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RESUMEN

Objetivo: Determinar la relacién existente entre la capacidad antioxidante in vitro y el
contenido de polifenoles totales en zumo y extractos acuoso e hidroalcoholico de la
cascara del fruto de Punica granatum, adquiridos en Shiran-Trujillo. Material y
Meétodos: Para medir la capacidad antioxidante se utilizé el 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH?), cuyas lecturas espectrofotométricas se realizaron a 517 nm. Los resultados de
polifenoles fueron expresados en mg de acido tanico equivalente en 100 mL del zumo y
de extractos acuoso e hidroalcohdlico de cascara del fruto de P. granatum. Resultados:
El porcentaje de captura de radicales libres de DPPH" del zumo y de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico fueron 25.6, 59.7, 43.2 y 84.4% respectivamente. El porcentaje
de polifenoles del zumo y de los extractos acuoso e hidroalcohdlico fueron: 25.4, 21.5,
19.7 y 23.6% respectivamente. Conclusion: La capacidad antioxidante en el extracto
hidroalcohdlico de la cascara de P. granatum fue mayor que en las otras muestras, pero
el contenido de polifenoles fue mayor en el zumo, encontrando que no hay correlacion
entre los valores de la capacidad antioxidante y el contenido en polifenoles totales.

Palabras Clave: Punica granatum (granada), capacidad antioxidante, zumo, extracto
acuoso, extracto hidroalcohélico, DPPH".

ABSTRACT

Objective: To determine the relationship between antioxidant capacity and total polyphenol
content of juice fruit, aqueous and hydroalcoholic extracts from Punica granatum peel,
acquired in Shiran-Trujillo. Material and Methods: To measure the antioxidant capacity 2,2-
diphenyl -1- picrylhydrazyl (DPPH") was used, whose spectrophotometric readings were
performed at 517 nm. Polyphenols results were expressed in mg equivalent of tannic acid in
100 mL of juice fruit, aqueous and hydroalcoholic extracts of peel from P. granatum.
Results: The rate of capture of free radicals of DPPH’ juice, aqueous and hydroalcoholic
extracts were 25.6, 59.7, 43.2 and 84.4% respectively. The percentage of polyphenols in juice,
aqueous and hydroalcoholic extracts were 25.4, 215, 19.7 and 23.6% respectively.
Conclusion: The antioxidant capacity of the hydroalcoholic extract from peel of P. granatum
was higher than in the other samples, but the polyphenol content was higher in the juice,
finding that not a correlation between the values of the antioxidant activity and the total
polyphenol content.

Keywords: Punica granatum (pomegranate), antioxidant capacity, juice, aqueous extract,
hydroalcoholic extract, DPPH".
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INTRODUCCION

Es bien conocido que los radicales libres
causan dafio en las células a través de
diversos mecanismos como por ejemplo, la
unién covalente y la peroxidacion lipidica
con el consiguiente dafio a los tejidos'. Los
antioxidantes de origen natural tienen un
inusual interés en la actualidad porque ellos
protegen al organismo de los radicales
libres® 2,

Nuestro organismo produce radicales
libres constantemente. Sin embargo, éstos
estdn controlados rigurosamente por los
antioxidantes 'y diversos sistemas de
detoxificacion. Cuando este  precario
equilibrio se rompe a favor de los radicales
libres, se produce el denominado “estrés
oxidativo”, el cual puede atacar a los lipidos,
que constituyen las membranas celulares, las
bases de ADN y los aminoacidos de
proteinas. Los antioxidantes combaten los
radicales libres y, por lo tanto, pueden ayudar
a prevenir las enfermedades que sustentan su
base fisiopatoldgica en la produccidn interna
de radicales libres. En la actualidad se ha
notado el mayor interés por el estudio de
antioxidantes naturales® .

Los vegetales producen una gran
cantidad de antioxidantes para controlar el
estrés oxidativo, pueden constituir una fuente
de nuevos compuestos con actividad
antioxidante. Dentro de este grupo de
sustancias se tiene vitaminas, minerales y
enzimas®. Entre las vitaminas antioxidantes
naturales estan los carotenos (pro vitamina
A), la familia de compuestos de vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles) y la vitamina C
0 &cido ascorbico. Asimismo, existen cuatro
enzimas que neutralizan naturalmente los
radicales libres presentes en el organismo y
son la superdxido dismutasa, metionina
reductasa, catalasa y la glutation peroxidasa;
y también otros elementos  como
metaloenzimas (minerales), por ejemplo el
selenio (parte de la glutation peroxidasa), el
cobre (parte del superoxido dismutasa) y el
zinc que cumple funciones similares® ’.

Asimismo, se han identificado un
numeroso grupo de antioxidantes en plantas
como polifenoles, que tiene un creciente

interés. Las clases de polifenoles dependen
de la naturaleza de su esqueleto de carbono y
entre las mas conocidas estan: acidos
fendlicos, flavonoides, flavonoles
(catequinas, quercetina), los estilbenos
(resveratrol) lignanos, taninos, etc. Entre las
fuentes principales que poseen este tipo de
antioxidantes estan por ejemplo las frutas, las
verduras y el vino®.

Los antioxidantes provenientes de estas
fuentes ademas de disminuir el estrés
oxidativo pueden poseer  actividad
antiinflamatoria, antitrombdtica,
antiteratogénica y antialérgica, entre otras®.

Por esta razdn, existe un gran interés en
conocer el efecto antioxidante de la dieta
humana y de los suplementos dietarios;
muchos estudios epidemioldgicos  han
asociado a las dietas de contenido moderado
a alto de antioxidantes en frutas y verduras
con el descenso de la morbimortalidad y
menor riesgo en desarrollar enfermedades;
dentro de estos grupo de frutos estan la
granada, nativa del sureste de Europa y Asia,
fueron cultivadas en el antiguo Egipto,
Babilonia, India e Irdn; en Espafia se
cultivaba intensamente® 1 1,

En nuestro pais la granada se utiliza
como arbol frutal y ademéas como ornamental
en pequefios jardines; pero también en
medicina complementaria en el tratamiento
de una gran variedad de enfermedades como
diarrea, gastroenteritis, colitis, gingivitis,
amigdalitis faringitis asi como por su accién
vermifuga tomada en forma de infusion.
Contiene alcaloides como la pelletierina,
taninos glucdsidos de accion astringente,
bromuros, &cido citrico, malico, flavonoides,
polifenoles, potasio, magnesio™ .

Los taninos son, al menos en parte,
responsables de una fuerte actividad
antioxidante. También es conocido que los
taninos tienen propiedades antiinflamatorias,
antidiarreicas y cicatrizante de heridas,
ademés, han demostrado actuar inhibiendo
algunas funciones enzimaticas especificas®
> Las propiedades antiinflamatorias de los
taninos son principalmente debido a su
actividad destructora de radicales libres, por
lo que pueden parar algunos de los procesos
antiinflamatorios** '* *'. Por otro lado, esta
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planta también posee flavonoides y éstos
poseen una fuerte actividad destructora de
radicales libres™ ™.

Con este estudio, se pretende validar la
capacidad antioxidante y su relacion con el
contenido de polifenoles totales en el zumo y
extractos acuoso e hidroalcoholico de la
cascara de la granada, lo que serviria para
recomendar su utilizacion en la prevencion
de enfermedades degenerativas y asi mejorar
la calidad de vida de la poblacién de nuestra
region y del pais.

MATERIAL Y METODO

Material de estudio:

Se utilizaron 5 kg de frutos de granada
que se adquirieron en Shiran- Trujillo de los
cuales se usO el zumo, y las céascaras para
preparar los extractos acuosos (infuso vy
decocto) e hidroalcohdlico.

Material y equipos de laboratorio:

e Material de laboratorio: De uso comdn
en el laboratorio de Farmacognosia.

eEquipos:  Espectrofotometro  Thermo,
modelo  Genessis 10 uv, y
espectrofotometro Heweltt Packard de
arreglo de diodos modelo 8452 a 517nm,
y de uso comun en el laboratorio de
Farmacognosia.

e Reactivos y solventes: 2,2-difenil-1-picril

hidracilo (DPPH") laboratorios Sigma-
Aldrich, alcohol etilico 96°GL, agua
bidestilada,  &cido  tanico  patron
(laboratorios  Sigma-Aldrich), Reactivo
Folin-Ciocalteu (Laboratorios Merck).

Disefio Experimental:

e Preparacion del decocto al 2%:

Se pesaron 2g de droga vegetal seca y se
llevd a ebullicion con 100 ml de agua
destilada. El extracto obtenido se filtrd
empleando papel filtro Whatman 1, se
trasvasO a un matraz aforado y se
finalmente se complet6 a 100 ml
utilizando agua destilada.

ePreparacion del infuso al 2%: Se
pesaron 2g de droga vegetal seca y se
vertieron sobre ella 100 ml de agua
destilada hirviendo. El extracto obtenido
se dejo en reposo por 15 min. y luego se
filtr6 empleando papel filtro Whatman, se
trasvaso a un matraz aforado y finalmente
se completo a 100 ml utilizando agua
destilada.

e Preparacion de extracto
hidroalcoholico 2%: Se pesaron 2g de
droga vegetal seca y se llevo a ebullicidn
en sistema de reflujo con 100 ml de etanol
de 96°GL. El extracto obtenido se filtro
empleando papel filtro Whatman 1, se
trasvaso a un matraz aforado y finalmente
se complet6 a 100 ml etanol de 96°GL.

e Obtencion del zumo: Se pesaron 200 ¢
de semillas de P.granatum obteniendo de
ellas el zumo mediante proceso de
expresion. Del zumo obtenido se midio el
volumen equivalente a 2g de droga, se
trasvaso a un matraz aforado y finalmente
se completd a 100 ml con agua destilada.

e Capacidad antioxidante: La capacidad
antioxidante se determind segin la
propuesta de  Brand-Williams W.,
Cuvelier M.E. and Berset C. 1995. Basado
en la reduccion del radical libre estable
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)®, La
reduccion del reactivo es seguido
midiendo la  disminucion de la
absorbancia espectrofotométrica a 517
nm, de la mezcla de reaccion segin la
técnica modificada?".

Las condiciones Optimas de la
reaccion de radicales libres para el sistema
fueron las siguientes: Para obtener la
curva de calibracion se prepar6 una
solucion madre del reactivo DPPH" 0,1
mM, a partir del cual se realizaron
diluciones y luego las lecturas en el
espectrofotometro Hewlett Packard de
arreglo de diodos modelo 8452 a 517nm.

e Determinacion de los porcentajes de
captura del radical DPPH": Se trabajo
con un control 10 mL de la solucion de
DPPHe 0,1 mM y se ley6 a 517 nm.
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% de captura de radicales [ibres de DPPH' =

Para las muestras se usaron alicuotas
de 10 pL de las muestras y se enfrentaron
a la solucion de DPPH" 0,1mM y se leyo a
517 nm.

La captura de radicales libres de
DPPH" se calculd6 con la siguiente
férmula.

Abs.Control - Abs. Muestra
Abs.Contro

e Cuantificacion de polifenoles totales
(PT): La concentracion de fenoles totales
en  extractos fue  medida  por
espectrofotometria, basandose en una
reaccion  colorimétrica de  Oxido-
reduccion. El agente oxidante utilizado
fue el reactivo de Folin-Ciocalteu®.
Permitiendo clasificar al zumo y los
diferentes extractos en funcion de su
rigueza fendlica. Se utiliz6 como
referencia una solucion patron de acido
tanico de 1,2 mg/mL.

e Andlisis estadistico: Todos los datos
fueron procesados mediante paquete
estadistico SPSS.15.0 para Windows, con
p<0,05 tanto para la determinacion de la
media y su desviacion estandar como para
ANOVA.

RESULTADOS

Se midié la capacidad antioxidante del
zumo, extractos acuosos (decocto e infuso) e
hidroalcohdlico de P. granatum, que expresa
la captura de radicales libres DPPH" en
porcentaje (Tabla 1), el Andlisis de varianza
muestra la existencia de diferencias
estadisticamente significativas p<0,05, entre
los promedios de las muestras, siendo mas
notorio el extracto hidroalcohdlico.

Tambien se determino el porcentaje del
contenido de polifenoles expresados como
acido tanico en las muestras anteriores (Tabla
2), su Analisis de varianza mostré que existe
diferencias estadisticamente significativas
p<0,05 entre los promedios de las muestras.
Sin embargo, no hay una correlacion entre el
contenido de polifenoles y la capacidad

antioxidante entre los extractos

hidroalcoholico y acuosos.

Tabla 1. Promedio de las concentraciones y del
porcentaje de captura de radicales libres DPPH’
por el zumo, extractos hidroalcohdlico y acuosos
(decocto e infuso) de Punica granatum

% captura

Muestra Ce o_le
(Mg/mL) Radicales
libres

Patron 0.1072 0.0
Zumo 0.0293 25.6
Extracto

Hidroalcohdlico 0.0909 84.4
Decocto al 2% 0.0651 59.7
Infuso al 2% 0.0477 43.2

Leyenda: Patron: Soluciéon 0,1mM de 2,2-difenil-1-
picrilhidraczil (DPPH")
Nivel de significancia estadistica p < 0 05.

Tabla 2. Promedios de la concentracién de acido
tanico y del porcentaje de polifenoles del zumo,
extractos hidroalcohdlico y acuosos (decocto e
infuso) de Punica granatum

Conc. Ac. % de
Muestras . .

Téanico (mg)  polifenoles
Zumo 0.006086441 25.4
Extracto

Hidroalcohdlico  0.005658982  23.6

0.005154349 215
0.004727029 19.7

Decocto al 2%
Infuso al 2%

Nivel de significancia estadistica p < 0 05.

DISCUSION

En el presente estudio se demostro que el
extracto hidroalcoholico de la céscara de
granada tiene mayor capacidad antioxidante
84,4 % (Tabla 1) que los extractos acuosos
(decocto e infuso) y que el zumo de este
fruto, estas diferencias en los porcentajes de
captura de radicales libres de DPPHe son
estadisticamente significativas p<0,05.

La cascara de la granada es muy rica en
elagitaninos y  galataninos,  taninos
hidrolizables como punicalagina y punicalina
a quienes se podria atribuir la capacidad
antioxidante.  Ademés, la  capacidad
antioxidante del extracto hidroalcohdlico no
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solo se deberia a la presencia de polifenoles
sino, también a la presencia de otros
antioxidantes como el acido ascdrbico, acido
citrico, etc. presentes en este fruto® 2+ %,

Si hubiera una relacion directa entre el
contenido de polifenoles expresado como
acido tanico y la capacidad antioxidante, se
tendria un mayor porcentaje de éstos en el
extracto hidroalcoholico, pero se observa en
la Tabla 2, que el mayor porcentaje 25,4% de
polifenoles se presenta en el zumo de
granada mientras que en el extracto
hidroalcohdlico se muestra 23,6%. Por la
mayor polaridad del solvente
hidroalcohdlico, respecto a las otras muestras
el porcentaje deberia ser mayor, porque
deberia haberse extraido mayor cantidad de
polifenoles de la céascara de granada. Es
probable, que parte de los polifenoles en el
extracto  hidroalcohdlico y  algunos
compuestos antioxidantes derivados de
grupos fenolicos puedan haberse degradado o
transformado en otros compuestos durante la
congelacién a que fueron sometidos las
muestras antes de su cuantificacion; otros
pueden haberse hidrolizados como es el caso
de la punicalagina y punicalina y no hayan
sido cuantificados® %,

Se encontraron 25,4% de polifenoles
como taninos en el jugo de granada
congelado, obtenido de los arilos frescos,
mayor que en las otras muestras, téngase en
cuenta que los principales compuestos
antioxidantes en el jugo de granada son los
taninos hidrolizables, pero las antocianinas y
acido elagico y é&cido derivados también
contribuyen a la capacidad antioxidante total
del jugo. Estos resultados aparentemente
contradictorios en el que no existiria una
relacion directa entre el contenido de
polifenoles y la capacidad antioxidante en
este caso de zumos y extractos podrian
deberse quizd a que las muestras fueron
cuantificadas después de haberse conservado
en refrigeracion, y esto podria haber alterado
el contenido de polifenoles por su probable
hidrolisis o su transformacion en otros
compuestos’. En el caso del zumo también
influye el procedimiento de obtencion, si
fueron obtenidos por extrusion de los arilos
de la granada, puede haberse extraido parte

de los polifenoles (elagitaninos) de la
cascara. También debe tenerse en cuenta que
el método DPPH" para medir la capacidad
antioxidante en compuestos hidrofilicos es
menos sensible’.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoholico de la cascara de
P. granatum es el que presenta mayor
capacidad antioxidante.

El zumo del fruto de P.granatum presenta
mayor contenido de polifenoles que los
extractos acuosos e hidroalcohdlico de la
cascara de granada.

No hay correlacion entre el contenido de
polifenoles y la capacidad antioxidante.
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