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Resumen

La cascara de granada ha sido reconocida como una buena fuente de compuestos bioactivos, que incluyen
propiedades antimicrobianas. Debido a la rapida propagacion mundial de aislados clinicos resistentes la
necesidad de encontrar nuevos agentes antimicrobianos es de suma importancia. Se evalué la actividad
inhibitoria de diversas cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas por parte de un extracto
elaborado a partir de la cascara de granada variedad Wonderful (Punica granatum L), a través del método
de Kirby Bauer (difusion en placa) y determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB).

No se encontré diferencia estadisticamente significativa en la inhibicién bacteriana entre las tres capas de
exocarpio, mesocarpio y endocarpio, por lo que los estudios posteriores se realizaron con una mezcla de
estas. La CMI fue distinta para cada cepa, desde 50 ug/mL para Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y
Salmonella sp. y 100 ug/mL para Listeria monocytogenes; sin embargo, la CMB no se pudo determinar en
L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella sp., puesto que se mostrd crecimiento inclusive con una
concentracién de 100 uyg/mL; en E. coli se observo la CMB a partir de 50 ug/mL. Debido a que se obtuvo
una respuesta inhibitoria por parte del extracto, se sugiere repetir la metodologia llevada a cabo, modificando
algunas condiciones que permitan obtener una vision mas clara en CMI y la CMB.
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Introduccion

Punica granatum L. es un pequefo arbol de la familia Punicaceae. Es un arbusto originario de Asia
occidental y Europa mediterranea y que también crece en las zonas de clima calido de América y otras
partes del mundo. Ademas del uso de sus frutos (granada), Punica granatum también se usa en varios
sistemas de medicina tradicional contra varias enfermedades [1].

Las cascaras en las granadas representan aproximadamente el 50% del peso total de la fruta, y la mayoria
de las veces se descartan como residuos sin ninguna valorizacién. Sin embargo, se ha informado que las
cascaras contienen cantidades mas altas de compuestos bioactivos y actividades biolégicas aun mas fuertes
que el jugo. La cascara de granada ha sido reconocida como una buena fuente de antioxidantes dietéticos
con potenciales beneficios terapéuticos, que incluyen propiedades antimicrobianas, anticancerigenas,
antiobesidad, antidiabéticas, antiulcerogénicas, antihipertensivas y antimutagénicas [2]; es una fuente
importante de compuestos bioactivos como acido elagico y sus derivados, elagitaninos como punicalina y
punicalagina, asi como acido hexahidroxidifénico [3].

Los agentes antimicrobianos son fundamentalmente importantes para reducir la carga mundial de
enfermedades infecciosas. Sin embargo, la aparicion y diseminacion de la cepa multirresistente (MDR) en
bacterias patdégenas se ha convertido en una amenaza significativa para la salud publica, ya que hay menos,
0 incluso a veces ninguno, agentes antimicrobianos efectivos disponibles para la infeccion causada por
bacterias patdgenas, segun la evidencia. Debido a la rapida propagacién mundial de aislados clinicos
resistentes, la necesidad de encontrar nuevos agentes antimicrobianos es de suma importancia [4].
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Debido a esto, el objetivo del presente trabajo se enfoca en el estudio de la actividad inhibitoria de un extracto
elaborado a partir de la cascara de granada variedad Wonderful sobre diversas cepas de bacterias Gram
positivas y Gram negativas mediante la evaluacién del efecto antimicrobiano y bactericida que este extracto
posee, pudiendo ser utilizados para estudios y aplicaciones posteriores.

Metodologia
Frutas de granada

Las frutas de granada de la variedad Wonderful fueron recolectadas en Ciudad Guzman, Jalisco, en
septiembre del 2019. Las frutas se pelaron manualmente, recolectando las tres diferentes capas que fueron
utilizadas en el estudio: endocarpio, mesocarpio y exocarpio. La cascara fue secada en una estufa de
desecacion y luego fue pulverizada con un molino eléctrico.

Preparacion de extractos

Para la obtencién de los extractos, se colocaron 16 g de cascara seca en un vaso de precipitado con 80 mL
de metanol al 80%, dejando 48 h en reposo. La solucién fue filtrada y, posteriormente, se evaporé el metanol
en estufa de desecacién a 40 °C. Los extractos secos se disolvieron en caldo soya tripticasa a una
concentraciéon de 400 mg/mL y esterilizados a través de un filtro de jeringa estéril de 0.22 um marca Luzeren.

Microorganismos y condiciones de cultivo

Las propiedades antibacterianas de los extractos de granada fueron evaluadas contra las siguientes cepas
bacterianas: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella sp. Las cepas
fueron activadas y mantenidas a 37 °C antes de su uso. Las cepas activas para las pruebas antimicrobianas
se sembraron en caldo Mueller-Hinton (MH) a 37 °C durante 8 h, para después de este tiempo ajustar a una
concentracion de 0.5 en la escala Mc Farland.

Diferenciacion inhibitoria de endocarpio, mesocarpio y exocarpio

Para la diferenciacion de la actividad inhibitoria entre las tres capas de las cascaras de granada se utilizé el
método de Kirby Bauer (difusion en placa), con las cepas bacterianas de Escherichia coli, Salmonella sp.,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Listeria sp, con las cuales se hizo la prueba de cada
capa por duplicado.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y ensayos de Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

La CMI se determiné utilizando un ensayo de acuerdo con la metodologia reportada por Wafa y
colaboradores [1] con algunas modificaciones. Fueron evaluadas concentraciones del extracto en un rango
de 6.2, 12.5, 25, 50 y 100 mg/mL. El inoculo bacteriano se encontraba a una concentracion final de 10°
CFU/mL de caldo Mueller Hinton, y en el cual fueron afiadidos las diferentes concentraciones de los
extractos para hacer un volumen final de 5 mL en cada tubo. El experimento también incluyd un control de
crecimiento y un control de esterilidad. La prueba fue realizada por triplicado, e incubada durante 24 h a 37
°C y 120 rpm. La concentracion del extracto a la cual no hubo crecimiento microbiano visible fue considerada
como la CMI.

La CMB fue determinada de acuerdo con la metodologia reportada por Gullon y colaboradores [3]. Se
seleccionaron las muestras que parecian tener poco o ningun crecimiento bacteriano de la prueba de CMI
y fueron inoculados alicuotas de 50 pL, utilizando la técnica de extensién en placa en agar Mueller Hinton e
incubadas a 37 °C durante 24 h, realizando las pruebas por triplicado. La concentraciéon del extracto que
causo la ausencia de colonias en la placa de agar fue considerada como la CMB.
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Analisis estadistico

El estudio estadistico para los datos arrojados en la prueba de diferenciacion inhibitoria entre las distintas
capas de la cascara de granada consistié en un analisis de varianza mediante la prueba de Fisher (a=0.05)
empleando el paquete estadistico MINITAB18®,

Resultados y discusion.

En el analisis estadistico realizado a los datos en la prueba de inhibicion entre las distintas capas de la
cascara de granada se obtuvo diferencia significativa unicamente para la cepa de E. coli, en donde el
endocarpio mostré estadisticamente menor actividad a mesocarpio y exocarpio (Figura 1), las pruebas de
inhibicidon con las otras cepas resultaron no tener diferencia estadisticamente significativa, en la mayoria de
los casos la inhibicion fue superior a 2 cm, por lo que se decidio trabajar con la mezcla de los extractos de
las tres capas de la cascara de granada. En vista de que no hay diferencia entre la actividad inhibitoria de
las diferentes secciones de las cascara, es posible pesar que la actividad no esta relaciona con los
pigmentos presentes en el exterior de la cascara, sino con los taninos que se encuentran también en las
secciones blancas de la cascara y que ahn mostrado en otros estudios actividad antimicrobiana y
antifungica.

Zonas de Inhibiciéon
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Figura 1. Zonas de inhibicion en diferentes cepas bacterianas. * indica diferencia significativa entre
endocarpio, mesocarpio y exocarpio para cada cepa (p < 0.05).

Los resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y de la concentracion minima bactericida (CMB)
se muestran en términos de positivo (+) y negativo (-), en donde (+) muestra un crecimiento de la bacteria y
(-) no muestra crecimiento. Los valores de la CMI con el extracto de granada fueron variables para cada
cepa bacteriana, desde 50 ug/mL para Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y Salmonella sp. hasta 100
pug/mL para Listeria monocytogenes (tabla 1); se procedié a evaluar la CMB de las mismas cepas
bacterianas con una concentracion de 25, 50 y 100 pg/mL.

La CMB no se pudo determinar en L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella sp., puesto que se mostro

crecimiento inclusive con una concentracion de 100 ug/mL; en E. coli se observd la CMB a partir de 50
pMg/mL. En otros estudios relacionados con extractos conteniendo taninos se han encontrado actividad
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inhibitoria solo a concentraciones de 250 y 500 ug/mL, por lo que es necesario evaluar concentraciones
mayores de estos extractos [5].

Tabla 1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) de extracto de
cascara de granada en bacterias Gram positivas y Gram Negativas.

Concentracion Minima Inhibitoria CMI

Concentracion Gram positivas Gram negativas
(ug/mL) L. monocytogenes S. aureus E. coli Salmonella sp.
100 - - - -
50 + - - -
25 + + + +
12.5 + + + +
6.2 + + + +

Concentracion Minima Bactericida CMB

Concentracion Gram positivas Gram negativas
(ug/mL) L. monocytogenes S. aureus E. coli Salmonella sp.
100 + + - +
50 + + - +
25 + + + +

Conclusiones

El extracto de la cascara de granado variedad “wonderful” presenté actividad antimicrobiana contra cepas
bacterianas Gram positivas y Gram negativas. Se mostré que no existe diferencia significativa entre las
distintas capas de dicha cascara, exceptuando al endocarpio para la cepa bacteriana E. coli. Es posible que
la actividad antimicrobiana puede deberse a la presencia de taninos, sin embargo, es necesario la
realizacién de la identificacion y cuantificacion de estos compuestos en la cascara.

La concentracion minima inhibitoria del extracto de la mezcla de las tres capas de la cascara fue variada en
cada cepa bacteriana evaluada, desde 50 pg/mL para Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y Salmonella
sp. y 100 ug/mL para Listeria monocytogenes. No se obtuvieron resultados satisfactorios para CMB, sin
embargo, se sugiere hacer un estudio mas profundo sobre los factores que puedan influir en la mejora de la
actividad antimicrobiana, ya sea evaluar metodologias como ultrasonidos para la obtencion de extractos de
la cascara con mayor concentracion de compuestos bioactivos, modificar otros factores como lo son la
temperatura, aumentar las concentraciones a evaluar y hasta valorar la encapsulacién de estos compuestos
para su inmovilizacion.

La cascara representa alrededor del 50% del peso de la granada, por lo que el aprovechamiento para la
obtencion de compuestos antimicrobianos naturales representa una alternativa a partir de lo que es
considerado un desecho sin valor comercial.
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