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RESUMEN 
 

 

Punica granatum L. “granada” es utilizada como parte de la medicina tradicional 

desde tiempos remotos para diversas enfermedades, muchos estudios han 

demostrado, que posee propiedades antioxidante, antiinflamatoria, antiparasitaria, 

antifúngico   y generalmente estos estudios se han realizado sobre cáscara de 

granada  en  extractos  hidroalcohólicos,  pero  pocas  investigaciones  se  han 

realizado en zumo de granada en extractos de acetona y acetato de etilo   para 

comprobar su actividad antibacteriana. Asimismo, evaluar la relación del contenido 

de un principio activo frente a esta propiedad antibacteriana. Por lo que el objetivo 

principal  del  presente  trabajo  es  evaluar  la  actividad  antibacteriana  en  los 

extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica granatun L. “granada”. 

La actividad antibacteriana se determinó mediante la prueba de sensibilidad, 

utilizando la técnica de difusión en disco. El fruto entero fue recolectado en el distrito 

de Chilca, provincia de Cañete, departamento de Lima. Los extractos se sometieron 

a maceración, filtración y finalmente secado.   Se prepararon 4 concentraciones de 

extracto en acetato de etilo y acetona en el zumo de Punica granatum L. “granada”; 

200 mg/mL. 300 mg/mL. 400 mg/mL. 500 mg/mL. Los cuales fueron enfrentados al 

crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia  coli  ATCC  25922  

y  Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  27853.  Las zonas  de  inhibición  se  

determinó  de  manera  cualitativa     de  acuerdo  a  lo establecido a la escala de 

Durafford; efecto   inhibitorio in vitro en   fitoterapia y según la CLSI en estándares 

antimicrobianos. Los halos de inhibición ( 16,5 , 14 y 

12 mm ) se obtuvo frente al crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Los halos de inhibición formados por Escherichia coli ATCC 25922 fueron de 12,5 

y 11 mm. y el estudio comparativo fitoterapéutico entre la inhibición microbiana y la 

cuantificación del ácido elágico fue inversamente proporcional a la inhibición 

microbiana. 

 

Palabras claves: Actividad antibacteriana, extractos de acetato de etilo y acetona 

del zumo de Punica granatun L. “granada”.



SUMMARY 
 

 

Since ancient times Punica granatum L. " pomegranate " has been used as part of 

traditional medicine for various diseases. Many studies have shown to have antioxidant, 

anti-inflammatory, antiparasitic, antifungal properties. Generally these studies have 

been carried out on pomegranate peel in hydroalcoholic extracts. But little researches 

have been done on pomegranate juice in extracts of acetone and ethyl acetate to 

check its antibacterial activity. Also, we wish to evaluate the relation of the content 

to the principal metabolite against to an antibacterial property. The main objective 

of the present work is to evaluate the antibacterial activity in the extracts   of   ethyl   

acetate   and   acetone   of   the   juice   of   Punica   granatun   L. “pomegranate”   

against   pathogenic   bacterias.   The   antibacterial   activity   was determined by the 

sensitivity test, using the disc diffusion technique. The fruit of Punica granatum L. 

“pomegranate” was collected in the district of Chilca, Cañete province, department of 

Lima. The extracts were subjected to maceration, filtration and drying. Four 

concentrations of extract in ethyl acetate and acetone were prepared in juice of Punica 

granatum L. “pomegranate”; 200 mg / ml. 300mg / mL. 400 mg / mL. 500mg / mL. 

The study was carried out on the bacterial inhibition of Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The 

zones of inhibition were qualitatively determined according to the established Durafford 

scale; Inhibitory effect in vitro in phytotherapy  and  according  to  the  CLSI    

antimicrobial  standards.  The  zones of inhibition were (16,5 , 14 and 12 mm ) against 

the growth of Staphylococcus aureus ATCC 25923. The zones of inhibition against 

the growth of Escherichia coli ATCC 

25922 were 12,5 and 11 mm. And comparative study between the microbial inhibition 

and  the  content  of  the  ellagic  acid  was  inversely  proportional  to  the  microbial 

inhibition. 

 

Key words: Antibacterial activity, ethyl acetate and acetone extracts from  Punica 

granatun L. juice. “pomegranate”.
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La Salud Pública enfrenta una crisis global a causa de la resistencia bacteriana. Esta 

crisis tiene diversas dimensiones, todas igualmente importantes: sobre uso 

inapropiado de los antibióticos existente que acelera exageradamente la resistencia; 

falta de disponibilidad de antibióticos efectivos para las poblaciones pobres y 

necesitadas; ausencia de innovación y desarrollo de nuevos antibióticos. 1 

 

Staphylococcus aureus es el mayor patógeno humano causante de infecciones a la 

piel y tejidos, neumonía, septicemia e infecciones por dispositivos asociados. La 

emergencia de  cepas resistentes a  meticilina  y otros  agentes  antibacteriales ha 

llegado a ser una preocupación mayor especialmente en el ambiente hospitalario.2 

Pseudomonas   aeruginosa   es   causante   de   infecciones   intrahospitalarias   y 
 

concretamente de infecciones adquiridas en las unidades de cuidados intensivos (UCI), 

entre las que destaca la neumonía asociada a ventilación mecánica (NAV). Entre los 

pacientes con neumonía nosocomial grave que precisan ingreso en la UCI, el 42% de 

las diagnosticadas etiológicamente se debe a bacilos gramnegativos, y Pseudomonas 

aeruginosa  es la causa en el 60% de los casos.3 

 
 

Las   enfermedades  epidémicas   emergentes   o   re-emergentes   constituyen   una 

amenaza        permanente        para        la        seguridad        sanitaria        mundial. 

El Duodécimo Programa General de Trabajo de la OMS define la reducción de la 

mortalidad, la morbilidad y las perturbaciones sociales que provocan las epidemias a 

través de actividades de prevención, preparación, intervención y recuperación como 

uno de los cinco imperativos estratégicos de la OMS para los años 2014-2019. Por 

ejemplo;  en  las  últimas  décadas  ha  aumentado  enormemente  la  incidencia  de 

Dengue en el mundo;  en la Región del Pacífico Occidental en el 2016 se notificaron 

más de 375 000 casos, 176 411 de ellos en Filipinas y 100 028 en Malasia, cifras que 

representan una carga similar a la de años anteriores en ambos países. Hasta la 

semana epidemiológica 11 de 2017, la Región de las Américas había notificado 50 

172 casos, cifra inferior a la registrada en el mismo periodo en años anteriores.4
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En muchos países se usó como parte de la medicina tradicional la Punica granatum 

L.; como hojas, jugo y cáscara de fruta para disentería, dolor abdominal y 

antiparasitario. La química analítica de diferentes partes de la granada ha sido 

estudiada por muchos investigadores; encontraron que la fruta y la cáscara de granada 

es una fuente rica de compuestos polifenólicos y  además, se informó en numerosos 

estudios por tener excelentes propiedades antifúngicas, antiprotozoarias, 

antioxidantes, anticancerígenas, antiinflamatorias y antibacterianas.5  El potencial 

terapéutico  de  la  granada  es  amplio  incluso  en  el  tratamiento  y prevención  del 

cáncer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, afecciones dentales, disfunción 

eréctil y protección contra la radiación UV .Otras aplicaciones potenciales ; isquemia 

cerebral infantil, alzheimer , infertilidad, artritis y obesidad.6 

 

Es por ello, necesario y conveniente hacer uso de la medicina tradicional a través de 

las plantas medicinales que han cobrado mayor importancia ante la aparición de 

nuevas enfermedades y la ineficacia que al cabo de un tiempo muestran algunos 

antibióticos por la resistencia de los microorganismos patógenos hacia el hombre. Esto 

conduce a la búsqueda de metabolitos activos en los extractos de los recursos 

naturales. A través del estudio de las plantas medicinales permite determinar el o los 

principios activos en un extracto vegetal y determinar la concentración mínima de 

acción o el efecto sinérgico de mezclas de estos metabolitos. 

Por toda esta problemática consideramos importante el desarrollo de este trabajo de 

investigación porque brindará una opción preventiva o curativa de las afecciones 

bacterianas en beneficio de la población de bajos recursos económicos.
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1. 1. Planteamiento del problema 
 

¿Tendrán actividad antibacteriana los extractos de acetato de etilo y acetona del 
 

Zumo de Punica granatun L. “granada”?. 
 

 
 

1.2. Objetivo general 
 

 
 

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de acetato de etilo y acetona 

del Zumo de Punica granatun L. “granada”. 

 
 
1.3. Objetivos específicos 

 

 
 

    Recolectar  e  identificar  la  planta  entera  y  fruto  de  Punica  granatum  L. 
 

“granada”. 
 

 Preparar  los  extractos  acetato  de  etilo  y  acetona  del  zumo  de  Punica 

granatum L. “granada”. 

 Analizar los fitoconstituyentes en los extractos de acetato de etilo y acetona 

del zumo de Punica granatum L. “granada”. 

 Analizar    cuali-cuantitativamente  el  ácido  elágico  en  el  zumo  de  Punica 

granatum L. “granada”. 

 Evaluar la actividad antibacteriana del zumo de granada Punica granatum L. 

“granada” en cepas certificadas Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922. 

 Comparar la actividad antibacteriana entre los extractos acetato de etilo y 

acetona en relación a la concentración del ácido elágico del zumo de Punica 

granatum L. “granada”.
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1.4. Variables: 
 

a).- Independiente: 
 

Extracto en  acetato de etilo 
 

Extracto en acetona 
 

b).- Dependiente: 
 

Actividad antibacteriana del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

 
 

1.5. Hipótesis. 
 

Los  extractos  acetato  de  etilo  y  acetona  del  zumo  de  Punica  granatum  L. 
 

“granada” tienen actividad antibacteriana.
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II.  GENERALIDADES 
 

 
 

2.1. Marco Referencial 
 

 

2.1.1. Antecedentes 
 

 

La actividad antibacterial de Punica granatum L. “granada” ha sido documentada en 
 

diferentes medios de extracción. 
 

 
 

El estudio del efecto antibacteriano de la cáscara de granada en extracto de Hexano, 

Acetato de etilo y Metanol desarrollado por Barathikannan en Arabia Saudita resulto 

los siguientes resultados: a una concentración de (2,5 mg/mL) Escherichia coli MTCC 

441 en Hexano 8 ± 1mm, Acetato de etilo 16 ± 1mm, Metanol 13 ± 2mm antibiótico 

patrón Estreptomicina 10 ug/ disco obtuvo 24 ± 1mm. En Staphylococcus epidermidis 

(clínica) en Acetato de etilo 10 ± 1mm. Estreptomicina patrón obtuvo 16 ± 1mm. En 

Hexano y Metanol no hubo inhibición.7 

Acerca del estudio de la actividad antibacteriana y antifúngica de la Punica granatum 
 

L. “granada” en extractos metanólico y acuoso concluye Sabbar de la universidad de 

la  India  que  la  actividad  antimicrobiana  es  mayor  en  la  cáscara  en  extracto 

metanólico en comparación con el jugo de granada. En Escherichia coli 20 mm, 

Pseudomonas aeruginosa 22 mm, Staphylococcus aureus 25 mm y en el jugo de 

granada  17 mm Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 21 mm, Staphylococcus 

aureus 23 mm.  En el extracto acuoso es casi similar el resultado en la cáscara en 

relación al jugo de granada. En la cáscara se obtuvo  Escherichia coli   20 mm, 

Pseudomonas aeruginosa 20 mm, Staphylococcus aureus 25 mm, y en el jugo de 

granada en Escherichia coli    20 mm, Pseudomonas aeruginosa 19 mm, 

Staphylococcus aureus 26 mm .8 

 
 

La investigación realizada por Abdullah en Irak acerca de la actividad antibacteriana 

en el zumo de granada demostró que el extracto acuoso presento inhibición de 14 

mm contra Pseudomonas aeruginosa fue significativamente mayor que la de 4mm en
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ciprofloxacino, amikacina 2 mm y ampicilina. Asimismo, la inhibición era de 13 mm 

contra Escherichia coli menor que ciprofloxacina de 17 mm, para la Staphylococcus 

aureus zona de inhibición fue de 14,5 mm que fue mayor en  comparación 2 mm en 

amikacina y 8 mm para ampicilina, pero fue menor en ciprofloxacino (16 mm). 5 

 
 

En  el  estudio  de la concentración  inhibitoria  máxima  IC50  (ug/mL)  de  jugos  de 

granada Marca POMX (marca comercial)  realizado por Muntha en la universidad de 

Missisipi –USA en fracciones de  acetato de etilo y en extracto acuoso de jugo de 

granada.  Se presentaron los siguientes resultados: en la fracción de acetato de etilo 

etOAc presento un IC50 contra Escherichia coli de 50 ug /mL, Pseudomonas 

aeruginosa de 45 ug/mL y MRSA fue de 50 ug/ mL. En el extracto de zumo de granada 

demostró un IC50 contra Escherichia coli de 25 ug/mL, Pseudomonas aeruginosa de 

20 ug/ mL y MRSA 25 ug/mL.9 

 
 

Los resultados de investigación acerca de la concentración mínima inhibitoria (MIC) en 

bebidas comerciales de jugo granada y jugo fresco de granada reportado por 

Betanzos-Cabrera en México mostraron los siguientes resultados: 20% de inhibición 

para jugo fresco de granada y para las marcas Ocean Spray ® al 20% inhibió el 

100% Del Valle ® 20% solo inhibió   15% de las cepas   Jumex® y Sonrisa® no 

mostraron inhibición .10 

 
 

Estudios en Brasil realizado por Machadoa sobre el pericarpio del fruto fresco de 

Punica granatum L.  “granada”  en  extracto  etanólico  el  cual  ha  sido  sometido  a 

fracciones de Hexano, Cloroformo, Acetato de Etilo y Butanol. La actividad 

antibacteriana por los Punicalagin fue para una concentración 250 μg – método por 

difusión  de  disco  con  una  clara  inhibición  de  20mm  para  todas  las  bacterias 

testeadas. Y la concentración mínima inhibitoria MIC fue de 61.5 μg mL-1 .11 

 

 

Sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus y Pseudomonas  aeruginosa in vitro en 

cáscara de Punica granatum L. “granada” en extracto hidroalcohólico realizado en
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Trujillo –Perú por Bernal encontró que a medida que aumentaba la concentración del 

extracto hidroalcohólico de la cáscara del fruto maduro de Punica granatum L. 

“granada” el porcentaje de inhibición aumentaba  y la cepa Staphylococcus aureus 

tuvo mayor porcentaje de inhibición (p<0,05) que  Staphylococcus aureus. ATCC 

25923, mientras que Pseudomonas   aeruginosa es la que menos porcentaje de 

inhibición presento. La concentración mínima bactericida de Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 es a partir de la concentración 7,88 mg/mL, 

mientras Pseudomonas aeruginosa fue a partir de 31.25 mg/mL.12 

 
 
 

La Punica granatum L. “granada” cuya especie pertenece a la familia de Lythraceae 

del genero Punica. Es una planta que se origina desde hace muchos años desde los 

egipcios y caminantes del desierto.6  Punica granatum L. “granada” es una planta 

medicinal cuyo fruto posee propiedades terapéuticas es cultivada en las regiones 

tropicales y subtropicales de todo el mundo. En el Perú se cultiva en Ica, Lima, La 

libertad, Tacna, Moquegua y Lambayeque. 12 

 
 

El uso popular extendido de esta planta le ha otorgado propiedades útiles para la 

medicina; las semillas son demulcentes, la corteza y las flores se preparan para 

eliminar la tenia y como vermífugo en general, las flores y las cascaras del fruto se 

usan como astringentes y para descargar crónicas de moco, hemorragias pasivas, 

enfermedades de la boca, sudor de noche, diarreas y diabetes , en el caso particular 

del pericarpio del fruto se emplea en diferentes preparados para tratar úlceras 

pépticas, lepra, inflamación, como abortivo, anticonceptivo, trastornos del tracto 

respiratorio, urinario y gastrointestinal.12,13 

 

 

El ácido elágico es un elagitanino presente en el metabolismo secundario de los 

vegetales, su principal característica es su capacidad antimicrobiana, antioxidante, 

antimutagénica, anticarcinogénica y antiviral. El ácido elágico ha probado ser un 

potente antimicrobiano, se han realizado trabajos experimentales contra patógenos 

como Staphylococcus aureus en donde no permitió la coagulación del plasma en un
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tiempo de incubación de 24 h a 37°C, inhibiendo el crecimiento del microorganismo. 

En  otro  estudio  los  precursores  del  ácido  elágico  (Punicalagina),  obtenidos  de 

cáscara de granada (Punica granatum L.), mostraron actividad antibacterial contra 18 

cepas patógenas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (por sus siglas 

en inglés MRSA), con una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 61.5 μgmL-1 .13 

 
 

Existen antecedentes que indican el potencial antimicrobiano de componentes de 

especies vegetales distribuidas en la zona semidesiértica de México. Entre estas 

especies vegetales destacan la gobernadora (Larrea tridentata Cov.), la nuez (Carya 

illinoensis) y la granada (Punica granatum L.). 14 

 
 

Las propiedades antioxidantes del ácido elágico permiten neutralizar los radicales 

libres, las sustancias tóxicas y activar las enzimas antioxidantes, que contribuye a 

consolidar  el  sistema  de  defensa  del  cuerpo.  Por  otra  parte,  se  han  informado 

muchas propiedades beneficiosas en particular para el ácido elágico y compuestos 

fenólicos en general, propiedades antiinflamatorias, anti-microbianas y anti- 

alergénicos confirmadas por muchos científicos.15 

 

 

El ácido gálico se utiliza comúnmente en la industria farmacéutica. Parece poseer 

propiedades anti-fúngicas y anti-virales. El ácido gálico actúa como antioxidante y 

ayuda a proteger las células humanas contra daño oxidativo. Se encontró también 

que muestra citotoxicidad contra las células cancerosas, sin dañar las células sanas. 

El ácido gálico se utiliza como un astringente remoto en casos de hemorragia interna. 

También se utiliza para tratar la diabetes y la albuminuria.16 

 

 

Los polifenoles representan uno de los componentes abundantes en la Punica 

granatum L.; la hidrólisis de estos compuestos genera monofenoles de alto interés 

médico-farmaceútico, alimentario, agronómico e industrial. 13,15 

En el presente trabajo se evaluara la actividad antibacteriana de los extractos acetato 

de etilo y acetona del zumo de Punica granatum L. “granada”.
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2.2. Marco conceptual 
 

 

2.2.1. Clasificación taxonómica 
 

 

La  posición  taxonómica  según  el  herbario  del  museo  de  historia  natural  de  la 
 

U.N.M.S.M. Ver anexo N° 1 
 

 

La granada (Punica granatum L.) es el fruto de un árbol perteneciente a la familia 

punicaceae. Es nativo de Irán hasta el Himalaya en el norte de la india 9,10,17,18 y ha 

sido cultivado y naturalizado en toda la región del mediterráneo desde la 

antigüedad.18,19,20 Los estudios demuestran que el jugo de granada tiene una potente 

actividad antioxidante6,9,10 (capacidad de eliminar los radicales libres), 

significativamente más alta que los jugos de frutas más comúnmente consumidos, 

como la uva, el arándano, el pomelo y la naranja.10 Esta actividad se ha atribuido  a 

los polifenoles 5,6,8 antioxidantes, que incluyen los elagitaninos (taninos hidrolizables) 

y las antocianinas (taninos condensados). 6,8,9,10 

 

La planta de granada es un arbusto erecto y su fruta es conocida por ser rica fuente 

elagitaninos   bioactivos.19 El fruto es baya globosa, llena de lóbulos de cálices 

persistentes con un pericardio aleado lleno de numerosas semillas, que son 

redondeado por una pulpa de color rosa a rojo, transparente, jugosa, ácida y 

agradable. 9,19 

 

Figura N° 1: Arbusto de la planta Punica granatum L. “granada” 
 

 

 
 

 

Fuente: Ilustración del cultivo del granado (Taype)17
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2.2.2. Distribución geográfica 
 
El granado es un frutal cultivado desde la antigüedad y como se ha indicado su 

centro de origen se encuentra en Oriente Próximo (Centro IV de Vavilov) . Desde 

aquí se difundió a diferentes zonas donde se cultiva y en las que existe gran diversidad 

genética como consecuencia de su propagación por semillas, que germinan con gran 

facilidad o son difundidas por aves y otros animales. La gran diversidad que presenta 

la especie queda patente por el gran número de variedades descritas en los diferentes 

países de Oriente, área mediterránea y occidente. Así en España se dispone del 

principal banco de germoplasma de Europa con más de 104 accesiones, y en otros 

países como India, Turkmenistán, Irán, etc. también existen grandes colecciones, 

como la existente en Irán (principal productor mundial) con más de 760 accesiones o 

en Turkmenistán, cuya estación experimental de recursos genéticos de plantas, creada 

en 1934, cuenta con 1117 accesiones.21 En el Perú se cultiva en Ica, Lima, La libertad, 

Tacna, Moquegua, Lambayeque.12,22 

 

Figura N° 2: Centro de origen Oriente Próximo (Centro IV de Vavilov) . 
 

 

 
 
 

Fuente: Sánchez Mongue 21
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Figura N° 3: Puntos de cultivo en el Perú 
 

 
 

 

Fuente obtenida de: URL:  http://eol.org/pages/582971/maps 21 

 

2.2.3. Uso tradicional 
 

 

El uso de la granada ha sido mencionado en la literatura antigua, incluyendo textos 

eyurvédicos,6   papiros  Ebers  y  documentos  griegos,  medicina  yuyani.6,9   Se  ha 

utilizado como un vermifugo,5,6,10,11,12 astringente, bactericida, refrigerante, 

estimulante, afecciones estomacales, asma, bronquitis, tos, problemas cardiacos,9,10 

disentería 5  , diarrea ,6,10,11  dispepsia, fiebre, inflamación, trastornos hemorrágicos, 

heridas, úlceras, moretones, llagas, lesiones en la boca, vaginitis, infecciones del tracto  

urinario,  tinte  para  el  cabello,  para  mejorar  la  malaria,  y  las  fiebres estacionales. 

9,10,12,23 

 

2.2.4.  Descripción  botánica17 
 

 

Pequeño árbol caducifolio, a veces con porte arbustivo, de 3 a 6 m de altura, con el 

tronco retorcido. Madera dura y corteza escamosa de color grisáceo. 

 

Hojas: Son de color verde brillante, lustrosas por el haz y con el borde entero. Nacen 

opuestas o casi opuestas sobre las ramas o bien agrupadas formando hacecillos,

http://eol.org/pages/582971/maps
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tienen forma lanceolada a abovada, un pecíolo corto y son ligeramente correosas. 

Generalmente miden 2 - 8 x 0,8 - 2 cm, y tienen un nectario apical que segrega 

azúcares (fructosa, glucosa, sucrosa); las estípulas son rudimentarias y difíciles de 

apreciar. 

 

Flores: Hermafroditas, solitarias o reunidas en grupos de 2 - 5 al final de las ramas 

nuevas y de 3 - 4 cm de diámetro. Son grandes y de color rojo, lustrosas, 

acampanadas, subsentadas, con 5 - 8 pétalos y sépalos, persistiendo el cáliz en el 

fruto.  En  algunas  variedades  las flores son  abigarradas e  incluso  matizadas  en 

blanco. 

 

Fruto: Baya globosa denominada balausta, de color rojo brillante, verde amarillento, 

o blanquizco, rara vez violeta, cuando madura, estando coronado por el cáliz, de 5 - 

8 cm de diámetro, lleno de semillas y cuenta con una cáscara coriácea. 
 

 

Semillas: Son angulares y duras por dentro, la capa externa de la testa está cubierta 

por una capa delgada o pulpa jugosa, roja, rosa o blanco amarillenta, astringente, 

sub ácida o ácida. 

 

Figura N° 4: Partes del fruto Punica granatum L. “granada” 
 

 

 
 

Fuente: Ilustración de Punica granatum L. (Otto W. Thomé: Flora von Deutschland, 

Österreich und der Schweiz, 1885) 24

https://es.wikipedia.org/wiki/Thom%C3%A9
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2.2.5. Requerimientos edafoclimaticos 17,22 
 

 
o  Clima 

 

 

El clima que más conviene al granado es el clima subtropical e incluso el tropical. Los 

mejores frutos se obtienen en las 10 regiones subtropicales donde el periodo de 

temperaturas elevadas coincide con la época de maduración de las granadas. El 

granado exige mucha agua y frescura para sus raíces y solamente en estas 

condiciones es cuando da muchos frutos de buena calidad. Al mismo tiempo soporta 

muy bien la sequía.  El granado  prefiere más bien  un  clima  templado  e  incluso 

caluroso que los relativamente fríos. 

 

o Suelo 
 

 

El granado no es exigente en suelo. Sin embargo, da mejores resultados en suelos 

profundos; le conviene las tierras de aluvión. Los terrenos alcalinos le son favorables; 

incluso los excesos de humedad favorecen su desarrollo. El suelo ideal debe ser ligero, 

permeable, profundo y fresco. Le es indiferente la alcalinidad o acidez del suelo. Es 

tolerante a la sequía, a la salinidad, a la clorosis férrica y a caliza activa. 

 

o Altitud 
 

 

Desde el nivel del mar hasta los 1000 msnm 
 

 

o Temperatura 
 

 

Presenta un amplio rango de adaptación desde -5 a 30°C. Las condiciones ideales 

de adaptación y rendimiento se dan en climas cuyas temperaturas fluctúa entre los 

15 y 25°C. En nuestro país, se adaptan muy bien a las zonas del sur de la costa central 

regiones de Lima e Ica. La época de cosecha se inicia en los meses de marzo a mayo.
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2.2.6. Variedades17,22 
 

 

o Mollar de Elche.- Árbol muy vigoroso de rápido desarrollo, fruto grande, grano 

grueso, rojo oscuro y pepetilla (semilla) muy reducida y blanda. 

o Mollar   Valenciana.-   Árbol   vigoroso,   fruto   de   tamaño   grande,   forma 

redondeada y aplanada, granado grueso y pepetilla muy reducida. Se 

caracteriza por ser de recolección temprana. 

o Acco & Shani.- Es un árbol de tamaño mediano con un fruto (300 g)  la 

segunda semana de febrero tiene arilos de color rojo, tamaño mediano, sabor 

dulce y es la segunda variedad más cultivada en el Perú. 

 

Las variedades que se encuentran propagando con éxito en nuestro país son la 
 

“WonderfulL”, y “Mollar de Elche”. 
 
 
 

 
2.2.7.- Valor nutricional 

 
Tabla N° 1: Composición nutricional del arilo de granada 

 
Componente Unidad Valor 

Agua g 80,97 

Energía Kcal 68 

Proteína g 0,95 

Grasa g 0,30 

Carbohidratos g 17,17 

Fibra dietética g 0,6 

Azúcares totales g 16,57 

Vitamina C g 6,1 x 10-3 

Vitamina A UI 108 

Vitamina E g 0,6 x 10-3 
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Vitamina K g 4,6 x 10-6 

Fitoesteroles g 17x 10-3 

 
α- caroteno 

g 50 x 10-6 

β- caroteno g 40 x 10-6 

Fuente: Carbonel y Sánchez (2012) 25   

 

 
 
 

2.3. Estudio químico 
 

 

La importancia medicinal de la Punica granatum L. es sin duda la presencia de algunos 

de sus metabolitos especiales como: alcaloides, glucósidos, resinas, aceites volátiles, 

gomas y taninos, etc. Son los principales activos usualmente concentrados en los 

órganos de almacenaje de la planta.19  Investigaciones recientes indican los muchos 

beneficios terapéuticos de los constituyentes químicos de la granada; estos son el 

ácido elágico, ellagitaninos 13 (incluidos los punicalcalinos, acido púnico, flavonoides, 

antocianinas, antocianidinas, flavonol estrogénicos y flavonas.18,20 

 

Tabla N° 2: Tabla de los principales constituyentes químicos de Punica granatum L. 

árbol y fruto. 
 

1.  Jugo de granada                             Antocianinas, glucosa, ácido ascórbico, 

ácido elágico, ácido gálico, ácido 

cafeico, catequina, quercetina, rutina, y 

numerosos minerales y aminoácidos. 

2.  Aceite de semilla de granada          95% de ácido púnico, otros 

constituyentes incluido el ácido elágico, 

esteroles y ácidos grasos.

3.  Pericarpio de granada 
(cascara externa, recubrimiento 

interno) 

Punicalginos fenólicos, ácido gálico 

otros ácidos grasos,  catequina, 

quercetina, rutina, flavonoles, flavonas, 

flavononas y antocianinas.

4.  Hojas de granada                            Taninos (punicalino y punicafolino) y 

flavonas glucosidicas, incluidas
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luteolina y apigenina. 

5.  Flores de granada                           Acido gálico, ácido ursólico, 

triterpenoides, ácido maslínico, ácido 

asiático, y demás constituyentes aun no 

identificados. 

6.  Tallo y raíz de granada                   Numerosas piperidinas alcaloides, 

Ellagitaninos, incluidos punicalino y 

punicalagino 

Fuente: Garachh, D. Et al. Phytochemical and pharmacological profile of  Punica 

granatum 20 

 

 
 

2.3.1. Taninos 
 
Los vegetales y frutos tienen la capacidad de acumular taninos en la totalidad de la 

planta de la que provienen: semillas, frutos, madera, raíz, hojas. En condiciones 

normales,  los taninos vegetales  representan  del 2  al  7% del peso  fresco  de  la 

planta.26 

 

2.3.1.1. Clasificación de taninos 
 

 

Los taninos químicamente se presentan como agrupaciones de grupos glicósidos y 

polifenólicos; La clasificación de los taninos se basa en los colores que forma con las 

sales de Fe (III). La clasificación más común de los taninos es la siguiente:27 

 

o Taninos catecólicos (pirocatecólicos) o flovataninos. Ejemplo:  el ácido 

quinotánico del quino y el ácido catecutánico del catecú, presentan las 

siguientes características. 

    Dan catecol por calentamiento 
 

    Dan flobafenos rojos insolubles, por ebullición con HCl. 
 

    Dan solución verde con solución de FeCl3 
 

    Precipitan con solución de bromo 
 

 
 

o Taninos  Pirogalotaninos  presentes  en  las  cortezas  de  roble  y  granado. 
 

Presentan las siguientes características:
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    Dan pirogalol por calentamiento 
 

    Dan ácido tánico ó ácido elágico por ebullición con HCl 
 

    Color azul con FeCl3. 
 

    No precipitan con solución de bromo 
 
 
 

 
2.3.1.2. Identificación de coloración: 

 

 

Cloruro férrico (FeCl3). Cloruro de hierro (III) como catalizador de reacciones de 

alquilación de benceno. La “prueba del cloruro férrico” es una prueba colorimétrica 

tradicional para fenoles, que usa una disolución al 1% de cloruro de hierro (III) 28,29,30 

 

2.3.2. Polifenoles 
 

 

Se han identificado más de 4000 compuestos polifenólicos individuales, los cuales 

se han dividido en dos grandes grupos: los flavonoides y los no flavonoides. Estos 

últimos incluyen a las moléculas más sencillas, como los ácidos fenólicos con 

esqueletos químicos de seis carbonos (C6), ligados o no con esqueletos de dos 

hasta cuatro carbonos (C6-C4). Ejemplos más complejos de compuestos no 

flavonoides son aquellos cuyos esqueletos poseen su porción C6 unida a porciones 

C2 y a otro anillo C6, como en el caso de los estilbenos, galotaninos o elagitaninos. 

Estos últimos son conocidos como taninos hidrolizables, los más  complejos de los 

fenoles no flavonoides.26 

 

2.3.2.1. Origen Biosintético de los polifenoles 
 

 

Biogenéticamente, el ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) es producto del 

metabolismo del ácido sikimico. Se forma por deshidrogenación y en algunos casos 

especiales por oxidación del ácido protocatéquico. La glucosilación del ácido gálico 

requiere la intervención de la uridindifosfoglucosa (UDP- glucosa) y la 

monogaloilglucosa formada –la β-glucogalina puede dar posteriormente, funcionando 

tanto como dador o aceptor de glucosa, a un diester 1,6-di-O-galoil-β-D-glucosa y asi 

sucesivamente hasta llegar a la pentagaloilglucosa. Los taninos hidrolizables son
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oligo o poliésteres de un azúcar y de un número variable de moléculas de ácido 

fenol. El azúcar, es generalmente la glucosa. El ácido fenol es el ácido gálico en el 

caso de taninos gálicos, o el ácido hexahidroxidifenico HHDP y sus derivados de 

oxidación (dehidrohexahidroxidifenico= DHHDP; ácido chebulico) en el caso de taninos 

elágicos.29 

 

Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos, provienen de la 

esterificación de compuestos polifenólicos no flavonoides, como el ácido gálico o 

elágico, respectivamente.26



 

 

Figura N° 5: Biogenética de los taninos hidrolizables 
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Fuente: Bruneton - Farmacognosia  Fitoquímica de plantas medicinales.29 
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2.3.2.2. Distribución 
 

 

Los polifenoles se originan  principalmente  en  las plantas, como producto  de  su 

metabolismo secundario. Algunos son indispensables para las funciones fisiológicas 

vegetales. Otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y 

estímulos diversos (hídrico, luminoso, etc.).30 La distribución de los compuestos 

fenólicos en los tejidos y células vegetales varía considerablemente de acuerdo al 

tipo de compuesto químico que se trate, situándose en el interior de las células o en 

la pared celular. Punica granatum L. se caracterizan por tener una gran cantidad y 

variedad de polifenoles están los galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos 

condensados, los cuales tienen funciones de protección contra mamíferos y 

microorganismos.14 

 

2.3.2.3 Estructura química de los polifenoles 
 

 

Los compuestos fenólicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en 

común un anillo aromático con uno o más substituciones hidroxilos, y que ocurre 

frecuentemente como; glicósidos, combinados con unidades de azúcar. Son 

relativamente polares y tienden ser solubles en agua; pueden ser detectados con el 

intenso color verde, púrpura, azul o negro, que produce cuando se les agrega una 

solución acuosa o alcohólica al 1% de cloruro férrico.28,29 

 

Los compuestos polifenólicos varían ampliamente en estructura, desde los más 

simples (monómeros y oligómeros) hasta los polímeros complejos de peso molecular 

alto (taninos). En el caso de galotaninos o elagitaninos los hidrógenos de carbono en 

los esqueletos básicos pueden ser sustituidos por grupos hidroxilo o carboxilo, dando 

lugar a compuestos específicos como el ácido gálico (ácido fenólico sustituido por 

tres grupos oxidrilo).26
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2.3.2.4. Clasificación de los polifenoles 
 

 

Los polifenoles se han dividido en dos grandes grupos: los flavonoides y los no 

flavonoides. Estos últimos incluyen a las moléculas más sencillas, como los ácidos 

fenólicos, benzoquinonas, estilbenos , taninos hidrolizables etc. 26,27 

 

Figura N° 6: Estructuras químicas de compuestos polifenólicos no flavonoides 
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Estilbenos 

 

 
 
 
 
 

C6-C2-C6 

 

 
 

 
 
 
 
 

Taninos hidrolizables 

(unidades de ácido gálico o 

elágico unidos a carbohidratos) 

 
 
 
 
 
 

 
Estructuras variadas 

 

 
 

 
 

 
 

Fuente: Vázquez-Flores Taninos hidrolizables y condensados: Naturaleza química 26 
 

 
 
 

2.3.2.5. Propiedades benéficas de los polifenoles 
 

 

Los  polifenoles  son  conocidos  por  sus  propiedades farmacológicos  por  ejemplo; 

como antioxidante, antiinflamatorio, antimutagénico, anticarcinógeno y 

antimicrobiano.6 Los taninos condensados (pro-antocianidinas) y taninos hidrolizables 

(HT) (ellagitaninos y gallotaninos) son altamente susceptibles a la hidrólisis tanto 

enzimática como no enzimática. Los productos de hidrólisis incluyen glucosa y ácido 

elágico o ácido gálico.18
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2.3.3.  Ácido elágico 
 

 

o Origen 
 

 

El ácido elágico se conoce por su nomenclatura IUPAC como 2,3,7,8- 

tetrahidroxichromeno[5,4,3-cde]chromeno-5,10-diona.17 El ácido elágico es un 

compuesto fenólico, derivado dimérico del ácido gálico, que en los frutos que lo 

contienen se puede encontrar en forma libre, glicosilado o como simple o complejos 

elagitaninos (ésteres de ácido hexahidroxidifénico).13,31 

 

o Peso molecular 
 

 

Su peso molecular es 302.2 gmol, además es insoluble en agua y   ligeramente 

soluble en solventes orgánicos.13 

 

o Punto de fusión: 
 

 

El ácido elágico es una molécula muy estable 13,32 (tiene un punto de fusión de 350°) 

y por su naturaleza fenólica tiende a reaccionar formando complejos con otras 

moléculas como proteínas, alcaloides y polisacáridos.32 

 

o Hidrólisis: 
 

 

Es a través de la hidrólisis ácida que se produce ácido elágico libre y la subsecuente 

liberación de unidades hexahidroxidifenol (HHDP) y de un grupo éster.13,31,33 

 

o Distribución: 
 

 

La principal fuente de obtención de elagitaninos y ácido elágico es la vegetal, 

principalmente en las hojas, ramas, raíces, tallos, frutos y cortezas .13 Se encuentra 

en diferentes tejidos de las frutas (piel, pulpa, semillas, aquenios en fresas) y a distintas 

concentraciones.31
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o Importancia 
 

 

La importancia de este metabolito radica en que su molécula tiene gran similitud con 

la de compuestos de naturaleza estrogénica presentes en mamíferos. Esto le ha valido 

ser intensamente estudiado por su posible efecto supresor de tumores cancerosos en 

glándula mamaria. Se ha encontrado que el ácido elágico posee propiedades que 

actúan en contra de agentes que pueden resultar nocivos para la salud 31, como lo 

son los radicales libres 13  que son los responsables de procesos como la oxidación 

que se puede representar como el proceso de envejecimiento de las células del 

organismo.31 

 

o Aplicación terapéutica 
 

 

El ácido elágico ha demostrado ralentizar o incluso impedir la división de las células 

malignas. Por otra parte, presenta una potente actividad antioxidante, impidiendo así 

la propagación del cáncer 6 e inhibir la replicación de los virus, tales como el virus de 

inmunodeficiencia humana y el del papiloma humano.13  Las propiedades 

antioxidantes  del  ácido  elágico  permiten  neutralizar  los  radicales  libres,  quelar 

metales tóxicos y activar enzimas antioxidantes, contribuyendo así al fortalecimiento 

del sistema de defensa antioxidante del cuerpo. Además, otras propiedades 

beneficiosas antiinflamatorios, antimicrobianos y antialérgicos etc.6,15 

 

o Actividad antioxidante 
 

 

Los jugos comerciales de granada muestran una actividad antioxidante tres veces 

mayor que el vino tinto. El principal compuesto antioxidante en el jugo de granada 

son los taninos hidrolizables, pero antocianidinas y derivados del ácido eágico 

contenidos en el jugo, también contribuyen a la capacidad antioxidante total.13 

 

o Estudios en anti-lipoxidación o disminución de LDL 
 

 

Anderson  y  col.,  demostraron  que  el  ácido  elágico  en  sinergismo  con  otros 

polifenoles reduce los niveles de LDL previniendo riesgos de problemas cardiacos y 

obstrucción de venas.13
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o Estudios en Diabetes 
 

 

El consumo de jugo de granada redujo significativamente el estrés oxidativo   en 

pacientes diabéticos, como lo demuestra un 56 % de reducción en los peróxidos de 

lípidos y un 28 % de TBARS (reactivo con ácido tiobarbitúrico) en comparación con los 

niveles basales de suero. Los investigadores concluyeron que a pesar de los azúcares 

naturalmente presente en el jugo de granada, el consumo no afecta a los parámetros 

diabéticos.6 

 

o Estudios en cáncer de próstata 
 

 

Con la ayuda de ensayos in vitro se utilizó el suero de paciente para investigar  si el 

consumo de jugo de granada tuvo algún efecto sobre los promedios de crecimiento o 

apoptosis de cáncer de próstata (células en cultivo). El suero se recogió e incubado; 

el crecimiento celular disminuyo en un promedio de 12 %. Este estudio indica que el 

jugo de granada o sus constituyentes puede tener la posibilidad de una terapia para 

el cáncer de próstata, particularmente en pacientes de tipo recurrente con niveles de 

PSA  creciente.6   Estudios  preclínicos  demuestran  que  el jugo  de granada y  sus 

componentes inhiben el cáncer de próstata condujo a múltiples ensayos clínicos para 

determinar    si     los productos    de     granada podrían    retrasar    el    crecimiento 

del cáncer de próstata .34 

 

o Estudios en radiación ultravioleta y fotoenvejecimiento 
 

 

La cáscara y semilla de granada han demostrado poseer compuestos antioxidantes 

con aplicación potencial para proteger la piel contra los daños de la radiación 

ultravioleta 6,35. En este estudio,   describe in vitro la permeabilidad   de la piel y la 

retención de los principales polifenoles de la granada  preparados con aceite de 

semilla de granada o aceite de triglicérido de cadena media. Estos resultados 

evidencian la aplicación prometedora en nanoemulsiones para mejorar la 

permeabilidad de los polifenoles de la granada en  capas profundas de la piel.35
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o Infecciones bacterianas 
 

 

El ácido elágico ha sido reportado como antimicrobiano,13,15,36  debido a su efecto 

sobre bacterias, hongos y parásitos. Se ha encontrado que algunos extractos de la 

planta Pteleopsis hylodendron, principalmente derivados del ácido elágico, presentan 

actividad contra determinadas bacterias patógenas, tales como Klebsiella 

pneumoniae, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhi y Salmonella 

pyogenes. De la planta Punica granatum L. se obtuvieron extractos los cuales 

mostraron la capacidad  de  inhibir el crecimiento  de  Pseudomonas aeruginosa  y 

Bacillus subtilis en concentraciones de 70 mg/mL.15,32 

 

2.3.4.  Ácido gálico 
 

 

o Origen 
 

 

El ácido gálico (AG), también conocido como ácido 3, 4 ,5-trihidroxibenzoico  es un 

ácido fenólico presente en diversas fuentes naturales como: Larrea tridentata 

(gobernadora) y Turnera diffusa (damiana); uva, granada, nueces, plátano, fresa, 

limón, arándano, cáscara de manzana, mango; acelgas, espinacas, café, vino tinto y 

té verde.37 

 

o Hidrólisis 
 

 

Éste ácido se obtiene directamente del alimento o por hidrólisis del ácido tánico 

mediante una reacción con la enzima tanasa, que cataliza la hidrólisis de los enlaces 

tipo éster presentes en los galotaninos.37 

 
 

 

o Aplicación terapéutica 
 

 

Se le atribuyen varios efectos biológicos, que van desde la actividad antiinflamatoria, 

antioxidante37  y  antibacteriana38,  hasta  la  protección  cardiovascular  y 

anticancerígena. El ácido gálico tiene aplicaciones en diversas áreas, principalmente 

en la farmacéutica, ya que es un precursor en la manufactura de antibióticos de
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amplio espectro como trimetoprima. Además, en el área de alimentos, se ha utilizado 

como antioxidante de grasas y aceites, así como aditivo en algunas bebidas y 

alimentos, evitando la oxidación de los mismos.16,37,38 

 

o Infecciones bacterianas 
 

 

Ácido gálico presenta actividad antibacteriana 37,38  promoviendo la inhibición 

enzimática   de   algunos   microorganismos,   la   interacción   sobre   las   adhesinas 

(proteínas de la pared celular), y la capacidad que tienen de unirse a polisacáridos, 

interviniendo así, en el desarrollo microbiano.37 

 

Figura N° 7: Fitoconstituyentes químicos principales de Punica granatum L. 
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Fuente: Garachh, D. Et al. Phytochemical and pharmacological profile of  Punica 

granatum 20



29  

 

2.3.5. Estudio de la Solubilidades 
 

 

Los compuesto polifenolicos extraíbles son aquellos que se solubilizan en disolvente 

acuoso-orgánico con pH ácidos para una mayor resolución en la caracterización y 

una mayor estabilidad de determinados compuestos.Según la publicación de Arranz 

menciona que en general cualquier proceso está basado en una primera extracción 

con  disolventes  orgánicos  o  la,  mezcla  de  algunos  de  ellos  (metanol,  etanol, 

propanol, acetona, agua, dimetilformamida, acetato de etilo) obteniéndose en el 

extracto una mezcla de diferentes compuestos polifenólicos.39 

 

La   extracción de taninos hidrolizables se han utilizado como disolventes agua 

(temperatura ambiente o 90°C), 50% metanol, 50- 70% acetona o etanol/ agua en 

diferentes proporciones. 29,39,40  La cantidad de compuestos fenólicos en extractos de 

acetona tuvieron un porcentaje de 40% seguido de metanol 31% ,etanol 25,3 %, 

agua 10% y acetato de etilo 0.2%.39 

 

El   estudio realizado por Al-Rawahi demostró el fraccionamiento de la cáscara de 

granada  en  acetato  de  etilo  era  muy  eficiente  en  la  exhibición  de  diversos 

compuestos de polifenoles cuando se sometió al análisis ESI-MS / MS. ESI-MS / MS 

espectros de la infusión directa de Punica granatum L. Presento una amplia gama de 

compuestos fenólicos.18 

 

Los compuestos polifenolicos extraíbles poseen pesos moleculares bajos o medios (de  

monómeros a decámeros).29,39  Según su  estructura química los compuestos 

extraíbles pueden dividirse en estructuras simples como los ácidos fenólicos (libres o 

esterificados) y taninos hidrolizables.26  La estructura y cantidad de los compuestos 

polifenolicos está estrechamente ligada a su acción biológica ya que influirá en la 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos fenólicos.39
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Figura N° 8: Taninos hidrolizables 
 
 

 

 
 

 
 

Fuente: Arranz S. Compuestos polifenolicos 39
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2.4. Estudio microbiológico 
 

 

2.4.1. Antibiograma 
 

 

El antibiograma define la actividad in vitro de un antibiótico frente a un microorganismo 

determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o 

población bacteriana.41,42 

 

2.4.2. Medio de cultivo 
 

 

The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), ex National Committee for 
 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS), recomendó el uso de agar Muller Hinton 
 

43,44,45 en forma rutinaria para la realización del antibiograma en medio sólido.41,44 
 

 

o Composición Müller Hinton 
 

    Infusión de carne 
 

    Peptona ácida de caseína 
 

    Almidón 
 

    Agar 
 

 

2.4.3. Método de Difusión con disco 
 

 

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores es 

uno de los métodos que la National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS) recomienda para la determinación de la sensibilidad bacteriana a los 

antimicrobianos. 42,43,45
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Figura N° 9: Principio de la difusión del antibiótico en el agar 
 

 
 

 
 
 

Fuente: Koneman - Prueba de sensibilidad de antimicrobianos 44
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2.5. Espectrofotometría UV-Visible 
 

 

La espectroscopía UV-Visible (espectros electrónicos), se debe a la transición de los 

electrones más externos de los átomos de las moléculas, desde niveles fundamentales 

a niveles más altos de energía. 

 

LEY DE LAMBERT-BEER 
 

 

 
 

 

Donde e es la absortividad molar  que es un valor constante para cada sustancia a 

cada longitud de onda. Si se opera, a una longitud de onda dada y con una cubeta de 

un determinado espesor, l , la absorbancia A, medible directamente, es proporcional 

a la concentración molar de la muestra,  c, lo que constituye  el fundamento del 

análisis espectrofotométrico cuantitativo. 48,49 

 

Figura N° 10: Características de un espectrofotómetro uv-visible 
 

 

 
 
Fuente:  http://campus.usal.es/quimfis/apoyo/Carmen/Practicas/Espectrofotometria 49

http://campus.usal.es/quimfis/apoyo/Carmen/Practicas/Espectrofotometria
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2.6. Estudio cuantitativo del ácido elágico 
 

 

Método de Wilson-Hagerman 
 

 

Es  un  método  espectrofotométrico  para  la  determinación  cuantitativa  de  ácido 

elágico, basado en la formación del p- Nitrosofenol del producto de nitrosilación del 

ácido elágico. El límite de detección del método es 1 µg de ácido elágico. El método 

es selectivo, con reacción positiva para ácido elágico, pero no para una variedad de 

otros compuestos fenólicos comunes en plantas, incluidos galotaninos, elagitaninos, 

proantocianidinas,  fenilpropanoides,  flavonoides  y  ácido  gálico.  El  ácido  elágico 

forma un producto nitrosilado rojo en piridina. El producto de reacción primario 

eventualmente decae a un compuesto amarillo, el cual se convierte en anaranjado en 

solución básica. El producto de nitrosilación primario del ácido elágico es transitorio, 

por eso el control de la temperatura y tiempo son críticos.27 

 

2.6.1 Mecanismo de la reacción de formación de color 33 
 

 

La reacción es una sustitución aromática electrofílica en la cual el NaNO2 y el ácido 

son agregados a la solución para formar el electrófilo in situ. El pKb de la piridina es 

8,6 lo que implica que es una base lo suficientemente débil para no interferir con la 

formación del electrófilo. En medio acido, el NaNO2  forma los electrófilos HONO, 

N2O3  , H2ONO+, NOCI y NO+  .Probablemente la formación de electrófilos ocurre 

durante el decaimiento de la reacción, antes de la formación del producto primario. 

Existen dos carbonos equivalentes en el ácido elágico disponibles para la sustitución 

ambos son químicamente idénticos y probablemente ambos son nitrosilados. 

 

La nitrosilación del ácido elágico implica uno de estos mecanismos: 
 

 

1.-   Simple sustitución del H+  por NO+  sobre un carbono de identidad electrónica 

insustituída para dar un compuesto nitrosilado (A) 

 

2.- Ataque electrofílico y perdida de H+ del grupo ortofenol para dar la nitrosildienona 

neutra (B)
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El producto de decaimiento es probablemente la quinona oxima (C). Cuando se agrega 

NaOH al producto de decaimiento, se forma un compuesto rojo-naranja vivo (producto 

de decaimiento ionizado), que presumiblemente es la sal ionizada de la quinona oxima  

(D). 

 

Figura N° 11: Reacción del ácido elágico con el electrófilo NO- 
 

 

 
 

 

Fuente: Williner M. Ácido elágico en frutillas enteras y mínimamente procesadas 33
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2.7. Espectroscopia de Infrarrojo. 
 
 

Permite la identificación de los grupos funcionales de un compuesto. Esto debido a 

que cuando una molécula absorbe radiación infrarroja, la vibración intramolecular con 

frecuencia igual a la de la radiación, aumenta en intensidad, lo que genera señales con 

frecuencias que corresponden a la vibración de un enlace específico. La región 

infrarroja se divide en tres regiones denominadas infrarrojo cercano (NIR), infrarrojo 

medio (MIR) e infrarrojo lejano (FIR). El espectrómetro de IR con transformada de 

Fourier permite la obtención de espectros de forma rápida, precisa y con relaciones 

Señal/Ruido (S/N) elevadas.50 

 
2.7.1.  Reflectancia total atenuada (ATR) 

 
 

Es una técnica de muestreo utilizada en el IR, la cual se produce  cuando una 

radiación infrarroja entra en un cristal ATR transmisor y de alto índice de refracción. 

El cristal está diseñado para permitir una reflexión interna total que crea una onda 

evanescente sobre la superficie del cristal. Esta onda se extiende a la muestra que 

se mantiene en contacto íntimo con el cristal. Registrándose un cambio de densidad 

que produce una refracción en el haz infrarrojo. La profundidad de penetración de la 

onda evanescente dentro de la muestra es función del material del cristal y del 

ángulo   de incidencia del haz. A menor índice de refracción y menor ángulo de 

incidencia, mayor penetración se consigue. La profundidad de penetración también 

se incrementa con la longitud de onda.51
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Figura N° 12: Reflectancia total atenuada. 
 
 

 
 

Fuente: Muñoz G. Esquema de la técnica de Reflectancia total atenuada.51
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III- PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1  MATERIALES 
 

 

3.1.1. Materiales de vidrio y otros 
 

 

    Frascos de vidrio con tapa de 3,0 L. 
 

    Fuentes de vidrio 
 

    Embudos de vidrio marca Pyrex 
 

    Soportes universal 
 

    Tubos de ensayos 16 X 150 mm marca Pyrex 
 

    Tubos de ensayo con tapa 20 X 200 mm marca Pyrex 
 

    Pipetas de vidrio 2,0 mL. Pyrex 
 

    Pipetas de vidrio 5,0 mL. Pyrex 
 

    Probeta de vidrio 500 mL. marca Pyrex 
 

    Probeta de vidrio 100 mL. marca Pyrex 
 

    Pinzas de acero 
 

    Asa de Kohle con mango 
 

    Cubetas de plástico para espectroscopia UV-Vis 
 

    Beakers de 50 mL, 100 mL, 200 mL. marca Pyrex 
 

    Placas Petri de plástico 
 

    Papel filtro Watman N° 10 
 

    Caja de guantes de látex 
 

    Bolsa de algodón 
 

    Jeringas descartables 1,0 mL. 
 

    Jeringas descartables 5,0 mL. 
 

 

3.1.2. Equipos e instrumentos 
 

 

    Espectrofotómetro  Genesys SUV-VIS 10  Modelo: Titerno Scientific. 
 

 Espectroscopia IR Marca Spectrum Two 89321. Resolucion 4, rango de 

análisis 4000 - 450 nm.
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    Balanza analítica RADWAG modelo: AS 220.R2 
 

    Baño María Marca Memmert 
 

    Autoclave marca Memmert 
 

    Estufa Memmert 
 

    Microondas Samsung 
 

 Horno de esterilización calor seco circulación natural de aire Modelo SNe40- 

Marca Memmert 

    Refrigeradora LG 
 

    Centrifuga Marca Hettich 
 

 

3.1.3. Reactivos 
 

 

    Acetona 
 

    Acetato de etilo 
 

    Piridina 
 

    Ácido Sulfúrico 2N 
 

    Nitrito de Sodio 1% 
 

    Ácido Clorhídrico concentrado 95% 
 

    Agua destilada 
 

    Agua estéril 
 

    Etanol 70° 
 

    Metanol 
 

    n-Butanol 
 

    Cloroformo 
 

    Benceno 
 

    Éter de petróleo 
 

    n-Hexano 
 

    Tricloruro Férrico 5% 
 

    Zinc 
 

    Gelatina
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    Rv. Benedict 
 

    Rv.Molish 
 

    Rv. Bertrand 
 

    Rv. Drangendorff 
 

    Rv. Mayer 
 

    Rv. Popoff 
 

    Rv. Fehling AyB. 
 

 
 
 
 

3.1.4.  Material para medios de cultivo 
 

 

    Agar Müller Hinton MERCK 
 

    Agar TSA MERCK 
 

    Agar Manitol Salado MERCK 
 

    Agar Mac Conkey MERCK 
 

    Caldo TSB MERCK 
 

 

3.1.5. Material para análisis microbiológico 
 

 

    Cepa certificada Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 

    Cepa certificada Escherichia coli ATCC 25922 
 

    Cepa certificada Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
 

    Discos estándar Ciprofloxacino 5ug 
 

    Discos estándar Penicilina 10 U 
 

    Discos estándar Dicloxacilina 1 ug 
 

    Extracto en acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. “granada”. 
 

    Extracto en acetona del zumo de Punica granatum L. “granada”.
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3.2 Metodología y procedimiento 
 

 

3.2.1. Ubicación de la especie vegetal Punica granatum L. “granada”. 
 

 

La especie vegetal fue recolectada en el km 62,5 de la localidad de Chilca (Fundo 

San Pedro) a 5 minutos de la ciudad en la Provincia de  Cañete-Lima  a 500 m.s.n.m 

de altitud; la recolección se realizó en la estación de verano durante el mes de marzo 

a una temperatura de 28°C. 

 

Hemos contado con la colaboración de una lugareña de la zona  quien nos guio y llevo 

hasta el lugar de la especie natural, provistas de cuchillos, tijeras y bolsas necesarias 

para la recolección y conservación para facilitar su traslado al Centro de Investigación 

de Productos Naturales de la Universidad Norbert Wiener. Ver Figuras N° 22, 23, 24, 

25. 

 

Antes de realizar el estudio fitoquímico, la especie vegetal (hoja y fruto) se llevó al 
 

Museo de Historia Natural de la U.N.M.S.M para el estudio taxonómico. 
 

 
 
 
 

3.2.2. Obtención de la muestra 
 

 

3.2.2.1 Preparación de la muestra 
 

 

La parte de la especie vegetal utilizada para la obtención de los extractos fue el 

zumo del fruto de Punica granatum L. 52,53,54 

 

1.  El  fruto  recolectado  6,5  kg  fue  sometido  a  lavado  abundante  de  agua 

corriente. 

2.  Se procedió a cortar y retirar la cáscara del fruto, obteniéndose así los arilos con 

semillas. 

3.  Se separó manualmente los arilos en dos partes. La primera parte se sometió 

a presión reducida manualmente con una gaza 30 X 25 cm obteniéndose 700 

mL. de zumo. Y la otra parte se quedaron los arilos completos 1,5 Kg.
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4.  La primera muestra (zumo) se colocó en un matraz de 250 mL. Se añadió un 

volumen similar de acetato de etilo. Se realizaron tres extracciones sucesivas, 

recuperándose en cada parte la fase orgánica. Y la otra muestra (arilos 

completos) se le añadió acetona/agua (60:40). 

5.  Ambos  extractos  se  sometieron  a  maceración  por  4  días  con  agitación 

constante y protegidos de la luz. 

6.  Posteriormente se filtraron con papel Watman N° 10. 
 

7.   Ambas muestras se sometieron a secado en la estufa 40 °C. 
 

8.  Obteniéndose para el extracto en acetona 24,6 g y para el extracto en acetato 

de etilo 32 g. Ver Figuras N° 26 - 35. 

 

 

Rendimiento (%) de la muestra: 
 

 
 

Extracto en acetona                    :3,84 % 

Extracto en acetato de etilo         :2,13%
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Flujograma N°1: Preparación de las muestras en acetato de etilo y acetona en el 

zumo de Punica granatum L. “granada”
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3.2.3. Análisis fitoquímico cualitativo. 
 

 

3.2.3.1. Prueba de solubilidad 
 

 

Se colocó 20 mg del extracto en acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. 

“granada” en 11 tubos de ensayo y 20 mg del extracto en acetona del zumo de 

Punica granatum L. “granada” respectivamente. Se le agregó 1mL de los siguientes 

solventes:  agua  destilada,  etanol,  metanol,  n-Butanol,  cloroformo,  n-  Hexano  , 

acetato de etilo , acetona , benceno, éter etílico, éter de petróleo. 28,55   Figura N°36- 

37 y Ver Tabla N°3. 
 

 

3.2.3.2. Análisis fitoquímico 
 

 

Se realizaron las pruebas de coloración y precipitación para determinar los diferentes 

constituyentes químicos en los extractos basados en la extracción de estos con 

solventes o reactivos apropiados. Se realizaron los siguientes ensayos: Alcaloides, 

compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, azucares. 19,28,55,56 Ver Figura N° 38 - 45. 

Tabla N° 4. 

 

3.2.3.3 Análisis volumétrico de taninos totales 
 

 

Los vegetales y frutos tienen la capacidad de acumular taninos en la totalidad de la 

planta de la que provienen: semillas, frutos, madera, raíz, hojas. En condiciones 

normales, los taninos vegetales representan del 2 al 7% del peso fresco de la planta. 

El método preferente para la cuantificación de taninos es con el ensayo de yodato de 

potasio (KIO3).26 Ver Tabla N° 5. 

 

3.2.3.4. Análisis cuantitativo de azúcares reductores directos 
 

 

Determina la totalidad de los azúcares reductores presentes en una muestra. Estos 

métodos se basan en la capacidad reductora de los distintos azúcares sobre 

disoluciones salinas de metales pesados (sobre todo cobre). El método preferente 

para cuantificar los azucares reductores es por el método de Fehling A , B y C.57,58 

Ver Tabla N° 6.
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3.2.4. Análisis cuantitativo del ácido elágico. 
 

 

Ambos extractos fueron sometidos al análisis cuantitativo del ácido elágico aplicando 

la técnica de Wilson y Hagerman. Mediante la hidrólisis con H2SO4 2N se liberará  los 

elagitaninos para obtener el ácido elágico. 32,33 

 

1.  Se pesó entre 0,10 -0,30 mg de muestra se colocó 1 mL de H2SO4  2N se llevó 

a 70°C por 30 horas logrando la hidrólisis. 

2.  La muestra se colocó a temperatura ambiente por 5 minutos luego se llevó a 

baño de hielo por 10 minutos. 

3.  Se centrifugó y el sobrenadante se   eliminó.   El residuo se sometió a una 

solución de lavado  CH3 (CO) CH3: H2O :HCl (c) ( 14:6:0.2) (v/v/v) se filtró cada 

una de las muestra con papel Watman N° 10. 

4.  La muestra filtrada se disolvió con piridina 5 mL. 
 

5.  Se   centrifugó   nuevamente   para   separar   bien   el   residuo   sólido   del 

sobrenadante, donde se encuentra el ácido elágico disuelto. 

6.  Se colocó 2,1 mL de dicho sobrenadante en un tubo. Se agregó 0,1 ml de HCl 
 

(c). 
 

7.   Se llevó a baño maría 30°C por 5 min. 
 

8.  Se agregó 0,1 ml de NaNO2 1%.Se agitó. 
 

9.  Se llevó al espectrofotómetro UV /VIS a 538 nm lectura inicial. 
 

10. Se incubó durante 36 minutos a 30°C  y se midió nuevamente la absorbancia 

en el espectrofotómetro a 538 nm lectura final. Todas las muestras se realizaron 

por triplicado. Ver Figuras N° 46 - 49. Tablas N° 7 y 8.
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Flujograma N°2: Flujo del análisis cuantitativo del ácido elágico en las muestras de 

acetato de etilo y acetona del zumo de Punica granatum L. “granada”. 
 

[ ácido elágico]= K, (At= 36 min- At= 0 min) 
 

 
 

Dónde: 
 

K                  : Constante de proporcionalidad 
 

At= 0 min                : Absorbancia de la muestra a tiempo 0. 
 

At= 36 min              : Absorbancia de la muestra a los 36 minutos.
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3.2.5. Análisis cualitativo del ácido elágico en espectroscopia IR 
 

Ambos  extractos  fueron  sometidos  al  análisis  cualitativo  del  ácido  elágico  en 

espectroscopia IR según la técnica ATR (Refractancia total atenuada).51 

1.  Se   colocaron   las   muestras   sobre   un   cristal   ATR   transmisor   de   la 

espectroscopia IR Spectrum Two 89321. 

2.  Para  un  mejor  contacto  entre  la  muestra  y  el  cristal  ATR  se  presionó 

levemente con el mango de juste del equipo. 

3.  Se presionó backgroud del monitor dos veces, es un barrido en blanco que 

nos garantiza libre de contaminación. 

4.  Se presionó  Scan del monitor para visualizar los picos y poder identificar los 

grupos funcionales   de las muestras, que va conectado con el equipo de 

análisis IR a un rango de 4000-450 nm. Todas las muestras se realizaron por 

triplicado. Ver Figura N° 13, 14, 50, 51. Ver Tablas N° 9 y 10. Ver Anexo N° 

3.
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3.2.6. Análisis microbiológico 
 

 

Para el análisis microbiológico se realizó primero; el análisis de control de muestra y 

análisis de control de esterilidad de discos de inhibición. 

 

3.2.6.1. Análisis de control de muestra 
 

 

Examen microbiológico de productos no estériles: Pruebas de microorganismos 

específicos USP 38 Cap.<62> Método de extensión en superficie.59  Estas pruebas 

permitirán determinar la ausencia, o presencia limitada de microorganismos 

específicos que pueden ser detectados en condiciones aeróbicas con el fin de 

establecer la calidad microbiológica de la muestra. Ver Figura N° 15,  16, 52. Tablas 

N° 11 y 12. 

 

3.2.6.2. Análisis de control de esterilidad de discos de inhibición 
 

 

Pruebas de esterilidad. USP 38 Cap.<71> Método de inoculación directa del medio 

de cultivo.60 La prueba se aplica a sustancias, preparaciones o artículos cuya 

esterilidad es requerida por la Farmacopea. Sin embargo, un resultado satisfactorio 

únicamente indica que no se ha encontrado microorganismos contaminantes en la 

muestra examinada bajo las condiciones de la prueba. Ver Tabla 13 – 15. Ver 

Figura N° 17 y 18. 

 

3.2.6.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana 
 

 

Método de Kirby Bauer 43,45 
 

 

Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron minuciosamente todas las 

variables involucradas en el proceso, tales como los medios de cultivo, la 

temperatura y el espesor del agar. Se realizó los siguientes pasos: 

 

1.  Seleccionar las colonias. 
 

2.  Preparar una suspensión del inóculo. 
 

3.  Estandarizar la suspensión del inóculo. 
 

4.  Inocular las placas.
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5.  Colocar discos de antimicrobiano estándar y muestra problema. 
 

6.  Incubar las placas. 
 

7.  Medir las zonas de inhibición. 
 

8.  Interpretar los resultados. 
 

 
 
 
 

Selección de las colonias: 
 

 

Uno de los pasos más importantes en el proceso de la prueba es la preparación del 

inóculo. Esto involucra la selección de colonias apropiadas para la prueba, su 

suspensión en caldo y la estandarización de la suspensión. Las cepas de trabajo 

fueron: Ver Figura N° 53 - 55. 

 

    Cepa certificada Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 

    Cepa certificada Escherichia coli ATCC 25922 
 

    Cepa certificada Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
 

 
 
 

Primero, se seleccionaron entre 3–5 colonias de características homogéneas utilizando 

una Asa de Kohle, se recogió de la placa sólo colonias bien aisladas para evitar  

contaminación cruzada.  Para  asegurarnos  de  la  selección  de  colonias  de prueba 

se realizó activación de los cultivos con Caldo TSB, prueba de identificación de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 con Agar Manitol Salado, para Escherichia coli 

ATCC 25922 con Agar Mc Conkey y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 con 

agar TSA.  Ver Anexos N° 2. 

 

Preparación y estandarización de suspensión del inóculo: 
 

 
 

Se utilizó   para la preparación de inóculo. El método de fase logarítmica de 

crecimiento.43 Una vez que se han inoculado las colonias en el   Caldo de 

enriquecimiento TSB, se incubó a ± 37 ºC para lograr un crecimiento en fase 

logarítmica. El   crecimiento de fase logarítmica ocurre después de 4–6 horas de
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incubación. Después, se ajustó la turbidez para que alcance al tubo N°0,5 de la 

escala McFarland (lo que corresponde aproximadamente 1,5 X 10 8 UFC/ml). Ver 

Figura N° 56. 

 

Inoculación de la Placa: 
 

 
 

Se realizó el método de vertido en placa 59, después del ajuste de las cepas de prueba, 

se tomó 1mL.se mezclaron con agar fundido de Müller Hinton. Este método se utilizó 

de manera cualitativa para determinar presencia del   microorganismo de forma 

homogénea. Ver Figura N° 57. 

 

Aplicación de los discos de antimicrobianos estándar y muestra: 
 

 

Se colocó los discos estándares y discos preparados de la muestra dentro de los 15 

minutos siguientes a la inoculación de la placa Muller Hinton. Se presionó cada disco 

firmemente para asegurar el contacto completo con la superficie de agar. 

 

Los discos de sensibilidad estándar son: 
 

 

    Discos estándar Ciprofloxacino 5ug 
 

    Discos estándar Penicilina 10 U 
 

    Discos estándar Dicloxacilina 1 ug 
 

 

Se preparó 4 concentraciones de extracto en acetato de etilo y acetona en el zumo 

de Punica granatum L. “granada” 500 mg/mL. 400 mg/mL. 300 mg/ mL. 200 mg/mL. 

en discos de sensibilidad. Se procedió a agregar a cada disco 10 µL del extracto 

vegetal .Cuya concentración por disco fue de 1,3 µg. Los discos se prepararon con 

papel watman N° 10 con un diámetro de 6 mm y, posteriormente se procedió a 

esterilizar. Luego de la aplicación de los discos se procedió a incubar a ± 37°C de 18- 

24 horas. Ver Figuras N° 58 - 64.



51  

 

Medición de las Zonas de Inhibición: 
 

 

Para medir las zonas de inhibición desde la parte posterior de la placa se usó luz 

reflejada. Se midió redondeando al milímetro más cercano con una regla. La luz 

reflejada es usada para Enterobacteriaceae, como E. coli, otros bacilos gram 

negativos, estafilococos y enterococos.43 

 

Interpretación de resultados: 
 

 

Se midió el punto en el cual se puede ver una demarcación obvia entre crecimiento y 

ausencia de crecimiento. Ver Tabla N° 16 - 19.  Ver Figuras N° 19- 21.



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Flujograma N°3: Flujograma del método disco difusión en medio sólido. 
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IV RESULTADOS 
 

 
 
 

4.1. Clasificación Taxonómica de la especie vegetal 
 

 

La especie vegetal fue evaluada según el sistema de clasificación Cronquist (1988). 

Ver anexo N° 1. 

4.2. Prueba de solubilidad 
 

Tabla N° 3: Prueba de solubilidad de los extractos en acetato de etilo y acetona del 

zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

 
 

SOLVENTES EXTRACTO EN ACETATO 

DE ETILO 

EXTRACTO EN  ACETONA 

H2O (d) Soluble Soluble 

EtOH Soluble Soluble 

MeOH Soluble Soluble 

BuOH No soluble No soluble 

EtOAc No soluble No soluble 

CHCl3 No soluble No soluble 

Bz No soluble No soluble 

Me2CO No soluble No soluble 

EP No soluble No soluble 

HEx No soluble No soluble 

Et2O No soluble No soluble 

(+) Soluble (-) no soluble
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4.3. Análisis fitoquímico 
 

 
 
 

Tabla N°4: Pruebas  fitoquímicas de los extractos en acetato de etilo y acetona del 

zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

 
 

PRUEBAS 
FITOQUIMICAS 

 
 

EXTRACTO 
EN ACETATO 

DE ETILO 

 

 
 

EXTRACTO EN 

ACETONA  
Test para alcaloides 

Mayer - - 

Dragendorff - - 

Wagner - - 

Sonneschain - - 

Popoff - - 

Test para flavonoides y 
compuestos fenólicos 

  

FeCl3 + + 

AlCl3 + + 

Shinoda + + 

Test para taninos   

Sal ferrica + + 

Bicromato de potasio + + 

Acetato de plomo + + 

Hipoclorito de sodio - - 

Agua de cal + + 

Cianuro de potasio + + 

Reactivo de Braemer - - 

Ferrocianuro de k + 
amoniaco 

+ + 

Gelatina + + 

Test para azúcares   

Fehnling + + 

Benedict + + 

Pelouze - - 

(+) presencia   (-) ausencia
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4.4. Análisis volumétrico de taninos totales 
 

 

Tabla N° 5. Análisis volumétrico de taninos totales de los extractos de acetato de etilo 

y acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

 

DATOS ESTÁNDAR BLANCO GRANADA 

Gasto patrón (ácido 
tánico) 

10,2mL   

Gasto del blanco  0,15 mL  

Gasto del extracto 
de granada 

  1,8 mL 

% de taninos en 100 
mL. 

   

0,16 %  

 
 
 
 
 

4.5. Análisis de azúcares reductores por el método de Fehling Ay B 
 

Tabla N° 6. Análisis de azúcares reductores de los extractos de acetato de etilo y 

acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

 

DATOS ESTÁNDAR ZUMO DE GRANADA 

Gasto titulación Fehling 24,5 mL 4,9 mL 

Valor titulación Fehling 0,1225 g 2,5 g 

Expresado en %  
concentración de 

azúcar reductor directo 

 
1,225% 

 
25%  
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4.6. Análisis cuantitativo del ácido elágico de los extractos en acetato de etilo y 

acetona del zumo  de Punica granatum L. “granada” 
 

(Técnica de Wilson y Hagerman) 
 

Cálculo con la fórmula 
 

 

Ácido elágico= K, (At=36 min – At= 0 min) 

K= constante proporcionalidad 

At= tiempo de absorbancia 
 

 
 

Tabla N° 7: Concentración de ácido elágico del extracto en acetona del zumo de 

Punica granatum L. “granada” 
 

 
Extracto en acetona 

0 min 36 min 

At=1,137 At=1,222 

At=0,720 At=0,794 

At=0,923 At=1,102 

Prom : 0,927 Prom : 1,039 

Concentración de ácido elágico 

0,126mg / g 
 

 
 

Tabla N° 8: Concentración de ácido elágico del extracto en acetato de etilo del zumo 

de Punica granatum L. “granada” 
 

Extracto en acetato de etilo 

0 min 36 min 

At= 0,397 At= 0,526 

At= 0,818 At= 1,021 

At= 0.986 At= 1,219 

Prom : 0,734 Prom : 0,922 

Concentración de ácido elágico 

0,238mg / g 



57  

 

4.7. Análisis cualitativo del ácido elágico por espectroscopia IR 
 

Tabla N° 9: Región de lectura en espectroscopia IR 450 – 4000 nm del extracto en 

acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

N° Rangos Grupos 
funcionales 

Bibliografía 
según 

Rojo61 

Bibliografía 
según 

Subrahmanyam62 

Bibliografía 
según 

Melniciuc63 

 

1 
 

640 
Carbonilico 

-CO- 

640-730 
 

………… 
 

………… 

 

2 
 

760 
C6H6 

aromáticos 
650-900 751  

………… 

 

3 
1045.02  

 
esteres 

 

 

1050-1300 

C=O y C-O 

 

 

1052-1190 

 

 

1037-1326 

C-O 
 

4 
 

1310 

 

5 
 

1445 
 

C=C 
1425-1445 

C=C 

 

………… 
 

………… 

 

6 
 

1460 
 

 
 

Benceno 

 

 
 

1490-1610 

 

 
 

1500-1669 

 

 
 

1415-1617 
 

7 
 

1510 

 

8 
 

1613.19 

 
9 

 
1700 

 
Carbonilo 

 
1715-1750 

 
1725 

 
1735 

10 2840 Enlace 
simple 

C-C 

 
2845-2915 

 
 

………… 

 
 

…………  

11 
 

2920 

 

12 
 

2960 
Enlace 
doble 

2975-3080  

………… 
 

………… 

13 3266.45 Hidroxilo 3200-3650 2800-3700 3400-3550 

14 3670 



 

5
8

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figura N° 13: Gráfica de los picos de absorción infrarroja del extracto en acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada”



 

 

Tabla N° 10: Región de lectura en espectroscopia IR 450 – 4000 nm del extracto en 

acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

N° Rango Grupos 
funcionales 

Bibliografía 
según Rojas61 

Bibliografía 
según 

Subrahmanyam62 

Bibliografía 
según 

Melniciuc63 

1 640 
 

carbonilo 

-CO- 

640-730 
 

 

………… 

 

 

………… 2 670 

3 730 
 

4 
 

760 
aromáticos 

C6H6 

650-900 751  
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Figura N° 14: Gráfica de los picos de absorción infrarroja del extracto en acetato de etilo del zumo de Punica 

granatum L. “granada”
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4.8. Análisis microbiológico 
 

4.8.1. Análisis de control de muestra 
 

Tabla N° 11: Análisis de control de muestra del extracto en acetona del zumo de 

Punica granatum L. “granada” 
 

Extracto en acetona en el zumo de Punica 
granatum L. “granada” 

Resultado 

Medio de cultivo: Manitol Salado   18 - 72 horas 

T° C = 32.3-32.5 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Mac Conkey       18 - 72 horas 

T° C = 32.3-32.5 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Sabouraud     Después de 5 
días a temperatura ambiente  20°C 

Cumple ( según la USP N° 40) 

 

 
 
 
 
 
 
 

Tabla N° 12: Análisis de control de muestra del extracto en acetato de etilo del zumo de 

Punica granatum L. “granada” 
 

Extracto en acetato de etilo en el zumo de 
Punica granatum L. “granada” 

Resultado 

Medio de cultivo : Manitol Salado   18 - 72 horas 

T° C= 32.3-32.5 

Cumple ( según la USP N° 40 ) 

Medio de cultivo : Mac Conkey       18 - 72 horas 

T° C= 32.3-32.5 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Sabouraud       Después de 5 
días a temperatura ambiente  20°C 

Cumple ( según la USP N° 40) 
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FIgura N° 15: Análisis de control de muestra examen microbiológico de productos no 

estériles: Pruebas de microorganismos específicos del extracto en acetona del  zumo 

de Punica granatum L . “ granada” 
 

Medio de cultivo : Manitol Salado      18- 48 hras 

 
Día 1- T° 32.5 

 
Día 2-T°32.3 

  

 
Medio de cultivo : Mac Conkey       18- 48 hras 

 
Día 1 -T° 32.5 

 
Día 2-T°32.3 

  

 
Medio de cultivo : Sabouraud 

 
Después de 5 días a temperatura ambiente  20°C 
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Figura N° 16: Análisis de control de muestra examen microbiológico de productos no 

estériles: Pruebas de microorganismos específicos del extracto en acetato de etilo 

del zumo de Punica granatum L . “ granada” 
 

 
Medio de cultivo : Manitol Salado      18- 48 hras 

 
Día 1- T° 32.5 

 
Día 2-T°32.3 

  

 
Medio de cultivo : Mac Conkey      18- 48 hras 

 
Día 1- T° 32.5 

 
Día 2-T°32.3 

  

 
Medio de cultivo : Sabouraud 

 
Después de 5 días a temperatura ambiente  20°C 
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4.8.2. Análisis de control de esterilidad de discos de inhibición 
 

Tabla N°13: Análisis de control de esterilidad de discos de inhibición en papel 

Watman N° 10 
 

Discos  de inhibición en Papel Watman N° 10 Resultado 

Medio de cultivo : Agar Müller Hinton 
Temperatura : 32.3 °C - 32.5°C 

Tiempo: 18 - 72 horas 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Agar Sabouraud 
Temperatura: Temperatura ambiente 20°C 
Tiempo: 3 días 

Cumple ( según la USP N° 40) 

 

 

Tabla N°14: Análisis de control de esterilidad de discos de inhibición en papel 

Watman N° 10 + extracto en acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 
 

Discos  de inhibición en Papel Watman N° 10 + 
Extracto en acetona del zumo de Punica 
granatum L. “granada” 

Resultado 

Medio de cultivo : Agar Müller Hinton 

T° C : 32.3-32.5 
Tiempo: 18 - 72 horas 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Agar Sabouraud 
T° C : Temperatura ambiente 20°C 
Tiempo: 3 días 

Cumple ( según la USP N° 40) 

 

 

Tabla N°15: Análisis de control de esterilidad de discos de inhibición en papel 

Watman N° 10 + extracto en acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. 

“granada” 
 

Discos  de inhibición en Papel Watman N° 10 + 
Extracto en acetato de etilo del zumo de Punica 
granatum L. “granada” 

Resultado 

Medio de cultivo : Agar Müller Hinton 

T° C : 32.3-32.5 
Tiempo: 18 - 72 horas 

Cumple ( según la USP N° 40) 

Medio de cultivo : Agar Sabouraud 
T° C : Temperatura ambiente 20°C 
Tiempo: 3 días 

Cumple ( según la USP N° 40) 



65  

 

 
 
 

Figura N° 17: Prueba de esterilidad de los discos  en Papel Whatman N° 10 en agar 

Müller Hinton y agar Sabouraud. 
 

 
 

Prueba de esterilidad :Discos  en Papel Whatman N° 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura N° 18: Prueba de esterilidad de discos  impregnados con los extractos en agar 

Müller Hinton y agar Sabouraud. 
 

Discos                estériles 
impregnados             con 

extracto en acetona 

Discos                estériles 
impregnados con 

extracto en acetato de 
etilo 

Discos           estériles 
impregnados con 

extracto   en   acetato 
de etilo y acetona 

   

 

Agar Müller Hinton 
 

Agar Sabouraud. 
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4.8.3 Actividad antimicrobiana 
 

Muestras: Extracto en acetato de etilo y acetona del zumo de Punica granatum L. 
 

“granada”. 
 

 

Concentraciones: 500 mg/mL, 400 mg/mL. ,300 mg/mL, 200 mg/mL. 

Microorganismos: 

    Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 

    Escherichia coli ATCC 25922 
 

    Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
 

 

Método: Disco por difusión de Kirby- Bauer 
 

 

Referencia según la escala de Durafford 64 
 

 

Es utilizada para determinar cualitativamente el efecto  inhibitorio in vitro en 

fitoterapia, según su diámetro de inhibición. 

 

S. nula: 8 mm 
 

S. límite ( sensible = +) : 9-14 mm 
 

S. media ( muy sensible = ++) : 15-19 mm 
 

Sumamente sensible = +++ : 20 mm 
 

 
 
 

Referencia según Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 43,44,45 
 

 

La CLSI reconoce tres categorías de sensibilidad a los antibióticos para pruebas de 

dilución. 

 

Sensible       : Si responde a las dosis habituales del antibiótico. 
 

Intermedio    :  Implica  que  la  cepa  puede  ser  inhibida  por  concentraciones  del 

fármaco 

Resistente    : No es inhibida por las concentraciones del fármaco.
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Tabla  N°16:  Resultado  comparativo  de  los  halos  de  inhibición  de  la  actividad 

antibacteriana de los extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” frente a Escherichia coli ATCC 25922. 
 

Halos de 
inhibición 

(mm)  
E.coli ATCC 

25922 
 

Extracto en acetona del zumo 
de Punica granatum 

L."granada" 

Extracto en acetato de etilo del 
zumo de Punica granatum 

L."granada" 

Discos estándar 

C
ip

ro
fl

o
xa

ci
n

o
  

5
µ

g 

P
en

ic
ili

n
a 

 1
0

 U
  

D
ic

lo
xa

ci
lin

a 
 1

µ
g 

 

 
500 

mg/mL 

 
400 mg 

/ mL 

 
300 

mg/mL 

 
200 

mg/mL 

 
500 

mg/mL 

 
400  

mg / mL 

 
300 

mg/mL 

 
200 

mg/mL 

0 12,5 11 0 0 0 0 0 17 15,5 0 

Zona de 
sensibilidad 

 
R I I R R R R R S S R 

 
(R) resistente : ≤ 10                      (I) intermedio: 11-12               (S) sensible: ≥ 13 

 

Fuente: Disk Diffusion Supplemental Tables, Performance Standard of Antimicrobial 
Suceptibility Testing..CLSI  Document M100 –S21 . 2011.45
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Figura N° 19: Actividad antibacteriana  del extracto en acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” en la cepa Escherichia coli ATCC 25922 correspondiente a las 

concentraciones del extracto: 400mg/mL. y 300mg/mL. 
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Tabla  N°17:  Resultado  comparativo  de  los  halos  de  inhibición  de  la  actividad 

antibacteriana  de los  extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923
    
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(R) resistente : ≤ 11                      (I) intermedio: 12-20               (S) sensible: ≥ 21 

 
Fuente: Disk Diffusion Supplemental Tables, Performance Standard of Antimicrobial 

Suceptibility Testing..CLSI Document M100 –S21 . 2011.45

Halos de 

inhibición 
(mm) 

S. aureus ATCC 
25923 

Extracto en acetona del zumo de 

Punica granatum L."granada" 

Extracto en acetato de etilo del 

zumo de Punica granatum 
L."granada" 

Discos estándar 

C
ip

ro
fl

o
xa

ci
n

o
 

5
µ

g 

P
en

ic
ili

n
a 

  

1
0

 U
  

D
ic

lo
xa

ci
lin

a 
 

 1
µ

g 
 

 
500 

mg/mL 

 
400  

mg / mL 

 
300 

mg/mL 

 
200 

 mg/mL 

 
500  

mg/mL 

 
400 

 mg / mL 

 
300  

mg/mL 

 
200  

mg/mL 

16,5 14 12 0 0 0 0 0 2,.5 21 25,5 

Zona de 

sensibilidad 
I I I R R R R R S S S 
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Figura N° 20: Actividad antibacteriana del extracto en acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” en la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 

correspondiente a las concentraciones del extracto: 500 mg/mL., 400 mg/mL.y  300 

mg/mL. 
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Tabla  N°18:  Resultado  comparativo  de  los  halos  de  inhibición  de  la  actividad 

antibacteriana   de los extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
 

 
 
 

 
 

Halos de 
inhibición 

(mm) 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 

 

 

Extracto en acetona del zumo 
de Punica granatum 

L."granada" 

 

 

Extracto en acetato de etilo del 
zumo de Punica granatum 

L."granada" 

Discos estándar

500 
mg/mL 

400 
mg / mL 

300 
mg/mL 

200 
mg/mL 

500 
mg/mL 

400 
mg / mL 

300 
mg/mL 

200 
mg/mL

 

 
Zona de 

0             0             0            0           0           0             0              0            41          0          13

sensibilidad        R             R             R           R           R           R             R              R             S            R            S 
 

(R) resistente : ≤ 15                      (I) intermedio: 16-20               (S) sensible: ≥ 21 
 

Fuente: Disk Diffusion Supplemental tables, Performance Standard of Antimicrobial 

Suceptibility Testing..CLSI Document M100 –S21 . 2011.45
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Figura N° 21: Actividad antibacteriana del  extracto en acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada” en la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 
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Tabla N°19: Cuadro comparativo entre la inhibición bacteriana de los extractos en 

acetona y acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. “granada” y la cuantificación 

del ácido elágico. 
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V. DISCUSIÓN 
 

 

Punica granatum L. “granada” se le atribuyen múltiples propiedades benéficas 

para el ser humano por lo que nos resultó conveniente identificarlo según 

sistema de clasificación taxonómica; otorgada por el Museo de historia natural 

de la UNMSM. Anexo N° 1. Se realizó la extracción de taninos en acetona y 

acetato de etilo; se obtuvo 3,84 % en acetona y 2,13% en acetato de etilo. 

Bruneton y Villar 29,40  mencionan que para taninos la forma más eficaz de 

extraerlo  es  con  acetona  –  agua.  Para  Yasoubi  et  al  65  los  extractos  en 

acetona contienen altos componentes fenólicos (35,0 – 40,0 %)   que no es 

igual a nuestros resultados. 

 

 

En la prueba de solubilidad. Tabla N° 3. Figura N° 36 y 37. De los extractos 

en acetona y acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. “granada” se 

observó la solubilidad en: agua, etanol y metanol por lo que se deduce que los 

compuestos químicos son de estructura y naturaleza polar tal como lo menciona 

Lock 28. En el análisis fitoquímico. Tabla N° 4. Figura N° 38 - 45. De los 

extractos en acetona y acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. 

“granada”  se  evidenció  mejores  resultados  para  flavonoides,  taninos  y 

azúcares reductores. En el análisis realizado por Kumar 66 en el estudio 

fitoquímico de la fruta entera de Punica granatum L. “granada” indica como 

reacción positiva para flavonoides, taninos y carbohidratos por lo que coincide 

con nuestro trabajo de investigación. En el análisis volumétrico de taninos 

totales. De los extractos en acetona y acetato de etilo del zumo de Punica 

granatum L. “granada” se encontró 0,16 %; como se observa en la Tabla N° 5, 

se encuentra dentro rango aceptable establecido por el estudio de Taipe 17; la 

cuantificación de taninos se encuentra directamente proporcional al cociente 

azúcar/acidez, que varía entre los cultivares. Además indica que el contenido 

de solidos solubles es mayor al 17% y el contenido de taninos es inferior a 

0,25%; este último valor se encuentra dentro de lo reportado por nuestro trabajo 

de investigación. En el análisis de azúcares reductores. Tabla N° 6.
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En los extractos en acetona y acetato de etilo del zumo de Punica granatum L. 

“granada” se encontró 25% de azúcares reductores. En comparación con el 

estudio reportado por Akbarpour et al. 67; el contenido de azúcares reductores 

fue de 13,89 g·100 mL-1 para el cultivar “Abdandan” y 29,83 g·100 mL-1 para el 

“Naderi”. Por lo que está dentro del rango aceptable de esta investigación. La 

variedad también influye en el tipo y concentración de principios activos. La 

estructura química de los taninos hidrolizables contiene distintas porciones de 

glucosa, poliol y esterificaciones cruzadas diversas.26 

 
 

En el análisis cuantitativo del ácido elágico. Tabla N° 7 y 8. Figura N° 46 - 
 

49. En el extracto de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica granatum 

L.  “granada”. Se obtuvo  los siguientes resultados: concentración  de ácido 

elágico en el extracto de acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 

fue de 0,126 mg/g y en el extracto de acetato de etilo del  zumo de Punica 

granatum L. “granada” fue de 0,238 mg/g. En relación a los resultados reportado  

por  Salinas-Moreno  31   en  el  estudio  de  cuantificación  de  ácido elágico del 

zumo de frambuesa variedad “Autumm bliss” procedente de dos localidades: 

Tlamimilolpa Hidalgo (0,16 mg-Kg-1) y Acatitlán San Mateo (1,36 mg-Kg-1); 

demuestra que la localidad también afecta considerablemente el contenido de 

ácido elágico como refleja en este estudio, un incremento del 

39,6% entre los dos sitios. En el estudio de Djuric 15  evaluó el contenido de 

ácido  elágico  en  jugo  de  zarzamoras  en  el  fruto  de  blackberry-raspberry 

hibrido cv. “Tayberry” (54,794 mg/100g muestra fresca) y blackberry cv. 

“Câcânska Bestrna” y (1,852 mg/100g muestra fresca) respectivamente. Los 

resultados obtenidos en este estudio sugieren variaciones en el contenido de 

ácido  elágico  dependiendo  de  las  especies  y cultivares.  En  el trabajo de 

investigación de Williner 33 reportó la cuantificación de ácido elágico de frutillas 

maduras 100% color rojo variedad Camarosa con la metodología de Wilson y 

Hagerman (0,77 ± 0,06 mg/g peso seco) por lo que evidencia que el contenido 

de ácido elágico varía en función de la variedad y grado de madurez del fruto.
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En  el  análisis  de  ácido  elágico  de  la  cáscara  de  granada  estudiado  por 
 

Ascacio-Valdez 32 con la metodología de Wilson y  Hagerman reportó (85,8 ± 
 

1,00 mg/g planta). Nuestros resultados se encuentran cercanos al 30% al 

estudio  realizado  por Williner  33  ya  que  ambos  utilizamos  zumos  frescos, 

iguales unidades de equivalencia y la misma metodología de cuantificación de 

ácido elágico. También consideramos importante la variación del contenido de 

ácido elágico por factores medio ambientales, grados de maduración y 

variedades. En cuanto al estudio de Ascacio-Valdez 32 quien realizó la técnica 

operatoria de nuestro trabajo de investigación reportó mayor cantidad, ya que 

la cáscara de granada por su naturaleza vegetal almacena mayor cantidad de 

fitoconstituyentes elágicos y ellagitaninos; tal como lo reporta Seeram y 

colaboradores 68, la cáscara de granada posee 85% de elagitaninos de 

polifenoles totales y 1,3 % de ácido elágico. Según lo que considera Williner 33 

en el estudio de la frutilla fresca el contenido de agua en término medio es del 

90%;   referencia   bibliográfica   que   consideramos   importante   porque   el 

contenido de agua influye  en  la cuantificación  de ácido elágico del zumo 

fresco de granada. 

 
 

En el análisis cualitativo del ácido elágico en espectroscopia IR . Tabla N° 
 

9  y  10.  Figura  N°  13  y  14.  Se  obtuvó  picos  de  intensidad  infrarroja; 

semejantes en el extracto de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica 

granatum L. “granada”; esto quiere decir, que los solventes acetato de etilo y 

acetona medianamente polares interactuaron con otros grupos funcionales de 

polifenoles hidrolizables. En el extracto de acetato de etilo según la literatura 

científica de Melniciuc 63; los estiramientos simétricos y asimétricos de las 

vibraciones de mayor y menor intensidad del grupo funcional ester aparece en 

el rango de 1326 cm-1, la mayor intensidad vibracional para los anillos 

aromáticos aparece en el rango de 1617 cm-1, el estiramiento del carbonilo y las 

valencias de vibraciones para los grupos cetónicos aparece en el rango de 

1735 cm-1, las bandas de hidroxilos fuera del plano aparece en el rango de
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1383 cm-1 y en el estudio realizado por Rojo 61 muestran bandas de absorción 

infrarroja (3200-3650 cm-1) y Subrahmanyam 62  en el análisis estructural del 

ácido elágico (2800-3700 cm-1) muestran bandas anchas para la identificación 

de hidroxilos. En cuanto, al resultado obtenido en el extracto de acetona del 

zumo de Punica granatum L. “granada” se evidencia en el estudio de 

Subrahmanyam 62 en la intensidad de vibración de los anillos aromáticos en el 

rango de 1500 cm-1, para las señales de intensidad de estiramiento del grupo 

carbonilo se evidencia en las tablas reportadas por Rojo  61  (1715 cm-1) y 

Subrahmanyam 62 (1725 cm-1) respectivamente y para las bandas anchas de 

intensidad del grupo hidroxilo se evidencia en el reporte de Rojo 61 (3200-3650 

cm-1). Cabe resaltar que los compuestos orgánicos generan bandas de 

absorción características, en  la  zona  de  huella  digital;  dependiendo  de  la 

estructura de la molécula y permitiendo la identificación de compuestos 

específicos tal como lo menciona Muñoz. 51 De acuerdo a los datos obtenidos 

y comparados con los estudios de Melniciuc 63 y Subrahmanyam 62 ; el 

compuesto identificado correspondería posiblemente al ácido elágico. 

 
 

 
 

Representación gráfica del Ácido elágico
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En cuanto al análisis de control de muestra microbiológica. Tabla N° 11 y 
 

12. Figura N° 15 ,16. En el extracto de acetato de etilo y acetona del zumo de 

Punica granatum L. “granada” nuestra investigación cumple con el Cap.<62> de 

la Farmacopea americana N°40; acerca de la calidad microbiológica en pruebas 

de microorganismos específicos.  Esto coincide con lo señalado por Fernández 

69, sobre el control microbiológico de medicamentos no obligatoriamente 

estériles se deben utilizar los métodos armonizados según el documento ICH 

Q4B Anexo 4C, publicados en Farmacopea Europea, Farmacopea Japonesa y 

Farmacopea de Estados Unidos de Norteamérica. Asimismo, nuestra 

investigación también coincide con lo señalado por Ríos 70, según el método de 

inoculación directa en placa de la Maca; obtuvieron como resultado la ausencia 

en las tres bacterias patógenas por lo que el producto no debe   de   ser   portador   

de   gérmenes   infecto   contagiosos.   El   recuento microbiano o fúngico no  

deberá  exceder los límites  recomendados por la Organización Mundial de la 

Salud para productos medicinales herbales de uso oral. En el análisis de 

control de esterilidad de los discos de inhibición. Tabla N° 13 - 15. Figura 

N° 17 y 18. En papel Whatman N° 10; cumple con la prueba exigida según el 

Cap.<71> de la Farmacopea americana N°40, nuestro resultado coincide con 

el postulado mencionado por Fernández 69  “Si no se observa desarrollo, el 

producto cumple con los requisitos del ensayo de esterilidad. La ausencia de 

contaminación microbiana no es razón suficiente, para suponer la total 

esterilidad del lote, por esta razón deben efectuarse las validaciones de los 

procesos de esterilización”.  En el análisis de la actividad antimicrobiana. 

Tabla N° 16 - 18. Figura N° 19 – 21. Del zumo de Punica granatum L. “granada”; 

obtuvimos en el extracto de acetona 11 y 12,5 mm, zonas de inhibición en la 

cepa Escherichia coli. Y 12 ,14 y 16,5 mm en la cepa Staphylococcus aureus. 

Nuestros resultados se compararon de manera cualitativa según CLSI 

Documment 45 y la escala de Durafford 64.  Por lo que respecta, a la CLSI 

Documment 45, se evidencia sensibilidad intermedia para Escherichia coli y 

Staphylococcus aureus; estos resultados se aproximan al
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63% de los resultados encontrados en la investigación de Sabbar 8  sobre la 

actividad antibacterial en el jugo de Punica granatum L. “granada” en el extracto  

acuoso.  Asimismo,  en  la  escala  de  Durafford  64    en  la  cepa Escherichia 

coli  se encuentra en la escala de sensibilidad limite que va de ( 9 

- 14 mm) y en la cepa Staphylococcus aureus  se ubica en la escala media de 

sensibilidad que va de ( 15 - 19mm ). Estos resultados se confirman al ser 

comparados con el estudio de Alzamora 64  sobre la actividad antimicrobiana 

de los aceites esenciales de plantas naturales sobre bacterias Gram (+) y 

Gram (-) que se ubican en la escala de sensibilidad: límite  y media. 

 
 

En el estudio comparativo entre la inhibición microbiana en el extracto 

de acetato de etilo y acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” 

y la cuantificación del ácido elágico. Tabla N° 19.   Es inversamente 

proporcional a la inhibición microbiana. Debido a que el extracto en acetona tuvo 

inhibición microbiana en comparación con el extracto en acetato de etilo. Y en 

relación,  a la concentración del ácido elágico se obtuvo mayor valor en el 

extracto en acetato de etilo. Es probable, se haya presentado un sinergismo en 

el extracto de acetona con otros compuestos hidrolizables. Por lo contrario, en 

el extracto de acetato de etilo se produjo un antagonismo entre los compuestos 

polifenolicos hidrolizables; resultando ausencia de inhibición microbiana. El 

resultado obtenido en el extracto en acetona se evidenciaría la actividad 

antimicrobiana posiblemente por la acción sinérgica de fitoconstituyentes como 

el ácido gálico, tal como lo reporto Naz 38 en el estudio de la actividad 

antibacterial de Punica granatum L. “granada”, demostró que altas 

concentraciones de ácido gálico tiene  actividad antibacteriana contra cepas 

Gram (+) y Gram (-). Asimismo, el resultado reportado por Rosas- Burgos36 

menciona que altas concentraciones de punicalaginas α y β y ácido elágico 

fueron los responsables de la actividad antibacterial y antifúngica de la cáscara 

de granada. Mathabe  71  en el estudio de las zonas de inhibición bacteriana 

de Staphylococcus aureus y Escherichia coli  demostraron (12- 31
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mm) en los extractos en acetona, etanol, metanol y agua.  Los ensayos de 

actividad antibacterial en fracciones eludidas en acetato de etilo en jugos 

comerciales de Punica granatum L. “granada” según Muntha et al. 9 

demostraron baja actividad en Escherichia coli , MRSA y Pseudomonas 

aeruginosa. Y los compuestos purificados de ácido elágico y punicalinas no 

demostraron  actividad  antibacteriana  contra  todos  los microorganismos de 

prueba a altas concentraciones de 20 µg/mL. El resultado de nuestra 

investigación se explicaría por la solubilidad de los extractos con los solventes. 

La dependencia de la solubilidad se debe a que el anillo aromático del ácido 

elágico  le confiere propiedades lipofílicas y los 4 grupos hidroxilo y las dos 

lactonas le confieren propiedades hidrofílicas, ya que funcionan con aceptores 

de electrones formando puentes de hidrógeno13.
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VI. CONCLUSIONES 
 

 

El extracto de  acetona  del zumo  de  Punica  granatum L.  “granada”,  tiene 

actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus. 

Además realizamos las siguientes conclusiones específicas: 
 

 

    Se  recolectó  e  identificó  la  planta  y  fruto  de  Punica  granatum  L. 

“granada. 
 

 

    Se preparó los extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de 

Punica granatum L. “granada. 
 

 

 Los fitoconstituyentes encontrados en los extractos de acetato de etilo y 

acetona   del   zumo   de   Punica   granatum   L.   “granada”;   fueron 

flavonoides, taninos y azúcares reductores. 
 

 

 En  el  análisis  cualitativo  en  espectroscopia  IR  se  obtuvó  picos  de 

intensidad infrarroja; que posiblemente corresponderia a un polifenol 

hidrolizable   u otro fitoconstituyente asociado al ácido elágico. En cuanto,  

al  análisis  cuantitativo  del  ácido  elágico  en  el  extracto  en acetato 

de etilo se obtuvo 0,238 mg/g y en el extracto en acetona 

0,126 mg/g. 
 

 

 El extracto en acetona  del zumo  de  Punica granatum L.  “granada” 

presentó actividad inhibitoria frente a Escherichia coli  y Staphylococcus 

aureus.   No   se   evidenció   actividad   antibacteriana       frente   a 

Pseudomonas aeruginosa. 
 

 

 La  actividad  antibacteriana  de  los  extractos  de  acetato  de  etilo  y 

acetona del zumo de Punica granatum L. “granada” es inversamente 

proporcional en relación a la concentración de ácido elágico.
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VII. RECOMENDACIONES 
 

 

 Debido a los resultados obtenidos recomendamos investigar profundamente 

los fitoconstituyentes responsables de la actividad antibacteriana sobre todo 

en  el  ácido  gálico  y  Punicalaginas  en  el  zumo  de  Punica  granatum  L. 

“granada”. 

 
 

 Considerando la buena actividad antibacteriana del zumo de Punica granatum 

L. “granada” frente a cepas patógenas; en especial Staphylococcus aureus 

recomendamos considerar   la elaboración de formulaciones magistrales de 

uso tópico que ayuden al tratamiento a este tipo de infecciones.
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Anexo N° 1: Constancia de  clasificación de  Punica granatum L. “granada” 
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Anexo N° 2: Preparación de medios de cultivo 
 

 
 
 
 
 
 

 
Anexo N° 3: Manejo del espectroscopio infrarrojo IR 
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