, acido palmitico y

acido estearico.

Una vez que se identifico la fraccion correspondiente al acido punicico (C18:3 N5)
presente en el aceite de semilla de granada extraido, se procedié a su aislamiento
mediante el raspado de la fase estacionaria de la placa. Se resuspendid en hexano
y se guardo para su uso posterior en estudios con células cancerigenas, con el
propodsito de estudiar su poder antiinflamatorio (APENDICE) y, también se utilizd

para la caracterizacion por espectroscopia infrarroja (IR-FT).
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B) IR obtenido por Subhash et al. (2016)

Figura 5. Comparacioén de espectros IR: A) acido punicico aislado del aceite extraido, B) 4cido
punicico aislado por Subhash et al. (2016)

Como se muestra en la Figura 5, se realiz6é un IR-FT de la fraccion correspondiente
al acido punicico donde se identificaron sus grupos funcionales y se comparé con

un espectro de IR realizado por Subhash et al. (2016). En ambos espectros se
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observaron bandas que corresponden a la presencia de un compuesto de cadena
larga con insaturaciones y grupo carboxilo, los cuales son grupos caracteristicos de
un acido graso. Ademas, de acuerdo con Siano et al. (2016) y Mahesar et al. (2019),
los grupos funcionales caracteristicos presentes en el aceite de semilla de granada
se asemejan a otros aceites vegetales, excepto en la region de 1050-730 cm-1 ya
que los isomeros de acido graso CLA exhiben patrones tipicos en el espectro del
infrarrojo medio, produciendo una banda de absorcién a 988 cm-' o un doblete a
981 y 947 cm, respectivamente. Dicho doblete se presenté en el IR del acido

punicico aislado, lo que confirmé la presencia del CLA o un isdmero de este.

Una vez confirmada la presencia del acido punicico (C18:3 N5) en las muestras de
aceite de granada extraido para este trabajo, se procedi6 a la identificacion y
cuantificacion de los acidos grasos presentes mediante cromatografia de gases con

detector de ionizacion de flama (GC-FID).

Acido graso

1.C6:0

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415-19 20-22 23-27 2829-31 32 33 34

A) Cromatograma del estandar FAME Mix Supelco.
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Acido graso
C16:0
C18:1 N9C
C18:2 N6C
C18:2 N6T
C18:3 N6
.C18:3N3
C20:1
C21:0
.C18:3N5
10. C23:0
11: C22:2
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B) Cromatograma del aceite extraido (metilado a 80 °C)

A1

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415-181920-22 23-24 25-28 29-31 32
Acido graso
1.C6:0 5.C12:0 9.C15:0 13.C17:1 17.C18:2 N6T 21. C20:1 25. C20:4 N6 29.C20:5 33.C24:1 N9
2.C8:0 6.C13:0 10.Cl16:1 14. C18:0 18.C18:3 N6 22.C21:0 26.C20:3N3 30.C23:0 34.C22:6 N3
3.C10:0 7.C14:0 11. C16:0 15. C18:1 N9C 19.C18:3 N3 23. C20:2 27.C22:0 31.C22:2
4.C11:0 8.Cl14:1 12.C17:0 16. C18:2 N6C 20. C20:0 24.C20:3 N6 28.C20:1 32.C24:0

C) Cromatogramas Ay B sobrepuestos

Figura 6. Cromatogramas de A) Estandar FAME MIX, Supelco; B) Aceite extraido; C)
Cromatogramas Ay B sobrepuestos.

Pagina |47



Se inyectd el estandar FAME Mix-37 sin embargo, no contenia acido punicico. Para
identificar el tiempo de retencion de este acido graso se analizé de manera
independiente, de acuerdo con la columna utilizada, el tiempo de retencién del PUA
coincidio con el tiempo de retencion del acido eicosapentaenoico (C20:5).

Como se muestra en la Figura 6, se identificaron 11 acidos grasos en el B) aceite
extraido, siendo mayoritario el acido punicico (54.9%), seguido del a-linolénico
(12.84%), tricosanoico (11.82%), docosadienoico (8.82%) y linoleico (4.40%). Estos
acidos grasos son poliinsaturados de cadena larga a excepcion del acido

tricosanoico, un acido graso saturado.

Tabla 2. Comparacion de los perfiles de acidos grasos en el aceite de granada extraido

para este trabajo y otras variedades reportadas por Peng (2019).

% Acido graso (g AG Aceite de granada  Aceite de granada  Aceite de granada
/100 g semilla) £ SD extraido Tunisia Soft Seed Taishanhong
Ladrico C12:0 0.07

Palmitico C16:0 3.50+£0.10 4.10 6.12
Heptadecanoico C17:0 0.07 0.09
Estearico C18:0 2.56 3.71
Nonadecanoico C19:0 1.01

Oleico C18:1 N9C 242 +0.09 4.95 6.69
Linolelaidico C18:2 N6T 0.40 £ 0.02

Linoleico C18:2 N6C 4.40 £ 0.00 4.92 7.43
y-Linolénico C18:3 N6 0.25+ 0.00

a-Linolénico C18:3 N3 12.84 £ 0.05

Araquidénico C20:0 0.62

Eicosenoico C20:1 0.17 £ 0.01 1.32
Heneicosenoico C21:0 0.46 £ 0.01

Tricosanoico C23:0 11.82 £ 0.19

Docosadienoico C22:2 8.82+0.16

Docosatetraenoico 0.11

C22:4

Punicico C18:3 N5 54.90 £ 0.32 77.78 71.85
PUFA 81.62 83.01 79.32
MUFA 2.59 4.95 8.01
SFA 15.79 8.43 10.03

Se muestra el promedio de los triplicados + SD y coeficiente de variacion menores al 5%.
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Como se observa en la tabla 2, el contenido de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA, Polyunsaturated Fatty Acids) en el aceite extraido se mantuvieron entre los
valores reportados por Peng (2019), siendo el acido punicico la fuente mayoritaria.
En las variedades Taishanhong y Tunisia Soft Sweet el porcentaje de PUA se
reporté de 71.85 — 77.78 % en comparaciéon con el aceite extraido con 54.90 %
ademas, se detectd en el aceite extraido la presencia de un isémero, el acido

linolénico: 12.84 % como ay 0.25 % como y.

El porcentaje de acidos grasos monoinsaturados (MUFA, Monounsaturated Fatty
Acids) del aceite extraido fue bajo en comparacién con las otras variedades,
ademas se observo mayor porcentaje de acido oleico en la variedad Taishanhong
(6.69%) y en Tunisia Soft Sweet (4.95%).

La muestra con mayor contenido de acidos grasos saturados (SFA, Saturated Fatty
Acids) fue el aceite de granada extraido, donde se identifico el acido tricosanoico
(11.82%), un acido graso de cadena larga que no se reportd en ninguna de las
variedades estudiadas por Peng (2019).

Cabe resaltar que, el aceite extraido presentd porcentajes altos de acidos grasos
no detectados por otros autores, como el docosadienoico (8.82%), un acido graso
de cadena larga con doble insaturacion que ejerce efecto inhibitorio sobre ADN
polimerasa y ADN topoisomerasa, lo que implica su potencial aplicacion como
antitumoral (Chen et al., 2021).

Paul & Radhakrishnan (2020) argumentaron que la composicion de acidos grasos
en el aceite de granada dependia de la variedad. Aunque también influian otros
factores como: condicion ambiental, estado de maduracion de la granada, método
de extraccion de los acidos grasos y temperatura de metilacion. De acuerdo con lo
anterior, se decidio metilar el aceite extraido a 150°C durante 45 min para observar

y comparar el perfil lipidico con una metilacion realizada a 80°C.
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M. a 150°C M. a 80°C

1.c4 8.C16:0

2.C8 9. C18:1 N9C
3.C10 10. C18:2 N6C
4.C12 11.C18:2 N6T
5.C14 12.C18:3 N6
6. C15 13.C18:3 N3
7.C16:1 14.C20:1
8.C16:0 15.C21:0

9. C18:1 N9C 16.C18:3 N5
10. C18:2 N6C 17.C23:0
13.C18:3 N3 18.C22:2
14.C20:1

15.C21:0

l 16. C18:3 N5

19.C22:6N3
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Figura 7. Comparacion de metilacion del aceite de granada extraido a 80°C (azul) vs. metilacion a
150°C (rosa).

Como se aprecia en la Figura 7 al metilar a 150°C (durante 60 min) se observo
mayor cantidad de acidos grasos, siendo a-linolénico (25.66%) el mayoritario,
seguido de palmitoleico (15.67%), linoleico (12.62%), docosahexaenoico (11.65%),
palmitico (9.27%), oleico (7.80%), heptadecenoico (6.41%) y punicico (2.48%). Lo
que sugiere que la metilacidn a esta temperatura propicia la isomerizacion del acido
punicico a a-linolénico, y favorece que una mayor cantidad de acidos grasos
monoinsaturados se metilen (31.68%) en comparacién con la metilacion realizada
a 80°C (2.59%). Ademas, se observé menor porcentaje de PUFA (53.1%) y la

cantidad de SFA se mantuvo similar (15.18%).

En el afo 2016 Siano et al., sometieron al PSO a diferentes condiciones de
metilacion, simularon condiciones gastricas (pH=2.5, 37°C, 2 h), reportaron que el
porcentaje de acido punicico fue del 58.01% y concluyeron que CLnA era estable al

“fluido gastrico simulado”.

Tomando en cuenta el perfil lipido del aceite de granada extraido, se decidié no
aislar el acido punicico y aprovechar todos los acidos grasos mono y polinsaturados
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presentes, ademas hay mayor estabilidad oxidativa cuando los acidos grasos se
encuentran en forma de triacilglicéridos que como acidos grasos libres (Siano et al.,

2016) y se genera sinergia entre los acidos grasos presentes.

3.3 Analisis composicional del bombdn elaborado

Para la elaboracion del producto, se buscd una matriz alimentaria que permitiera
una mayor estabilidad del aceite, es decir, que fuera rica en compuestos como
tocoferoles o compuestos fendlicos que actuaran como captadores de radicales,
previniendo parte del dafo oxidativo de las cadenas de acilo y que proporcionara
otro tipo de componentes lipidicos (Siano et al., 2016). Se eligié el chocolate

amargo, por sus beneficios ya mencionados y para potencializar sus cualidades.

Para corroborar dicho efecto sobre las cualidades del chocolate, se realizé un
analisis quimico proximal (AQP) y se compararon dos muestras: bomboén de
chocolate suplementado con 1% de PSO y el chocolate amargo Callebaut-Sicao

(utilizado para la elaboracion del bombdn).

Tabla 3. Comparacién de Analisis Quimico Proximal de diferentes chocolates.

Bombon de chocolate Chocolate Callebaut-
con 1% PSO Sicao

Humedad (%) 6.61+0.15° 6.20 £ 0.09?

Cenizas (%) 2.50 + 0.022 2.81+0.05°

Grasa (%) 38.28 £ 0.402 33.37 £ 0.09°

Proteina (%) 9.69 + 0.022 9.65+0.182
Carbohidratos (%) *30.92 £ 0.132 *31.81 £ 0.13°
Fibra (%) 13.48 £ 1.262 13.91 £ 1.162

Energia en 100 g (Kcal) 626.9 + 0.01° 481.0 £ 0.02°

Se muestra el promedio de los triplicados + SD y coeficiente de variacion menores al 5%. Las letras

a y b indican diferencia significativa.

Como se observa en la Tabla 3 no se encontré diferencia significativa en los

porcentajes de proteina y fibra. El bombdn de chocolate suplementado con 1% de
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PSO presenté mayor porcentaje de humedad, grasa y aporte energético, sin
embargo, su porcentaje de carbohidratos totales y cenizas fueron menores; por lo

que se esperaria un menor porcentaje de sodio para esta muestra.

3.4 Analisis especificos

3.4.1 Sodio (Na)

Como se observa en la Tabla 4, el bombdn de chocolate suplementado con 1% de
PSO proporcion6 61.2% menos sodio en comparacion con el chocolate Callebaut-
Sicao, es decir, por cada 100 g de producto se tiene un aporte de 138.95 mg de
sodio, lo que permite cumplir con la ingesta recomendada por la OMS (2020) de <2
g Sodio / dia para disminuir la tension arterial y el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Cabe mencionar que el contenido de sodio encontrado en
chocolate Callebaut-Sicao fue mayor al reportado en su etiquetado, lo cual podria
deberse a que en sus ingredientes reportan que su elaboracion es con un “alcali”,
este tratamiento consiste en incorporar carbonatos acidos o hidroxidos de sodio o
potasio (principalmente) para aumentar el valor de pH y asi obscurecer el cacao,

suavizar su sabor e incrementar su solubilidad (Urbanska et al., 2019).

Tabla 4. Comparacién de analisis especificos.
Bombén suplementado Chocolate Callebaut-

con 1% PSO Sicao
Polifenoles totales (mg 31.09+£0.26 13.36+ 0.16
GAE /g muestra)
Sodio (mg/100 g 138.95+4.16 357.98 £ 5.55
muestra)

Se muestra el promedio de los triplicados + SD y coeficiente de variacion menores al 5%.
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3.4.2 Polifenoles Totales

Una investigacion realizada por Miller et al. (2006), demostraron que la adicién de
un agente alcali influia no s6lo en el aspecto antes mencionado, sino también en el
contenido total de polifenoles del polvo de cacao, generando pérdidas de mas del
60% del contenido total, debido a que se oxidaban y polimerizaban durante el

proceso.

Urbanska et al. (2019) reportaron que, el chocolate con 70% de cacao contenia
entre 22.41 a 27.46 mg acido galico (GAE) por gramo de chocolate. Mientras que
Caponio et al. (2020) cuantificaron los polifenoles totales de un chocolate artesanal
al 70% y uno comercial, encontraron que la cantidad de GAE por gramo de muestra
fue de 20.66 y 21.53 mg respectivamente. Como se observa en la Tabla 4, el
chocolate Callebaut-Sicao a pesar de ser un chocolate con 70% de cacao tuvo un
valor bajo (13.36 mg/ g muestra) en comparacion con lo reportado por Urbanska et
al. (2019) o Caponio et al. (2020), lo que puede atribuirse al proceso de

alcalinizacion.

Al realizar la inclusion del café arabigo (Coffea arabica L.) en la ganache para la
elaboracion del bomboén, se compensdé el contenido de polifenoles esperado en
chocolates que no son sometidos a un proceso de alcalinizacion y como resultado,
el producto elaborado contenia casi el doble de polifenoles totales (31.09 mg/ g

muestra).

De acuerdo con la cuantificacion de polifenoles totales realizado por Vega et al.
(2017), el café arabigo contiene entre 28.60 - 46.82 mg GAE/ g, dependiendo de su
grado de tostado, siendo polifenoles mayoritarios el acido clorogénico, elagico y
cafeico (Suarez et al., 2021). Mientras que el chocolate, es una fuente rica de
polifenoles por la presencia del cacao que contiene flavonoides monoméricos como
epicatequina y catequina, y flavonoides oligoméricos como las procianadinas
(Beckett, 2008). Caponio et al. (2020), mencionan que ademas de estos
compuestos se han detectado por espectrometria de masas quercetina y acido
clorogénico. Esto sugiere una posible sinergia entre los polifenoles del café con los

del chocolate, dando como resultado un bombdn de chocolate con mayor fuente de
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polifenoles en comparacion con otros chocolates amargos que contienen el mismo

porcentaje de cacao.

3.4.3 Perfil de acidos grasos

Se analizé el perfil de acidos grasos para observar el efecto de la inclusién de 1%

de aceite de semilla de granada.

. 1% PSO
C16:0
C17:0
C17:1
.C18:1 N9C
C18:2 N6C
C18:3N3
C20:1
C21:0
.C20:3 N3
10. C18:3 N5
11.C23:0
12.C22:2
13.C24:0

i} UL L L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

CENOU A WN D

C. Callebaut-
Sicao
1.C16:0
2.C17:0
3.C17:1
4.C18:1 N9C
5.C18:2 N6C
6.C18:3 N3
7.C20:1
9.C20:3N3
13..C24:0

Figura 8. Comparacidén de los cromatogramas: bombdn de chocolate suplementado con 1% de PSO

(negro) y chocolate Callebaut-Sicao (rojo).

Como se aprecia en la Figura 8 se detectaron 4 acidos grasos mas en el bombon

de chocolate suplementado con 1% de PSO, que correspondieron a los acidos

heneicosenoico (C21:0), tricosanoico (C23:0), docosadienoico (C22:2) y punicico

(C18:3 N5).

Pagina |54



Tabla 5. Perfil de acidos grasos del bombén de chocolate suplementado con 1% de PSO
y chocolate Callebaut-Sicao.

% Acido graso Bombdn de chocolate Chocolate Callebaut-Sicao
suplementado con 1% PSO

Palmitico C16:0 29.03 £ 0.01° 31.85+0.13°
Heptadecanoico C17:0 0.20 + 0.00? 0.14 + 0.00°
Cis-10Heptadecenoico C17:1 0.17 £ 0.002 0.15 + 0.00°
Oleico C18:1 N9C 39.19 £ 0.20° 43.97 + 0.06°
Linoleico C18:2 N6C 18.32 £ 0.082 19.97 £ 0.07°
a -Linolénico C18:3 N3 4.57 +0.032 3.45+0.01°
Eicosenoico C20:1 0.29 £ 0.00° 0.30 £ 0.00%
Heneicosenoico C21:0 0.08 £ 0.00
Eicosatrienoico C20:3 N3 0.07 £ 0.00° 0.07 £ 0.00%
Tricosanoico C23:0 1.69+£0.04
Docosadienoico C22:2 0.99 + 0.00
Lignocerico C24:0 0.10 £ 0.00° 0.10 £ 0.00%
Punicico C18:3 N5 5.29+0.03
PUFA 29.24 23.49
MUFA 39.6 44 .42
SFA 31.10 32.09

Se muestra el promedio de los triplicados £ SD y coeficiente de variacién menores al 5%. Las letras
a y b indican diferencia significativa.

De acuerdo con la Tabla 5 el bombdn de chocolate suplementado presentd 5.29%
de acido punicico, ademas se encontrd acido oleico (39.19%), palmitico (29.03%),
linoleico (18.32%) y a-linolénico (4.57%), como acidos grasos mayoritarios. De igual
forma sucedio en el chocolate Callebaut-Sicao, predominé la presencia del acido
oleico (43.97%), seguido de palmitico (31.85%) y linoleico (19.97%) cuyos
porcentajes fueron mayores a los encontrados en el bombdén de chocolate
suplementado con 1% de PSO.
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Cabe destacar que la presencia del a-linolénico (3.45%) fue menor en chocolate
Callebaut-Sicao, lo que indica que la inclusion de PSO enriquecié al bombdn de
chocolate elaborado con acido punicico, a-linolénico, heneicosenoico, tricosanoico,
docosadienoico y heptadecanoico, generando una mayor proporcion de PUFA

presente.

Considerado lo reportado por Chire (2009) se esperaba encontrar en un chocolate
amargo (70% cacao) la presencia de acido palmitico, estearico, oleico, linoleico,
linolénico y araquidico. Del cual no se detectd la presencia del acido estearico ni
araquidico, lo cual pudo deberse al tipo de grano de cacao y a los procesos durante

su elaboracion.

Tomando en cuenta que el PSO es una rica fuente de acidos grasos insaturados y
que su oxidacion es preocupante en la industria alimentaria debido a que su
rancidez puede generar derivados y productos téxicos asociados (Siano et al.,

2016), se decidio realizar pruebas de estabilidad oxidativa.

3.5 Pruebas de estabilidad oxidativa

Adu-Frimpong et al. (2018) reportaron que la forma libre del acido punicico se
oxidaba rapidamente en 30 min a 50°C cuando se exponia al aire, lo que podria
alterar su valor nutracéutico y funcional. Mientras que Siano et al. (2016),
encontraron que cuando esta unido a un triacilglicerol no se isomeriza de forma
apreciable después de exponerlo al aire a 50° C durante un maximo de 120 min y

no genera cambios significativos en el aceite.

Las pruebas de indice de acidez y de perdxidos se realizaron cada 15 dias durante
3 meses, para monitorear la estabilidad del producto elaborado a dos temperaturas:

refrigeracion y ambiente.
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Grafico 1. indice de peréxido del aceite extraido y del bombén de chocolate suplementado con

De acuerdo con Drini¢ et al. (2020) el indice de peréxidos para el aceite de semilla
de granada se mantenia en valores de 0.52 a 5.75 meq O2 / kg, mientras que Ozcan
(2009) senald que valores superiores a 9 meq O2 / kg indicaban la oxidacion del
aceite. Considerando lo anterior y observando los valores obtenidos para el aceite
extraido se concluyo que el aceite estaba con un alto nivel de oxidacion, pero al
incluirlo en chocolate, independientemente de la temperatura de conservacion, los
niveles de perdxidos disminuyeron por la presencia de la manteca de cacao y se

mantuvieron constantes durante 90 dias.
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Grafico 2. Indice acidez del aceite extraido y del bombén de chocolate suplementado con PSO.
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Paul & Radhakrishnan (2020) reportan que los valores de acidez en PSO se
encuentran entre 0.63-8.36 mg/ g, otros autores como Amri et al. (2017)
determinaron valores de 1.69 mg/ g, significativamente menores a los resultados
encontrados por Dadashi et al. (2013) en variedades de granadas iranies (3.78 a
8.36 mg/ g). Como se observo en el Grafico 2, el aceite tuvo valores constantes de
1.39-1.53 mg/ g, mientras que para el chocolate elaborado los valores fueron

mayores, lo cual podria deberse a las condiciones de extraccion de la grasa.

Amri et al. (2017) concluyeron que valores altos de acidez en PSO en comparaciéon
con los valores encontrados en otros aceites como el aceite de linaza y el aceite de
girasol, indican que el PSO necesitaria refinarse para que sea adecuado para fines
comestibles y sugieren que se producen algunas reacciones hidroliticas durante la

extraccion.

3.6 Analisis Sensorial
Se evaluo el grado de aceptacion por los consumidores del bombon de chocolate
suplementado con PSO, por medio de un analisis sensorial que permitiera describir

sus cualidades, asi como su interés por este tipo de productos.

Se compard el bombdén de chocolate suplementado con 1% de PSO contra el
bombdn de chocolate control, elaborado de la misma forma sin la inclusion del

aceite.

Se les preguntd a los consumidores acerca de su preferencia por el chocolate
(frecuencia de consumo vy tipo). Como se observa en el Grafico 3, el 37% de los
consumidores prefieren los chocolates con leche, y sélo un 4% trufas o chocolates
rellenos, mencionaron que se debia a que no era facil conseguir este tipo de
productos a comparacion de los chocolates con leche disponibles en tiendas de

autoservicio o en la calle.
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M Con leche
B Semi-amargo
m Amargo

Trufa o c. rellenos

Gréfico 3. Preferencia del tipo de chocolate.

Asi mismo, se les pregunto sobre la frecuencia con la que consumian chocolate, un
59% respondié que 1 vez a la semana. Lo cual se esperaba de acuerdo con lo
reportado en el 2018 por el Gobierno de México, donde mencionan que el consumo
de chocolate al afio en México es de 700 g por persona, una cifra muy baja en
comparacién con los 11.9 kilos por persona que reportd Suiza en 2014, el mayor

consumidor del mundo.

B 1vezalasemana
M 1vez al mes
M Diario

H Nunca

Grafico 4. Frecuencia de consumo.

Al pedirles que evaluaran los atributos de dulzor, amargor y acidez (Grafico 5) en
cada bombdn de chocolate, se encontré por medio de un analisis estadistico,
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ANOVA, diferencia significativa en el atributo de acidez, lo cual podria deberse a

que la inclusién del aceite potencializa la acidez del café en la ganache.

AMARGOR

=@==Bombdn de chocolate
control

==@==Bombdn de chocolate
suplementado con PSO

DULZOR **ACIDEZ

Grafico 5. Comparacién de atributos entre el bombdn de chocolate suplementado y el bombdn
de chocolate control.

Se encontrd que el 78% de los consumidores prefirieron el bombdn de chocolate
control. Ademas, como se muestra en el Grafico 6, encontraron atributos pocos
atractivos en el chocolate elaborado por la presencia del aceite, el cual le confirié
sensacion rancia (a pesar de no presentar rancidez en los estudios de estabilidad
oxidativa realizados), sensacion grasa, textura no deseable en el paladar y un olor

no caracteristico de un chocolate.

25
20
wv
15
o
T
€ 10
%]
[
o
o I I
. [ )
Sensacion Textura Falta de . or n9 . Faltade
. Rancidez  caracteristi
grasa indeseable | tostado o dulzor
B Bombdn de chocolate control 6 4 7 0 0 0
Bombdn de chocolat
ombon de chocolate 13 9 6 22 13 6

suplementado con PSO

Grafico 6. Caracteristicas no deseables en los chocolates comparados.
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Por ultimo, también se observé que los consumidores detectaron sensacion grasa,
textura no deseable y falta de notas tostadas en el bombdn de chocolate control a
pesar de que este no contenia ninguna otra fuente externa de grasa a la que aporta

el chocolate.

Al preguntarles si consumirian el producto elaborado sabiendo que le aportaria
beneficios a la salud, el 98% contesto si, el 2% que contestdé no, argumentando que

no consumen ni es de su agrado el chocolate.

CONCLUSIONES
Por medio de cromatografia en capa fina se aislé del aceite extraido el acido
punicico, con un factor de retencion de 0.45 (de acuerdo con lo reportado en

literatura).

La fraccion aislada e identificada como &cido punicico se caracterizé por
espectroscopia infrarroja. Se observaron bandas de absorcion en 981 y 947 cm™,

que confirmaron la presencia del acido punicico.

El aceite extraido fue analizado mediante cromatografia de gases. El 81.62% de los
acidos grasos correspondieron a PUFA, lo cual concord6é con lo reportado por
diversos autores como Peng (2019) y Mahesar et al. (2019) que reportaron valores
minimos de 80%, y la predominancia de los acidos grasos conjugados del acido

linolénico.

El acido graso mayoritario identificado fue el acido punicico (54.9%). Otros autores
como Paul & Radhakrishnan (2020) reportan para este acido graso porcentajes de
71.2-77.6% en variedades turcas. Esta variacion se puede explicar con lo que
mencionan estos autores, sefialando que el perfil de acidos grasos se ve afectado
por distintos factores como condiciones geograficas, estado de maduracién del fruto

y la variedad.

Mediante un analisis estadistico se encontré diferencia significativa en los

parametros de humedad, cenizas, grasa, carbohidratos y energia bruta. El bombdn
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de chocolate suplementado con 1% de PSO presentd mayor porcentaje de
humedad, grasa y aporte energético. Y menor contenido de carbohidratos totales y
cenizas (a su vez menor cantidad de sodio). Debido a que es una matriz alimentaria

mas compleja al contener otros ingredientes como el aceite de granada, café y agua.

El bombdn de chocolate suplementado con 1% de PSO resulté una fuente rica de
polifenoles provenientes del cacao y del café presente en el gache, los cuales
hicieron sinergia reflejando se en un mayor porcentaje en comparacion con el
chocolate Callebaut-Sicao. Esto sugiere que podrian ejercer un efecto antioxidante

para el aceite de granada agregado.

El chocolate es considerado un alimento rico en grasas debido a la presencia de la

manteca de cacao, este ingrediente facilito la inclusion del aceite de granada.

La inclusion del aceite de granada al bombdn de chocolate enriquecié el perfil de
acidos grasos con: acido punicico, acido a-linolénico, acido heneicosenoico, acido
tricosanoico, acido docosadienoico y acido heptadecanoico, generando mayor

proporcion de PUFA presente.

Ademas, disminuyo el indice de perdxidos debido a que el aceite de granada estaba
en una baja proporcion en comparacion con los otros ingredientes utilizados para la

elaboracion del bombdn de chocolate.

Finalmente, el analisis sensorial mostré que la inclusion del aceite era perceptible y
conferia una sensacién grasa y rancia en boca, ademas de un olor no propio a un
chocolate. Sin embargo, los consumidores sefialaron que consumirian el producto

desarrollado debido a los efectos benéficos a la salud que les proporcionarian.
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APENDICE

Determinacion de inhibicion de viabilidad por reduccion de MTT.

Los efectos de los extractos de semilla de granada y sus derivados en las lineas
celulares VERO, LLC-PK1, ACHN y 786-0 fueron analizados mediante el ensayo de
MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazélico), primero a través de
un analisis exploratorio simple en las cuatro lineas celulares, y posteriormente en
tres experimentos independientes en las lineas celulares VERO y ACHN,
basandose en la descripcidon modificada de Carmichael et al. (1987) y Gonzalez et
al. (2019), se emplearon de la siguiente manera: cada cultivo de las lineas celulares
se incubaron en placas de 96 pozos con un numero inicial de 7,000 células por pozo
en un volumen de 200 yL de medio de cultivo D-MEM (Minimum Essential Media,
modificado por Dulbecco, Invitrogen Carlsbad C.A USA). Después de 24 h de
incubacion, los cultivos fueron tratados con soluciones de diferentes
concentraciones, cada uno a un volumen de 50 pL (stocks) de los extractos de
semilla de granada y de la fraccion correspondiente al acido punicico, de tal manera
que en cada uno de los pozos con un volumen final de 250 pyL. Se tuvieron
concentraciones finales de 0.00617,0.0185, 0.055, 0.16 y 0.5 mg/mL para el analisis
exploratorio de estos extractos y de 0.25, 0.375, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/mL para cada
uno de los tres experimentos independientes. Al final de 48 h de exposicion a los
extractos, a las células se les determind la viabilidad celular afiadiendo a cada uno
de los pozos 20 uL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
y se incubaron las placas durante 4 h adicionales, después todo el contenido del
pozo fue decantado y el precipitado formado por la reduccion del MTT fue disuelto
con 250 uL de dimetilsufoxido (DMSO). La absorbancia de la solucion colorida
formada fue detectada a 540 nm en un lector de placas (Molecular devices,
Sunnyvale, CA USA), donde la viabilidad en cada pozo fue directamente
proporcional al desarrollo de color. El 100% de viabilidad corresponde a los pozos
en donde no se adicionaron los extractos, es decir a los controles negativos (los
cuales resultaron similares a los pozos a los cuales se les adiciono unicamente el

vehiculo en este caso DMSO). Con los resultados obtenidos se grafico el porcentaje
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de inhibicién de la viabilidad celular, con respecto a la concentracion del extracto

para observar su tendencia y determinar su grado de inhibicién.
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Gréfico 7. Ensayo de citotoxicidad en células ACHN.
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Gréfico 8. Ensayo de citotoxicidad en células VERO.
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Los resultados mostraron la probable actividad inhibitoria o citotoxica de los
extractos de semilla de granada, ya que los compuestos que se esperan caracterizar
son similares a los que ya tienen actividad de este tipo, se disefidé una estrategia
preliminar de analisis exploratorio para observar la potencia de estos extractos con
ensayos de MTT, asi a partir de una solucion de stock de trabajo de 1 microgramo
por microlitro de cada uno de los extractos se prob6 un rango de concentraciones
de 0.00617, 0.0185, 0.055, 0.16 y 0.5 mg / mL. Los resultados mostraron que a
estas concentraciones no se observa actividad inhibitoria o citotoxica, se observa
una actividad que no aumenta mas alla de 20% de inhibicion, por lo que se decidio
realizar un analisis utilizando un intervalo de mayor concentracion de 0.25, 0.375,
0.5,0.75y 1.0 mg/ mL. Con estos valores se aprecio que a concentraciones de 0.25,
0.375y de 0.5 solo en los extractos metilados (aceite de semilla de granada metilada
y acido punicico) se tuvo una actividad inhibitoria importante que alcanzé mas del
50% de inhibicion. A dosis mas elevadas de 0.75 y de 1.0 mg/ mL esta actividad
disminuyo, por lo que se puede pensar que se trata de compuestos con actividad
citotoxica a bajas concentraciones, pero a altas concentraciones podrian promover
la proliferacion celular. Sin embargo, para interpretar estos resultados se requiere
de una mayor discusion acerca de la naturaleza de los componentes y el proceso
de aislamiento de estos extractos, para poder proponer una hipotesis de este
comportamiento y un disefio de experimentacion de evaluacion biologica mas

amplia.
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PROSPECTIVAS

Realizar un analisis de vida de anaquel para evaluar la estabilidad del
producto terminado, asi como la posible migracion del aceite incluido en el
relleno.

Realizar un estudio bioquimico en ratones inducidos a obesidad contra
ratones sanos, para valorar el efecto de la suplementaciéon de PSO extraido
en su dieta mediante la evaluacion de la expresion de PPAR-y en higado y
tejido adiposo, ademas de medir niveles de glucosa, insulina, triacilglicéridos
y colesterol en suero.

Realizar un estudio en personas sanas mediante la ingesta diaria del
chocolate elaborado, evaluando cada semana los niveles de glucosa,
insulina, triacilglicéridos y colesterol en sangre cada semana. Para
determinar la dosis promedio adecuada en la cual se puedan observar los
efectos benéficos a la salud.

Realizar un estudio mas amplio sobre la actividad inhibitoria o citotoxica tanto
del aceite de semilla de granada como el acido punicico extraido de
diferentes variedades de granada para observar si el proceso de aislamiento

y el porcentaje de PUA influye en su actividad citotoxica.
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