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RESUMEN

Introduccion: Punica granatum L., (Punicaceae) es una especie conocida en Cuba
como granada. Algunos fitocomponentes presentes en la fruta muestran una fuerte
actividad antioxidante. En la medicina tradicional esta planta es empleada en el
tratamiento de infecciones parasitarias, diarreas y disenteria, asi como en el
tratamiento de asma, catarro, fiebre, inflamaciones y otras. En afios recientes, la
actividad biolégica de los polifenoles presentes en la fruta de esta especie, ha
despertado el interés de los investigadores y la industria farmacéutica.

Objetivo: establecer un proceso a escala de laboratorio que permita extraer los
polifenoles totales de la fruta.

Métodos: se aplicé un proceso de maceracion para la extraccion de los polifenoles de
la fruta y se realiz6 la optimizaciéon de los parametros mediante disefios
experimentales. Se evaluaron las variables independientes: tiempo de extraccion,
relacién droga-menstruo y concentracién alcohdlica.

Resultados: las tres variables presentaron una influencia significativa sobre el
proceso de extraccion de polifenoles.

Conclusiones: en las condiciones de trabajo establecidas, la extraccion 6ptima es la
siguiente: tiempo de extraccion de 72 h, relacidon droga-menstruo de 1:20 y
concentracion alcohdlica del 50 % (v/v).

Palabras clave: Punica granatum L., maceracioén, polifenoles, tiempo de extraccion,
relacion droga-menstruo.
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ABSTRACT

Introduction: Punica granatum L., (Punicaceae) is one species known in Cuba as
granate. Some phytocomponents of the fruit show strong antioxidant activity. This
plant is used in the traditional herb medicine to treat parasitic infections, diarrheas
and dysentery, asthma, flu, fever, inflammation and other ilinesses. In recent years,
the biological activity of phenols present in the fruit has aroused the interest of both
researchers and the drug industry.

Objective: to set a lab-scale process that makes it possible to extract total phenols
from the fruit.

Methods: a maceration process was used to extract phenols from the fruit and the
parameters were optimized through experimental designs. The independent variables
were time of extraction, drug/menstruum ratio and alcohol concentration.

Results: the three variables had significant influences over the process of extraction
of polyphenols.

Conclusions: under the set working conditions, the optimal extraction is as follows:
time of extraction of 72 hours, drug/menstruum ratio of 1:20 and alcohol
concentration of 50 % (v/v).

Key words: Punica granatum L., maceration, polyphenols, time of extraction,
drug/menstruum ratio.

INTRODUCCION

El estudio y desarrollo de procesos tecnoldgicos para la obtencion de materias primas
a partir de productos naturales tiene una importancia vital dentro del desarrollo de las
industrias alimenticias y farmacéuticas a nivel internacional. El proceso de extraccion

de principios activos a partir de las plantas medicinales es uno de los pasos criticos en
el desarrollo de productos naturales y su uso comercial.®

La extraccion es un proceso que envuelve la separacion de la porciéon activa de interés
de la porcién inactiva mediante el empleo de un componente inerte selectivo
(disolvente). Dentro de los procesos tradicionales que se emplean con esta finalidad,
se encuentra la maceracion, proceso en el cual la droga es colocada en contacto con
un disolvente entre 24 y 72 h segun el procedimiento desarrollado, a temperatura
ambiental y con agitacidn esporadica, para que la materia soluble sea disuelta. Este
proceso puede estar influenciado por el menstruo utilizado, el tiempo de maceracion,
la relacién droga-menstruo, tamafio de particulas y la temperatura entre otros.?®

Punica granatum L., perteneciente a la familia Punicaceae y popularmente conocida
como granada, es una planta cultivada en las regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo y con mudltiples propiedades terapéuticas (antiparasitaria,
antinflamatoria, anticatarral) de arraigado uso en la medicina tradicional de Cuba y de
otros paises.®’ El fruto es rico en vitamina C, antocianinas, tiamina y riboflavina, asi
como polifenoles del tipo punicalagin y acido elargico, a los cuales se les atribuyen
propiedades astringente, antimicrobiana, antifingica e inhibitoria enzimatica; se Ha
informado valores de polifenoles totales extraidos en medio acuoso y en medio
etandlico de 45,8 % y 42,3 % respectivamente.®*°
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En Cuba, los estudios relacionados con esta planta han estado encaminados
fundamentalmente a evaluar la composicién fitoquimica de la fruta y extractos
obtenidos a partir de esta,® la seguridad toxicoldgica de estos extractos,™* y desde el
punto de vista farmacolégico a demostrar sus propiedades como antiviral **** y como
modulador del dafio inducido al ADN por un agente oxidante como el H,0,*°

Para ello se emplearon extractos hidroalcohélicos al 50 % v/v, elaborado por
maceracion de la fruta madura, en una proporciéon de 1:3 (w/v), durante 15 dias
segun proceso estandarizado descrito por Iglesia.'® Este proceso tiene entre sus
principales deficiencia el tiempo empleado para la maceracién, lo que dificultaria su
escalado a nivel industrial, dada la afectaciéon econémica que provoca un proceso que
requiera tanto tiempo para su extraccion.

Como parte del proyecto ramal Desarrollo de medicamentos con actividad
antinfluenza a partir de extractos de frutos de Punica granatum L., se han comenzado
a realizar estudios tecnolégicos que permitan en un tiempo menor la obtencidon de una
materia prima con calidad farmacéutica, rica en polifenoles, a partir de la fruta de
esta planta. El objetivo de este trabajo fue el de establecer un proceso a escala de
laboratorio que permita extraer los polifenoles totales de la fruta y a la vez permita
escalar dicho proceso en las condiciones con que cuenta Cuba.

METODOS

Material vegetal. Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron frutos de Punica
granatum (madura) provenientes de la Estacion Experimental de Plantas Medicinales
"Dr. Juan Tomas Roig" en la provincia de Artemisa, colectados entre febrero y abril de
2011. Estos fueron lavados con abundante agua y conservados en temperatura de
congelacion hasta el momento de su utilizacion. Antes de emplearse el material
vegetal, se dejo a que alcanzara la temperatura ambiental y se moliné en un molino
de disco (CEMOTEC, Suecia) hasta alcanzar un granolumetria menor de 200 pm.

Disefios experimentales. Se estudio6 la influencia del tiempo de maceracion,
concentracion del contenido alcohélico del menstruo y relacién droga-menstruo sobre
el contenido de sélidos totales, pH del extracto y contenido de polifenoles totales.
Para ello se realizaron los siguientes disefios experimentales:

Estudio de la influencia del tiempo de maceracion, concentracion del contenido
alcohdlico del menstruo y relacién droga-menstruo. Se establecié un disefio factorial
23 con un punto central (Statgraphics plus, version 5.1). La variable X; se definié
como tiempo de maceracion, X, como concentracion del contenido alcohdlico del
menstruo y Xz como relacidon droga-menstruo. Las variables respuestas fueron el
contenido de solidos totales (ST), pH y contenido de polifenoles totales. Se realizaron
nueve experimentos aleatorizados, replicados tres veces cada uno, para un volumen
de 100 mL segun lo descrito en la tabla 1.

Estudio de la influencia del tiempo de maceracién y la concentraciéon del contenido
alcohdlico del menstruo. A partir de los resultados alcanzados en el primer disefio, se
realiz6 un disefio experimental de superficie respuesta 32 aleatorizado (Statgraphics
plus, version 5.1, EUA), con el objetivo de profundizar en el estudio de la influencia
del tiempo de maceracion y la concentracion del contenido alcohélico del menstruo.
Se realizaron nueve experimentos aleatorizados, replicados tres veces cada uno, para
un volumen de 100 mL y una relacion droga-menstruo de 1:20; para lo cual se
mantuvieron las condiciones y niveles descritos en la tabla 2. Se establecieron como
variables respuestas las mismas descritas con anterioridad.
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Tabla 1. Disefio experimental 22 para estudiar la influencia del tiempo de
maceracion, concentracian alcoholica del menstruo v relacion droga-menstruo

Miveles estudiados en el disefio

Yariables Mivel bajo Mivel alto
Tiempo de maceracion (k) 24 72
Concentracion alcoholica (%) 20 70
Relacion droga-menstruo {m/v) 51 1.20

Matriz experimental
Concentracion

Experimento Tiemp'.:', de E:Drjt_enidu drclgze—lfngﬁgtruu
maceracian (h} alcahdlico en &l ()
menstruo (%)
1 43 70 12,5
2 72 &0 20
3 24 20 5
4 43 30 20
5 42 to 5
=] 24 30 12,5
7 24 &0 12,5
a 72 70 5
| 24 70 20
Tahla 2. Disefio experimental 32 para estudiar la influencia del tiempo de
maceracion y la concentracion alcoholica del menstruo
Miveles estudiados en el disefio
YWariables Mivel bajo Mivel medio Mivel alto
Tiempo de rmaceracion (k) 24 48 72
Concentracion alcohalica (%) 30 &0 70
Matriz experimental
Experimento TiEr'I"Ir:II.:I’ de Concentracion alcoholica
maceraciaon {h) {96
1 24 50
2 48 70
3 72 5o
4 24 30
5 48 5o
=] 43 30
7 24 70
a 72 20
= 72 7o
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Métodos de ensayos. Las determinaciones de sdlidos totales y pH se realizaron segun
lo establecido por la NRSP 312.%" Mientras que las determinaciones del contenido de
polifenoles totales se aplic6 la siguiente metodologia:

Se tomo exactamente 2 mL del extracto y se trasvasaron a un matraz aforado de 100 mL,
y se llevé a volumen con agua destilada. De esta solucién se tom6 2 mL y se trasvaso
a matraces aforados de 25 mL de capacidad. Se adicion6 2 mL de agua destilada, 2 mL
de solucién desarrolladora de color (se mezclé 10 g de tungstato de sodio con 0,2 g
de acido fosfomolibdico y se llevé a un balén de reflujo. Se adiciond 5 mL de acido
fosforico al 85 % en 75 mL de agua destilada y se reflujé por 2 h en plancha de
calentamiento. Transcurrido ese tiempo, se enfrié a temperatura ambiente y se
trasvasd a un matraz aforado de 100 mL; se llevé a volumen con agua destilada), se
agito y se dejoé en reposo por 5 min.

Transcurrido ese tiempo se adicioné 1 mL de solucién de carbonato de sodio al 20 %o,
se agitoé y se llevd a volumen con agua destilada. Se mezclé y se ley6 la absorbancia
a una longitud de onda de 700 nm antes de transcurrir 10 minutos, para lo cual se
empledé como blanco la solucién preparada con agua.

Como estandar de referencia se utilizé acido tanico. Para ello se prepar6 una curva de
calibracién a concentraciones que oscilaban entre 5 ug/mL y 50 pg/mL a partir de una
solucién madre de concentraciéon de 125 pg/mL. El volumen correspondiente a cada
punto se trasvas6 a un matraz aforado de 25 mL, se adicion6 2 mL de agua destilada,
2 mL de solucion desarrolladora de color, se agité y se dejo en reposo por 5 minutos.
Transcurrido ese tiempo se adicioné 1 mL de solucidon de carbonato de sodio al 20 %,
se agito y se llevd a volumen con agua destilada. Se mezclo y se ley6 la absorbancia
a una longitud de onda de 700 nm antes de transcurrir 10 minutos, con el empleo
como blanco de la solucién preparada con agua.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Statgraphics plus
(version 5.1, EUA). El nivel de significacién establecido fue el de a< 0,05.

RESULTADOS

Los resultados del disefio experimental para estudiar la influencia que sobre el
contenido de polifenoles tenia el tiempo de maceracién, la concentracién alcohdlica
del menstruo y la relacion droga-menstruo mostraron que esta ultima tuvo una
influencia significativa (p= 0,0413); no ocurrid asi con los otros parametros evaluados
en el disefio (p= 0,5216 y p= 0,9475 para la concentracién alcohdlica y el tiempo de
maceracion, respectivamente) (Fig. 1A).
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Fig. 1. Influencia del tiempo de maceracion, concentracion alcohalica del menstruo v
relacion droga menstruo (A y C polifencles; B v O: salidos totales),

Se observé ademas, que un incremento de la concentracion alcohdlica del menstruo
favorecio el incremento de polifenoles extraidos, mientras que un incremento del
tiempo de maceracion disminuy6 ligeramente la extraccidon de este componente,
aspecto sin ninguna significacion, por lo que practicamente se pudiese afirmar que
este parametro no influye en el proceso (Fig. 1C).

Este comportamiento es descrito a través de la ecuacion del modelo siguiente, la cual
se corresponde con un modelo lineal (r= 0,990; r’= 0,980).

% polifenoles= 35,281 + 0,337 (R)

Al evaluar el comportamiento de los sélidos totales se observé que para el parametro
relacion droga-menstruo los valores de significacion estuvieron muy cercanos al 0,05
(p= 0,0491), mientras que para el resto de los parametros ocurre un fenémeno
similar al observado anteriormente para los polifenoles (p= 0,6436 y p= 0,2326 para
la concentracion alcohdlica y el tiempo de maceracion, respectivamente) (Fig. 1B). Al
analizar el gréafico de efectos principales (Fig. 1D), se observé que un incremento de
cualquiera de los parametros evaluados provocé un aumento en el contenido de
so6lidos totales en el extracto.

Durante el andlisis del comportamiento del pH, no se observé una tendencia a
desviarse en el intervalo estudiado, lo que indica que estos no responden a un ajuste
matematico para este sistema. Los valores obtenidos en cada experiencia estuvo
entre 4,5y 5,5, adecuados para extractos con estas caracteristicas segun la NRSP,*®
mientras que estos presentaban la caracteristica de ser extractos de color carmelita
rojizo, similar a las caracteristicas descrita por Pefia y otros.®
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A pesar de que en los resultados del disefio 2 no se observé una influencia
significativa en las variables tiempo de maceracién y concentracién del contenido
alcoholico del menstruo sobre el proceso de extraccion a una relaciéon droga-menstruo
constante, se decidié profundizar el estudio con vistas a conocer si la interaccion de
estas dos variables daban origen a un modelo cuadratico, aspecto que no se observo
durante el estudio. No obstante, los resultados del andlisis mostraron que la
interaccidon entre estos parametros tiene una influencia significativa (p= 0,0183), lo
que provoco un incremento en la extraccion de los polifenoles a medida que esta se
incremento6 (Fig. 2).

AR
A tiempo
B: conc, ROH
A = e wae gy
Efectos estandarizados
N+
N -

Concentracidn polifenoles (%)

o -f

a0k 3

20 b 3

sa B E
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Fig. 2. Influencia del tiempo de maceracion vy la concentracian
alcohalica del menstrua,
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En el caso del tiempo de maceracion, que en el disefio anterior sus influencia fue
pobre, se observé que cuando se trabaja a una relacién droga-menstruo constante,
esta juega un papel mas relevante, aunque no llega a ser estadisticamente
significativo este parametro (p= 0,05), por lo que su incremento debe favorecer la
extraccion del componente de interés (Fig. 2). El parAmetro concentracién alcohélica
no presenta estadisticamente influencia significativa en el proceso (p= 0,0883).

Este comportamiento es descrito a través de la ecuacion del modelo siguiente, la cual
se corresponde con un modelo lineal

% Polifenoles= 36,399 + 0,004 (C) (t)
donde:

C: concentraciéon alcohdlica

T: tiempo El pH de los extractos obtenidos en cada experiencia en este disefio y las
caracteristicas organolépticas fueron similares a las obtenidas en el disefio anterior.

Concentracidn polifenoles (%)

R — p—
30 |- 4
L=l :E ]
28 & —
ROH 30 ROH 50 ROH 70
Concentracidn alcohdlica (%)
Contraste multiple de rango { 95,0 % Duncan)
Concentracidn alcohdlica (%) Concentracidn polifenoles (media £ DE)

30 29,10 £ 0,552 a

50 30,53 £ 0,247 b

70 30,68 £ 0,134 b

Letras diferentes difieren significativamente para p=< 0,05,

Fig. 3. Comportamiento del proceso a las concentraciones alcohdlicas del 30,
50y 70 %, manteniéndose constante |a relacidn droga,/menstruo en 120 v el
tiempo de maceracidn en 72 h.

El proceso de optimizacién del disefio plantea que los valores 6ptimos a trabajar para
garantizar la maxima extraccion de polifenoles serian una concentracion alcohdlica del
70 %, un tiempo de maceracion de 72 horas y una relacion droga-menstruo de 1:20.
En estas condiciones se alcanzaron valores medios de concentracién de polifenoles de
30,68 = 0,135 %, los cuales estan dentro del rango de lo informado
internacionalmente (Fig. 3).%°
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DISCUSION

Punica granatum L. es una fruta rica en componentes fenolicos, principalmente del
tipo de taninos hidrolizables, del tipo elagitaninos, considerado como mayoritario el
punicalagin, asi como otros derivados del acido elargico. Estos componentes
presentan una potente actividad antioxidante y a ellos se le atribuyen las principales
acciones farmacolégicas demostradas por diversos estudios.®*°

Estudio de la influencia del tiempo de maceracion, concentraciéon
del contenido alcohélico del menstruo y relacion droga-menstruo

Se aplicé un disefio estadistico factorial 23 con un punto central, en el que se
consideraron como variables de interés el tiempo de maceracioén, la concentracion del
contenido alcohdlico del menstruo y la relacion droga-menstruo, por ser variables
informadas en la literatura como determinantes para procesos de extraccion. Otros
parametros como tamafo de particulas y temperatura no fueron estudiadas en esta
ocasion. Se establecio que el tamafo de particula debia ser menor que 200 pm,
aspecto que se garantizé en las condiciones de molinado establecidas en la
investigacion, pues estudios informados en la literatura demostraron que por debajo
de la misma, la eficiencia de extraccion de polifenoles aumenta significativamente.®

Para el caso de la temperatura, aunque se ha informado que un incremento de esta
favorece el proceso de extracciéon,® en este estudio la temperatura se mantuvo
en 30 + 2 ©C (temperatura ambiental), que es la temperatura de maceracion que ha
sido informado por diferentes autores para la obtencidén de extractos a partir de esta
fruta.®*>2°

Teniendo en cuenta los resultados del disefio y lo informado para extraccion de este
componente a partir de esta fruta, se consideré como relacion droga-menstruo una
proporcién de 1:20 y estudiar con mayor profundidad la influencia de la concentracién
alcohdlica y el tiempo de maceracion, realizando un disefio experimental de superficie
respuesta 32, manteniendo como variable respuesta el contenido de polifenoles
totales.

Estudio de la influencia del tiempo de maceracion y la concentracion
del contenido alcohélico del menstruo

Los resultados al aplicar este segundo disefio son interesantes, y confirman que los
parametros que mas influyen sobre el proceso de maceracién para extraer polifenoles
de la Punica granatum lo constituyen la relacién droga-menstruo y la interaccion entre
el tiempo de maceraciéon y la concentracion alcohdélica del menstruo.

En la literatura pocos trabajos informan procesos de obtencidon de extractos de Punica
granatum, pues en la generalidad de los casos estos son consumidos en forma de
jugos naturales o fermentados.?>?® Uno de los estudios que mas similitud presenta
con los realizados en este trabajo, es el de Qua y otros,” quienes demostraron que un
incremento de la relaciéon droga-menstruo (en su caso utilizaron agua como
menstruo), a 25 + 2 °C con agitacion, favorecia la extraccion de polifenoles a partir
de la fruta, e informaron para la relacién 1:20, valores de polifenoles de alrededor del
35 %. Por otro lado, Jiménez y otros'® informaron para extractos acuosos y extractos
en alcohol etilico valores de polifenoles totales de 45,8 % y 42,3 % respectivamente.
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En Cuba, los trabajos realizados con esta planta han estado encaminados a evaluar
sus propiedades como antiviral**** y como modulador del dafio inducido al ADN por un
agente oxidante como el H,0, *® En dichos estudios se evaluaron extractos
hidroalcohdlicos al 50 % v/v, elaborado por maceracion de la fruta madura, en una
proporciéon de 1:3 (w/v), durante 15 dias segun proceso estandarizado descrito por
Iglesias.®

Este tiempo tan grande de maceracion es la principal dificultad que provoca el proceso
de escalado para la obtencion del extracto a nivel industrial, dado que su costo
econdmico del mismo seria elevado. Los resultados alcanzados en este estudio
garantizan obtener extractos en un tiempo adecuado, con concentraciones similares a
las obtenidas por otros autores.>*°

Teniendo en cuenta que los estudios realizados con anterioridad en Cuba eran con
una concentracion alcoholica al 50 %, que en ellos fueron demostradas las actividades
farmacolégicas atribuidas a la planta*™*° y que segun los resultados del disefio
realizados en este estudio, la concentracidén alcohdlica tenia poca influencia
significativa sobre el proceso de extraccion, se decidio realizar lotes de extracto a las
concentraciones alcohdlica del 30, 50 y 70 %, manteniéndose constante la relacion
droga-menstruo en 1:20 y el tiempo de maceracién en 72 h. Para ello se evaluaron
tres lotes de 100 mL en las condiciones descritas y se compararon estadisticamente
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de rangos multiples,
aplicando el procedimiento de Duncan de comparaciones multiples, para conocer los
valores medios que son significativamente diferentes entre ellos.

Los resultados al aplicar ANOVA mostraron que existe diferencias significativas (p= 0,0378)
entre ellos, lo cual se comprobé mediante la prueba de Duncan que existe diferencia
significativa entre la concentracion de 30 % y el resto de las concentraciones
estudiadas, y que no existe diferencias significativas entre los valores obtenidos a las
concentraciones de 50 % y 70 %; de manera que se identificaron dos grupos
homogéneos (30 % y 50-70 %) en las condiciones de trabajo aplicadas (Fig. 3).

Lamentablemente ninguno de los trabajos realizados por autores cubanos ha
declarado los valores de polifenoles totales presentes en sus extractos, por lo que no
se pudo comparar los resultados de este estudio. No obstante, los resultados de esta
prueba permiten afirmar que pueden ser empleados cualquiera de los dos tipos de
menstruos para la extraccion de polifenoles totales en la Punica granatum.

Por tanto, partiendo de estos resultados y teniendo en cuenta que los estudios en el
pais se han realizado con extractos alcohoélicos al 50 %, se propone que el proceso a
escalar mantenga como condiciones de trabajo las siguientes: relacion droga-menstruo
de 1:20; tiempo de maceraciéon de 72 h y menstruo del 50 % etanol-agua.
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