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Resumen

La cáscara de granada es un residuo agroindustrial considerada fuen te 
importante de compuestos bioactivos que al adicionarse en la formu-
lación de alimentos, puede otorgarle un carácter funcional. Ante es-
ta perspectiva, en el presente trabajo se evaluó la extracción de estos 
compuestos a partir de cáscara de granada, así como su estabilidad bajo 
tratamiento térmico y ultracongelación después de incorporarlos en un 
alimento tradicional mexicano. El extracto de cáscara de granada se adi-
cionó a cinco diferentes concentraciones en la formulación de tamales: 
0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 g/kg de masa, y se determinó el efecto del procesa-
miento (cocción y ultracongelación) sobre el contenido de compuestos 
bioactivos y la capacidad antioxidante del producto. El extracto obteni-
do mostró un contenido de fenoles totales de 77.04 mgEAG/gms, con 
una capacidad antioxidante frente al radical DPPH y ABTS de 301.01 
y 305.71 mgET/gms, respectivamente. La dosis de 0.4 g/kg incremen-
tó la capacidad antioxidante hasta 68 veces respecto al control sin ex-
tracto, logrando inhibir del 95 al 99% la lipoperoxidación. El producto 
desarrollado fue capaz de mantener su capacidad antioxidante hasta 60 
días, a -40 °C, otorgando un potencial funcional a este alimento.  
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Abstract

Pomegranate peel is an agro-industrial residue, considered an impor-
tant source of bioactive compounds, which when added to food for-
mulation can provide a functional character. Therefore, extraction of 
bioactive compounds from pomegranate peel and its stability under 
heat treatment and deep freezing, after incorporating it into a tra-
ditional Mexican food, was evaluated. Pomegranate peel extract was 
added at five different levels in the tamal formulation (0, 0.05, 0.1, 0.2 
and 0.4 g/kg of mass), and the effect of processing (cooking and deep-
freezing) on the content of bioactive compounds and the antioxidant 
capacity of the product was evaluated. The extract obtained showed a 
total phenol content of 77.04 mgGAE/gdm, with an antioxidant ca-
pacity against DPPH and ABTS radicals of 301.01 and 305.71 mgTE/
gdm, respectively. The 0.4 g/kg dose increased the antioxidant capa-
city up to 68 times, compared to the control without extract, achie-
ving up to 98% inhibition of lipoperoxidation. The developed product 
was able to maintain its antioxidant capacity for up to 60 days at -40 
°C, providing a functional potential to this food.
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IntroduccIón

Los antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias formadas por 
vitaminas, minerales, enzimas, pigmentos naturales y otros compuestos ve-

getales tales como los compuestos fenólicos (Shang et al. 2022). Los compuestos 
fenólicos presentan propiedades biológicas: antiaterogénica, antiinflamatoria, 
antimicrobiana, antioxidante, cardioprotectora y con efecto vasodilatador (Zhou 
et al. 2016). Dichas actividades se derivan de la habilidad de los compuestos para 
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estabilizar los radicales libres, donando átomos de hidrógeno, electrones o catio-
nes metálicos que actúan como agentes quelantes (Acero et al. 2019). Los estu-
dios se enfocan a reemplazar el uso de aditivos antioxidantes, generalmente sin-
téticos, por antioxidantes obtenidos a partir de fuentes naturales, al emplearlos 
en el desarrollo de alimentos funcionales.

Existe una amplia variedad de compuestos bioactivos con capacidad antio-
xidante que pueden obtenerse a partir de plantas y frutas, así como de residuos 
agroindustriales, lo que ofrece alternativas para valorizar estos subproductos 
considerados un desecho. La cáscara de granada (Punica granatum L.) representa 
78% del total de subproductos del procesamiento de granada, y es un residuo rico 
en compuestos fenólicos del grupo de los elagitaninos, tales como: punicalagina, 
punicalina y ácido elágico, moléculas de gran interés industrial debido a sus pro-
piedades biológicas (Ascacio-Valdés et al. 2011; Calani et al. 2013). En la cáscara 
de granada también se pueden encontrar flavonoides, antocianinas, taninos y 
terpenoides (Rivas et al. 2021). Estos compuestos se pueden emplear en la formu-
lación de alimentos, lo que les otorga una característica funcional.

En la cocina mexicana predominan componentes como el maíz nixtamali-
zado, ingrediente principal para elaborar tortillas y tamales (Cruz-Vázquez et al. 
2019). Los tamales son una porción de masa obtenida a partir del maíz nixtama-
lizado, preparados con distintos ingredientes como especias y sal, que les brin-
dan diversos aromas; se rellenan con algún guiso, y para su cocción se envuelven 
en hojas de maíz o plátano, y se cocinan al vapor. Este alimento destaca por su 
alto aporte energético (247 kcal/100 g), que lo vuelve un alimento básico para la 
población latina (Weber et al. 1993; Cruz-Vázquez et al. 2021).

Los tamales son un alimento procesado consumido en diversas partes del 
mundo, principalmente en México y Estados Unidos. Para satisfacer las deman-
das del mercado, se utiliza la congelación como método de conservación, que 
ayuda a mantener el sabor, apariencia y valor nutrimental, al retardar las reaccio-
nes químicas (Ojha et al. 2016). Sin embargo, es necesario desarrollar alimentos 
con potencial funcional que aporten un beneficio al consumidor. El objetivo del 
presente trabajo fue extraer compuestos bioactivos de alto valor biológico a par-
tir de cáscara de granada, e incorporarlos en un alimento procesado y conserva-
do mediante ultracongelación, para evaluar su potencial antioxidante. 

MaterIales y Métodos

Material vegetal

Se utilizó cáscara de granada (CG) como fuente de compuestos bioactivos a incor-
porar en la formulación del producto. La CG la proporcionó la empresa Mashei, 
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ubicada en Tasquillo, Hidalgo, y se trasladó al laboratorio donde fue deshidratada 
(60 °C, 24 h), molida, tamizada (0.60 mm) y almacenada en frascos ámbar (Asca-
cio-Valdés et al. 2013). 

Extracción de compuestos bioactivos 

Para la extracción, se siguió la metodología reportada por Salinas-Flores et al. 
(2019). La cáscara de granada (20 g) se mezcló con 1000 mL de agua destilada (1:50 
m/v) y se mantuvo en agitación (100 rpm) durante 30 min, a 60 °C. El extracto 
se recuperó mediante centrifugación (3 500 rpm, 15 min) y, posteriormente, lio-
filizado y almacenado en viales ámbar, para determinar el contenido de fenoles 
totales y la capacidad antioxidante. 

Efecto del procesado y tiempo de almacenamiento  

sobre la capacidad antioxidante de tamales

Se adquirió masa cruda para tamales en un mercado local de Delicias, Chih. Se 
mezclaron 200 g de masa con el extracto liofilizado de CG, previamente resus-
pendido en 10 mL de agua, para lo cual se emplearon diferentes relaciones ex-
tracto/masa: 0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 g/kg de masa). Los tratamientos se cocieron a 
vapor durante 90 min y, posteriormente, se almacenaron en ultracongelador a -40 
°C (Isotemp Basic, C90), durante 90 días. Se tomaron muestras de la masa cruda, 
masa cocida y masa almacenada (30, 60 y 90 días) y se realizó una extracción si-
guiendo la técnica de Kahkonen et al. (1999), con algunas modificaciones, para lo 
cual se pesó 1 g de muestra y se mezcló con 10 mL de metanol al 80%. La mezcla se 
sonicó (10 min), centrifugó (8 000 rpm/10 min), y el sobrenadante se empleó para 
llevar a cabo el análisis de fenoles totales y la capacidad antioxidante frente a los 
radicales DPPH y ABTS, así como la inhibición de la lipoperoxidación, empleando 
un lector de microplacas UV-Vis (Multiskan Go, Thermo Scientific). 

Fenoles totales hidrolizables

Para el ensayo de fenoles totales se mezclaron 20 µL de reactivo Folin-Ciocalteu 
(Sigma-Aldrich®) con 20 µL de muestra, y se dejó reposar durante 5 min, después 
de lo cual se agregaron 20 µL de Na2CO3 0.01 M, y de nuevo se agitó y se dejó en 
reposo por 5 min. Para terminar se agregaron 125 µL de agua destilada y se mez-
cló para determinar la absorbancia a 730 nm (Wong-Paz et al. 2015). Se empleó 
una curva estándar de ácido gálico (0-200 µg/L), y el resultado se expresó como 
mg equivalentes de ácido gálico por gramo de materia seca (mgEAG/gms).



Ochoa-Reyes et al. 21

Capacidad antioxidante

DPPH

Para determinar la capacidad antioxidante se empleó el radical 2,2-difenil-1-pi-
cril-hidracil (DPPH), siguiendo la metodología descrita por Meléndez et al. (2014); 
con este propósito se mezclaron 193 µL del radical DPPH (60 µM) con 7 µL de 
muestra, el cual se dejó reposar 30 min, y se registró la absorbancia a 517 nm. Se 
empleó una curva estándar de Trólox (0-200 µg/L), y el resultado se expresó como 
mg equivalentes de Trólox por gramo de materia seca (mgET/gms).

ABTS

La capacidad antioxidante frente al radical ácido 2,2’-azino-bis-(3-etillbenzotia-
zolin-6-sulfónico (ABTS) se determinó siguiendo la metodología reportada por 
Re et al. (1999), adaptado a microplaca. El radical ABTS se formó al mezclar 12.5 
mL de persulfato de potasio (K2S2O8) al 2.45 mM con 25 mL de ABTS 7 mM. La 
mezcla se mantuvo a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 12-16 h. 
Se determinó la absorbancia a 734 nm, y se ajustó con etanol hasta obtener un 
valor de 0.7±0.01 nm. Para el ensayo se mezclaron 10 µL de muestra con 190 µL 
de solución ABTS+, y pasado un min de reacción, se registró la absorbancia, em-
pleando un blanco y un control (etanol 100 % y ABTS-Etanol, respectivamente). 
Se empleó una curva estándar de Trólox (0-200 µg/L), y el resultado se expresó 
como miligramos equivalentes de Trólox por gramo de materia seca (mgET/gms).

Lipoperoxidación

La determinación de la capacidad antioxidante mediante la inhibición de la oxi-
dación de los lípidos o lipoperoxidación se llevó a cabo empleando ácido linoleico 
como fuente de lípidos, de acuerdo con el método reportado por Martínez-Ávila 
et al. (2012), el cual se adaptó a microplaca. La solución de ácido linoleico se pre-
paró diluyendo 0.56 g de ácido linoleico y 1.5 g de Tween-20 en 8 mL de etanol 
al 96%. Se mezclaron 5 µL de muestra con 10 µL de solución de ácido linoleico y 
150 µL de buffer de acetatos 0.02 M, pH 4.0. El control fue agua destilada (5 µL). 
Todas las muestras fueron homogeneizadas en un vórtex (Labnet International, 
Edison, NJ) y sonicadas (VWR Scientific Aquasonic 150-D) durante 3 min. Las 
emulsiones obtenidas se incubaron a 37 °C; después de 1 min se añadieron 75 µL 
de solución de cloruro ferroso (FeCl) 50 mM (0.0994 g de FeCl y 0.168 g de EDTA 
diluidos en 1 L de agua destilada para inducir la oxidación del ácido linoleico. Des-
pués de incubar 1 y 24 h, se tomaron 14 µL de la muestra y se colocaron en un pozo 
de la microplaca antes de mezclar con 53 µL de NaOH 0.1 M (0.1 g NaOH/100 mL 
etanol al 10%), para así detener la reacción de oxidación. Finalmente, se agrega-
ron 133 µL de etanol al 100%, se homogeneizó y se registró la absorbancia a 232 
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nm empleando como blanco etanol al 10%. Los resultados se expresaron como el 
porcentaje de actividad antioxidante 0% de inhibición de la lipoperoxidación, de 
acuerdo a la siguiente ecuación:

% inhibición LO =100−(B * 100−A)

Donde A es la diferencia entre la absorbancia de la muestra control (agua des-
tilada) después de 24 h y 1 h de incubación, y B es la diferencia entre la absorbancia 
de la muestra después de 24 y 1 h de incubación. Cada muestra se analizó por tri-
plicado.

Diseño experimental y análisis estadístico

Para evaluar el efecto del procesado (crudo, cocido) del alimento incorporado con 
las diferentes concentraciones de extracto: 0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 g de extracto de 
cáscara de granada por kg de masa, se planteó un diseño completamente al azar 
(DCA) con arreglo factorial 2x5. Posteriormente, se planteó un DCA con arre-
glo factorial 5x4, para evaluar el efecto de la concentración de extracto (5 nive-
les) y el tiempo de almacén bajo ultracongelación (4 niveles: 0, 30, 60 y 90 días). 
Cada tratamiento se evaluó por cuadriplicado. Se realizó un Análisis de Varianza 
(ANOVA), se llevó a cabo una prueba de comparación de medias, mediante el 
procedimiento del rango múltiple de Tukey (p≤0.05) con el programa sas 9.0 (sas 
Institute Inc., 2002).

resultados 

Extracto de cáscara de granada 

El extracto obtenido a partir de cáscaras de granada presentó un contenido de 
fenoles totales de 77.04 ± 0.72 mgEAG/gms, con una capacidad antioxidante 
de 301.01±6.50 y 305.71±4.22 frente al radical DPPH y ABTS, respectivamente. 
El contenido de fenoles totales en cáscara de granada varía según el genotipo y la 
región donde se cultiva el fruto, y puede verse afectado de forma negativa duran-
te el almacenamiento prolongado, debido a la oxidación enzimática (Singh et al. 
2018). Los valores obtenidos son muy similares a los reportados por Salinas-Flores 
et al. (2019) para la misma variedad de granada. En granada de Túnez, Elfalleh et 
al. (2012) reportaron 53.6 y 85.6 mgEAG/gms, que se obtuvieron mediante mace-
ración empleando como solvente de extracción agua y metanol, respectivamente. 

En cambio, los valores de fenoles totales conseguidos en el presente trabajo 
son menores a los reportados por Živković et al. (2018), lo cual se puede deber 
al cultivar que se empleó. Nuamsetti et al. (2012) reportaron que el contenido 
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ABTS

de fenoles totales extraídos a partir de cáscaras de granada fue mayor al usar 
agua caliente, seguido de extractos de etanol y acetona. Por otra parte, extractos 
de cáscara de granada fueron más eficientes para eliminar los radicales DPPH y 
ABTS al usar agua como agente extractor, comparado con etanol y acetato de 
etilo (Orgil et al. 2014). Los extractos obtenidos poseen compuestos fenólicos con 
capacidad antioxidante, y podrían incorporarse en la formulación de un alimento 
tradicional mexicano para evaluar su efecto sobre la capacidad antioxidante.

Efecto del procesado y tiempo de almacenamiento  

sobre la capacidad antioxidante de tamales

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y entre las con-
centraciones de extracto incorporadas al producto respecto a la capacidad antioxi-
dante (Figura 1). A medida que se aumenta la concentración de extracto empleado, 
se incrementa la capacidad antioxidante que alcanza valores de hasta 16.47 mgET/
gms y 26.54 mgET/gms para DPPH y ABTS, respectivamente, a una dosis de 0.4 
g/kg. Si bien se aprecia una ligera disminución en la capacidad antioxidante por 
efecto del procesamiento térmico, es importante mencionar que no fue significa-
tiva (p ≤ 0.05), por lo tanto, el procesado de la masa no afectó su capacidad antioxi-
dante. Comparado con el control sin extracto, la formulación con extracto de gra-
nada a una dosis de 0.4 g/kg permitió obtener incrementos de hasta 68 y 44 veces 
la capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH y ABTS, respectivamente. 
Lo anterior evidencia el potencial funcional del producto desarrollado.

Si bien las técnicas DPPH y ABTS son comúnmente usadas para cuantificar 
in vitro la eliminación de radicales libres al emplear extractos de diversas fuentes 
vegetales, proporcionan información limitada en sistemas biológicos reales (Ro-

Figura 1. Efecto del procesado de masa para tamales adicionada con diferentes concentraciones de extracto de cáscara de granada sobre la ca-
pacidad antioxidante frente a los radicales DPPH (A) y ABTS (B). Letras mayúsculas y minúsculas indican diferencia significativa entre tratamiento 
[Extracto] y procesado (crudo y cocido), respectivamente (Tukey, p≤0.05).
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jo-Gutiérrez et al. 2021), por lo cual se realizó un ensayo adicional para simular 
las condiciones de oxidación en sistemas alimentarios, como es la inhibición de la 
lipoperoxidación. En cuanto a la capacidad para inhibir la lipoperoxidación, to-
das las muestras presentaron altos valores de inhibición, independientemente del 
procesado y tiempo de almacenamiento, a las diferentes concentraciones de ECG 
empleado, con valores en un rango del 95 al 99% (Figuras 2 y 3). Debido a que el 
producto es rico en grasa, es importante evitar su oxidación, lo cual se logra al 
incorporar el extracto, lo que le otorga una característica funcional al producto 

Figura 3. Efecto del tiempo de almacenamiento a -40 °C sobre la capacidad para inhibir la 
lipoperoxidación (LO) en tamales adicionados con diferentes concentraciones de ECG. Letras 
mayúsculas y minúsculas indican diferencia significativa entre tratamiento (tiempo) y [Extracto], 
respectivamente (Tukey, p≤0.05).

Figura 2. Efecto del procesado de masa para tamales adicionada con diferentes concentra-
ciones de extracto de cáscara de granada sobre la capacidad para inhibir la lipoperoxidación. 
Letras mayúsculas y minúsculas indican diferencia significativa entre tratamiento [Extracto] y 
procesado (crudo y cocido), respectivamente (Tukey, p≤0.05).
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elaborado. Kumar et al. (2022) reportaron que la aplicación de ECG en productos 
alimenticios puede retardar la oxidación lipídica. Los compuestos fenólicos de 
cáscara de granada redujeron la peroxidación lipídica en un 53%, en un modelo 
de huevo homogeneizado (Sihag et al. 2022).

Respecto al tiempo de almacén, las muestras conservaron su capacidad an-
tioxidante frente a los radicales DPPH y ABTS hasta por 60 días (Figuras 4), y 
después de ello se reduce hasta 65% para DPPH y 50% para ABTS en el trata-
miento con 0.4 g/kg. De acuerdo con Machado-Velasco y Vélez-Ruiz (2008), la 
congelación permite conservar durante 60 días los alimentos procesados, como 
los tamales, sin influir de manera perceptible en las características del producto, lo 
cual coincide con lo obtenido en el presente estudio. Debido a la baja temperatura 
y, en consecuencia, ralentización de toda reacción química, la congelación puede 
evitar la degradación de compuestos fenólicos. 

En reportes de alimentos preparados enriquecidos con extractos de cáscara 
de granada, específicamente en carne para hamburguesas a base de pollo, Navee-
na et al. (2008) reportaron; incremento en fenoles totales, disminución en oxida-
ción de lípidos, en comparación con el control. En otros estudios realizados con 
productos de pollo, se adicionaron extractos de cáscara de granada logrando un 
incremento en la vida de anaquel de hasta tres semanas (Kanatt et al. 2010). No 
obstante, se ha reportado que los compuestos fenólicos pueden ser susceptibles a 
la temperatura de almacenamiento y su fuente de origen (Bonat et al. 2016). Para 
fenoles de frambuesas, se reportó un ligero incremento durante la congelación 
(Rickman et al. 2007). En cerezas dulces, el contenido de fenoles disminuyó al 
almacenar a -23 °C después de seis meses; sin embargo, al almacenar a -70 °C 

Figura 4. Efecto del tiempo de almacenamiento a -40 °C sobre la capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH (A) y ABTS (B) en tamales 
adicionados con diferentes concentraciones de extracto de cáscara de granada. Letras mayúsculas y minúsculas indican diferencia significativa entre 
tratamiento (tiempo) y [Extracto], respectivamente (Tukey, p≤0.05).
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no se presenta pérdida de fenoles, lo cual se puede deber a la acción enzimática 
(Chaovanalikit y Wrolstad, 2004). 

En la cáscara de granada se encuentran antocianinas, moléculas bastante 
inestables a factores como la temperatura de almacenamiento (Rickman et al. 
2007), y su degradación puede generar una pérdida de la capacidad antioxidante 
durante la congelación. En virtud de lo anterior, es importante considerar que la 
forma de descongelación puede afectar la calidad del producto, generar una in-
fluencia en la actividad enzimática y repercutir en la composición química (Bo-
nat et al. 2016).

Con base en los resultados obtenidos, es posible almacenar el producto hasta 
60 días sin que pierda la actividad antioxidante, de tal manera que este siga ofre-
ciendo un beneficio con potencial funcional al consumidor. En el tamal, al tra-
tarse de un producto rico en grasa, es importante evitar su oxidación, lo cual se 
logra al incorporar en su formulación el extracto de CG, que mostró una buena 
capacidad antioxidante. Sin embargo, se recomienda realizar una prueba senso-
rial para determinar el grado de aceptabilidad del producto desarrollado.

conclusIón

En el presente trabajo a partir de CG fue posible obtener extractos ricos en com-
puestos fenólicos con alta capacidad antioxidante. La incorporación del extracto 
de CG en masa para tamales permite incrementar hasta 68 veces la capacidad 
antioxidante del producto, la cual se puede mantener hasta 60 días de almacena-
miento a -40 °C, con hasta 98% de inhibición de la lipoperoxidación.
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