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Introduccion

De acuerdo a la OMS, el uso desmedido de antibidticos en la produccién de alimentos y su amplia liberacion
involuntaria en el medio ambiente ha provocado resistencia y ha supuesto consecuencias negativas para la
salud publica. La aparicion de microorganismos, incluso de agentes patdgenos, resistentes a antibiéticos ha
provocado que algunas enfermedades sean dificiles de tratar. Ademas, existe una creciente preocupacion
de la poblacion por una alimentacién natural, con la menor cantidad de compuestos quimicos industriales.
Esto implica un desafio y una necesidad de encontrar nuevos antimicrobianos.!"

La granada (Punica granatum L.) es una fruta antigua que se consume ampliamente como fruta fresca y en
jugo. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que esta fruta posee actividades antibacterianas,
atribuyéndose los beneficios a su amplia gama de fitoquimicos, que en su mayoria son polifenoles, incluidos
principalmente elagitaninos hidrolizables y antocianinas.

Del fruto se distinguen tres partes principales, la cascara, los arilos que son sacos que contienen jugo y las
semillas de granada. La proporcion en peso de fruto para la cascara y las semillas esta alrededor del 50 y
12 % del total del peso de la fruta, aunque de acuerdo con la variedad pudiese existir algunas diferencias.
La cascara de granada es considerada un desecho una vez que el jugo se ha extraido, sin embargo, por su
composicidén se puede considerar como un co-producto con potencial debido a que contiene un alto
contenido de polifenoles en comparacién con su concentracion en cualquier otra parte de la fruta,
principalmente taninos hidrolizables (punicalina, punicalagina, acido galico y elagico) y flavonoides
(antocianinas, catequinas y otras sustancias complejas).®! El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto del método de extraccion y la variedad de granada en la actividad antimicrobiana de los extractos de
cascara de granada.

Metodologia
Procesamiento de la materia prima

Los frutos de granada de las variedades Wonderful, tecozautla y Verde se obtuvieron de productores locales
de Ciudad Guzman, Jalisco. Las cascaras de granada se desinfectaron empleando una solucion de
hipoclorito de sodio (5 ml/L). La cascara se sec6 en una estufa a 50°C y una vez seca se redujo el tamafio
empleando un mortero y un molino eléctrico.”! Finalmente, el polvo obtenido se tamizo empleando un
tamafo de malla 30.

Obtencién de los extractos
Extraccion por maceracion: Se puso en contacto el polvo de la cascara de granada con etanol en una
relacion 2:10 (p/v), por 48 h a temperatura ambiente y con agitacion a 50 rpm, una vez que transcurrio el

tiempo se filtr el solvente y se secd al vacio con un rotavapor a una temperatura no mayor a 55 °C.P'Las
variedades procesadas para la obtencion de extractos fueron verde, tecozautla y wonderful.
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Extraccion por ultrasonido: Se puso en contacto la cascara de granada de la variedad wonderful con etanol,
se homogeneizod y se sonicd, empleando un equipo de ultrasonido (Branson 550). Se trabajé con lotes de 8
g de harina de cascara en una relacion 2:10 (p/v), se filtré el solvente y se secé al vacio para eliminar el
solvente con un rotavapor a una temperatura no mayor a 55 °C.®!

Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los extractos fueron analizados empleando un equipo FT-IR (Cary 630, Agilent Technologies) con la
finalidad de comparar la presencia de grupos funcionales en los distintos extractos. Se registraron los
espectros (4000 a 500 cm-1) a una resolucion nominal de 4cm™ y a 32 barridos por muestra.

Evaluacién del efecto antimicrobiano

Las propiedades antimicrobianas de los extractos de la cascara de las diferentes variedades de granada se
evaluaron contra las siguientes cepas bacterianas: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 8739) y Salmonella enteritidis. El efecto inhibitorio se evaluo utilizando el
meétodo de difusién en pozos (método de Kirby-Bauer) sobre agar Mueller-Hinton. El cultivo fresco de cada
microorganismo se inoculé en caldo soya tripticasa y se incubé a 37 °C durante 18 h. La suspension
bacteriana se prepard con una turbidez de la escala 0.5 McFarland. Las placas de agar Mueller-Hinton se
inocularon con 1 mL de la cepa bacteriana bajo condiciones asépticas con la técnica de vaciado en placa y
los pozos se llenaron con 80ul de las muestras de los extractos por cuadriplicado y posteriormente se
incubaron a 37° C durante 6 h. Después del periodo de incubacion, se midié el diametro de las zonas de
inhibicion del crecimiento. Se utilizd6 ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml como control positivo.

Analisis estadistico

El estudio comparativo entre medias de los tratamientos realizados en las pruebas de efecto antimicrobiano
consistié en un analisis de varianza (ANOVA) mediante la prueba de Fisher (a=0.05) empleando el paquete
estadistico MINITAB18°®.

Resultados y discusién

Los espectros de infrarrojo (Figura 1) fueron procesados y normalizados tomando la banda mas intensa
como banda de referencia utilizando el software Origin Pro 8.0 para efectos de comparacién con los
diferentes extractos y variedades. Para el espectro A y B (extraccion etandlica de cascara de granada
variedad Wonderful por maceracién y ultrasonido, respectivamente) en la region 3698 y 3304 cm-1 se asocia
al modo de vibracion N-H y O-H, los cuales han sido atribuidos a compuestos como el 4cido tanico, elagico
y galico”!, donde se muestra mas abundancia en el area del espectro para la extraccion asistida por
ultrasonido. La senal situada hacia 2974 cm-1 es atribuida al enlace C-H, en tanto que en los picos alrededor
de 1721y 1618 cm-1 (injerto grafico E) son atribuidos a enlaces, C-O y grupos carbonilo (nuevamente para
el espectro por ultrasonido se vuelve a denotar mas abundancia en estos modos de vibracion). Las sefiales
débiles hacia 1448, 1379 y 1274 cm-1 son asignadas a las vibraciones presentes en anillos aromaticos de
la cascara de granada, la técnica de extraccion por ultrasonido permite obtener extractos ricos en este tipo
de compuestos que, ademas, poseen actividad antioxidante (polifenoles asociados probablemente a la
punicalagina y el acido elagico)®!. Los picos localizados entre 1200 y 900 cm-1 son frecuencias especificas
para polisacaridos.
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Figura 1. Espectros de infrarrojo de los extractos de cascaras de granada en la regién de 4000 a 500 cm-

1. A) Extraccion por maceracion variedad Wonderful, B) Extraccion por ultrasonido variedad Wonderful, C) Extraccion por maceracion variedad
Verde, D) Extraccion por maceracion variedad Tecozautla y, E) Injerto de la zona parcial entre 1780 y 1105 cm-1 de los espectros Ay B.

Para el espectro C correspondiente a la variedad Verde, se pueden apreciar sefiales similares que para la
variedad Wonderful, pero hacia las posiciones de 1717 y 1612 cm-1 se observan bandas mas definidas que
para la variedad Wonderful, esta banda centrada en 1717 cm-1 revela mas abundancia para enlaces C=0
(grupos carbonilos esterificados) y enlaces C=0 (enlaces carboxilo no metilados)®. Para la variedad
Tecozautla (espectro D), se observa una banda ancha en la posicion de 3314 cm-1 comparada con las
variedades Verde y Wonderful bajo la misma técnica de extraccidon (maceracion) lo cual sugiere la
contribucién de grupos OH, pero en esta ocasion para estructuras de polisacaridos (mucilagos o pectinas),
particularmente, un solo pico se posiciona hacia 1647 cm-1 que revelan grupos carboxilos libres que
sugieren probablemente, un grado de esterificacion de las pectinas y probablemente la calidad de las
mismas. Finalmente, se ha reportado que la variedad Tecozautla posee menor cantidad de compuestos
fendlicos con respecto a la variedad Wonderful y Apaceo (semejante a variedad verde), lo cual concuerda
con los espectros analizados. "]

Se evalué la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de la cascara de granada de las variedades
Wonderful (extraccion por maceracion y ultrasonido), Verde y Tecozautla (figura 2). Para la inhibicion con
las cepas de E. coli, Salmonella, S. aureus y L. monocytogenes, el analisis estadistico de los resultados
para la cepa de Salmonella muestra que existe diferencia significativa (p<0,05) entre la variedad Wonderful
extraida por maceracién y la variedad Verde; para las cepas restantes no hay diferencia estadisticamente
significativa, por lo que se tiene la misma inhibicion si usamos cualquiera de las variedades e incluso para
Wonderful en ambos tratamientos de extraccion no hubo diferencia significativa; por lo que se sugiere el uso
de extraccion por ultrasonidos como una alternativa, ya que se requiere de menos tiempo para la extraccion
(menos de 1 h) y en cuanto a las variedades de granada, cualquiera podria ser candidata a usarla, sus
diferencias en cuanto a caracteristicas exteriores de la cascara no afecta la concentracion de compuestos
con actividad antimicrobiana (sin embargo se sugiere necesario para trabajos futuros realizar la
cuantificacién de punicalagina, compuesto al cual se ha relacionado la actividad antimicrobiana).
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Con respecto al comportamiento de las Cepas frente a los extractos, en la mayoria de los casos hubo
diferencia significativa entre ellas, la cepa E. coli mostr6 menor halo de inhibicion con todos los extractos
comparado con las demas cepas, orden descendiente de halo inhibiciéon fue Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp y Escherichia coli, por lo que el efecto inhibitorio se muestra menor
para Gram negativas.
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de los extractos de las cascaras de granada.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sobre la presencia de grupos funcionales en los extractos de la cascara de granada
exponen un contenido de polifenoles asociados probablemente a la punicalagina y el acido elagico. Se
obtuvo significativa actividad antimicrobiana frente a las bacterias patdgenas E. coli, Salmonella, S. aureus
y L. monocytogenes. Esta actividad no puede atribuirse a la presencia de una sola molécula del fruto, sino
a la accion de los compuestos de caracter fendlico que ejercen efectos sinérgicos, formando un fitocomplejo
activo en la inhibicidon microbiana.

El estudio deja abierta la posibilidad de continuar la investigacion sobre este fruto y sobre su la aplicaciéon
potencial como antimicrobiano natural para la industria alimentaria.®
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