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RESUMEN

La granada (Punica granatum L.) ha sido considerada como un alimento funcional, gracias
a sus propiedades terapéuticas, entre las que se encuentra su efecto antimicrobiano, atribuido
a la presencia de compuestos bioactivos de naturaleza fendlica. El objetivo del presente
proyecto fue evaluar la actividad antibacteriana de diversos extractos organicos del fruto
(cascara, pericarpio, jugo, semilla) y hoja del granado mexicano obtenidos en polaridad
creciente en 11 cepas bacterianas de importancia médica que pueden estar presentes en
alimentos; a traves de la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por
el método de micro-dilucion e inhibicidn del crecimiento por el método de difusion en disco,
conforme a los criterios del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio de los Estados
Unidos (CLSI). Los resultados muestran que el mayor porcentaje de rendimiento de
extraccion lo presentaron extractos polares y el residuo acuoso del jugo (RAJ). Por el método
de difusion en disco los extractos polares y de polaridad intermedia inhibieron el crecimiento
en la mayoria de las cepas probadas, siendo el extracto butandlico del jugo (EBJ) y el
extracto de AcOEt del jugo (EAJ) los més efectivos, sin embargo el extracto metanolico del
pericarpio (EMP) y el EBJ inhibieron el crecimiento bacteriano a menores concentraciones
(1-10 mg/mL). Las cepas mas susceptibles fueron M. luteus (2-20 mg/mL) con diametros de
inhibicion de 7-17.3 mm y P. vulgaris (1-15 mg/mL) con diametros de inhibicion de 7.3-
18.7 mm. Por el método de micro-dilucion, el extracto de AcOEt del pericarpio (EAP) fue
el més efectivo (CMIs de 5-15 mg/mL), presentando efecto bactericida en P. vulgaris, S.
aureus, M. luteus, K. pneumoniae, S. flexneri y P. aeruginosa, esta ultima siendo la mas
susceptible, ya que 4 de los 8 extractos que inhibieron su crecimiento presentaron efecto
bactericida (CMIs de 2.5-17.5 mg/mL). E. coli fue la cepa mas resistente frente a la mayoria
de los extractos en ambos métodos. Los extractos de la semilla tuvieron poca o nula actividad
en la mayoria de las cepas evaluadas. En conclusién, principalmente los extractos de la
cascara y pericarpio presentaron una mayor actividad antibacteriana, por lo que podrian

emplearse como alternativa en la prevencion y tratamiento de infecciones bacterianas.

Palabras clave: Granada, actividad antibacteriana, extractos organicos, inhibicion de
crecimiento, concentracion minima inhibitoria, efecto bactericida, efecto bacteriostatico.



ABSTRACT

Pomegranate (Punica granatum L.) has been considered as a functional food, due to its
therapeutic properties, including its antimicrobial effect, who is attributed to the presence of
bioactive phenolic compounds. The aim of this project was to evaluate the antibacterial
activity of organic extracts from mexican pomegranate tree (skin, pericarp, juice, seed and
leaf) obtained on increasing polarity in 11 bacterial strains of medical importance that may
be present in food; by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by micro-
dilution method and inhibition of growth by disk diffusion method, according to the criteria
of the Clinical and Laboratory Standards Institute of the United States (CLSI ). The results
show that the higher percentage of extraction yield was presented by polar extracts and the
juice aqueous residue (JAR). By disk diffusion method, polar and medium polarity extracts
inhibited growth in most of the strains tested, with the juice butanolic extract (JBE) and juice
EtOAcC extract (EAJ) as the most effective extracts, however the pericarp methanolic extract
(EMP) and the JBE inhibited bacterial growth at lower concentrations (1-10 mg/mL). The
strains who were susceptible M. luteus (2-20 mg / mL) with inhibition diameters of 7-17.3
mm and P. vulgaris (1-15 mg/mL) with inhibition diameters of 7.3-18.7 mm. By micro-
dilution method, the pericarp EtOAc extract (EAP) was the most effective (MICs of 5-15
mg/mL), showing bactericidal effect against P. vulgaris, S. aureus, M. luteus, K.
pneumoniae, S. flexneri and P. aeruginosa, the latter being the more susceptible strain,
because 4 of 8 extracts who inhibited growth showed bactericidal effect (MICs of 2.5-17.5
mg/mL). E. coli was the most resistant strain to most extracts in both methods. Seed extracts
showed little or no activity in most strains tested. In conclusion, mainly peel and pericarp
extracts had the higher antibacterial activity, and these extracts could be used as an

alternative on the prevention and treatment of bacterial infections.

Keywords: Pomegranate, antibacterial activity, organic extracts, growth inhibition, minimal
inhibitory concentration, bactericidal effect, bacteriostatic effect.



INTRODUCCION

La granada (Punica granatum L.) ha sido considerada como simbolo de la abundancia y
prosperidad en culturas ancestrales. Durante miles de afios muchas de estas culturas
alrededor del mundo han creido que este fruto tiene efectos benéficos en la salud, la
fertilidad, la longevidad y el rejuvenecimiento, entre otros. El interés reciente por su estudio
no solo es por su sabor, sino debido a las evidencias cientificas que sugieren su actividad
terapéutica para tratar y prevenir distintos padecimientos como: antioxidante,
antiaterogenico, antiinflamatorio, anticancerigeno, antimicrobiano, entre otros. Estos efectos
benéficos se le atribuyen principalmente a los compuestos fendlicos como los taninos

hidrolizables y antocianinas.

El surgimiento de multiples organismos patdgenos resistentes a antibioticos, ha iniciado la
bldsqueda de nuevas sustancias antimicrobianas provenientes de fuentes naturales, las cuales
pueden resultar como una opcidn viable en el tratamiento de enfermedades infecciosas. La
presencia de fitoquimicos en los componentes de la granada como fenoles, taninos,
flavonoides y alcaloides, los cuales son los mayores constituyentes bioactivos de la planta,
pueden ser los principales responsables de su actividad antimicrobiana natural, por lo que
resulta interesante el uso de extractos o compuestos purificados a partir de los componentes

del arbol de granada como agentes antimicrobianos y por lo tanto su uso en la salud humana.

En este estudio se realizd la evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos
provenientes de la hoja, cascara, pericarpio, semilla y jugo del arilo del arbol de granada
mexicana contra 11 cepas bacterianas de importancia médica que pueden estar presentes en

alimentos.



I. MARCO TEORICO

1.1 Granado

El &rbol de granada (Punica granatum L.), también conocido como granado, es un arbusto
perenne de hoja caduca frutal que es miembro predominante de dos especies pertenecientes
a la familia Punicaceae, el cual ha sido cultivado desde tiempos antiguos por los babilonios
y judios, quienes sentian que su fruto conocido como granada les conferia poderes de
fertilidad, abundancia y buena suerte, por lo que llego a ser considerado como sagrado (1,2).
En los Gltimos afios el cultivo de granada ha ido en aumento y aunque el fruto es originario
de Irdn e India, su mayor produccion se realiza principalmente en regiones tropicales y
subtropicales del Mediterraneo como Espafia (3,4), China, Japon, Rusia y en zonas secas de
los estados de California y Arizona en Estados Unidos, esto debido al mayor interés por parte
de los consumidores y a la popularidad que ha adquirido principalmente el jugo del fruto,
esto debido al aumento cada vez de reportes cientificos sobre los efectos benéficos en la
salud y el papel que juegan sus componentes en la prevencion y tratamiento de enfermedades
(5-8).

1.1.1 Caracteristicas generales

El arbol suele ser de tamafio pequefio, con un tronco de color rojizo, de copa extendida que
contiene ramas espinosas abundantes con hojas de color rojizo (tornado a verde obscuro al
madurar el arbol), son brillantes, lanceoladas y estrechas con un tamafio de 3-7 cm de largo
y 2 cm de ancho (Figura 1A); produce flores de color rojo brillante que suelen contener de
5 a 8 pétalos arrugados y un caliz rojo carnoso y tubular persistente en el fruto (Figura 1B)
(9). El fruto llamado granada, es una baya carnosa conectada al arbol mediante un tallo
corto, de forma redondeada y color amarillo, con un color rojizo superpuesto en la corteza o
cascara que tiene un diametro aproximado entre 7 y 12 cm (Figura 1C) (4). El interior se
encuentra separado en camaras, las cuales cuentan con paredes membranosas y esponjosas
de color blanco, llamadas pericarpio (Figura 1D), el cual separa y protege a la parte jugosa

comestible del fruto llamada arilo, siendo de color blanco a rojo brillante (dependiendo la



variedad), de tamafio variado y en forma de prisma (10,11), que constituye el 50% del total
del fruto (Figura 1E), del cual el 80% corresponde al jugo y el 20% restante a la semilla
(Figura 1F) (8).

Figura 1. Componentes del arbol de granada. Hoja (A), flor (B), fruto (C), pericarpio (D), arilo
(E) y semilla (F).

1.1.2  Crecimiento y cultivo

El granado naturalmente desarrolla multiples ramas que le dan un aspecto arbustivo, que al
ser cultivado de manera domeéstica, tiende a crecer hasta 5 m de altura y bajo condiciones
naturales, puede crecer mas de 7 m. Por otro lado, existen variedades enanas que no exceden
los 1.5 m (10). La mayoria de los arboles de granada son caducifolios, sin embargo han sido
encontradas variedades de arboles de hoja perenne en regiones silvestres del Himalaya, en
India (12,13).

El granado tiene un periodo relativamente corto de fructificacion, en comparacion con otros
arboles frutales, ya que cuando es cultivado a partir de semillas, una pequefia proporcién de
plantas desarrollara flores en su primer afio de crecimiento y en su segundo Y tercer afo,
comenzaran a dar frutos (14). Aunque estos arboles crecen en regiones aridas y semiaridas,

necesitan de un riego regular por goteo o aspersién, para alcanzar un rendimiento éptimo y



calidad en la produccién del fruto (15), como mayor diametro y peso (16), siendo el riego
por aspersion combinado con fertilizantes, uno de los métodos que brinda mejores resultados
en la cosecha (17). A medida que el fruto madura en el arbol, disminuye la acidez y hay un
aumento de pH e intensidad del color y una vez que es cosechado, mantiene las mismas
caracteristicas que presentaba cuando se encontraba adherido al arbol, por lo que es
considerado como un fruto no climatérico, conservando las mismas propiedades al ser

cosechado y en el periodo post cosecha (18).

1.1.3 Condiciones climaticas para la cosecha de la granada

Como resultado de las distintas propiedades benéficas de la granada, ha aumentado su
produccion en numerosas regiones del mundo (19-23), por lo que la superficie dedicada a
su cultivo se ha ampliado significativamente bajo diversas condiciones de crecimiento (9),
entre las que se encuentran las condiciones climaticas, por lo que el fruto es cosechado en
regiones aridas (Asia y Ameérica) tropicales y subtropicales (cuenca del Mediterraneo y
Africa) donde la luz solar es intensa, los inviernos suelen ser suaves con temperaturas no
menores a -12°C, con veranos secos Y calurosos sin precipitaciones pluviales durante las
ultimas etapas de desarrollo del fruto, permitiendo llegar a condiciones 6ptimas al fruto para

ser cosechado (9,10).

1.1.4 Condiciones de almacenamiento del fruto

Los principales problemas que se presentan durante el almacenamiento de la granada, son:
la pérdida de peso y la reduccidon del tamafio, dafios en la cscara como el obscurecimiento
de la superficie (24) y el desarrollo de putrefaccion del caliz (25); por ello se han desarrollado
distintas técnicas sinérgicas para su conservacion y aumento de la vida de anaquel, como
saneamiento con cloro y fungicidas (26), tratamientos anti-fungicos y atmosferas controladas

previo al almacenamiento en frio (27).

Se ha demostrado que las cualidades de la granada, como los niveles de metabolitos

secundarios contenidos en el fruto pueden variar dependiendo la regién de cultivo, por lo



que pueden cambiar al momento de ser almacenados, debido a la susceptibilidad a ataques
de patogenos, por lo que se debe tener cuidado con respecto a las condiciones de
almacenamiento en cada region geogréfica dependiendo del tipo de cultivo obtenido (28).

1.1.5 Produccidn de granada

La produccion de granada a nivel mundial ha incrementado y se estima que en el afio 2011
el area total dedicada al cultivo de granada en el mundo fue superior a las 300,000 hectareas,
con una produccién por arriba de 3 000,000 de toneladas, de las cuales méas del 76% se
concentrd en 5 paises (India, Iran, China, Turquia y Estados Unidos). Sin embargo, Espafia,
Egipto e Israel, paises que se encontraron por debajo de los mayores productores, con una
superficie de cultivo entre 2400 y 16000 hectéareas, son los principales exportadores y
desarrolladores de nuevas variedades del fruto (29). Recientemente en Estados Unidos se ha
incrementado su importancia economica, debido al aumento de la demanda por parte de los
consumidores (30), llevando al desarrollo de distintas tecnologias para el procesamiento de
nuevos productos que incluyan dentro de sus ingredientes, a los componentes del arbol de
granada (31). Entre la amplia gama de productos de valor agregado, resaltan los jugos,

bebidas envasadas, mermeladas, gelatinas, vinos y suplementos nutricios para la salud (32).

1.1.5.1 Produccion de granada en México

Como se mencion6 previamente, México no estd ubicado dentro de los principales paises
productores de granada a nivel mundial, esto a pesar que su territorio cuenta con diversas
regiones con condiciones climaticas dptimas para su adaptacion, alta productividad y buena
calidad de la fruta durante el cultivo de las variedades nacionales (33). Datos reportados por
el Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) muestran que durante los
afios 2010-2013 los principales productores de granada en el pais fueron Oaxaca, Hidalgo y
Guanajuato respectivamente, como se muestra en la Tabla 1 (34). A pesar de las propiedades
funcionales del fruto, la produccion de granada es pobre, posiblemente debido a la falta de
tecnologias para su procesamiento y a su bajo consumo. Actualmente la granada se consume

como fruto de temporada y se usa como ingrediente en preparaciones gastronémicas y en



menor proporcion como producto fresco (33,35).

1.15.1.1  Produccion de granada en Hidalgo
Los municipios con mayor produccién del fruto dentro del estado de Hidalgo, en su mayoria
pertenecen a la region del Valle del Mezquital, en donde Tasquillo, Chilcuautla y Metztitlan

se encuentran en los primeros lugares de la produccion estatal total (Tabla 2) (34).

Tabla 1. Produccién Nacional de granada del afio 2010 al 2013.

Produccion Produccién Produccion Produccién
Estado 2010 2011 2012 2013
Toneladas Toneladas Toneladas Toneladas

Aguascalientes 24.00 8.00
Baja california 21.00 22.40 36.00 36.50
Coahuila 125.00 110.00 70.00 100.00
Colima 140.75 130.10 114.00 60.00
Guanajuato 676.00 524.00 1,076.50 933.00
Hidalgo 1,092.50 983.00 911.80 963.10
Jalisco 63.00 57.84 55.50 58.00
Estado de México 164.00 231.50 37.50 254.50
Michoacéan 40.80 48.00 40.00 32.40
Morelos 0.00 0.00 90.00 100.00
Oaxaca 1,200.67 1,362.88 1,224.04 1,471.57
Puebla 40.50 138.00 134.80 143.25
Querétaro 12.00 10.75 11.00 10.25
San Luis Potosi 55.08 54.00 46.35 55.80
Sonora 704.00 360.00 586.92 145.00
Zacatecas 12.07 11.40 10.50 11.94
Total 4,371.37 4,051.87 4,444 91 4,375.31

Fuente: SIAP (34).



1.1.6  Composicion nutricional de la granada

La parte comestible del granado (fruto) es una fuente rica en vitaminas como la vitamina C
y K, minerales (potasio, calcio, fosforo y hierro) y nutrientes con un bajo contenido calorico.
Esta compuesta principalmente por agua, hidratos de carbono y en una menor cantidad grasas

y proteinas y tiene una pequefia cantidad de fibra dietética en la semilla. (Tabla 3) (4,36).

Tabla 2. Produccion de granada en el estado de Hidalgo del afio 2010 al 2013.

Produccion Produccion Produccion Produccion
Municipio 2010 2011 2012 2013
Toneladas Toneladas Toneladas Toneladas
Chilcuautla 280.00 240.00 200.00 260.00
Metztitlan 67.50 75.00 60.00 61.50
San Agustin Metzquititlan 60.00 66.00 66.60 60.40
Tasquillo 625.00 546.00 529.20 504.00
Tecozautla 35.00 32.00 36.00 54.00
Zimapéan 25.00 24.00 20.00 23.20
Total 1,092.50 983.00 911.80 963.10

SIAP (34)

1.1.7 Compuestos bioactivos del granado

Las distintas partes del granado contienen diversos compuestos con diversa actividad
bioldgica de interés y en la ultima década se ha reportado en la literatura cientifica el
establecimiento de posobles mecanismos farmacologicos del fruto, asi como, los compuestos
quimicos responsables de esta actividad. Algunos estudios han dilucidado que extractos
provenientes de la corteza, raices, flores y hojas del arbol tienen beneficio medicinal (37,38).
Diversos esfuerzos se han realizado para poder identificar los constituyentes del granado
(principalmente del fruto), llevando al aislamiento y caracterizacion de la estructura de
diversos compuestos los cuales han sido categorizados como compuestos polifendlicos
incluyendo a taninos, flavonoides, alcaloides, acidos organicos, triterpenos y esteroides,

entre otros (38). Los fenoles totales se encuentran en una concentracion de 250 mg/100 mL



de jugo, siendo elevada en comparacion con el vino tinto (203 mg/100mL) y el té verde (103
mg/100 mL) (6,39).

Tabla 3. Composicion nutricional por cada 100 g de porcidon comestible de granada.

Constituyente Concentracion

Agua (g) 80-82.3
Energia (kcal) 63-78
Proteinas (g) 05-0.95
Lipidos (g) 0.3-0.9
Carbohidratos (g) 16.4
Fibra (g) 0.2-0.6
Cenizas (g) 0.5
Potasio (mg) 259
Fdsforo (mg) 8.0
Calcio (mg) 3.0
Sodio (mg) 3.0
Hierro (mg) 0.3
Vitamina C (mg) 4-6
Vitamina K (mg) 4.6
Acido pantoténico (mg) 0.596
Vitamina B1 (mg) 0.03
Vitamina B2 (mg) 0.03
Vitamina B3 (mg) 0.03

Dipak, et al. (4)

1.1.7.1 Taninos
Los taninos hidrolizables de diversas estructuras incluyen elagitaninos y galotaninos, siendo
los compuestos mayoritarios contenidos en diversas partes del arbol de granada. Los
galotaninos se encuentran principalmente en hojas (raramente reportado en otras partes del
arbol) pueden ser considerados como derivados del acido galico (40). Los elagitaninos
principalmente se encuentran en la corteza del arbol, el pericarpio, flores y semillas
(38,41,42). La punicalagina (Figura 2B) y la punicalina (Figura 2C) son los principales
elagitaninos presentes en el pericarpio y cascara del fruto, en menor cantidad en la corteza 'y

practicamente indetectables en las hojas. Este tipo de compuestos son derivados del acido
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elagico (Figura 2A), el cual es abundante en todas las partes del arbol y su contenido puede

ser mayor a 0.1% en las flores y hasta 0.2% en el pericarpio y hojas (40).

1.1.7.2 Flavonoides

Los flavonoides que se han aislado a partir de la granada incluyen flavonas, flavonoles y
antocianidinas, siendo los dos ultimos, los compuestos responsables del color brillante del
jugo y pericarpio, aumentando o disminuyendo la concentracion dependiendo del tiempo de
maduracion del fruto. Las flavonas y flavonoles son los favonoides mayoritarios presentes
en pericarpio y hojas (38).

1.1.7.3 Alcaloides

La presencia de alcaloides, principalmente pertenecientes al grupo de las piperidinas (
peletierinas, pseudopeletierinas, isopeletierinas y metil-iso-peletierinas) ha sido reportado en
el fruto, en las cortezas de la raiz y del tallo del arbol (43). Del mismo modo han sido
encontrados otros alcaloides los cuales pertenecen al grupo de las pirrolidinas en raiz y tallo
(44).

1.1.7.4 Acidos organicos

Las semillas son ricas en acidos grasos insaturados, incluyendo &cido punicico, &cido
linoleico, acido oleico, acido palmitico, &cido estearico y acido linolénico, aportando un
aproximado de 15.26% del peso total de la semilla (5,45). El jugo contiene principalmente
acidos grasos de cadena lineal, de los cuales los acidos citrico y malico son los compuestos
principales, con un contenido cercano a 4.85 y 1.75 g/L respectivamente (46). Acidos
fenolicos como el galico (Figura 2D), caféico, fumalico, clorogénico y p-cumarico,

usualmente estan presentes en el jugo y el pericarpio (47—49).
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1.1.7.5 Triterpenos y esteroides

Triterpenos sin glicosidacion son frecuentemente encontrados en flores y en semillas. Estos
compuestos incluyen a los acidos ursolico, oleandlico, maslinico, punicanolico, betulinico
y friedelina (50,51). Esteroides como el estigmasterol, camesterol, B-citosterol, daucosterol
y esteroides sexuales como estrona, testosterona, y estriol se encuentran Unicamente en la
semilla del fruto (38,52,53).

1.1.7.6 Otros compuestos

Han sido reportados otros compuestos en la parte comestible del fruto como cumarinas y
lignanos en la semilla (41) y sacéridos como glucosa, fructosa y sacarosa en el jugo (54).

A)

o)

D)

Qo

Figura 2. Estructura quimica de los principales compuestos bioactivos del arbol de granada. Elagitaninos
derivados del 4cido elagico (A): punicalagina (B) y punicalina (C). Acido galico (D). Modificado de Mertens-
Talcott, et al. (30) y Medjakovic, et al. (23).
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1.1.8 Variaciones en contenido de compuestos bioactivos

Las variaciones en el contenido de los componentes del arbol y fruto de la granada dependen
de distintos factores como: la region de cultivo, el clima, la madurez del fruto, las préacticas
de cultivo y las condiciones de almacenamiento (49,55,56), ocasionando diferencias
significativas en el contenido de &cidos organicos, compuestos fendlicos, azlcares,
vitaminas hidrosolubles y minerales (57—-61). Se ha reportado que la variedad mexicana de
granada cosechada en el estado de Guanajuato presenta un mayor contenido de compuestos
fenolicos en comparacion con la variedad Wonderful, la cual es la mas cosechada y
comercializada a nivel mundial. La variedad dulce de granada mexicana en contenido de
fenoles solubles totales (14639.2 mg EAG/L), flavonoides (1557.3 mg EQ/L), taninos totales
(28136.3 mg EC/L) y antocianinas (402.7 mg EC3 G/L) presenta un contenido mayor de
este tipo de compuestos en comparacion con la variedad Wonderful, la cual para fenoles
totales presenta 12524.8 mg EAG/L, para flavonoides 1779.38 mg EQ/L, para taninos totales
12669.5 mg EC/L y en el caso de antocianinas 113.91 mg EC3 G/L. la Gnica variacion en la
que la granada mexicana muestra un contenido inferior es en el contenido de punicalaginas,
ya gue la granada dulce contiene 13.78 mg/L a diferencia de la Wonderful la cual contiene
15.34 mg /L (62).

1.1.9 Bioactividad de la granada

1.1.9.1 Propiedades terapéuticas

Desde la antigliedad, se le han atribuido a la granada distintos usos terapéuticos, por lo que
ha llegado a ser considerada como un alimento funcional, esto debido a los componentes
contenidos en las partes distintas del arbol y fruto (8,63). Una variedad amplia de extractos
obtenidos a partir de los componentes de la granada se han utilizado en distintos paises del
mundo como medicina tradicional para el tratamiento de distintas enfermedades como
disenteria, acidosis, helmintiasis, hemorragias y enfermedades respiratorias (64-66). En la
actualidad, el auge que ha tenido el consumo del fruto principalmente, ha ido en aumento,
debido a que estudios in vitro, in vivo y ex vivo han demostrado diversos beneficios a la
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salud, especialmente los compuestos fendlicos (1,4,8,23). Las sustancias antioxidantes
presentes principalmente en hojas y fruto del arbol han sido estudiadas extensamente, debido
a su alta capacidad antioxidante, siendo ésta la base para el estudio de otras actividades. Se
ha reportado que el jugo y el extracto acuoso de la hoja pueden atrapar efectivamente
radicales libres como las especies reactivas de nitrogeno, 6xido nitrico y las especies
reactivas de oxigeno (ERO) dentro de las que destacan el anion superoxido, peréxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo, siendo sus efectos superiores significativamente,
comparados con extractos de otros frutos (67—70). Como protector vascular, los extractos
del fruto (pericarpio, jugo y semilla) y la hoja han demostrado efectos benéficos en estudios
de regulacion de lipidos en sangre (57,71-75). Un ejemplo de ello es que se ha reportado
que la fraccion activa en las hojas para la regulacion lipidica, son los taninos, los cuales
pueden disminuir el colesterol total, lipoproteinas de muy baja densidad y triglicéridos,
aumentando la concentracién de colesterol de alta densidad, por lo tanto juega un papel
positivo en el tratamiento de desérdenes metabdlicos lipidicos y obesidad (74). La actividad
antihipertensiva de los polifenoles de la granada, ha sido principalmente reportada en el jugo
y pericarpio, encontrandose disminucion en la presion sistolica y disminucién del dafio por
estrés oxidativo en estudios in vivo (68,76-78). Estudios realizados en los Gltimos afios,
también han demostrado que diversos constituyentes de la granada como el jugo, presentan
efectos positivos en la prevencion de la aterogénesis y atenuaciéon de la aterosclerosis,
incrementando la expresion y actividad de enzimas antioxidantes como la paraoxonasa-1
tanto en modelos animales como en humanos (79,80). Como anticarcinogénicos, ensayos
realizados usando distintos extractos (jugo, aceite de la semilla y céscara) en células
cancerigenas provenientes de la prostata tanto in vitro como in vivo, han demostrado
potencialmente la disminucion en la invasién y proliferacion de estas células, mediante
disrupcion del ciclo celular, induccion a apoptosis e inhibicion de crecimientos tumorales,
demostrando un efecto sinérgico de extractos provenientes de las distintas partes del fruto
que el tratamiento con un solo extracto (52,81,82). Extractos de la flor de granada se han
usado en experimentos en ratas para probar su potencial hipoglucemiante, observandose una
mejoria en la sensibilidad a insulina (4,79) y disminuyendo esteatosis hepatica en modelos
animales con diabetes tipo 2 y obesidad (83). En el caso del consumo del jugo,

investigadores han concluido que a pesar de los azucares presentes naturalmente, éstos no
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provocan eventos de hiperglucemia o hipoglucemia en pacientes con diabetes (84). Como
antiviral, los taninos que se encuentran presentes en el pericarpio y jugo, juegan un papel
especial en el efecto antiviral, debido que tiene la caracteristica de poder precipitar proteinas,
lo cual afecta adversamente a las enzimas involucradas en el ciclo de vida del virus (38), por
lo que diversos estudios han demostrado el potencial de extractos de polifenoles, y

principalmente de punicalaginas, que pueden inactivar distintos tipos de virus (85-88).

1.1.9.1.1 Propiedades antibacterianas

Histéricamente las enfermedades producidas por patdégenos han ido en aumento, siendo
causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial y actualmente, debido al incremento de
patdgenos resistentes a farmacos, existe especial interés en la busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas de fuentes naturales y en este sentido el uso de plantas y preparaciones
hechas a base de ellas para tratar infecciones es una practica milenaria que se realiza en
distintas regiones de la poblacion mundial, especialmente en paises en vias de desarrollo
donde hay dependencia de la medicina tradicional para tratar una variedad amplia de
enfermedades infecciosas y no infecciosas (89-92). Diversas plantas medicinales usadas
tradicionalmente, producen distintos compuestos variados de propiedades terapéuticas
conocidas, siendo opciones viables para inhibir el crecimiento de patégenos o matarlos sin
presentar toxicidad en las células huésped; siendo buenos candidatos para el desarrollo de
nuevos farmacos antimicrobianos ya que en comparacion con compuestos quimicos
sintéticos, suele haber efectos secundarios que pueden manifestar, o a la aparicién o
reaparicion de organismos patdgenos y a su resistencia a antibidticos (93). Las
investigaciones con compuestos derivados de plantas son reportadas con mayor frecuencia
en distintas partes del mundo (94-97).

La granada tiene una larga historia como antibacteriano que se remonta a los tiempos
biblicos, donde los egipcios usaron granadas para tratar diferentes infecciones (43,66). A
través de los afios ha habido estudios realizados en distintas partes del mundo, evaluando los
efectos antibacterianos en distintas cepas de bacterias patdgenas, no patdgenas y resistentes
a antibioticos. Estos estudios normalmente determinan la potencia bactericida y

bacteriostatica de los diferentes extractos de la planta de granada contra una gama amplia de
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cepas, usando ensayos in vitro de difusion en disco para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI). Estos extractos han demostrado en investigaciones diversas tener
actividad antimicrobiana frente a una variedad amplia de microorganismos que pueden
influir en la salud humana, entre los que se encuentran Aeromonas hydrophila, Helicobacter
pylori, Aeromonas sobria, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Chryseobacterium sp.,
Clostridium perfingens, Corynebacterium xerosis, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter sp., Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella paraaeruginosa, Salmonella aeruginosa, Salmonella
aeruginosamurium, Salmonella enterica serovars, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,
y Shigella spp. (19,43,98-103). Los extractos usados para estos estudios fueron obtenidos
de diferentes partes del fruto (fruto total, cascara, arilo, jugo y pericarpio) utilizando distintos
disolventes (Tabla 4). Se ha observado que en general los extractos metandlicos del fruto y
en especifico la cascara muestran una mayor actividad antibacteriana (100,104-108), aunque
esto puede diferir dependiendo de la variedad de granada estudiada (98). Los extractos
metanolicos son ricos en taninos hidrolizables (punicalinas y punicalaginas), acido elagico
y acido galico, y se cree que estas moléculas pueden ser las responsables de la actividad
antibacteriana del fruto (1,106); por otro lado, existe la idea de que moléculas como las
antocianinas y flavonoles presentan actividad antibacteriana sinérgica con los compuestos
antes mencionados (109). Existen reportes que sustentan que la actividad antibacteriana es
mayor contra bacterias Gram positivas (Gram +) en comparacion con bacterias Gram
negativas (Gram -) (106).

1.2 Extractos de plantas medicinales

Los estudios cualitativos y cuantitativos de compuestos a partir de plantas dependen
principalmente del método de extraccion (110). La extraccion es el primer paso crucial en el
analisis de plantas medicinales, ya que es necesaria para extraer los componentes quimicos
deseados a partir de los materiales vegetales para su posterior separacion y caracterizacion,
por lo que juega un papel importante en el desarrollo de las investigaciones y sus resultados.

La operacion basica de extraccion incluye pasos como el secado de los materiales vegetales,
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molienda para obtener una muestra homogénea, y a menudo la mejora de la cinética de
extraccion aumentando el contacto de la muestra con el disolvente (111). La extraccion con
disolventes es el método mas usado (112), por lo que su seleccion depende en gran medida
de la naturaleza quimica especifica del compuesto bioactivo a aislar. La extraccion de
compuestos hidrofilicos utiliza disolventes polares, tales como metanol, etanol o acetato de
etilo. Para la extraccion de compuestos lipofilicos, puede utilizarse hexano, diclorometano o
una mezcla de diclorometano/metanol en una proporcion 1:1 (113). Como los compuestos
blanco pueden ser polares o no polares y termolabiles, deben tomarse en cuenta distintos
aspectos gque pueden afectar el proceso de extraccion, como las propiedades de la parte de la

planta, el disolvente, la temperatura, la presion y el tiempo (114).

1.2.1 Métodos de extraccion en plantas

Diferentes métodos de extraccion han permanecido vigentes durante siglos y una gran
variedad de procedimientos nuevos han surgido en las Gltimas décadas, que pueden ser
utilizados para obtener extractos a partir de materiales de plantas, los cuales también pueden
ser usados para extraer compuestos bioactivos (110). La obtencion de extractos de plantas

puede hacerse por métodos no convencionales y convencionales.

Tabla 4. Extractos de partes de la planta de granada evaluados en cepas de bacterias.

Parte de la planta Extracto Referencia
Metandlico (100)
Butandlico (115)
Céscara Hexanico (115)
Acetato de etilo (115)
Acuoso (102,116-118)
Etandlico (99,101,103,119)
Fruto Completo Acuoso (101,119,120)
Acetato de etilo (121)
Arilo Acuoso (98,122)
Jugo Acuoso (120)
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1.2.1.1 Métodos no convencionales de extraccion

Los métodos no convencionales se han desarrollado durante los dltimos 50 afios y aunque
implican costos mayores en su procedimiento, suelen ser menos dafiinos al medio ambiente
debido a la disminucion del uso de productos quimicos sintéticos y organicos, la reduccion
del tiempo de funcionamiento y un mejor rendimiento y calidad del extracto, aunque esto
implique un mayor costo. Los métodos més destacados son el ultrasonido, campo eléctrico
pulsantes de digestion enzimatica, extrusion, de calentamiento 6hmico, fluidos superficiales

y extraccion acelerada de disolventes (123).

1.2.1.2 Métodos convencionales de extraccion

A partir de plantas se pueden obtener extractos y sus compuestos bioactivos por diversas
técnicas de extraccion clasicas. La mayoria de estos procedimientos se basan en la extraccion
por medio del uso de disolventes, aplicacion de calor y/o de mezclas. Entre los métodos
clasicos mas utilizados se encuentran la extraccion en Soxhlet, hidrodestilacion, percolacion

y maceracion (112,123).

1.2.1.2.1 Maceracion de plantas

La maceracion de plantas ha sido utilizada durante siglos para la preparacion casera de
tonicos, convirtiéndose en una forma popular, practica y econdémica para la obtencién de
extractos y aceites esenciales. Este método se usa para la extraccion de materiales volatiles
y/o termolabiles, ya que es una extraccién en frio de material s6lido pulverizado en cualquier
disolvente (123,124). Para la extraccion a pequefia escala, la maceracion consiste en una
serie de pasos; en primer lugar, la molienda de los materiales de las plantas en pequefias
particulas se utiliza para aumentar el area superficial de contacto, generando una mezcla
adecuada con el disolvente. En segundo lugar, en el proceso de maceracion, el disolvente
apropiado es afiadido en un recipiente cerrado para posteriormente ser separado el liquido

de la muestra sélida y por medio de filtracién eliminar impurezas que puedan existir en el
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liquido recuperado. La agitacion ocasional puede favorecer la extraccion aumentando la

difusion del material para obtener mayor rendimiento del extracto objetivo (123,125).

1.3 Pruebas in vitro de susceptibilidad antimicrobianas

La realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana tienen como objetivo evaluar la
susceptibilidad a agentes antimicrobianos para detectar la resistencia de patégenos comunes
y asegurar la susceptibilidad a farmacos especificos para infecciones particulares, ya que
existen especies que pueden poseer mecanismos de resistencia adquiridos, por ejemplo cepas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, especies de Pseudomonas, especies de
Staphylococcus, especies de Enterococcus y Streptococcus pneumoniae. Los métodos de
prueba mas utilizados incluyen micro-dilucion en caldo o métodos automatizados. Los
métodos manuales que proporcionan flexibilidad y posibles ahorros de costos incluyen los
métodos de difusion en disco y los métodos de difusion de degradado. Cada método tiene
sus puntos fuertes y débiles, incluidos los microorganismos que pueden se probados con
precision. Algunos métodos proporcionan resultados cuantitativos (por ejemplo, la CMI), y
todos proporcionan resultados cualitativos utilizando las categorias susceptible, intermedio
o resistente. En general, los métodos de prueba actuales proporcionan una deteccion precisa

de mecanismos comunes de resistencia antimicrobiana (126).

1.3.1 Prueba de dilucién en caldo

Uno de los métodos mas antiguos en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana es el método
de dilucion en tubo. Este procedimiento implica la preparacion de diluciones seriadas de
antibidticos en un medio de crecimiento liquido dispensado en tubos de ensayo (127).
Actualmente, debido a la practicidad en la mecanizacion y al ahorro en el uso de reactivos,
se ha vuelto mas popular el uso de volimenes pequefios (microdiluciones) para el desarrollo
de la prueba, empleando microplacas de 96 pozos. La concentracion méas baja encontrada
del antibiotico que inhibe el crecimiento es considerada como CMI, considerada como una

ventaja de la prueba, ya que genera un resultado cuantitativo (126,128).
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1.3.2 Prueba de difusion en disco

El método de difusion en disco, es un método simple y préctico para realizar pruebas de
susceptibilidad mediante la aplicacion de indculos bacterianos en superficies de agar
generalmente Mouieller-Hinton, colocando los discos previamente impregnados con
concentraciones fijas del antibidtico a evaluar. Las placas se incuban 24 horas a 37°C antes
de la determinacion de los resultados. Las zonas de inhibicion de crecimiento en torno a cada
uno de los discos de antibidticos se miden en milimetros (mm) (127,129,130). El didmetro
de la zona de inhibicién se relaciona con la susceptibilidad de la cepa evaluada y su
interpretacion se realiza utilizando los criterios publicados por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, pos sus siglas en inglés). Los resultados de la prueba de
difusion en disco son cualitativos, en los que una categoria de susceptibilidad (susceptible,

intermedio o resistente) es derivada de la prueba en lugar de la CMI (131).

1.3.3 Prueba de cuenta viable

Cuando se requiere investigar el nimero de células viables, el método comunmente
utilizado, es el conteo en placa por diluciones seriales, por lo que permite realizar una
estimacion cuantitativa de microorganismos viables presentes en una variedad amplia de
muestras, por ejemplo alimentos, agua potable y agua purificada. Este método se realiza
mediante el conteo de colonias en un medio s6lido (agar) después de un cierto tiempo y
temperatura de incubacion aerobica, asuminedo que cada colonia formada en la placa
proviene de una célula de la muestra en estudio y sus resultados son reportados en unidades
formadoras de colonias (UFC) (132).
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I1l1. JUSTIFICACION

Histéricamente, las enfermedades infecciosas han contribuido en las tasas de morbilidad y
mortalidad humana, y en la actualidad siguen siendo una de las causas de muerte mas
frecuentes en el mundo (90). Dentro de estas enfermedades, se encuentran las infecciones
gastrointestinales, que representan un asunto importante para la industria alimentaria, los
servicios de salud y para los consumidores de alimentos en general. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio se presentan mil millones de episodios de
diarrea ocasionada por infecciones en nifios menores de 5 afios, ocupando el tercer lugar de
causas de mortalidad con 5 millones de decesos (91,92). En México, la Secretaria de Salud
ha reportado que las enfermedades gastrointestinales causadas por bacterias o parasitos, son
la decimocuarta causa de muerte a nivel nacional, convirtiéndose en un problema de salud
publica para el pais (133). La proliferacion y resistencia de estos patdgenos a antibioticos,
ha dado pauta a realizar investigaciones basadas en terapias naturales con el uso de
compuestos bioactivos que puedan presentar un beneficio en el mantenimiento de la salud
humana (134). La presencia de estos compuestos principalmente en el fruto del arbol de
granada y sus propiedades terapéuticas reportadas, entre las que destaca su actividad
antibacteriana (8,35,119) ha repercutido en la tltima década en el aumento de la produccion
y consumo del fruto en fresco o adicionado a productos a partir de extractos (32) y México,
aungue no figura como productor mundial, cuenta con distintas regiones dedicadas a su
cosecha y comercializacidn. Se conoce que la presencia y contenido de compuestos quimicos
en el arbol y principalmente en el fruto pueden variar dependiendo de distintos factores
(ambientales, de almacenamiento, madurez, regién y practicas de cultivo), repercutiendo en
sus propiedades. En la actualidad no existen reportes de pruebas antibacterianas realizadas
con extractos de la variedad mexicana de granada y es por ello que en el presente trabajo, se
evalué la actividad antibacteriana in vitro de extractos organicos provenientes de
componentes del arbol de granada roja mexicana en 11 cepas bacterianas de importancia
médica y en alimentos, con la finalidad de demostrar y sugerir que sus componentes pueden
ser utilizados como antibacteriano de origen natural para la prevencién y tratamiento de

infecciones ocasionadas por bacterias.
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IV. HIPOTESIS

Las extracciones organicas y residuo acuoso de diversas partes del arbol de granada roja
mexicana tienen actividad antibacterian en 11 cepas bacterianas de importancia médica y

alimentos.

V. OBJETIVOS

51 Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de extractos organicos y residuo acuoso provenientes del
fruto (cascara, pericarpio, jugo y semilla) y hojas de arbol de granada en cepas de bacterias

de importancia medica y alimentos.

5.2 Obijetivos especificos

1. Obtener e identificar botanicamente el fruto y hojas del granado a utilizar.

2. Obtener extracciones organicas de hoja, cascara, pericarpio y semilla del arbol de
granada por maceracion con disolventes en polaridad creciente (Hexano, Acetato de
Etilo (AcOEt) y Metanol (MeOH)).

3. Obtener extracciones organicas y residuo acuoso del jugo de granada por extraccion
liquido-liquido con disolventes en polaridad creciente (AcOEt y n-Butanol (n-
BuOH)).

4. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos contra 11 cepas de
bacterias mediante la determinacion de la concentracion minima inhibitoria por el
método de micro-dilucién y mediante la determinacién de susceptibilidad por el

método de difusion en placa bajo los criterios del CLSI.
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5. Evaluar el efecto bacteriostatico o bactericida de los extractos que presenten

concentracion minima inhibitoria por medio del método de cuenta viable en placa.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

La presente investigacion es de tipo experimental y fue realizada en los Laboratorios de
Investigacion Farmacéutica y Nutrigendmica del Instituto de Ciencias de la Salud de la

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

6.2 Material botanico

Los componentes del granado que se usaron para realizar el presente estudio (hojas y fruto)
fueron colectados en el mes de agosto del afio 2012 en la localidad de Caltimacan, municipio
de Tasquillo, Hidalgo (latitud N20°32°53"’; longitud 099°18°46°’; altitud 1655 m). Una
muestra de las hojas, tallo y fruto de la planta fueron secadas e identificadas botanicamente
por el Mtro. Manuel Gonzélez Ledesma en el Centro de Investigaciones Biologicas del
Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria de la Universidad Autonoma del Estado de

Hidalgo, quedando en el Herbario para su archivo (Figura 3).

6.3 Obtencion de las muestas a analizar del granado

El material recolectado fue lavado con agua destilada y en el caso del fruto fue pelado y se
separaron sus componentes. Para la separacion del jugo y la semilla del fruto, se exprimié el
arilo con ayuda de un exprimidor de presion manual casero previamente lavado y

desinfectado.

6.3.1 Hoja, cascaray pericarpio

Para obtener los extractos organicos de la hoja, cascara y pericarpio de la planta de la
granada, posterior a su separacion, se pesaron 500 g de muestra previamente almacenada,
secada a la sombra y a temperatura ambiente (20-25°C) durante 20 dias, la cual

posteriormente fue triturada en un molino manual casero para ser macerada durante 8 dias
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en matraces con 5L de disolvente en polaridad creciente (hexano, AcCOEt y MeOH) y a
temperatura ambiente, los macerados se agitaron diariamente para favorecer el proceso de
extraccion. Posteriormente el disolvente se sometid a filtracion para eliminar impurezas y se
concentr6 a presion reducida en un rotaevaporador (Buchi Laboratorium Tecnicks,
Switzerland) con condiciones de presion y temperatura especificas de acuerdo al disolvente
utilizado (Tabla 5). Posteriormente, se recupero el extracto y se seco en una estufa de vacio
a 40°C por 2 horas, con el objetivo de evitar que pudieran intervenir en la evaluacion
bioldgica posibles restos de los disolventes utilizados. Los extractos obtenidos fueron: de la
hoja: extractos hexanico (EHH), de AcOEt (EAH), y metanolico (EMH); de la cascara:
extractos hexanico (EHC), de AcOEt (EAC), y metanolico (EMC); del pericarpio: extractos
hexénico (EHP), de AcOEt (EAP), y metandlico (EMP).

Figura 3. Ficha de identificacion botéanica de la planta de granada.
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Tabla 5. Lista de disolventes, presiones y temperaturas para rotaevaporacion (135).

Disolvente Vacio Temperatura de ebullicion
Hexano 360 mbar 40°C

AcOEt 240 mbar 40°C

n-BuOH 25 mbar 40°C

MeOH 337 mbar 40°C

Agua 72 mbar 40°C

Bichi (135)

6.3.2 Semilla

En la obtencion de los extractos organicos de la semilla del fruto de la granada, posterior al
estrujado de los arilos y separacion del jugo, 500 g de semilla fresca fue triturada en un
molino manual casero para ser macerada durante 8 dias en matraces con 5L de disolvente.
Los disolventes fueron usados en polaridad creciente (hexano, AcOEt y MeOH) y a
temperatura ambiente, siendo agitados diariamente para favorecer el proceso de extraccion.
Posteriormente el disolvente se sometio a filtracion para eliminar impurezas y se concentrd
a presion reducida en un rotaevaporador con condiciones de presion y temperatura
especificas de acuerdo al disolvente utilizado (Tabla 5). Posteriormente, se recupero6 el
extracto y se seco en una estufa de vacio a 40°C por 2 horas, con el objetivo de evitar que
pudieran intervenir en la evaluacion bioldgica posibles restos de los disolventes utilizados.
Los extractos obtenidos de la semilla fueron: extracto hexanico (EHS), de AcOEt (EAS) y
metanolico (EMS).

6.3.3 Jugo

En la obtencién de los extractos organicos del jugo del fruto de granada, posterior al
estrujado de los arilos y separacion de la semilla, se realiz6 una extraccion liquido-liquido,
colocando durante 24 horas y a 4°C, 2 L de jugo en un matraz con 5 L de disolvente. Los
disolventes fueron usados en polaridad creciente (AcOEt y n-BuOH), siendo agitados cada
4 horas para favorecer el proceso de extraccion. Posteriormente la mezcla se coloco en un
matraz de decantacidn y se separd el disolvente de la fase acuosa. Posterior a la extraccion

con los dos disolventes utilizados, se recuperd la fase acuosa y al igual que la fase no acuosa,
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se sometieron a filtracion para eliminar impurezas y se concentraron a presion reducida en
un rotaevaporador con condiciones de presion y temperatura especificas de acuerdo al
disolvente utilizado y en el caso de la fase acuosa, se contemplaron las condiciones de
evaporacion del agua (Tabla 5). Posteriormente, se recuperaron los extractos y el residuo
acuoso Yy fueron secados en una estufa de vacio a 40°C por 2 horas, con el objetivo de evitar
que pudieran intervenir en la evaluacion bioldgica posibles restos de los disolventes
utilizados. Los extractos obtenidos del jugo fueron los siguientes: de AcOEt (EAJ),
butandlico (EBJ) y residuo acuoso (RAJ).

6.4 Determinacion de porcentajes de rendimiento

Las 15 fracciones obtenidas, fueron colocadas en viales de vidrio con tapa, previamente
rotulados y tarados. Posteriormente los viales fueron pesados para determinar el porcentaje
de rendimiento en base a la cantidad de muestra utilizada al inicio de la extraccion y fueron

almacenados a una temperatura de 4°C hasta el momento de su uso.

6.5 Pruebas de solubilidad

Se realizaron pruebas de solubilidad de los extractos con los disolventes dimetilsulféxido
(DMSO) al 5% y 10%, Tween 80, agua desionizada y etanol (EtOH) al 70% y 99%,
presentando mayor efectividad para disolver los extractos el agua desionizada y el EtOH al
99% (Tabla 6) a excepcion del EHS, debido a su naturaleza liquida, por lo que no se disolvio.

6.6 Material bioldgico

Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos del arbol de granada, se evaluaron
11 cepas bacterianas, donadas por el Dr. Oscar Rodas Suarez del Laboratorio de
Microbiologia General del Departamento de Microbiologia de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Las cepas estudiadas fueron:
Enterobacter sakazakii (ATCC 29004) (E. sakazakii), Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
(E. faecalis), Escherichia coli (ATCC 10536) (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K.
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pneumoniae), Listeria monocytogenes (ATCC 19114) (L. monocytogenes), Micrococcus
luteus (M. luteus), Proteus vulgaris (P. vulgaris), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
(P. aeruginosa), Salmonella typhi (ATCC 6539) (S. typhi), Shigella flexneri (ATCC 12022)
(S. flexneri) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923)( S. aureus).

Tabla 6. Pruebas de solubilidad de extractos del arbol de granada.

Disolvente DMSO Tween 80 Agua desionizada EtOH
Concentracion 5% 10% 5% 10% 70% 99%

EAJ + + - - + - +
EBJ + + - - + +

RAJ + + - - + +

EHC - - - - - - +
EAC + + - - - - +
EMC + + - - + +

EHP - - - - - - +
EAP + + + + - - +
EMP + + - - + +

EHH - - - - - - +
EAH - - - - - - +
EMH + + - - + +

EHS NA NA NA NA NA NA NA
EAS - - + + - - +
EMS + + + + + +

(+): Soluble. (-): Insoluble. NA: No aplica.

6.6.1 Propagaciony conservacion de las cepas bacterianas

Para la propagacioén de las cepas bacterianas usadas, se sembraron en 5 mL de Caldo Soya
Tripticaseina (TSB) (Bioxon) estéril y se incubaron a 37°C por 24 horas. Para la
conservacion, se mezclaron 500 pL de cada una de las cepas crecidas con 500 pL de glicerol
estéril en crioviales estériles de 1.8 mL, se homogeneizaron en vortex y fueron congeladas a

-70°C hasta el momento de su uso.
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6.7 Evaluacién de la actividad antibacteriana

La evaluacién de la inhibicion del crecimiento bacteriano se realizo in vitro por los métodos
de difusién en disco y micro-dilucién en caldo y la determinacién del efecto bactericida o

bacteriostatico por el método de cuenta viable en placa.

6.7.1 Preparacion del in6culo

Las 11 cepas se inocularon en tubos de ensayo, colocando una asada de cada una de ellas en
3 mL de medio TSB en condiciones estériles y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se inocularon 100 puL del medio de cultivo de cada cepa en tubos de ensayo
con 2.9 mL de TSB y se incubaron en agitaciéon durante 6-8 horas hasta alcanzar 0.5 U en

la escala del nefelémetro de Mc Farland (~1x108 UFC/mL).

6.7.2 Preparacion de diluciones de los extractos evaluados

Se prepararon soluciones de 500 mg/mL de los extractos, diluidos en agua desionizada y
EtOH al 99%, dependiendo de la solubilidad de los extractos mencionada previamente. Se
homogeneizaron mediante agitacion en vortex y fueron prefiltradas en filtros con membranas
de 1.22 um (Millex GV) y posteriormente en 0.45 um, con la finalidad de eliminar particulas
grandes. Finalmente las soluciones fueron esterilizadas en filtros con membranas de 0.22 um

y conservadas a 4°C hasta su utilizacién.

6.7.3 Determinacion de la inhibicién de crecimiento por método de difusion en disco

La evaluacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano en difusion en disco se realizo bajo
los criterios establecidos por el CLSI (136). Por triplicado, cajas de Petri con 25 mL de medio
Agar de Soya Tripticaseina (TSA) (Bioxon) estéril, fueron sembradas masivamente por
triplicado con cada uno de los inoculos de las cepas evaluadas, con la finalidad de obtener
un césped homogéneo en la superficie del agar. Discos de papel filtro de 6 mm de didmetro

estériles fueron impregnados con concentraciones de 1-20 mg/uL de los extractos diluidos
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previamente, y una vez secos, se colocaron en las cajas de Petri previamente sembradas con
las cepas de interés. Se incluyé como control positivo un disco impregnado con
Ciprofloxacina a una concentracion de 5 pg/mL (91), ya que en ensayos previos fue el
farmaco que presento actividad antibacteriana en la totalidad de las cepas. Como controles
negativos se incluyeron los diluyentes utilizados para homogeneizar los extractos en
vollmenes iguales a los aplicados en los discos como concentracion mayor, a fin de descartar
cualquier actividad antimicrobiana. La distribucion general de los discos impregnados con
las muestras, se muestran en la Figura 4. Las cajas se incubaron a 37°C durante 48 horas y
finalmente se realizaron mediciones en mm de los diametros de inhibicion en los discos con

los extractos que presentaron actividad antibacteriana.

Figura 4. Distribucion utilizada para el método de difusion en disco. (+): Control positivo. (-): Control

negativo. (E): Extracto a diferentes concentraciones.

La susceptibilidad de las cepas evaluadas contra el extracto probado fue considerada positiva
cuando se presentaron halos de inhibicidn iguales o0 mayores a 7 mm, utilizando una version
modificada de los métodos de la CLSI (103,130,136).

6.7.4 Determinacién de la inhibicién de crecimiento por método de micro-dilucion en caldo
El método de micro-dilucion se realiz6 bajo los criterios establecidos por el CLSI (137). En
un inicio, en una microplaca de 96 pozos se colocaron 5 diluciones seriadas de 100 uL de

cada extracto a probar con concentraciones finales de 1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL, 5 mg/mL,
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10 mg/mLy 20 mg/mL (103,115,138) a los pozos previamente cargados con 100 uL de TSB
y posteriormente se agregaron 90 pL de TSB y 10 puL de in6culo de la cepa evaluada,
obteniendo un volumen final de 200 pL. En el caso de los extractos disueltos en EtOH, se
colocaron las concentraciones exactas en cada uno de los pozos sin realizarse en cascada, y
en condiciones de esterilidad se permitio la evaporacion del disolvente para evitar su
interferencia con la evaluacion. Posteriormente se agregaron 190 uL de TSB y 10 uL de
indculo de bacteria. En evaluaciones posteriores, las concentraciones de los extractos fueron
ajustadas de acuerdo a los resultados que se fueron presentando, con el objetivo de encontrar
la CMI de cada uno de ellos. Se incluyé como control positivo (C+) Ciprofloxacina en una
concentracion de 5 pg/mL, adicionada a 185 uL de TSB y 10 uL de in6culo de la cepa
evaluada para un volumen final de 200 pL (91). Como control negativo 1 (C1-), en 190 pL
de TSB se inocularon 10 pL de medio con la cepa evaluada, para un volumen final de 200
uL; como control negativo 2 (C2-), se incluyo a los diluyentes utilizados para homogeneizar
los extractos en volumenes iguales a los aplicados en cada uno de los pozos como
concentracion mayor, adicionando TSB y 10 uL de inéculo de la cepa, para un volumen final
de 200 uL. Como control de esterilidad 1 (CE1) se agregd la concentracion maxima del
extracto probado y TSB para un volumen final de 200 uL; como segundo control de
esterilidad (CE2) se adicionaron 200 uL de TSB. La distribucion general de los extractos y
controles se muestra en la figura 5. Las microplacas se incubaron en agitacion a 37°C durante
48 horas. El estudio se realiz6 por triplicado.

La interpretacion de la CMI de los extractos se determind mediante la toma de lecturas
visuales en las cuales se determiné como positiva al no presentar turbidez en los pozos
comparados con los controles C+, C1-, C2-, CE1 y CE2, para la posterior medicion de la

inhibicidn del crecimiento por el método de cuenta viable.

6.7.5 Determinacién de cuenta viable por diluciones seriadas

Se realizaron ensayos por triplicado para tener datos reproducibles del método de cuenta
viable (CE) para las 11 cepas evaluadas, las cuales se inocularon en tubos de ensayo,
colocando una asada de cada una de ellas en 3 mL de TSB en condiciones estériles y se

incubaron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, se inocularon 20 pL del medio de
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cultivo de cada cepa en tubos de ensayo con 3 mL de TSB y se incubaron en agitacion
durante 8 horas hasta alcanzar 0.5 U en la escala del nefelémetro de Mc Farland (~1x108
UFC/mL). En tubos Eppendorf de 1.5 mL colocaron 190 uL de TSB y una alicuota de 10 pL
del cultivo previamente sembrado, se agitaron en vortex y se afiadieron 100 pL de la muestra
a un tubo Eppendorf con 900 uL de agua peptonada para obtener la dilucion primaria
posteriormente se-realizaron 9 diluciones decimales en cascada con agua peptonada en
proporcion 1:10. Finalmente se tomaron alicuotas de 100 pL de las de las diluciones primaria
y decimales y se sembraron masivamente en cajas de Petri con TSA. Las cajas se incubaron
a 37°C y se realizaron lecturas a las 48 horas. Se consideraron representativas las diluciones
que presentaron el crecimiento de 30-300 UFC (132,139). Una vez seleccionadas las cajas,
se promediaron los valores correspondientes de los triplicados y se calcularon las UFC,
resultado de la multiplicacion del nimero de colonias contabilizadas en la caja por el nUmero
de dilucion con potencia 10 y a su vez se multiplicé por la escala utilizada (1:10) para obtener

el nimero de UFC/mL, ejemplificado en la siguiente formula:

UFC/mL= (Promedio de nimero de colonias) (1x10") (10)

Posterior a la lectura visual de 48 horas de las microplacas, para obtener la dilucién primaria
se tomaron alicuotas de 100 uL de los pozos que contenian los triplicados de las cepas y
extractos evaluados y se afiadieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL con 900 pL de agua
peptonada. Se realizaron 9 diluciones decimales en cascada en proporcion 1:10. Finalmente
se tomaron alicuotas de 100 uL y se sembraron masivamente en cajas de Petri con TSA. Las
cajas se incubaron a 37°C vy se realizaron lecturas a las 48 horas. La seleccion de las cajas
que se tomaron en cuenta para los célculos fue considerada en base a la representatividad de
las diluciones, por ello se consideraron representativas las cajas que presentaron el
crecimiento de 30-300 UFC y se calcularon los logaritmos de las UFC/mL mediante la
formula previamente descrita (132,139). Finalmente los valores obtenidos se analizaron

estadisticamente en base a los valores de la estandarizacion de cuenta viable de las 11 cepas.
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6.8 Andlisis estadistico

Los resultados de inhibicion de crecimiento bacteriano se expresaron como la media + DE.
Para el analisis estadistico, los logaritmos de las UFC de las cepas que presentaron inhibicion
en su crecimiento, se realizaron pruebas de t de Student por ensayo pareado, empleando
GraphPad Prism 5 software, Inc. 2007, version 5.01, La Jolla, CA. Instat, U.S.A. Valores de

p <0.05 fueron considerados como significativos.
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Figura 5. Distribucion general de los pozos utilizada en el método de micro-dilucién en caldo. A1y A2: CE2.
A3y A4: CEL. A5y A6: C+. A7y A8: C1-. A9 y A10: C2-. B1-F1: Diluciones en cascada de 20-1.25 mg/mL.

B3-F3: concentraciones directas de extractos diluidos con EtOH de 20-1.25 mg/mL.
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VIlI. RESULTADOS

7.1 Obtencién de extractos

Se obtuvo un total de 14 extractos y 1 residuo acuoso proveniente del jugo de granada. En

la Figura 6 se muestran los extractos y residuo acuoso obtenidos del jugo de los arilos.

Dedf

Figura 6. Extractos del jugo de arilos de granada obtenidos por extraccion liquido-liquido. EAJ (A), EBJ (B)
y RAJ (C).

7.2 Porcentaje de rendimiento

Posterior a la obtencion de los extractos organicos y residuo acuoso evaluados, se obtuvo el
porcentaje de rendimiento de cada uno de ellos (Tabla 7). Se puede notar que los extractos
que presentaron mayor rendimiento fueron los polares: EMP (48%), EMC (30.6%), EMH
(17.1%) y EMS (4.65), asi como el RAJ (23.1%). En contraparte, los extractos que
presentaron menor porcentaje de rendimiento fueron los no polares: EHS (0.5%), EHP y
EHC (0.1%), EHH (1.3%) y EAJ (1%).

7.3 Actividad inhibitoria por difusion en disco

Se evaluaron los 15 extractos provenientes de las distintas partes del arbol de granada frente
a las 11 cepas de bacterias. En la Tabla 8 se muestran los resultados de inhibicion obtenidos
con los extractos EAJ, EBJ y RAJ, donde se aprecia que los extractos EBJ y EAJ presentaron

actividad antibacteriana en las 11 cepas evaluadas, a diferencia del RAJ, el cual solo presento
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inhibicidn frente a L. monocytogenes. Se observa que el EBJ presentdé mayor efectividad a
menores concentraciones en comparacion con el EAJ y el RAJ. En la Figura 7 se muestran
las zonas de inhibicidn presentadas por el EBJ frente a las cepas de M. luteus y P. vulgaris.

Tabla 7. Porcentajes de rendimiento de los extractos obtenidos de la planta de granada.

Extracto Disolvente Hexano AcOEt n-BUOH MeOH Residuo acuoso
Peso inicial (g) 500 500 NA 500 NA
Pericarpio  Extracto (g) 0.82 2.40 NA 243.0 NA
Porcentaje (%) 0.1 0.5 NA 48.6 NA
Peso inicial (g) 500 500 NA 500 NA
Céscara Extracto (g) 0.60 3.80 NA 153.60 NA
Porcentaje (%) 0.1 0.7 NA 30.6 NA
Peso inicial (g) 500 500 NA 500 NA
Hoja Extracto (g) 6.80 9.28 NA 85.70 NA
Porcentaje (%) 13 18 NA 17.1 NA
Peso inicial (g) 500 500 NA 500 NA
Semilla Extracto (g) 2.80 15.50 NA 23.20 NA
Porcentaje (%) 0.5 31 NA 4.6 NA
Volumen inicial (L) NA 2000 2000 NA 2000
Jugo Extracto (g) NA 20.1 21.8 NA 454.00
Porcentaje (%) NA 1.0 11 NA 23.1
NA: No aplica.

En la Tabla 9 se muestran las medias de inhibicion obtenidas a través de la evaluacion de los
3 extractos del pericarpio del fruto de la granada, en los que se observa que el EMP presento
mayor efectividad, ya que inhibio el crecimiento en las 11 cepas evaluadas y en 10 de ellas,
mayor diametro de inhibicién (8-18.7 mm) a concentraciones mas bajas (1-10 mg/mL) en
comparacion con los didmetros presentados en 8 cepas por el EAP (9-15.3 mm) con
concentraciones mas elevadas (3-20 mg/mL). En las pruebas realizadas con el EHC no se
presento inhibicidn contra las 11 cepas evaluadas. En la Figura 8 se muestran las zonas de

inhibicidn presentadas por el EMP frente a las cepas de M. luteus y S. aureus.

35



Tabla 8. Diametros de inhibicién inducidos por extractos del jugo de arilos del fruto de

granada.
Medias de didmetros de las zonas de inhibicion
Cepas EAJ EBJ RAJ
bacterianas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) c+  C-
5 7 10 15 17 1 3 7 10 10 20

E. sakazakii 0 0 0 9.6 10 0 0 0 8 0 0 223 0
E. faecalis 0 0 8 8 8 0 0 9.33 103 0 0 183 0
E. coli 0 0 8 8 9.3 0 0 113 117 0 0 257 O
K. pneumoniae 0 0 7 8.6 10 0 0 117 127 0 0 167 O
L. monocytogenes 0 0 0 0 9 0 0 0 9.33 0 7 217 O
M. luteus 0 0 8 103 107 0 123 127 15 0 0 187 0O
P. aeruginosa 0 0 13 14 143 0 0 0 12 0 0 30 0
P. vulgaris 7.3 8 8 9 9.3 9 137 17 173 0 0 31 0
S. aeruginosa 0 0 193 20 20 0 933 123 133 0 0 307 0
S. flexneri 0 197 207 21 21 0 10 113 117 0 0 25 0
S. aureus 7 7 8 8.33 9 0 0 0 9 0 0 25 0

Los resultados se muestran en milimetros a 48 horas de incubacién.

Figura 7. Actividad antibacteriana del EBJ contra M. luteus (1) y P. vulgaris (2). Concentraciones de 7 mg/mL

(A), 10 mg/mL (B) y 15 mg/mL (C). Como control positivo (D) se administraron 5 pg/mL de Ciprofloxacina

y como control negativo (E), agua desionizada estéril.
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En la evaluacion de la actividad antibacteriana con extractos de la cascara del fruto de
granada (Tabla 10), el EMC presentd una inhibicibn de 8-16.3 mm a menores
concentraciones (2-17 mg/mL) en 10 de las 11 cepas evaluadas en comparacion con el EAC,
en el cual hubo inhibicion en 9 cepas, con concentraciones que oscilan entre los 10-15
mg/mL. ElI EHC no presentd inhibicion contra las 11 cepas evaluadas. En la Figura 9 se
muestran las zonas de inhibicién presentadas por el EMC contra las cepas de E. faecalis y

E. coli, asi como los respectivos controles utilizados para la prueba.

Tabla 9. Diametros de inhibicion inducidos por extractos del pericarpio del fruto de granada.

Medias de diametros de las zonas de inhibicion

Cepas EHP EAP EMP
bacterianas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) o C-
10 20 3 5 8 10 20 1 3 5 7 10

E. sakazakii 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 123 22.3 0
E. faecalis 0 0 0 11 113 113 14 0 0 8 9 10 18.3 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 13 147 25.7 0
K. pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 16.7 0
L. monocytogenes 0 0 0 O 0 9 9 0 0 0 0 10 21.7 0
M. luteus 0] 0 0 9 9 93 183 11 113 123 13 14 18.7 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 7 73 96 16 163 19 203 203 30 0
P. vulgaris 0] 0 153 163 17 18 18 18.7 19 20 20 21 31 0
S. aeruginosa 0 0 0 103 11 123 14 0 0 0 13 143 30.7 0
S. flexneri 0] 0 0 12 13 14 19 0 163 163 173 187 25 0
S. aureus 0 0 0 8 9.67 10 103 0 9 9.6 107 12 25 0

Los resultados se muestran en milimetros a 48 horas de incubacion.

Los resultados de evaluacion de los extractos de la hoja del arbol de granada (Tabla 11),
muestran que el EMH presentd actividad en un mayor nimero de cepas de bacterias, al
inhibir el crecimiento bacteriano en 6 de las 11 cepas evaluadas (9.33-20.3 mm) en
comparacion con el EAH, que presento inhibicién en 4 cepas (7-12.7 mm) y el EHH que
solo presentd inhibicion en 2 cepas (11 mm). Cabe recalcar que la mayor efectividad la
presento el EAH en la cepa P. vulgaris, ya que a una concentracion de 3 mg/mL se observé
un halo de inhibicién con una media de 12.7 mm de didmetro. En la Figura 10 se pueden
observar los halos de inhibicion bacteriana del EMH frente a las cepa de E. faecalis y EAH

frente a S. aureus a distintas concentraciones.
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Figura 8. Actividad antibacteriana del EMP contra M. luteus (1) y S. aureus (2). Concentraciones de 1 mg/mL

(A), 3mg/mL (B) y5 mg/mL (C); y 3 mg/mL (A), 4 mg/mL (B) y 5 mg/mL (C) respectivamente. Como control

positivo (D) se administraron 5 ug/mL de Ciprofloxacina y como control negativo (E), agua desionizada estéril.

Tabla 10. Didmetros de inhibicién inducidos por extractos de la cascara del fruto de granada.

Cepas

Medias de diametros de las zonas de inhibicion

EHC EAC EMC
bacterianas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) c+ C-
10 20 10 15 20 2 5 9 10 13 17 20

E. sakazakii 0 o0 0 0 0 O 0 0 9 113 117 223 0
E. faecalis 0 0 0 13 0 107 133 133 14 143 143 183 O
E. coli 0 0 0 0 0 O 0 0 12 12 257 0
K. pneumoniae 0 0 0 12 14.3 0 o0 0 0 0 0 167 O
L. monocytogenes 0 0 0 9 10.3 0 o0 0 153 16 227 23 217 O
M. luteus 0 0 0 17.3 18 14 10.7 153 18 18 197 20 187 O
P. aeruginosa 0 0 0 12 12.3 0 O 0 103 113 117 117 30 0
P. vulgaris 0 0 15 15.7 16 0 163 197 19 19 193 197 31 0
S. aeruginosa 0 o0 8 833 8.33 0 0 0 117 14 143 143 307 O
S. flexneri 0 o0 0 11 123 0 0 0 8 9 117 12 25 0
S. aureus 0 o0 0 133 16 10 13 14 147 15 153 1563 25 O

Los resultados se muestran en milimetros a 48 horas de incubacién.

A diferencia de los extractos evaluados antes mencionados, los resultados obtenidos en la

evaluacion de la actividad antibacteriana con los extractos de la semilla del fruto (Tabla 12),

demostraron una menor efectividad, ya que el EHS, solo present6 inhibicion en la cepa de
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K. pneumoniae con una media de 7.33 mm a una concentracion de 10 mg/mL (Figura 11-B

y 11-C). ElI EAS y el EMS no presentaron inhibicion en las 11 cepas probadas.

Figura 9. Actividad antibacteriana del EMC contra E. coli (1) y E. faecalis (2) a concentraciones de 15 mg/mL

(A) y 17 mg/mL (B); y 9 mg/mL (A), 10mg/mL (B) y 13 mg/mL (C) respectivamente. Como control positivo

(CenlyDen2)seadministraron 5 ug/mL de Ciprofloxacina y como control negativo (D en 1y E en 2), agua

desionizada estéril.

Tabla 11. Diametros de inhibicion inducidos por extractos de la hoja del arbol de granada.

Cepas

Medias de diametros de las zonas de inhibicion

EHH EAH EMH
bacterianas (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) C+ C-
15 20 3 5 10 20 4 5 7 10 20

E. sakazakii 0 0 0 0 0 0 0 0 11.7 12 147 223 0
E. faecalis 0 0 0 0 0 0 10 10 11 127 133 183 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.7 0
K. pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16.7 0
L. monocytogenes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.3 15 21.7 0
M. luteus 0 11 0 0 0 7 0 933 10 117 143 187 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 18 20 0 0 0 12 13.7 30 0
P. vulgaris 9 11 12. 13 147 16 0 11.7 117 15 31 0
S. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 14 30.7 0
S. flexneri 0 O 0 0 0 0 0 203 227 25 0
S. aureus 0 0 0 11 14 153 0 113 12 12 137 25 0

Los resultados se muestran en milimetros a 48 horas de incubacion.
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Figura 10. Actividad antibacteriana del EMH contra E. faecalis (1) a concentraciones de 4 mg/mL (A), 5

mg/mL (B) y 7 mg/mL (C); y del EAH contra S. aureus (2) a concentraciones de 5 mg/mL (A), 10 mg/mL (B)

y 20 mg/mL (C).. Como control positivo (C en 1y D en 2) se administraron 5 ug/mL de Ciprofloxacina y como

control negativo agua desionizada estéril (E en 1) y EtOH al 99% (E en 2).

Tabla 12. Didmetros de inhibicion inducidos por extractos de la semilla del fruto de granada.

Medias de diametros de las zonas de inhibicion

Cepas EHS
bacterianas (mg/mL) (mg/mL) ct c-
10 20 10 20 15 20

E. sakazakii 0 0 0 0 0 0 223 0
E. faecalis 0 0 0 0 0 0 18.3 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 25.7 0
K. pneumoniae 7.33 7.33 0 0 0 0 16.7 0
L. monocytogenes 0 0 0 0 0 0 21.7 0
M. luteus 0 0 0 0 0 0 18.7 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 30 0
P. vulgaris 0 0 0 0 0 0 31 0
S. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 30.7 0
S. flexneri 0 0 0 0 0 0 25 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 25 0

Los resultados se muestran en milimetros a 48 horas de incubacién.
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Figura 11. Actividad antibacteriana del EHS contra K. pneumoniae. Concentraciones de 5 mg/mL (A),10

mg/mL (B) y 20 mg/mL (C). Como control positivo (D) se administraron 5 pg/mL de Ciprofloxacina.

7.4 Concentracion minima inhibitoria por micro-dilucién en caldo

En la evaluacion antibacteriana contra S. aureus, como se observa en la Figura 12-a, se
presentd inhibicion por parte de 10 de los 15 extractos probados, principalmente los
provenientes de la cascara, pericarpio y jugo, siendo de las 11 cepas bacterianas evaluadas,
la mas susceptible, encontrandose una CMI en un rango de 5 -20 mg/mL. Los extractos EHH,
EAH, EHS, EAS y EMS no presentaron inhibiciéon frente a esta cepa. 9 extractos presentaron
actividad antibacteriana contra M. luteus, siendo el EAP el extracto que presentd la CMI
mas baja (5 mg/mL) a diferencia de los 8 extractos restantes, que presentaron una CMI de
20 mg/mL (Figura 12-b). Los extractos provenientes del jugo no presentaron actividad, asi
como el EHH, EHS y el EAS. En la evaluacion contra P. vulgaris (Figura 13-a), el EMC
presentd la CMI mas baja (2.5 mg/mL), a diferencia de 4 de los 8 extractos restantes que
presentaron inhibicion, con una CMI de 20 mg/mL. Los extractos provenientes de la semilla
y los extractos EAJ, RAJ, EAH no presentaron actividad. Como se observa en la Figura 13-

b, 8 extractos presentaron inhibicion en el crecimiento de P. aeruginosa, a concentraciones
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que van de 2.5-20 mg/mL. Los extractos EAJ, RAJ, EHC, EHH, EAH, EHS y EAS no
presentaron inhibicion frente a esta cepa. El crecimiento de S. flexneri fue inhibido por 6
extractos, 3 de los cuales son provenientes del pericarpio, con concentraciones de 5-20
mg/mL, siendo el EAP el extracto que inhibio a una CMI menor (Figura 14-a). Los extractos
del jugo y semilla, asi como el EHP, EAP, EHH y EAH no presentaron inhibicion. 3 de las
11 cepas evaluadas (E. faecalis, L. monocytogenes y S. typhi) fueron susceptibles a 5 de los
15 extractos. Contra la cepa de E. faecalis (Figura 14-b), se observo una CMI que va de 7.5-
20 mg/mL, mostrando la menor CMI el EAC. No presentaron actividad los extractos EMC,
EMP, EHH, EAH, asi como los extractos provenientes del jugo, y semilla. En la evaluacion
contra L. monocytogenes, 3 de los 5 extractos a los que fue susceptible fueron provenientes
de la cascara, sin embargo el EAP mostro6 la mayor efectividad con una CMI de 7.5 mg/mL
(Figura 15-a). Los extractos de la semilla, jugo, el EHP, EMP, EHH y EAH no inhibieron el
crecimiento de esta cepa durante las evaluaciones. Como se observa en la Figura 15-b, en el
caso de S. tiphy, la mayor efectividad fue presentada por el EAP con una CMI de 5 mg/mL;
los 4 extractos presentaron una CMI que se encuentra en un rango de 10-20 mg/mL. Los
extractos de la semilla y jugo, asi como el EHC, EMP, EHH y EAH, no presentaron
inhibicidn contra la cepa evaluada. La evaluacion de la cepa de E. sakazakii demostro que 4
extractos presentaron inhibicién, con una CMI que va de 10-20 mg/mL, observandose que
el EAC tuvo mayor efectividad (Figura 16). Los extractos provenientes del jugo y semilla
asi como el EMC, EHP, EMP, EHH Y EAH no presentaron actividad antibacteriana contra
la cepa evaluada. La evaluacion realizada contra las cepas de E. coli y K. pneumoniae
demostré que fueron las cepas que presentaron una resistencia mayor, ya que solo los
extractos de polaridad intermedia EAP y EAC inhibieron el crecimiento. Como se observa
en la Figura 17-a, contra a E. coli el EAP presentdé mayor efectividad, con una CMI de 5
mg/mL, a diferencia del EAC que inhibid el crecimiento bacteriano con una CMI de 20
mg/mL; caso contrario frente a la cepa de K. pneumoniae, en el que la CMI fue de 5 mg/mL
y para el EAP de 15 mg/mL (Figura 17-b). Los extractos del jugo, hoja, semilla, asi como el
EHC, EMC, EHP y EMP no presentaron inhibicion ante las dos cepas antes mencionadas.

En la Tabla 13 se describen los controles utilizados para el método de micro-dilucion en

caldo, asi como los resultados obtenidos, los cuales fueron los esperados de acuerdo al
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crecimiento (C1- y C2-), inhibicién (C+) y ausencia de crecimiento (CE1 y CE2) de las cepas
bacterianas utilizadas en el estudio.

a) S. aureus b) M. luteus
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Figura 12. Concentracion minima inhibitoria de extractos del arbol de granada contra a) S. aureus y b) M.
luteus a concentraciones de 5-20 mg/mL. Observaciones visuales después de las condiciones de incubacion
(48 horas). Ensayo por triplicado. CMI: Concentracion minima inhibitoria. EAC: Extracto de AcOEt de
cascara. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EMH: extracto metandlico de hoja. EBJ: Extracto butandlico
de jugo. EMC: Extracto metandlico de céscara. EAJ: Extracto de AcOEt de jugo. RAJ: Residuo acuoso de
jugo. EHC: Extracto hexanico de cascara. EHP: Extracto hexénico de pericarpio. EMP: Extracto metandlico
de pericarpio. EAH: Extracto de AcOEt de hoja. EMS: Extracto metanolico de semilla. C+: TSB + antibi6tico

(Ciprofloxacina, 5 pg/mL) + bacteria.

a) P. vulgaris b) P. aeruginosa
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Figura 13. Concentracion minima inhibitoria de extractos del arbol de granada contra a) P. vulgaris y b) P.
aeruginosa a concentraciones de 2.5-20 mg/mL. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacién (48 horas). Ensayo por triplicado. CMI: Concentraciéon minima inhibitoria. EMC: Extracto
metanolico de cascara. EMH: extracto metandlico de hoja. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EAC:

Extracto de AcOEt de cascara. EBJ: Extracto butanélico de jugo. EHC: Extracto hexanico de cascara. EHP:

43



Extracto hexanico de pericarpio. EMP: Extracto metandlico de pericarpio. EHH: Extracto hexanico de hoja.

EMS: Extracto metandlico de semilla. C+: TSB + antibi6tico (Ciprofloxacina, 5 pg/mL) + bacteria.

a) S. flexneri b) E. faecalis
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Figura 14. Concentracién minima inhibitoria de extractos del arbol de granada contra a) S. flexneri y b) E.
faecalis a concentraciones de 5-20 mg/mL y 7.5-20 mg/mL respectivamente. Observaciones visuales después
de las condiciones de incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CMI: Concentracién minima inhibitoria.
EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EMP: Extracto metandlico de pericarpio. EAC: Extracto de AcOEt de
cascara. EMC: Extracto metandlico de c&scara. EMH: extracto metanolico de hoja. EHP: Extracto hexanico de
pericarpio. EHC: Extracto hexanico de céscara. EHH: Extracto hexénico de hoja. C+: TSB + antibidtico

(Ciprofloxacina, 5 pg/mL) + bacteria.

a) L. monocytogenes b) S. typhi
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Figura 15. Concentracién minima inhibitoria de extractos del arbol de granada contra a) L. monocytogenes y
b) S. typhi a concentraciones de 7.5-20 mg/mL y 5-20 mg/mL respectivamente. Observaciones visuales después
de las condiciones de incubacién (48 horas). Ensayo por triplicado. CMI: Concentracién minima inhibitoria.
EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. EHC: Extracto hexanico de
cascara. EMC: Extracto metandlico de cascara. EMH: extracto metandlico de hoja. EHP: Extracto hexanico de

pericarpio. C+: TSB + antibi6tico (Ciprofloxacina, 5 ug/mL) + bacteria.
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E. sakazakii
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Figura 16. Concentracion minima inhibitoria de extractos del arbol de granada contra E. sakazakii a
concentraciones de 10-20 mg/mL. Observaciones visuales después de las condiciones de incubacion (48 horas).
Ensayo por triplicado. CMI: Concentracion minima inhibitoria. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. EAP:
Extracto de AcOEt de pericarpio. EHC: Extracto hexanico de c&scara. EMH: extracto metandlico de hoja. C+:

TSB + antibidtico (Ciprofloxacina, 5 ug/mL) + bacteria.

a) E. coli b) K. pneumoniae
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Figura 17. Concentracién minima inhibitoria de extractos del &rbol de granada contra a) E. coli y b) K.
pneumoniae a concentraciones de 5-20 mg/mL y 5-15 mg/mL respectivamente. Observaciones visuales
después de las condiciones de incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CMI: Concentracion minima
inhibitoria. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. C+: TSB + antibidtico

(Ciprofloxacina, 5 ug/mL) + bacteria.
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Tabla 13. Crecimiento bacteriano con los controles utilizados en el método de micro-

dilucion en caldo.

Cepas bacterianas Controles
C+ C1- C2- CE1l CE2
E. sakazakii - + + - -
E. faecalis - + + - -
E. coli - + + - -
K. pneumoniae - + + - -
L. monocytogenes - + + - -
M. luteus - + + - -
P. vulgaris - + + - -
P. aeruginosa - + + - -
S. aeruginosa - + + - -
S. flexneri - + + - -
S. aureus - + + - -

Observaciones visuales después del periodo de incubacién (48 horas), (-): sin crecimiento bacteriano, (+):
crecimiento bacteriano. C+: TSB + antibi6tico (Ciprofloxacina, 5 pg/mL) + bacteria. C1-: TSB+ bacteria. C2-:
diluyente + TSB + bacteria. CEL: extracto + TSB. CE2: TSB.

7.5 Inhibicién del crecimiento bacteriano

La inhibicion del crecimiento bacteriano se expresd como el logaritmo de crecimiento (log)

de las UFC/mL para cada cepa durante 48 horas de incubacion.

Para S. aureus, como se observa en la Figura 18, 2 de los 3 extractos provenientes de la
cascaray el jugo, junto al EAP presentaron la mayor inhibicion en el crecimiento bacteriano,
sin embargo el EAP fue el extracto que mostré mayor efectividad a una concentracion mas
baja y con una inhibicion del crecimiento mayor (0 UFC/mL), a diferencia del EHC, que
mostrd la menor inhibicion (log 6.1 UFC/mL). Los 10 extractos presentaron una diferencia
estadisticamente significativa en la inhibicion del crecimiento en relacion al control estandar
(CE), el cual present6 un logaritmo de crecimiento de 7.4 UFC/mL. 9 extractos presentaron
diferencia significativa al compararse con el control positivo (C+), lo que demuestra un
efecto bacteriostatico, a diferencia del EAP, el cual no tuvo una diferencia significativa con
el C+, lo que sugiere que el extracto tuvo un efecto bactericida similar al del antibidtico.

46



S. aureus

*
* %

*
*

AN

*

Log UFC/mL
w -'h (3, ] [=2]

e

TN

G L N R L RL WL R

Figura 18. Inhibicién del crecimiento de S. aureus. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar (TSB+ bacteria). EHC: Extracto hexanico
de cascara. EAJ: Extracto de AcOEt de jugo. EHP: Extracto hexanico de pericarpio. EMP: Extracto metanoélico
de pericarpio. EMH: extracto metanélico de hoja. EMC: Extracto metandlico de cascara. EBJ: Extracto
butanélico de jugo. RAJ: Residuo acuoso de jugo. EAC: Extracto de AcOEt de céascara. EAP: Extracto de
AcOEt de pericarpio. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, Spug/mL). Las diferencias significativas (p<0.005)

se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.

Para el caso de M. luteus, el EAP y 2 de los 3 extractos provenientes de la cascara (EHC y
EAC) presentaron la mayor inhibicion (figura 19) y en el caso del EHC y EAC inhibieron
cerca del 50% el crecimiento de la cepa, pero la mayor efectividad la present6 el EAP, ya
que inhibié en su totalidad el crecimiento (0 UFC/mL) a una concentracién menor,
comparado con los 8 extractos que también presentaron actividad antibacteriana y que junto
al EAP mostraron una diferencia significativa comparados con el CE (log 7.3 UFC/mL). A
excepcion del EAP, los extractos presentaron una diferencia significativa con el C+, lo que

indica su efecto bacteriostatico y bactericida para el EAP contra la cepa evaluada.

Los resultados arrojados con P. vulgaris, muestran que de los 9 extractos que presentaron
inhibicion, el EAP fue el mas efectivo (0 UFC/mL) con un efecto bactericida similar al del

antibiotico, a diferencia de los 8 restantes, los cuales demuestran un efecto bacteriostatico
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con logaritmos de crecimiento que van de 4.96-6.55 UFC/mL, sin embargo los 9 extractos
mostraron una diferencia significativa comparados con el CE (log 7.94 UFC/mL) y al ser
comparados con el C+, a excepcion del EAP, las inhibiciones fueron estadisticamente

significativas (Figura 20).
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Figura 19. Inhibicion del crecimiento de M. luteus. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar (TSB+ bacteria). EMP: Extracto metanélico
de pericarpio. EMH: extracto metandlico de hoja. EMS: Extracto metanolico de semilla. EAH: Extracto de
AcOEt de hoja. EMC: Extracto metanoélico de cascara. EHP: Extracto hexanico de pericarpio. EHC: Extracto
hexanico de cascara. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. C+: Control
positivo (Ciplofloxacina, 5ug/mL). Las diferencias significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion

entre extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.

Como se observa en la figura 21, con P. aeruginosa los extractos EMC, EMH y EAP
presentaron la mayor efectividad, al inhibir en su totalidad el crecimiento bacteriano (0O
UFC/mL) a menores concentraciones, los cuales no presentaron diferencias significativas al
compararse con el C+, mismo caso del EAC que tuvo una inhibicion del 74.4% (log 2
UFC/mL) al ser comparado con el CE (log 7.81 UFC/mL) por lo que puede deducirse su
efecto bactericida, caso contrario de los 4 extractos restantes los cuales pueden presentar

efecto bacteriostatico en el crecimiento. El extracto que menos inhibicion presentd fue el
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EHP (log 6.17 UFC/mL). Los 8 extractos presentaron diferencias significativas en relacion

al crecimiento del CE.
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Figura 20. Inhibicion del crecimiento de P. vulgaris. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estdndar. EAC: Extracto de AcOEt de céscara. EMC:
Extracto metanolico de cascara. EMH: extracto metandlico de hoja. EBJ: Extracto butandlico de jugo. EHC:
Extracto hexanico de cascara. EHP: Extracto hexanico de pericarpio. EHH: Extracto hexanico de hoja. EMP:
Extracto metanolico de pericarpio. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. C+: Control positivo
(Ciplofloxacina, Spg/mL). Las diferencias significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre
extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.

En cuanto a la inhibicion del crecimiento de S. flexneri (Figura 22), los extractos EAP y
EMC resultaron ser los mas efectivos, debido a que inhibieron al 100% el crecimiento
bacteriano (0 UFC/mL) pero a diferencia del EMC, el EAP inhibi6 a una concentracion mas
baja (5 mg/mL). Estos 2 extractos no tuvieron diferencias significativas comparados con el
C+, por lo que se deduce su efecto bactericida a diferencia de los 4 extractos restantes. El
EMP aunque no presentd una inhibicion significativa comparado con el C+, fue el extracto
que més se acerco a los 2 anteriores, inhibiendo el crecimiento en un 67.5% (log 2.52
UFC/mL), comparado con el CE (log 7.75 UFC/mL), aunados a él, aunque con una

inhibicién menor, los 3 extractos restantes presentaron una diferencia estadisticamente
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significativa en la inhibicion bacteriana al ser comparados con el C+. Los 8 extractos
presentaron diferencia significativa comparados con el CE, por lo que fueron efectivos en la

inhibicién del crecimiento.

P. aeruginosa

Log UFC/mL

Figura 21. Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EHP: Extracto hexanico de pericarpio.
EBJ: Extracto butanélico de jugo. EMP: Extracto metandlico de pericarpio. EMS: Extracto metandlico de
semilla. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. EMC: Extracto metandlico de cascara. EMH: extracto metandlico
de hoja. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5pg/mL). Las
diferencias significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion

entre extracto y C+.

Para E. faecalis (Figura 23), los 5 extractos presentaron diferencias significativas
comparados con el CE, lo que indica su efectividad en la inhibicién del crecimiento de la
cepa, sin embargo al ser comparados con el C+, resultaron ser significativas sus diferencias,
lo que sugiere solo un efecto bacteriostatico. EI EAP fue el extracto que presento la
efectividad mayor con una de las concentraciones mas bajas (10 mg/mL), ya que inhibio el
crecimiento bacteriano en un 53.6% (log 3.48 UFC/mL) comparado con el CE (log 7.5
UFC/mL).
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Figura 22. Inhibicién del crecimiento de S. flexneri. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. . EAC: Extracto de AcOEt de cascara.
EMH: extracto metan6lico de hoja. EHP: Extracto hexanico de pericarpio. EMP: Extracto metanélico de
pericarpio. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EMC: Extracto metandlico de c&scara. C+: Control positivo
(Ciplofloxacina, Spg/mL). Las diferencias significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre

extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.

En el caso de L. monocytogenes, como se observa en la Figura 24, el EAC seguido del EMC,
resultaron ser los més efectivos al compararse con el CE (log 8.35 UFC/mL), inhibiendo en
un 58% (log 3.51 UFC/mL) y 43% (log 4.76 UFC/mL) respectivamente el crecimiento
bacteriano, sin embargo, los 3 extractos restantes aunque en menor proporcién, también
presentaron una inhibicion efectiva, ya que los 5 tuvieron diferencias significativas al ser
comparados con el CE, pero al ser comparados con el C+, se deduce que presentan un efecto

bacteriostatico, debido a que los resultados fueron estadisticamente significativos.

En cuanto a la inhibicién del crecimiento en la cepa de S. typhi, aunque a una mayor
concentracion (20 mg/mL), como se observa en la Figura 25, el EHP fue el extracto méas
efectivo, ya que inhibid el crecimiento en un 57.1% (log 3.5 UFC/mL) comparado con el CE
(log 8.16 UFC/mL), seguido por el EMH con un 41.6% de inhibicion (log 4.76 UFC/mL).

Los 5 extractos presentaron diferencias estadisticamente significativas al ser comparados
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con el CE, lo que deduce su efectividad, sin embargo se puede observar su efecto

bacteriostéatico, ya que fueron estadisticamente significativos al ser comparados con el C+.
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Figura 23. Inhibicion del crecimiento de E. faecalis. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EHC: Extracto hexanico de céscara. EAC:
Extracto de AcOEt de cascara. EHP: Extracto hexanico de pericarpio. EMH: extracto metanoélico de hoja. EAP:
Extracto de AcOEt de pericarpio. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5ug/mL). Las diferencias significativas

(p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.

Como resultado de la evaluacién de la inhibicion en la cepa de E. sakazakii, se observa en
la Figura 26 que de los 4 extractos que mostraron actividad, el EAP seguido del EAC
mostraron ser los mas efectivos, debido a que inhibieron en un 57.4% (log 3.53 UFC/mL) y
47.9% (log 4.32 UFC/mL) el crecimiento de la cepa en relacion al CE (log 8.3 UFC) con las
concentraciones mas bajas, sin embargo los 4 extractos presentaron una diferencia
estadisticamente significativa al ser comparados con el CE, sugiriendo su efectividad en la
inhibicidn del crecimiento, pero al ser significativas las diferencias en relacion al C+, esto

sugiere que los 4 extractos brindan un efecto bacteriostatico frente a la cepa evaluada.
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Figura 24. Inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes. Observaciones visuales después de las condiciones
de incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estdndar. EHC: Extracto hexanico de cascara.
EMH: extracto metandlico de hoja. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. EMC: Extracto metanolico de
cascara. EAC: Extracto de AcOEt de cascara. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5pg/mL). Las diferencias
significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre

extracto y C+.

Como se observa en la Figura 27, la evaluacion de inhibicion del crecimiento de la cepa K.
pneumoniae mostrd que la mayor efectividad la presentd el EAP (0 UFC/mL) comparado
con el CE (log 8.3 UFC/mL), sequido del EAC (log 5.65 UFC). Los dos extractos
presentaron diferencia significativa en cuanto al crecimiento de la cepa comparados con el
CE, pero solo el EAC present0 diferencia significativa al compararse con el C+, lo que indica
que tuvo un efecto bacteriostatico, caso contrario del EAP, el cual presentd un efecto

bactericida.

En cuanto a la evaluacién de E. coli, resultd ser la cepa mas resistente (Figura 28), ya que de
los dos extractos que presentaron inhibicion, ninguno presenta efecto bactericida al ser
comparados con el C+, ya que presentan diferencias estadisticamente significativas. El

extracto con mayor efectividad fue el EAC (log 5.55 UFC/mL) comparado con el CE (log
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9.37 UFC/mL). Al compararse con el CE, los dos extractos presentan diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 25. Inhibicion del crecimiento de S. typhi. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EAC: Extracto de AcOEt de céscara. EAP:
Extracto de AcOEt de pericarpio. EMC: Extracto metandlico de cdscara. EMH: extracto metandlico de hoja.
EHP: Extracto hexanico de pericarpio. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5ug/mL). Las diferencias
significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre

extracto y C+.
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Figura 26. Inhibicidn del crecimiento de E. sakazakii. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacidn (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EMH: extracto metanélico de hoja. EHC:
Extracto hexanico de cascara. EAC: Extracto de AcOEt de céscara. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio.
C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5ug/mL). Las diferencias significativas (p<0.005) se describen como *:

Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre extracto y C+.
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Figura 27. Inhibicion del crecimiento de K. pneumoniae. Observaciones visuales después de las condiciones
de incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EAC: Extracto de AcOEt de cascara.
EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5pg/mL). Las diferencias
significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre

extracto y C+.
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Figura 28. Inhibicion del crecimiento de E. coli. Observaciones visuales después de las condiciones de
incubacion (48 horas). Ensayo por triplicado. CE: Control estandar. EAP: Extracto de AcOEt de pericarpio.
EAC: Extracto de AcOEt de céascara. C+: Control positivo (Ciplofloxacina, 5ug/mL). Las diferencias
significativas (p<0.005) se describen como *: Comparacion entre extracto y CE; **: Comparacion entre
extracto y C+.
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VIII. DISCUSION

El empleo de plantas con fines médicos data desde tiempos antiguos (140) y hoy en dia la
microbiologia clinica tienen 3 razones bésicas para estar interesados en el tema de extractos
de plantas que funjan como antimicrobianos. En primer lugar, es probable que los
fitoquimicos puedan ser una buena y amplia fuente de farmacos antimicrobianos prescritos
por los médicos, varios de los cuales ya han sido probados en humanos; en segundo lugar,
conforme pasa el tiempo, el descubrimiento de nuevos agentes patdgenos; y tercero, las
habilidades notables que tienen los microorganismos para para desarrollar resistencia a
antibioticos (106). Es por ello que quiza el uso de extractos provenientes de las partes de las
plantas y sus fitoquimicos con propiedades antimicrobianas conocidas, pueden ser de gran
importancia en tratamientos terapéuticos (141). Dentro de este grupo de plantas, se encuentra
el &rbol de granada, el cual ha sido utilizado como medicina tradicional para el tratamiento
de enfermedades relacionas con microorganismos, especificamente por su riqueza en
compuestos fenolicos como los taninos, a los cuaes se les atribuye dicha propiedad.
(1,109,142). Existen estudios que demuestran las propiedades antimicrobianas de las
distintas partes del arbol de granada, ya sea como microencapsulado (143) o extractos (Tabla
4) o en estudios biodirigidos mediante el uso de compuestos aislados de las partes del arbol
(106,109,144).

Debido a que no existen reportes en la literatura sobre la actividad antibacteriana de extractos
provenientes de la variedad mexicana del arbol de granada, a partir de disolventes organicos
con distintas polaridades, se decidio realizar la obtencion de los extractos organicos del jugo
de arilo, cascara, pericarpio, hoja y semilla, asi como el residuo acuoso del jugo de arilo del
arbol de granada a partir de disolventes en polaridad creciente y posteriormente evaluar su
actividad inhibitoria in vitro mediante dos métodos distintos (difusion en placa y micro-
dilucion en caldo), con el objetivo de hacer una comparacion de los resultados cualitativos
y cuantitativos que arrojan estos tres métodos.

En el presente estudio, los extractos obtenidos mediante el método de maceracién y que
presentaron el mayor porcentaje de rendimiento fueron el EMC (30.6%), EMP (48.6%),
EMH (17.1%) y EMS (4.6%); y por el método de extraccion liquido-liquido el RAJ (23.1%),
lo que concuerda con diversos estudios, como el realizado por Ali y cols. (145), quienes

obtuvieron extractos metandlicos de cascara del fruto de granada, reportaron mayores
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rendimientos, con porcentajes de 36.8% por Soxhlet y de 44% por medio de ultrasonido. En
otros estudios realizados por Wang y cols. (146) y Singh y cols. (147), se observaron
rendimientos distintos a los obtenidos para el EMC, siendo de 46.5% y 9.38%
respectivamente, mediante extracciones realizadas bajo condiciones mediadas por
temperatura (40°C y 30°C respectivamente) y tiempo (4 horas y 1 hora respectivamente).
Rashid y cols. (148), reportaron extracciones de cascara y pericarpio de granada realizadas
con etanol bajo las mismas condiciones usadas en el presente estudio, con rendimientos
inferiores a los obtenidos (20% Yy 36% respectivamente), mismo caso en lo observado por
Ampasavate y cols. (149), quienes reportan porcentajes de rendimiento de extractos
etandlicos de hoja y semilla ligeramente menores a los encontrados en esta investigacion
(11.27% y 4.46% respectivamente). Los extractos obtenidos con AcOEt, n-BuOH y hexano,
presentaron porcentajes muy bajos, que van del 0.1% al 3.1%, observandose que el mejor
rendimiento se presentd en los extractos obtenidos con disolventes polares (MeOH y n-
BuOH), seguidos por los de polaridad intermedia (AcOEt) y el menor proporcion los no
polares (hexano), datos que concuerdan con investigaciones previas realizadas por otros
autores (146,147,150). En el caso del jugo, no existen datos reportados actualmente de
porcentajes de rendimiento obtenidos a partir de disolventes, ya que en los casos en los que
se han obtenido extractos, se realizaron solo mediante extraccion acuosa, sin que hayan sido
reportados los porcentajes de rendimiento (151,152) o con extracciones del jugo a partir del
fruto completo (108). Como se observa, existen coincidencias y variaciones entre los
resultados obtenidos comparados con los reportados en la bibliografia, y esto es muy
probablemente debido a que hay condiciones que influyen en la eficiencia del rendimiento,
como las selecciones del método de extraccion, el tipo de disolvente utilizado, la temperatura
y el tiempo de contacto del disolvente con la muestra y equipo utilizado (110,111,114),
ademas de la naturaleza de los compuestos mayoritarios que se encuentren en la parte de la
planta y en el caso de las partes de la granada, es sabido que son ricas en compuestos
fendlicos como las punicalaginas y punicalinas, los cuales son miscibles en disolventes
polares, por lo que es comun que para su obtencion y purificacion se realicen este tipo de
extracciones (1,150). Cabe mencionar que un porcentaje de rendimiento elevado del extracto
no necesariamente implica que presente una eficacia elevada, ya que su actividad depende

de la presencia y concentracion de compuestos activos en el extracto (150).
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Por otra parte y con el objeto de evaluar la actividad antibacteriana de los 14 extractos y el
residuo acuoso, se realizaron pruebas de inhibicidn de crecimiento por el método de difusion
en disco y de micro-dilucién en placa frente a las 11 cepas bacterianas distintas. A excepcién
de los extractos provenientes de la semilla del arilo (de los cuales solo el EHS presento
actividad frente a una cepa), 5 componentes de la planta evaluados mediante el método de
difusion en disco, se observo que los extractos obtenidos a partir de disolventes con
caracteristicas polares, seguidos de los de polaridad intermedia fueron los que presentaron
inhibicidn en la mayoria de las cepas evaluadas, por lo contrario, los extractos obtenidos con
disolventes no polares, en los cuales la actividad fue casi nula. De estos extractos, el EBJ y
el EAJ presentaron la mayor actividad, ya que inhibieron el crecimiento bacteriano en las 11
cepas evaluadas, seguidos del EMP y EAP con 11 y 8 cepas, el EMC y EAC con 10y 9
cepas y por ultimo el EMH y EAH con 9 y 4 cepas susceptibles respectivamente. Sin
embargo, se observaron diferentes efectividades dentro de los extractos ya que en su mayoria
los metandlicos a menores concentraciones inhibieron el crecimiento bacteriano. El extracto
con mayor efectividad fue el EMP con concentraciones que van de 1-10 mg/mL, seguido del
EBJ (1-10 mg/mL), el EMC (2-17 mg/mL) y de la hoja el EAH (3-10 mg/mL). Las cepas
mas susceptibles fueron M. luteus (Gram +) y P. vulgaris (Gram -), ya que 9 de los 15
extractos probados inhibieron su crecimiento y 7 de ellos ocupando las concentraciones mas
bajas respecto a las demas cepas con menor susceptibilidad. La cepa mas resistente a los
extractos evaluados fue E. coli, con resistencia a 11 extractos, seguida de E. sakazakii y K.
pneumoniae, (todas Gram -) resistentes a 10 de los 15 extractos probados. Las cepas Gram+
presentaron mayor susceptibilidad a los extractos probados a diferencia de las cepas Gram -
, las cuales cuando mostraron susceptibilidad, fue a concentraciones elevadas del extracto
evaluado. Es sabido que las bacterias Gram + generalmente suelen ser mas susceptibles a
agentes externos que las Gram- esto debido a la presencia de membrana externa, la cual les
confiere una barrera mas ante la accion de antimicrobianos (106,153), sin embargo de las 11
cepas (4 de ellas Gram +) por el método de difusion en disco, L. monocytogenes fue una de
las mas resistentes a los extractos evaluados, caso contrario de P. vulgaris, que como se
menciond anteriormente fue susceptible a un nimero mayor de extractos los cuales

inhibieron su crecimiento a bajas concentraciones (1-10 mg/mL).
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En un estudio realizado por Dey y cols. (154) en el que determinaron la actividad
antibacteriana de 10 mg/mL de jugo de arilos de granada y 1 mg/mL de extracto metandlico
del pericarpio contra 6 cepas de bacterias ATCC (S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli,
K. pneumoniae, P. vulgaris y P. aeruginosa, en el que se observd gue el extracto metanolico
del pericarpio presenta un efecto inhibitorio mas fuerte que el jugo de granada, incluso a una
concentracion 10 veces menor, con halos de inhibicion que van de los 15 mm a 23 mm de
diametro, siendo una de las cepas mas susceptibles P. aeruginosa con un halo de inhibicién
de 20 mm, siendo este diametro mayor al encontrado en el presente estudio a la misma
concentracion (16 mm). Por su parte, Estherlydia y cols. (155) evaluaron la actividad
antibacteriana de extractos metandélicos de cascara y semilla y extractos acuosos de cascara,
pericarpio, semilla y fruto completo en polvo frente a microorganismos patdgenos (S.
aureus, Staphylococcus epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosa y Candida albicans),
encontrando que la mayor actividad fue presentada por los extractos acuoso de la cascara, a
una concentracion de 100 mg/mL frente a S. aureus con un halo de inhibicion de 22 mm;
para Staphylococcus epidermidis el metandlico de la cascara a una concentracién de 100
mg/mL y un halo de 14 mm, para K. pneumoniae el extracto crudo con un halo de 30 mm a
una concentracion de 100 mg/mL, para P. aeruginosa, el extracto acuoso de la cascara con
una concentracion de 12 mg/mL y un halo de 14 mm y para Candida albicans el extracto
metanolico de cascara con un halo de 22 mm a una concentracion de 100 mg/mL. En un
estudio realizado por Pradeep y cols. (156) observaron que al evaluar 2.5 g/mL de extracto
acetonico, metandlico y crudo del pericarpio contra 10 cepas de bacterias gastrointestinales
(S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. paratyphi A, Salmonella paratyphi B,
Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae serotipo 1, S. flexneri serotipo 2 y Vibrio
cholerae), el extracto metandlico y el acetonico presentaron un grado alto de actividad
antibacteriana al inhibir el crecimiento en todas las cepas con halos de inhibicion que van de
14 mm a 25 mmy de 12 mm a 22 mm respectivamente. Por otro lado, en un estudio realizado
por Choi y cols. (65) evaluaron la actividad antibacteriana de un extracto etandlico de cascara
contra una variedad amplia de cepas de Salmonella, entre ellas S. typhi, utilizando
concentraciones de 100, 200 y 500 ug/mL de extracto, encontrando halos de inhibicion que

van de 13.3-17.3 mm. En un estudio realizado por Abdollahzadeh y cols. (153) en el que

61



determinaron la actividad antibacteriana del extracto metandlico de la cascara del fruto de
granada frente a una variedad de bacterias, entre ellas S. aureus, encontraron que a
concentraciones de 4 mg/mL, 8 mg/mL y 12 mg/mL fue inhibido el crecimiento de la con
halos de inhibicion de 7.5 mm, 11.5 mm y 12.5 mm, cabe resaltar que en nuestra
investigacion, encontramos a una concentracion de 2 mg/mL un halo de inhibicion mayor al
reportado (10 mm) y a una concentracion de 13 mg/mL un didmetro de inhibicion de 15 mm.
En una investigacion llevada a cabo por Sadeghian y cols. (138) con extractos metandlico y
acuoso de la cascara contra 50 cepas de P.aeruginosa, S. aureus y Candia albicans aisladas
de pacientes hospitalizados, observaron que no se presentaron inhibiciones significativas a
concentraciones de 2.75 mg/mL, esto debido probablemente a la multiresistencia a
antibioticos de las cepas evaluadas. También cabe sefialar que las cepas empleadas en este
trabajo fueron silvestres y aparentemente sin multirresistencia. En otro estudio elaborado por
Al-Zoreky (105) en el cual evalud la actividad antimicrobiana de extractos de cascara frente
a 11 microorganismos entre los que destacan bacterias como L. monocytogenes, S. aureus,
E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae, encontr6 que el extracto mas efectivo de los
utilizados (éter dietil, metandlico al 80% y acuoso) resultd ser el metandlico al 80% a una
concentracion de 800 pg, inhibiendo el crecimiento en las 5 cepas, con halos de inhibicion
para Listeria monocytogenes de 20 mm, en S. aureus de 13 mm, en E. coli de 16 mm, en P.
aeruginosa de 18 mmy en K. pneumoniae de 16 mm, datos que contrastan con lo encontrado
en la presente investigacion, en la que las concentraciones utilizadas fueron mayores y se
obtuvieron halos de menor didmetro y en el caso de E. coli y P. aeruginosa no se presento
inhibicion. En otro estudio realizado por Malviya y cols. (157) en el que evaluaron la
actividad antibacteriana de 1.6 mg/mL de extractos de céscara etandlicos y de metanol-agua
a distintas concentraciones frente a 4 cepas de bacterias, entre ellas S. aureus, K. pneumoniae
y S. typhi, observaron que en el caso del extracto metanolico al 100% present6 inhibiciones
significativas, aunque no mayores a diferencia de los demas extractos frente a las cepas
evaluadas, destacando su actividad frente a S. aureus con un halo de inhibicion de 24.5 mm,
seguida de S. typhi con un diametro de 18.3 mm y K. pneumoniae con un halo de 11.3 mm,
datos que también difieren en lo encontrado en el presente estudio, ya que los halos fueron
menores en las dos primeras cepas bacterianas y en el caso de la Gltima cepa no se encontrd

inhibicion.
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En una investigacion llevada a cabo por Hajoori y cols. (158) con extractos acuoso,
metandlico, etandlico, de &cido acético y de éter petrdleo de cascara a dosis de 1 mg/mL, 2
mg/mL, 5 mg/mL y 10 mg/mL frente a cepas de bacterias dentro de las que destacan S.
aureus, E. coli, S. typhi, P. vulgaris y P. aeruginosa, mostrando que los extractos acuoso y
metanolico a una concentracion de 10 mg/mL fueron efectivos contra Salmonella typhi (12
y 13 mm respectivamente) y P. vulgaris (11 mm y 12 mm respectivamente), el etandlico a
una concentracion de 10 mg/mL contra E.coli (12 mm), Salmonella typhi (10 mm), P.
vulgaris (11 mm) y P. aeruginosa (12 mm), resultados que al ser comparados con los del
presente estudio, en las 5 cepas son inferiores a los encontrados a la misma concentracion
(10 mg/mL) en el caso del extracto metandlico. En otro estudio realizado por Hedge y cols.
(159) en el que evaluaron extractos de cloroformo, acetato de etilo, metandlico y acuoso de
la hoja frente a distintos microorganismos, entre los que destacan bacterias patdgenas como
S. aureus, Bacillus cereus, E. coli, Proteus mirabilis y S. typhi, encontraron que al aplicar
35 uL de los diferentes extractos en pozos creados en placas con agar, los extraidos a partir
de cloroformo presentaron inhibicién contra S. aureus con diametros de 10 mm y 16 mm
respectivamente, mientras que el extracto metandlico fue el mas efectivo al inhibir el
crecimiento de las 5 cepas, con halos de inhibicién de 13-30 mm. Un estudio realizado por
Nuamsetii y cols. en el 2012 (160) se evaluaron 30 pL de extractos acuoso, etanolico y
acetonico de pericarpio y arilos completos del fruto de granada contra 4 cepas de bacterias
relacionadas con alimentos (Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus y Salmonella typhimurium)
encontrando que los extractos etanolicos de la cascara y arilo fueron los mas efectivos contra
las 4 cepas, en el caso de la cascara con halos de inhibicién de 26.3-31 mmy con el arilo de
19.7-24.3 mm de didmetro.

En el presente estudio, también se realiz6 la determinacion de la CMI, para cuantificar la
menor concentracion en que los extractos inhiben el crecimiento bacteriano y encontramos
que a diferencia del método de difusion en placa, los extractos de polaridad intermedia
provenientes de la céascara y pericarpio presentaron mayor actividad antibacteriana en
relacién a los extractos polares. Los extractos con mayor actividad fueron el EAP y EAC ,
ya que inhibieron el crecimiento de las 11 cepas evaluadas; sin embargo, la mayor

efectividad la presento el EAP, debido a que a menores concentraciones que el EAC inhibio
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el crecimiento en 7 cepas, observandose CMIs de 5-15 mg/mL y de 5-20 mg/mL
respectivamente. De los extractos polares, el EMH tuvo la mayor actividad, inhibiendo el
crecimiento de 9 cepas con CMIs que van de 5-20 mg/mL, seguido del EMC, que aunque
inhibid el crecimiento de un menor ndmero de cepas, en dos de ellas la CMI fue menor a las
observadas en el EMC (2.5 mg/mL ). Para los extractos no polares, también se presentaron
diferencias en comparacion con el método de difusion en placa, ya que a excepcion del EHS,
presentaron actividad, siendo el EHP y el EHC los mas activos, inhibiendo el crecimiento
bacteriano en 7 y 6 cepas respectivamente, con CMlIs de 20 mg/mL en ambos casos. Para el
jugo, el EBJ contrario a lo observado en el método de difusion, sélo inhibio el crecimiento
en 3 cepas con CMls de 15-20 mg/mL y el EAJ inhibi6 en 1 cepa con una CMI de 20 mg/mL.
De los extractos de la semilla evaluados, solo el EMS present6 inhibicion en una cepa, con
una CMI de 20 mg/mL, por lo que esta parte de la planta fue la menos efectiva por este
método. La cepa con susceptibilidad a un nUmero mayor de extractos fue S. aureus ya que
10 de los 15 extractos evaluados inhibieron su crecimiento, seguida de M. luteus y P. vulgaris
con susceptibilidad a 9 extractos, notandose que los 3 extractos provenientes de la cascara 'y
pericarpio presentaron inhibicion frente a las 3 cepas, sin embargo P. vulgaris y P.
aeruginosa fueron las cepas inhibidas a una concentracion de extracto méas baja, ya que
frente al EMC se present6 una CMI de 2.5 mg/mL. Las cepas que tuvieron susceptibilidad a
un menor ndmero de extractos, fueron E. coli y K. pneumoniae, ya que solo el EAP y EAC

inhibieron su crecimiento.

En un estudio realizado por Choi y cols. (65), al determinar la CMI de un extracto etandlico
de cascara frente a 16 cepas distintas de Salmonella, entre ellas de S. typhi, observaron que
la concentracion minima inhibitoria fue de 250 pg/mL, confirmando el efecto antibacteriano
del extracto frente a la cepa bacteriana antes mencionada. Estos datos difieren con los
encontrados en el presente estudio, debido a que frente a la misma cepa, pero con el EMC,
la CMI fue de 15 mg/mL. Por otro lado, Duman y cols. (98) evaluaron la actividad
antimicrobiana de extractos de arilos de 6 variedades distintas de granada contra 3 cepas de
hongos y 7 de bacterias, entre las que destacan P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, M. luteus
y S. aureus, encontrando una CMI de los extractos entre 30 pg/mL y >90 pg/mL. En otro

estudio realizado en el 2012 (160), al evaluar la actividad antibacteriana de extractos
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acuosos, acetonicos y etanolicos de arilos y pericarpio del fruto frente a 4 cepas de bacterias,
entre ellas E. coli y S. aureus, encontraron que el extracto acuoso del pericarpio fue el més
efectivo frente a las dos cepas, con CMIs de 207 mg/mL frente a E. coli y <104 mg/mL
frente a S. aureus y el extracto etandlico del arilo con CMIs de 778 mg/mL para las dos cepas
evaluadas. En un estudio realizado por Fawole y cols. (161) para evaluar la actividad
antibacteriana de un extracto metandlico de la cascara de 7 variedades distintas de granada
frente a Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus y K. pneumoniae, observando que estos extractos
presentan un amplio espectro frente a cepas de bacterias tanto Gram+ como Gram-,
encontrando CMIs que van de 0.2-0.78 mg/mL. Por otro lado, Devi y cols. (12) evaluaron la
actividad antibacteriana de extractos metanélicos provenientes de la cascara, pericarpio y
semilla frente a las especies de bacterias Streptococcus sp., Lactobacillus sp.,
Staphylococcus sp. y Proteus sp., determinando que el extracto de la cascara fue el mas
efectivo, con CMIs de 0.2-3.2 mg/mL, siendo Streptococcus sp. y Staphylococcus sp. las
mas susceptibles y Proteus sp. la mas resistente. En un estudio realizado por Nascimento y
cols. (103) en el que evalud la actividad antimicrobiana de extractos etanolicos de 10
distintas plantas (entre las que destaca la evaluacion del extracto del pericarpio de la
granada) frente a 14 microorganismos distintos resistentes a antibiéticos, dentro de los que
se encuentran S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli, determinaron que el
extracto fue efectivo solo frente a P. aeruginosa con una CMI de 70 mg/mL. Por su parte,
Braga y cols. (64) evaluaron la inhibicién del crecimiento de S. aureus utilizando el extracto
metanolico del fruto de granada, encontrando que a una concentracion de 0.01% v/v el
crecimiento bacteriano fue retrasado y a una concentracion de 1% v/v este crecimiento fue
eliminado, por lo que consideran que el extracto tuvo un efecto bactericida frente a la cepa

probada.

Al evaluar el efecto bactericida o bacteriostatico de los extractos que presentaron inhibicion
frente a las cepas susceptibles, encontramos que P. aeruginosa fue la cepa mas susceptible,
debido a que 4 de los 8 extractos evaluados tuvieron efecto bactericida. EI EAP fue el
extracto que mostré efecto bactericida en un mayor nimero de cepas, ya que de las 11 cepas
en las que presentd actividad, en 6 de ellas inhibi6 al 100% el crecimiento al no presentar

diferencias significativas con el C+ (p<0.05), de las cuales 2 de ellas son Gram + (S. aureus
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y M. luteus) y 4 Gram - (K. pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa y S. flexneri), caso
contrario de las 5 cepas restantes, en las cuales tuvo un efecto bacteriostatico, al presentar
diferencias estadisticamente significativas en los logaritmos de crecimiento cuando se
comparé con el C+, por lo que se asume que los compuestos presentes en los extractos fueron
efectivos para frenar parcialmente el crecimiento bacteriano (162) mas no de manera total,
lo que sugiere que los compuestos bioactivos que puedan estar presentes en estos extractos
pierdan potencia durante la incubacion o que las concentraciones utilizadas no sean
suficientes para aumentar dicha inhibicion. En contraste a los resultados anteriormente
planteados, el EMC present6 efecto bactericida en 2 cepas Gram - (P. aeruginosa y S.
flexneri) inhibiendo al 100% el crecimiento, presentando un efecto igual al del antibidtico
empleado como C+ (p<0.05), resaltando que resultd ser el mas efectivo a la concentracion
mas baja, ya que frente a P. aeruginosa dicho efecto lo presentd a una CMI de 2.5 mg/mL
en comparacion con las cepas y extractos restantes en los cuales hubo inhibicién. Del mismo
modo los extractos EAC y EMH presentaron efecto bactericida en P. aeruginosa, sin
embargo aunque en el caso del EAC la inhibicion del crecimiento no fue al 100%, si no del
98.1%, no presento diferencias significativas al ser comparado con el C+, por lo que se
asume un efecto bactericida. Este efecto presentado, sugiere en el caso contrario al efecto
bacteriostatico, que los compuestos bioactivos que pueden encontrarse en estos extractos, ya
sea en mayor concentracion, son letales para las bacterias como lo fue la Ciprofloxacina, que
aunque al ser un producto quimico sintético y que a muy bajas dosis provoca la muerte
celular bacteriana en un amplio espectro de bacterias tanto Gram + como Gram -.

Los antimicrobianos naturales los cuales muestren un efecto bacteriostatico o bactericida,
pueden prolongar el tiempo de alargar la vida de anaquel de los alimentos y prevenir entre
otras cosas, infecciones causadas por alimentos contaminados. En este caso es de resaltar
que a partir de extractos que contienen compuestos quimicos que se encuentran de manera
natural en los alimentos como es el caso de los componentes de la granada, puedan presentar
un efecto similar al de un antibiotico aunque dicho efecto se presente a mayores dosis. La
actividad antibacteriana de los componentes del arbol de granada es conocida principalmente
debido a la presencia en sus componentes de compuestos fendlicos como taninos
(principalmente &cido elagico, punicalina y punicalagina), flavonoides, polifenoles,

antocianinas, entre otros compuestos (163,164) los cuales han sido utilizados en la medicina
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tradicional (64,165-167) y que cabe resaltar que suelen encontrarse generalmente presentes
en concentraciones elevadas a partir de extractos con caracteristicas polares (19), como lo
pueden ser en nuestro estudio los extractos metandlicos y butanolicos. Generalmente los
antimicrobianos tienen diferentes umbrales de concentracion para lograr la inhibicion del
crecimiento, los cuales dependen del mecanismo de accidn frente al microorganismo, dentro
de los que destacan tener como objetivos a la pared celular, la membrana células, a enzimas
metabdlicas, sintesis de proteinas y sistemas genéticos (168), por lo que los mecanismos de
accion de estos compuestos fendlicos presentes en la planta de granada para inhibir el
crecimiento de microorganismos es variado, como por ejemplo el presentar un efecto
desnaturalizante de enzimas (169), o también uniéndose estos compuestos a sustratos
enzimaticos como carbohidratos, vitaminas y minerales, volviéndolos no disponibles para
las bacterias (170,171), ademas de que los fenoles pueden ser absorbidos por la pared celular,
resultando en una disrupcién de la estructura y funcién de la membrana plasmatica y asi
también causando precipitacion de proteinas de membrana (161,172) o alterando la sintesis
de &cidos nucleicos como el ADN y ARN (172).

En general, los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden en algunos casos con
los reportados previamente en la literatura, pero en otros fueron distintos, esto debido
posiblemente a la gran diversidad en composicion y concentracién de compuestos bioactivos
en las distintas partes de la granada mexicana, por lo que en futuras investigaciones deberan
dirigirse para el aislamiento y caracterizacion de los compuestos de los componentes del
arbol de granada mexicana y su posterior utilizacion en un estudio biodirigido para conocer

los mecanismos de accion responsables de la actividad antibacterianadicha actividad.
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IX. CONCLUSIONES

1. El mayor rendimiento lo presentaron los extractos polares y el RAJ.

2. Los extractos polares y de polaridad intermedia presentaron inhibicion en la mayoria de

las cepas por el método de difusion en disco, siendo el EBJ y el EAJ los mas activos.

3. EI EMP y EBJ fueron los extractos mas efectivos al inhibir el crecimiento a menores
concentraciones (1 mg/mL a 10 mg/mL).

4. Las cepas mas susceptibles por el método de difusion en disco fueron M. luteus y P.
vulgaris y por el método de micro-diluciéon S. aureus, P. vulgaris, M. luteus y P.

aeruginosa.

5. La cepa mas susceptible por el método de micro-dilucion con efecto bactericida fue P.

aeruginosa.

6. El EAP fue el extracto mas efectivo en el método de micro-dilucion.

7. Lacepa mas resistente a los extractos evaluados fue E. coli.

8. Las cepas Gram + fueron mas susceptibles a los extractos probados.

9. Los 3 extractos provenientes de la semilla de la granada presentaron poca o nula

actividad.
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X. RECOMENDACIONES

Debido a que la evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 a partir de extractos de
los componentes de la planta de la granada y las concentraciones encontradas son
ligeramente elevadas en algunos casos al compararlas con la literatura, se sugiere el poder
realizar dicha evaluacion mediante un estudio biodirigido con los compuestos puros para
conocer cuéles son los compuestos responsables de la inhibicién en el crecimiento

bacteriano.

Seria conveniente el poder realizar la caracterizacion de los compuestos quimicos presentes
en las distintas partes de la variedad de granada mexicana para poder realizar a futuro una
comparacion en la cantidad y tipo de compuestos presentes en la variedad de nuestro pais en

relacion a las variedades de otras regiones del mundo.

Los resultados presentados en la presente investigacion se realizaron in vitro, por lo que seria
conveniente el poder realizar pruebas similares in vivo, para poder conocer los efectos

benéficos de los compuestos en relacion a la prevencion o control de infecciones.

Seria pertinente el poder llevar a cabo estudios como los realizados en el presente proyecto,
pero con cepas bacterianas que sean aisladas directamente de alimentos contaminados o
enfermedades nosocomiales, para poder conocer si existe un efecto benéfico frente a este

tipo de microorganismos que en ocasiones suelen ser resistentes a antibiéticos.
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