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RESUMEN

La gran produccién de desechos organicos nos ha dado la tarea de crear
alternativas para su utilizacion, por lo tanto el presente trabajo tuvo el objetivo de
extraer y cuantificar el aceite esencial de cascara de granada asi como determinar el
efecto antifngico sobre Penicillium sp in vitro; para lo cual se implementaron tres
diferentes métodos de extraccion de aceite, Soxleth (M1), solido-liquido (M2) y
arrastre de vapor (M3); se hicieron extracciones por triplicado para cada método y asi
obtener un ANOVA donde se mostraron mejores resultados por el método de arrastre
de vapor, obteniendo un rendimiento de 8.7 %; posteriormente se realizd la
esterificacion del aceite, donde se obtuvieron los ésteres metilicos de los &cidos
grasos, que se analizaron por cromatografia de gases. Fueron identificados el &cido
butirico (C4:0); el &cido linolelaidico (C18:2n6-t); linoleico (C18:2n6-c) (w-6);
araquidico (C20:0) y docosahexaenoico (DHA) (C22:6n-3) (w-6), de acuerdo al
estandar de los ésteres metilicos de los acidos grasos (Supelco™ 37 Component
FAME Mix), algunos de ellos se encontraron hasta en un 0.9 % en peso de la
muestra, siendo estos de gran importancia para la industria alimentaria. Se evalu6 el
efecto antifungico sobre Penicillium sp, aplicando diferentes concentraciones del
aceite esencial de cascara de granada 100, 300, 500, 1500 ul y control (0),
obteniendo como resultado un efecto negativo, ya que el microorganismo fue capaz

de crecer incluso con un area mayor que el control.

Palabras clave: cascara de granada, acidos grasos, aceite esencial, Penicillium sp.

Xl



CAPITULO |

INTRODUCCION

En los udltimos afios ha surgido un gran interés por las plantas medicinales que
rodean nuestro entorno, la importancia en el estudio de las plantas medicinales y
ahora de estos residuos organicos, es evaluar la eficacia de su uso como remedios

caseros tradicionales haciendo una contribucion a su validez cientifica y legislativa.

La granada (Punica granatum L.), es una planta con mdultiples propiedades
terapéuticas de arraigado uso en la medicina tradicional desde tiempos ancestrales,
actualmente se emplea en diferentes paises y existe un gran interés por el estudio de

esta especie vegetal (Ventura-Sobrevilla, et al., 2006; Sanchez, et al., 2005).

En gran parte del mundo desde hace algunos afios se ha venido exigiendo
mejor calidad de alimentos, tratando de usar menor cantidad de quimicos y emplear
mayor cantidad de productos biologicos lo que se ha logrado con la agricultura
organica. Por lo anterior, la demanda de productos biolégicos y/o extractos de

vegetales es cada vez mayor (Sandoval, 2005).

Asi pues, se han obtenido diversos extractos de la granada utilizando el jugo,

semillas, cascara y fruto completo; en cuanto al arbol de granado se han empleado



hojas, flores y raices. Estos extractos exhiben propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antihelminticas, antibacteriales, antitumorales,
antivirales y astringentes. También se han empleado para el control de diabetes
mellitus, hiperlipidemia, hipertension, arterosclerosis, problemas bucales, infertilidad
femenina, disfuncion eréctil, obesidad, Alzheimer, diarrea y Uulceras (Ventura-

Sobrevilla, et al., 2006).

Todo esto pone de manifiesto las multiples propiedades de la granada por lo
gque es necesario realizar estudios en este sentido para encontrar nuevas

alternativas.

De esta manera el presente estudio a partir del empleo de residuos organicos,
como el de la cascara de granada, busca extraer el aceite esencial y cuantificar sus
acidos grasos, ademas de probarlo como inhibidor de algunos microorganismos

como Penicillium y evidenciar sus efectos.

La tarea no es nada facil puesto que antes se debe hacer frente a retos como
el puramente tecnoldgico, ya que dar salida a estos desechos requiere un

tratamiento especifico y conocer con exactitud las aplicaciones que pueden tener.



1.1 Justificacién

La industria alimentaria genera una gran cantidad de residuos organicos los
cuales no son tratados de manera adecuada, por lo que se convierten en un
problema de contaminacion importante, sobre todo de aguas y suelo. Las tendencias
en la generacion de tecnologias verdes y tecnologias limpias en pro del cuidado y
proteccion del medio ambiente, han iniciado con integracion en la cadena productiva,
de tal forma que a dichos residuos se les dé un tratamiento y a la vez un valor

agregado.

En la Union Europea se producen al afio millones de toneladas de desechos
organicos procedentes del procesado al que se someten productos como vegetales y
frutas. La dificultad que entrafia deshacerse de ellos, unida a que ocupan mucho
espacio y a que generan olores y gases durante su descomposicion, ha llevado a
una parte del sector dedicado a la tecnologia alimentaria a buscar salida a estos
restos. Una de ellas apunta al aprovechamiento de estos coproductos mediante la
extraccion de distintos ingredientes que puedan aplicarse en la industria alimentaria.
Asi, frutas y vegetales son algunos de los productos cuyos restos contienen
sustancias, como acidos organicos o aceites esenciales, de interés en la produccién

alimentaria (Chavarrias, 2009).

Las investigaciones en relacion a la cascara de granada aun estan en
desarrollo, asi como las aplicaciones que esta pueda tener, por lo tanto la presente
investigacion pretende extraer el aceite esencial de la cascara de granada y darle un

valor agregado, como aumentar la vida de anaquel de los frutos, conservar



alimentos, de tal forma que se pueda contribuir de manera efectiva a la industria
alimentaria, o incluso que pueda ser empleado en otro tipo de industrias como la

farmacéutica, cosmeética, aromaterapia, entre otras.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Extraer y cuantificar el aceite esencial de céscara de granada (Punica

granatum L.) y determinar su efecto antifingico sobre Penicillium sp.

1.2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar la ciscara de granada.

- Evaluar tres sistemas de extraccion de aceite esencial de cascara de granada
en base al rendimiento.

- Cuantificar los acidos grasos del aceite esencial de la cascara de granada.

- Definir si las sefiales de los acidos grasos encontrados son las mismas en los
tres métodos de extraccion aplicados.

- Evaluar el efecto antifungico del aceite esencial de cascara de granada

aplicando diferentes concentraciones sobre Penicillium sp in vitro.



1.3 Hipotesis

Es posible extraer el aceite esencial de cascara de granada, conocer algunos
de sus componentes y estos a su vez podran tener la capacidad de inhibir

microorganismos alterantes de algunos frutos.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Lagranada (Punica granatum L.)

2.1.1 Generalidades del cultivo

El Granado (Punica granatum Linnaeus), es el nombre comun de un arbusto
espinoso de la familia de las Punicaceas, que también es conocido como Balaustia,
Magrano, Pomogranado (Peris, et al., 1996), el cual alcanza entre 2 y 6 m de altura 'y
produce un fruto llamado granada (figura 1). Aunque es originaria de Persia su cultivo
se ha extendido desde el Mediterraneo (China e India) hasta el continente
Americano, desde California, hasta Argentina, Chile y México (Robledo-Olivo, 2006;

Peris, et al., 1996; Tous, et al., 1996; Ventura-Sobrevilla, et al., 2006).

Figura 1. Flor y fruto del arbol de granado.

La granada es un frutal que puede sobrevivir y ser productivo bajo condiciones

adversas; ademas, no exige manejos especiales para poder prosperar y el producto



tiene gran aceptacion y alcanza precios de venta altos. En México este producto se
ha destinado principalmente para el autoconsumo, sin embargo, en los ultimos afos
ha cobrado mayor interés en su plantacion ya que puede captar mejores ingresos por

la venta de su fruta que otros frutales (Andrés, et al., 1997).

2.1.2 Produccién a nivel mundial

Segun una publicaciéon en el diario de Tehran, Iran en el 2004 (Web 1), el mas
grande productor y exportador de granada a nivel mundial es Iran, con una
produccion anual de 670,000 toneladas, ya que la granada es producida en casi
todas las partes de Iran. Cobelo (2007), menciona que el gran productor mundial
sigue siendo Irdn con un 76 % del total de la produccién mundial, siguiendo la India

con el 10 %, Espafia con 8 %, Afganistan 5 %, Tunez 1 % e Israel con el 0.4 %.

2.1.3 Produccién a nivel nacional

El Sistema de Informaciéon Agropecuaria de Consulta (SIACON) en el 2003,
reporta en México los ingresos por produccién de granada, mayores a los 8 millones
de pesos (cuadro 1) (Web 3). Se cultiva en las casas y esta asociada a la selva
tropical caducifolia, subcaducifolia y perennifolia; matorral xeréfilo y bosques
espinoso, mesofilo de montafia, de encino y pino. Hay variedades enanas que no
producen fruto y son usadas principalmente como ornamentales por la flor (Robledo-

Olivo, 2006).



Cuadro 1. Produccion de granada roja en México en el afio 2003.

Estado Produccion  Rendimiento Valor Produccion Lugar de
(Ton) (Ton/Ha) Produccion (%) produccion
(Pesos)

AGUASCALIENTES 16.00 5.333 64,000.00 0.58 9°
BAJA CALIFORNIA 12.60 4.200 28,980.00 0.45 10°
COAHUILA 115.50 14.438 1,501,500.00 4.15 5°
COLIMA 2.50 5.000 15,000.00 0.09 12°
GUANAJUATO 994.20 13.619 2,495,100.00 35.74 2°
HIDALGO 1,093.00 10.930 2,833,500.00 39.30 1°
JALISCO 33.60 3.360 127,560.00 1.21 8°
MEXICO 148.00 3.700 614,000.00 5.32 4°
OAXACA 69.00 4.059 370,500.00 2.48 6°
SAN LUIS POTOSI 45.00 5.000 56,250.00 1.62 7°
SONORA 240.00 12.000 684,000.00 8.63 3°
ZACATECAS 12.00 4.000 120,000.00 0.43 11°
TOTAL 2,781.40 9.708 8,910,390.00 100

FUENTE: Sistema de Informacién Agropecuaria de Consulta (SIACON).

2.1.4 Produccién a nivel estatal

En Coahuila, el arbol de granado es sembrado y cosechado desde 1980 a la

fecha, en amplias localidades de la region, este producto reditia ganancias de mas

de 1.5 millones de pesos para el estado, y es uno de los 5 principales productores de

granada roja en México (figura 2) (Web 3).
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Figura 2. Los diez primeros estados de México en produccion de granada roja en el afo
2004.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en la estadistica para
la perspectiva 2008, muestra la produccion agricola de varios de sus cultivos,
presentando a la granada como uno de los principales productos, con una
produccion de 104 toneladas en el afio agricola, representando el 2.8 % del total de
la produccién nacional y ocupando el 8° lugar de 15 estados productores, asi se

puede apreciar en el cuadro 2.



Cuadro 2. Produccion agricola en Coahuila de Zaragoza en el 2008.

PRINCIPALES TONELADAS % EN EL TOTAL LUGAR
PRODUCTOS & NACIONAL NACIONAL
Ciclicos
Sorgo forrajero verde 1,075,522 20.6 1° de 26
Maiz forrajero 599,987 4.7 8° de 23
Avena forrajera 542,561 4.9 5° de 24
Meldn 104,507 18.1 2° de 27
Algodon hueso 56,033 15.3 3°de 6
Tomate rojo (jitomate) 44,954 2.0 13° de 32
Papa 26,709 1.6 13° de 23
Maiz grano 23,305 0.1 29° de 31
Trigo grano 18,118 0.4 14° de 23
Sorgo escobero 13,636 60.3 1°de9
Perennes
Alfalfa verde 1,742,150 5.9 7° de 26
Pastos 906,397 2.0 14° de 28
Manzana 34,800 6.8 3°de 23
Nopal forrajero 14,671 9.9 3°de?7
Nuez 8,777 11.0 2°de 19
Uva 2,100 0.8 6° de 13
Granada 104 2.8 8° de 15

NOTA: Afio agricola.

a/ Seleccionados de acuerdo al valor de su produccion.

Se consideran aqui los cultivos genéricos, es decir, informacién agrupada en un

solo producto sin distinguir sus variedades.

Fuente: INEGI
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2.1.5 Produccion de cascara de granada

Teniendo como referencia los datos anteriores de la produccion del fruto se
estima que la produccion de cascara de granada es de 44.86 toneladas, tan solo en

nuestro pais.

En la Unién Europea se producen alrededor de un millén de toneladas de
desechos organicos procedentes de frutas y vegetales, y cerca de 3.4 millones de

toneladas provenientes del sector cervecero (Chavarrias, 2009).

2.1.6 Aplicaciones de la cascara de granada

La cascara de granada no tiene un aprovechamiento de valor agregado, se
emplea solo como remedio tradicional usando la cascara seca, sin embargo, parte de
los beneficios que se le atribuyen, vienen dados por su gran concentracion en
antioxidantes naturales; siendo los polifenoles uno de los grupos mas estudiados en

la actualidad (Andreu-Sevilla, et al., 2008).

Lansky y colaboradores (2005), utilizaron los polifenoles del pericarpio de la
granada, semillas y jugo. Mencionan que la piel o c4scara tiene un alto contenido de

polifenoles sin embargo en la semilla y jugo se encuentran en mayor cantidad.

Nascimento y colaboradores (2000) emplearon diferentes extractos de plantas
con actividad antimicrobiana entre ellos el de pericarpio de granada, reconociendo en
su constitucion quimica a los alcaloides y elagitaninos, siendo estos los que le

proporcionan el efecto antimicrobiano. Los extractos se probaron en 14 bacterias,
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entre las cuales Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis fueron susceptibles al

extracto de pericarpio de granada.

Una investigacion Israeli sobre la aplicacion de la cdscara de granada para la
alimentacion de ganado vacuno reporta que se incrementan los niveles de alpha-
tocoferol que es precursor de la vitamina E, el cual ayuda a retener nutrientes de la
dieta, logrando que los becerros ganaran peso con respecto a los no tratados con

este alimento (Shabtay, et al., 2008).

Recientemente en la Universidad de California, Seeram y Heber (2005),
patentizaron un método para la obtencion de elagitaninos de cascara de granada, el
cual consiste en macerar los residuos en cinco porciones de agua a temperatura
ambiente, después de 5 horas se filtra, se purifica en columnas cromatogréficas y
obtienen elagitaninos, que son compuestos con diversa actividad biolégica como

antioxidante, antimicrobiana, antimutagénico por mencionar algunos.

Otra de las aplicaciones aun en vias experimentales es para la produccién de
acido elagico por métodos biotecnolégicos, usando la cascara de granada en polvo
como sustrato de la fermentacion (Robledo-Olivo, 2006; Aguilera-Carbd, et al., 2008),
se emplean hogos filamentosos generalmente como Aspergillus niger, se cultiva y se
obtiene el acido elagico de los extractos. También se han hecho reportes sobre la
produccion de la enzima elagitanasa, la cual degrada los elagitaninos y produce

acido elagico por via enzimatica (Aguilera, 2009).

El efecto de consumir productos y subproductos (suplementos alimenticios de

extractos de zumo de granada y cascara de granada) fue reportado por Bialonska y
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su grupo de trabajo (2009), menciona que los compuestos presentes tales como
elagitaninos principalmente punicalagina y punicalina tienen un efecto benéfico en el
intestino, la suplementacion con un producto comercial POMx incremento

significativamente el crecimiento de Bifidobacterium breve y B. infantis.

2.2 El aceite esencial como uno de los componentes de la cascara de granada

2.2.1 Las grasas y los aceites

Las grasas son compuestos organicos que se producen de forma natural,
quimicamente, son ésteres de tres moléculas de acido graso con glicerina; se

conocen con el nombre de triglicéridos (Web 2).

Un aceite fijo se considera también como una grasa 0 aceite graso. Los
aceites volatiles, llamados también aceites etéreos, aceites esenciales o esencias,
cuando se combinan con una solucion de alcohol, difieren en su composicion y
propiedades de los acidos grasos o fijos, que se componen de glicerina, y de los

aceites minerales, formados por hidrocarburos (Barba, 1997).

2.2.2 Aceites esenciales

2.2.2.1 Definiciones

Los aceites esenciales o esencias vegetales son mezclas de un numero
variable de substancias organicas olorosas y que son empleadas en perfumeria, en
la industria alimenticia o como fuentes de materias primas (Guenther, 1952,
Dominguez, 1985).
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Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que
un metabolismo mas activo puede asociarse con una mayor produccion de aceites.
En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y aromaticos, asi
como sus derivados oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres),

sustancias azufradas y nitrogenadas (Barba, 1997; Rangel, 2007).

2.2.2.2 Distribucién y estado natural

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en plantas que
incluyen las Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtdceas, Pinaceas, Rosaceas,
Rutaceas y Umbeliferas. Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en
las hojas (como ajenjo, albahaca, eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, pachuli,
romero, salvia, por mencionar algunas), en las raices (angélica, carcuma, jengibre,
sandalo, sasafras, valeriana, vetiver, entre otras), en el pericarpio del fruto (citricos
como limén, mandarina, naranja), en las semillas (anis, cardamomo, hinojo, comino,
entre otras), en el tallo (como la canela), en las flores (como lavanda, manzanilla,
tomillo, rosa, etc.) y en los frutos (nuez moscada, pimienta, entre otros) (Dominguez,

1985; Web 4; Web 6).

Aunque en los aceites esenciales tanto los monoterpenos, los sesquiterpenos
y los fenilpropanos se les encuentran en forma libre, mas recientemente se han
investigado los que estan ligados a carbohidratos, ya que se considera que son los

precursores inmediatos del aceite como tal (Web 4; Web 6).
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2.2.2.3 Clasificaciéon de los aceites esenciales
Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios (Web 4).

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en
esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles
a temperatura ambiente. Los balsamos son de consistencia mas espesa, son poco
volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacidon, son ejemplos el balsamo
de copaiba, el balsamo del Peru, Benjui, balsamo de Tolu, Estorague, entre otros.
Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son
tipicamente liguidos muy viscosos o0 sustancias semisolidas (caucho, chicle,

oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, entre otras) (Web 4).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan
bajo son muy costosas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriguecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y jazmin enriquecidas con linalool, o
la esencia de anis enriquecida con anetol. Los aceites esenciales sintéticos como su
nombre lo indica son los producidos por la combinacion de sus componentes los
cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos de sintesis quimica.

Estos son mas economicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como
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aromatizantes y saborizantes (por ej. esencias de vainilla, limon, frutilla, entre otros)
(Web 4).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja los
aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo con los componentes
mayoritarios. Por lo anterior, los aceites esenciales ricos en monoterpenos se
denominan aceites esenciales monoterpénicos (por ej. hierbabuena, albahaca,
salvia). Los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpénicos (por
ej. copaiba, pino, junipero). Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales

fenilpropanoides (por ej. clavo, canela, anis, entre otros) (Web 4).

Aungue esta clasificacion es muy general resulta Gtil para estudiar algunos
aspectos fitoquimicos de los monoterpenos, los sesquiterpenos y los fenilpropanos;
sin embargo, existen clasificaciones mas complejas que tienen en cuenta otros

aspectos quimicos (Web, 4).

2.2.3 Técnicas de extraccion de aceites esenciales

2.2.3.1 Arrastre con vapor

El mas antiguo y sencillo método para obtener aceites esenciales es la
destilacién por arrastre con vapor, a partir del material vegetal, lo mas fresco posible
(Guenther, 1952; Quintero, et al., 2004; Dominguez, 1985), ésta es una operacion
gue se utiliza para separar sustancias insolubles en agua y de elevado punto de
ebullicion, este método permite destilar tales sustancias a menor temperatura

evitando su descomposicion. Los vapores del producto volatil son arrastrados por
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vapor de agua sobrecalentado, procedimiento que permite extraer los compuestos
volatiles organicos de los vegetales que los producen, separandolos y purificandolos

de otros compuestos sin que lleguen a modificarse (Barba, 1997).

Esta técnica es particularmente util cuando la sustancia en cuestion hierve por
encima de los 100 °C a presion atmosférica y se descompone a la temperatura de
ebullicibn o por debajo de ésta. El liquido hierve a una menor temperatura de su
punto de ebullicién, ya que la presion de sus vapores junto con la del vapor de agua,

sumadas vencen a la presion atmosférica y dan lugar a la destilacion (Barba, 1997).

Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite

obtenido y porgque no requiere tecnologia sofisticada (Web 4).

2.2.3.2 Solventes

La extraccion con solventes es el método mas eficiente para obtener aceite y
con menos impurezas que el obtenido mediante el empleo de la presion mecanica.
Ademas, en la extraccion con disolventes el calentamiento es minimo y asi el aceite
producido es de mejor calidad. Este proceso ahorra energia comparado con la

extraccidbn mecanica (Gonzalez, 2008).

En las operaciones a gran escala es comun mezclar el aceite procedente de
las partes trituradas con un disolvente a baja temperatura que no sea toxico, por
ejemplo el hexano. La extraccion con disolventes da mejores rendimientos. Mientras

las tortas prensadas mecanicamente todavia contienen de 4 a 5 % de aceite el
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contenido de aceite en el residuo después de la extraccion con disolventes es menor
de 1 % pudiendo descender hasta 0.5 %. Los procesos combinados emplean primero
la extraccion mediante presion y después con disolventes para recuperar el aceite

residual (Gonzélez, 2008).

El proceso puede ejecutarse por batch (por lotes 6 cochadas) 6 en forma
continua (percolacion, lixiviacion, extraccion tipo Soxleth). Los solventes mas
empleados son: etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, xileno,
ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo; no se
usan clorados ni benceno por su peligrosidad a la salud. Los solventes se recuperan

por destilacion y pueden ser reutilizados (Sanchez, 2006).

El hexano es el solvente mas ampliamente utilizado debido a su elevado
caracter volatil ya que después de la extraccion del aceite queda un residuo de

hexano minimo de 0.01 % o nulo (Gonzalez, 2008).

2.2.3.3 Prensado o expresion

La extraccion de aceite por prensado esta creciendo a nivel mundial. Este
proceso es aplicado en la extraccion de aceites esenciales, aceites organicos, y para
produccion de biocombustibles con la finalidad de incrementar el valor de los mismos

(Gonzélez, 2008).
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En la expresion el material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el
aceite y este es recolectado vy filtrado (Web 4), bien sea en prensas tipo batch 6 en
forma continua, dentro de éstos se tienen los equipos: tornillo sin fin de alta 6 de baja
presion, extractor expeller, extractor centrifugo, extractor decanter y rodillos de

prensa (Sanchez, 2006).

Para los citricos antiguamente se empleé el método manual de la esponja,
especialmente en ltalia, que consiste en exprimir manualmente las cascaras con una
esponja hasta que se empapa de aceite, se exprime entonces la esponja y se libera

el aceite esencial (Sanchez, 2006).

2.2.3.4 Fluidos supercriticos

Este procedimiento presenta multiples ventajas, entre las cuales sobresalen su
alto rendimiento, reciclaje del solvente y ausencia de contaminacion ambiental

(Quintero, et al., 2004).

Cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su presion y
temperatura criticas, se encuentra en su estado “supercritico”. En este estado, la
linea de separacién de fases liquido—gas se interrumpe. Esto implica la formacién de
una sola fase en la que el fluido tiene propiedades intermedias, de un liquido y de un
gas: asi pues, mientras se mantiene una gran difusividad (propia de los gases), se

consigue una alta densidad (cercana a la de los liquidos) (Sanchez, 2006).
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La sustancia mas empleada es el CO,, que en estas condiciones presenta
baja viscosidad, baja tension superficial, alto coeficiente de difusién (10 veces mas
qgue un liquido normal), que conlleva a un alto contacto con la superficie del material
y puede penetrar a pequefios poros y rendijas del mismo lo que asegura una buena
eficiencia en la extraccion en un corto tiempo. En la parte final del proceso hay una
remocion total del solvente y se realiza a una temperatura baja, se disminuye la
pérdida de sustancias volatiles y se evita la formacién de sabores y olores extrafios

(Sanchez, 2006).

2.2.3.5 Radiacion de microondas

La técnica de extraccion asistida por radiacion de microondas es promisoria en

la quimica de productos naturales (Quintero, et al., 2004).

Existe una patente europea para la extraccion por microondas de aceites
volatiles y un aparato para la misma; esta invencion utiliza la energia de las
microondas para generar un incremento repentino de la temperatura en los sistemas
glandulares y a veces vasculares de la materia biolégica que se encuentra en
contacto con una cantidad apropiada de un solvente organico no acuoso. El proceso
es un “proceso frio" en el cual el medio solvente no se calienta como resultado de la
absorcion por el solvente de la energia de las microondas; y substancialmente toda
la energia de las microondas que se usa es aplicada al material que se esta tratando

(Paré, 1996).
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Una comparacion realizada por Golmakani y Rezaei (2008), de un método
convencional de hidrodestilacion, con hidrodestilacion asistida con microondas para
la extraccion de aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris L.), dio como resultado
un ahorro de energia y tiempo de extraccion; 75 minutos con hidrodestilacion asistida
por microondas, comparada a 4 horas con hidrodestilacion normal. Ademas el
extracto de aceite esencial de tomillo al ser analizado por cromatografia de gases
con espectrometria de masas indic6 que la radiacion de microondas no influye

negativamente en la composicion del aceite.

2.2.4 Los &cidos grasos

Aungque los acidos grasos (AG) se encuentran en células y tejidos en
cantidades muy grandes como componentes fundamentales de los lipidos complejos,
en estado libre aparecen solamente en trazas. Se han aislado unas 100 clases
diferentes de acidos grasos procedentes de diversos lipidos de animales, vegetales y
microorganismos. Todos ellos poseen una cadena hidro-carbonada larga con un
grupo carboxilo terminal, y difieren entre si por: a) la longitud de la cadena de
carbono, b) presencia o no de dobles enlaces, y c) configuracion de los dobles
enlaces; los AG mas abundantes son aquellos que contienen de 16-18 carbonos en

cadena (Valdez, 2005).

Se consideran acidos grasos esenciales a los que se precisan en la dieta de

mamiferos. El acido graso esencial mas abundante en los mamiferos es el acido
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linoleico, que integra del 10 al 20 % de los &cidos grasos totales de sus
triacilglicéridos y fosfoglicéridos. Los acidos grasos esenciales insaturados incluyen
los mono-insaturados, una doble ligadura en la cadena de carbonos, y los poli-
insaturados, que tienen dos 0 mas dobles ligaduras en alguna parte de la cadena de
carbonos. De los mono-insaturados el mas importante es el acido oleico. Dentro de
los acidos grasos poli-insaturados estan los omega 6 y los omega 3, que son
esenciales y deben ser aportados por la dieta. El acido linoleico es el precursor de
los acidos grasos omega 6 y el acido a-linolénico lo es de los acidos grasos omega 3

(Valdez, 2005).

2.2.4.1 Importancia del analisis de los acidos grasos

El andlisis de acidos grasos es de gran interés para la industria de alimentos
por las implicaciones tecnoldgicas, nutricionales y sensoriales que se derivan de su
composiciéon (Garcia y Diaz, 2006).

La tendencia a modificar la composicion de los acidos grasos a través de la
dieta ha motivado la necesidad de métodos de analisis mas precisos y exactos para
poder determinar la concentracién de acidos grasos, como por ejemplo algunos del
tipo n-3: linolénico, eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA); y otros que
han adquirido importancia tanto por sus propiedades en produccion animal como por
su efecto sobre la salud humana son los acidos grasos trans, ya que se han asociado
al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y se ha promovido su reduccion

(Garcia y Diaz, 2006).
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2.2.5 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es uno de los métodos fisicos de separacion mas
eficaces que se conocen; cada componente de una muestra suministra tres unidades
de informacion: posicion, altura y anchura de los picos en el cromatograma. La
posicion, expresado como dato de retencidén, suministra la informacion cualitativa y

los otros proporcionan la informacién cuantitativa (Olguin y Rodriguez, 2004).

Los componentes a ser separados son distribuidos entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria mientras la otra se mueve en una direccion definida. Los
componentes son separados por sus diferentes tazas de migracion. La cromatografia
puede ser clasificada por su utilidad y en base al material que se utilice como
eluyente para separar los solutos. De acuerdo a su utilidad la cromatografia se
clasifica en: analitica, utilizada para determinar los quimicos presentes en una
mezcla y en que concentracion; y preparativa, utilizada para purificar grandes

cantidades de quimicos (Olguin y Rodriguez, 2004).

La forma mas usual de hacer cromatografia de gases es utilizando un liquido
como fase estacionaria; recibe entonces el nombre de cromatografia gas-liquido
(CGL). También se utilizan absorbentes, dando lugar a la cromatografia gas-sélido
(CGS), pero en mucho menor proporcion (Olguin y Rodriguez, 2004). Uno de los

modelos mas recientes de cromatografo de gases se observa en la figura 3.
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Figura 3. Cromatografo de gases, modelo Perkin Elmer Autosistem XL.

2.2.5.1 Aplicaciones

Segun la descripcion de Olguin y Rodriguez (2004), una forma de clasificar las
aplicaciones en la cromatografia de gases es dividirlo por &areas de interés,

asignadas en cuatro grandes categorias:

a) Comida, saborizantes y fragancias. Productos naturales y las feromonas,
analisis de pesticidas; separacion de enantibmeros.

b) Petroleo y quimicos. Acidos grasos; combustibles sintéticos, carbon y
aceites; separacion de enantiémeros.

c) Ambientales. Contaminantes de agua, aire y tierra; halometanos en el agua
hasta las dioxinas en la tierra; analisis de pesticidas; separacion de enantiomeros.

d) Médicas y biologicas. Acidos grasos; niveles de alcohol y drogas en la

sangre; analisis de pesticidas; separacién de enantibmeros.
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La cromatografia de gases es ampliamente utilizada en el andlisis de aceites
esenciales, donde la complejidad de la muestra puede ser en verdad un gran reto.
Muchos de estos productos son fragiles e importantes comercialmente y se utiliza la
cromatografia de gases para cuantificar componentes especificos que podrian ser
indicativos de calidad del aceite y para detectar adicion de compuestos clandestinos
como antioxidantes asi como componentes utilizados como diluyentes (Olguin y

Rodriguez, 2004).

2.3 Los aceites esenciales y su actividad antimicrobiana

Algunas de las moléculas de los aceites esenciales se han caracterizado por
su efecto potente contra microorganismos tanto bacterias, levaduras, hongos
(mohos) y virus, en el presente trabajo se pretende evidenciar si los aceites

esenciales de la cidscara de granada poseen esta actividad biologica.

Montes y colaboradores (2000), mencionan que evaluaron los extractos de
206 especies de plantas contra 28 especies de hongos fitopatogenos, midiendo
germinacion de esporas, desarrollo micelial y esporulacion, en pruebas de
invernadero y campo. De estos estudios, se sefiala que la respuesta de los

patégenos varia desde la estimulacién biol6gica hasta su total inhibicion.

El aceite esencial de Origanum. majorana, fue estudiado para determinar, su
actividad antibacterial y antifiUngica, en 25 bacterias contaminantes de alimentos y

cinco hongos patogenos de plantas, los resultados muestran un buen efecto
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antibacterial, sobre Staphylococcus aureus, y contra el hongo Aspergillus niger

(Deans y Svoboda, 1990).

Los aceites esenciales de canela (Cinnamomum zeylanicum) y orégano
(Origanum vulgare) fueron evaluados para determinar su actividad antifungica contra
Aspergillus flavus, ambos presentaron una actividad fungicida in vitro contra este
moho, el aceite esencial de orégano a partir de 1000 ppm y el de canela de 2000

ppm, presentando un efecto fungistatico en 100 ppm (Garcia-Camarillo, et al., 2006).

Sartoratto y colaboradores (2004), emplearon los aceites esenciales de
Mentha piperita, M. spicata, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, O. applii, Aloysia
triphylla, Ocimum gratissimum, O. basilicum, evaluando su actividad antimicrobiana
en 11 bacterias; la mayoria de los aceites fue efectivo contra Enterococcus faecium y
Salmonella cholerasuis; Aloysia triphylla y O. basilicum presentaron moderada

inhibicion contra Staphylococcus aureus.

Estos son algunas de muchas investigaciones realizadas que ponen en
evidencia la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. A continuacion se
describe un microorganismo causante de dafios en frutas y hortalizas, ocasionando

grandes pérdidas de postcosecha.

2.3.1 Penicillium

Las distintas especies de este género causan las “pudriciones por los mohos

azules y las “pudriciones por los mohos verdes” a las cuales se les denomina
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también pudriciones por Penicillium. Son las mas comunes y a menudo las mas
destructivas de todas las enfermedades de postcosecha, ya que afectan a todo tipo
de citricos, manzanas, peras, membrillos, uvas, cebollas, melones, higos, camotes y
muchos otros frutos y hortalizas. En algunos frutos, por ejemplo en los citricos, la
infeccion puede producirse en el campo pero los mohos azules y verdes son, en
esencia, patdogenos de postcosecha y con frecuencia a ellos se debe mas del 90% de
la descomposicién de los frutos durante su transporte, almacenamiento y en el

mercado (Sandoval, 2005; Agrios, 2008).

Penicillium penetra en los tejidos de su hospedante a través de aberturas en la
cascara o corteza e incluso a través de lenticelas. Sin embargo, puede propagarse
desde los frutos infectados a los sanos, cuando la cascara intacta de estos ultimos
entra en contacto con la cascara infectada de los primeros. Las pudriciones
causadas por Penicillium al principio tienen el aspecto de manchas blandas,
aguanosas, ligeramente decoloradas y de tamafo variable, las cuales pueden
aparecer en cualquier parte del fruto. Estas manchas son superficiales al principio,
pero se hunden con rapidez y, a la temperatura ambiente, gran parte del fruto o todo
él se descompone en tan sélo unos cuantos dias. Poco después de que se desarrolla
la pudricion, un moho blanco comienza a crecer sobre la superficie de la cascara o
corteza del fruto, cerca de la parte central de la mancha. Posteriormente, el hongo
prosigue su desarrollo y produce esporas. El area esporulante tiene un color azul,
verde azuloso, o verde olivo y a menudo se encuentra rodeado por una banda
estrecha o amplia de micelio blanco delante del cual hay una banda de tejido

aguanoso. El desarrollo superficial del hongo se produce sobre manchas de

27



cualquier tamafo, siempre y cuando la atmésfera sea hiumeda y céalida. Cuando el
aire es seco Yy frio, el moho superficial es raro, aunque los frutos estén totalmente
descompuestos. Bajo condiciones de almacenamiento, pequefios cojinetes de
micelio productores de esporas aparecen sobre la superficie de las manchas. Los
frutos en proceso de descomposicion huelen a humedad y, en condiciones secas,
pueden contraerse y transformarse en una momia mientras que en condiciones
hamedas cuando los hongos y levaduras secundarias entran también en ellos, se

reduce a una masa blanda y humeda (Agrios, 2008).

Aun cuando la mayoria de los dafios ocasionados por las pudriciones de los
mohos azules y verdes aparecen en el almacenamiento y en el mercado, la
ocurrencia de estos mohos es mayor cuando los frutos son cosechados vy
manipulados durante tiempo hiumedo que en tiempo seco y frio; cuando los frutos
tardan en almacenarse; cuando son enfriados lentamente durante su
almacenamiento. Sin embargo, el factor mas importante que favorece estas
pudriciones, especialmente a principios de temporada de almacenamiento, son los
dafios mecénicos que sufre la superficie de los frutos. Aunque ambos grupos de
mohos son favorecidos por temperaturas relativamente altas durante el
almacenamiento, continan mostrando una actividad aun a temperaturas cercana al

punto de congelacién (Sandoval 2005; Agrios, 2008).

Algunas especies de Penicillium producen etileno, el cual se difunde en los
recipientes o almacenes e incrementa la tasa respiratoria de los frutos, afecta su
coloracién y se acelera su maduraciéon y senescencia, reduciendo asi también el

tiempo de almacenamiento de frutos sanos (Agrios, 2008).
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2.3.1.1 Clasificacion taxonémica

Torrenegra, et al., (2005), Baquero, et al., (2005) y Agrios, (2008), clasifican a

Penicillium de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Subdivision: Deuteromycetes

Clase: Hyphomycetidae

Orden: Hyphales (Moniliales)

Familia;: Moniliaceae

Género: Penicillium

2.3.1.2 Condiciones para su crecimiento in vitro

Es un hongo filamentoso, heterotrofo, aerobio facultativo, la temperatura
Optima de crecimiento es de 22 a 30° C, crecen en un pH de 2.0 a 9.0 teniendo un
optimo de 5.6, degradan: celulosa, quitina, almidén, azucares y lignina (Torrenegra,

et al., 2005).

2.3.1.3 Caracteristicas microscopicas

Presenta conidiéforo hialino, tabicado libremente, ramificado y da lugar a
fialides ramificadas con cadenas de esporas (Torrenegra, et al., 2005; Baquero, et

al., 2005).
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2.3.1.4 Caracteristicas macroscopicas

¢ Inicialmente son blancas y vellosas.

e Las esporas son pigmentadas de color verde, azul verdoso, amarillas.

e La superficie de la colonia puede ser algodonosa, aterciopelada o
pulverulenta.

e Presenta exudados en la superficie.

e Presenta pigmentacién en el reverso (Baquero, et al., 2005).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La presente investigacion se realizo en cuatro etapas la primera de ellas fue la
obtencion y caracterizacion de la cascara de granada, la segunda se enfoco a la
evaluacion de tres sistemas de obtencion de aceite esencial, en la tercera se realizo
la cuantificacion e identificacion de los acidos grasos presentes en el aceite esencial
de céscara de granada y la etapa final fue evidenciar la capacidad de inhibicién in

vitro de Penicillium sp.

3.1 Etapa |l. Obtencidn y caracterizacion de la cascara de granada

3.1.1 Localizacion

La experimentacion se realiz6 en los laboratorios de Nutricibn Animal,
Parasitologia, Fitoquimica y Tecnologia de Semillas, de las instalaciones de la
Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro” (UAAAN), ubicada en Buenavista,

Saltillo, Coahuila, México.

3.1.2 Obtencién de la cascara de granada

La granada se recolectdé en la zona sureste del estado de Coahuila en los
municipios de Parras, Arteaga y Saltillo, en el mes de septiembre del 2008, los frutos
fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 1 % en agua, se enjuagaron con
agua destilada, escurridos y secados con toallas absorbentes, a las frutas se les
clasificd de acuerdo a su estado, las enfermas se desecharon y el material sano se
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sometié a procesamiento el cual consistio en obtener dos fracciones, semillas y

cascara, siendo esta ultima la fraccion de interés.
3.1.3 Procesamiento de la cascara de granada

Las cascaras de granada se deshidrataron en una estufa de secado
(Robertshaw), facilitada por la empresa Coyote Foods and Biopolymers, a una
temperatura de 60 °C, por 48 horas. El material seco, se sometié a molienda en un
molino (Thomas Wiley modelo 4), con una criba de 1 mm, donde se obtuvo la

muestra en polvo.

La muestra molida se almacend en bolsas de polietileno con cierre hermético

en un lugar oscuro y seco hasta el momento de su evaluacion.
3.1.4 Determinacion de materia seca total

En la determinacién de materia seca total, se pes6 1 g de muestra hUumeda en
un crisol de porcelana (el cual previamente se colocé en una estufa a una
temperatura de 100 °C hasta obtener un peso constante), posteriormente, se incubo
a 80 °C por 24 horas, se dejo enfriar en un desecador y se registrd su peso (AOAC,

1996).

La materia seca total obtenida fue calculada mediante la férmula:

crisol con muestra seca —crisol solo y
gramos de muestra

% Materia seca total = 100
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3.1.5 Humedad

La humedad se determind a partir de los resultados obtenidos en el analisis de

materia seca total.

3.1.6 Cenizas

En la determinacion de cenizas se pesaron 2 g de muestra en un crisol de
porcelana previamente sometido a peso constante, en una estufa a 100 °C por 24
horas, La muestra se carboniz6 a flama de mechero en una campana y
posteriormente se introdujo en una mufla (Barnstead/Thermolyne 47900) a una
temperatura de 500 °C por 4 h (AOAC, 1996). El porcentaje de cenizas en la muestra

se calcul6 mediante la expresion:

crisol con ceniza —crisol solo y
gramos de muestra

% Cenizas = 100

3.1.7 Extracto etéreo (lipidos)

Para la determinacion del contenido de grasa se pesaron 5 g de muestra
colocados en un dedal de celulosa e introducido a un sifén y unidos a un matraz bola
fondo plano (previamente sometido a peso constante) adicionado con 200 mL de éter
etilico. Enseguida se inserto la parte superior del sifon a un refrigerante y la muestra
se reflujo por 6 horas a una temperatura de 80 °C. Después de este tiempo, se

recupero el éter etilico contenido en el matraz, enseguida se introdujo en una estufa
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a temperatura de 60 °C por 24 h, se enfrio en un desecador y se registré el peso

(AOAC, 1996). El por ciento de grasa obtenido fue calculado mediante la expresion:

peso matraz con grasa— peso matraz solo «
gramos de muestra

% Grasa = 100

3.1.8 Proteina cruda

La determinacion de proteina se realizé por el método Kjeldhal en el cual se
coloco 1 gramo de muestra en polvo en un matraz Kjeldhal, 4 perlas de vidrio, 3 g de
catalizador selenio y 30 mL de &cido sulfdrico concentrado. Estos reactivos fueron
adicionados en otro matraz excepto la muestra de cascara de granada, esto para
determinacién del blanco. Los matraces se colocaron en el digestor Kjeldhal a una
temperatura de 100 °C hasta obtener una mezcla color verde cristalino e incolora en
el matraz sin muestra. Una vez frias las mezclas, se adicionaron 300 mL de agua
destilada, 110 mL de hidréxido de sodio al 45 % y 6 granallas de zinc. En matraces
Erlenmeyer de 500 mL se agregaron 50 mL de acido bédrico al 4 % y 6 gotas de
indicador mixto. Posteriormente se llevaron a destilacion hasta obtener 250 mL de

destilado que se titularon con acido sulftrico 0.117 Normal (N).

El nitrégeno obtenido se calculé mediante la formula:

(mL H,SO, gastados —mL H,SO,blanco) (N H,SO,) (0.014)
gramos de muestra

% Nitrogeno = x100
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Finalmente, el por ciento de proteina cruda se calculd multiplicando el

porcentaje de nitrégeno por el factor 6.25 indicado por la AOAC (1996).
3.1.9 Fibra cruda

El andlisis de fibra cruda consistio en 2 fases: en la primera fase, se colocaron
2 g de muestra desgrasada en un vaso de Berzelius y 100 mL de &cido sulfarico
0.255 N. Este se someti6 a ebullicion por 30 minutos y después se lavé con 100 mL
de agua destilada caliente. En la segunda fase, se midieron 100 mL de NaOH 0.313
N y se colocaron en el mismo vaso, enseguida, se calent6 a ebullicién por 30 minutos
y nuevamente se lavé con 100 mL de agua destilada caliente. La fibra obtenida se
colocd en un crisol de porcelana y se introdujo en una estufa a una temperatura de
105 °C por 24 horas. Después de este tiempo de registrdo el peso del crisol y
finalmente la muestra se calciné a 500 °C por 4 horas en una mufla (Thermolyne

200) (AOAC, 1996).
El por ciento de fibra se calcul6 mediante la formula:

peso crisol muestra seca — peso crisol con cenizas y
gramos de muestra

% Fibra = 100

3.1.10 Azlcares totales

Los azlcares totales se evaluaron por el método conocido como fenol-
sulftrico (Dubois, et al., 1956). Se colocé 1 g de muestra en polvo de cascara de

granada en un vaso de precipitado de 100 mL, se le afadieron 40 mL de agua
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destilada, con la ayuda de un magneto se agitd por 20 minutos, posteriormente fue
filtrado a través de papel filtro Whatman No. 41, obtenida la muestra se procedio a

realizar la técnica.

Del filtrado se realiz6 una dilucién 1:10 (v/v) en agua destilada, de esta se
tom6 1 mL y se colocé en un tubo de ensaye dentro de un bafio con hielo, se dejo
reposar por 5 minutos y se le adicionaron 2 mL de fenol-sulfarico, posteriormente se
paso a un bafio caliente y se dejo por 5 minutos a ebullicién, transcurrido el tiempo
se sacO del bafo de calentamiento y se dejoé enfriar a temperatura ambiente. Se
registré la lectura de absorbancia a 480 nm de longitud de onda, en un
espectrofotometro (Thermo-Spectronic, modelo Biomate3). Se prepar6 una curva

patrén de sacarosa para azucares totales.

3.1.11 Fenoles hidrolizables totales (FHT)

Se evaluaron por la técnica de Makkar, et al., (1993), para esto se colocaron
800 pL de la muestra en tubo de ensayo (16 x 150), al mismo tubo se le adicionaron
800 pL del reactivo comercial Folin Ciocalteu, se agitdé y se dejo reposar por 5
minutos, después se adicionaron 800 pL de carbonato de sodio 0.01 M, se agitd y se
dejé reposar por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 4 mL de agua destilada. Se
registré la absorbancia obtenida a 725 nm en un espectrofotometro. La curva de

calibracion se efectu6 con acido galico.

3.1.12. Pectina

Se pesaron 10 g de la muestra en polvo y se colocaron en un vaso de
precipitados de 500 mL, se agregaron 100 mL de agua destilada caliente y se
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sometid a ebullicidbn por dos minutos; transcurrido el tiempo se desecho el agua, en

la cual se disolvieron las sales, se repitio el lavado.

Después del tercer lavado se adicionaron 100 mL de agua destilada caliente y
se adiciond gota a gota HCI 6 N, se agitd y control6 el pH hasta que se alcanzé un
pH 2, se registrd el volumen final. El vaso de precipitados se tapd con un reloj de
vidrio y se coloc6 a ebullicion por 15 minutos, el liquido evaporado se repuso con

agua destilada caliente al nivel inicial y se someti6 a ebullicion por 3 minutos mas.

Se filtr6 en papel Whatman No. 41 y se recogi6 el filtrado en un vaso de
precipitados de 250 mL, se lavo el residuo con 200 mL de agua acidulada a pH 2,
esto se repitid 5 veces. Se redujo el volumen al 50 % por evaporacion y después se
agrego una cantidad de etanol al 70 % cuyo volumen fue 1.5 veces del volumen
filtrado y reducido, se agit6 con una varilla de vidrio para precipitar la pectina.
Previamente se tard un papel filtro en un vidrio de reloj, el papel filtro se transfirio a
un embudo de porcelana y se filtro la pectina bajo condiciones de vacio, se lavo con
2 porciones de 5 mL de etanol-amoniacal para neutralizar el acido que quedo en la
pectina. El filtro se traslado nuevamente al vidrio de reloj y se secé en la estufa a 60
°C, por 24 h, transcurrido el tiempo se coloc6 en un desecador hasta alcanzar
temperatura ambiente y se pes6 en una balanza analitica (AOAC, 1996). El por

ciento de pectina se calculo con la formula:

% Pectina =

w papel filtro, vidrio reloj, muestraseca—wdel papel filtro, vidrio reloj <100
gramos de muestra
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3.2 Etapa Il. Evaluacion de tres sistemas de obtencion de aceite esencial

Se evaluaron tres métodos de extraccion de aceites esenciales reportados en
la literatura, la prueba se hizo por triplicado para cada método y asi determinar con
cuél de ellos se obtienen mejores rendimientos, a continuacién se describen las

metodologias empleadas.
3.2.1 Método Soxleth

Para desarrollar este método se pesaron 5 g de cascara de granada en polvo
en un papel filtro Whatman No.41, que se coloc6 dentro de un dedal de celulosa; en
un matraz bola fondo plano, previamente pesado; se afiadieron 200 mL de hexano.
El matraz se calenté a una temperatura de 55 °C a 60 °C. El proceso de extraccion
se efectud durante 12 horas continuas a temperatura constante (figura 4). Al término
de este tiempo se extrajo el dedal y se recuper6 el hexano contenido en el matraz;
posteriormente el matraz con el aceite se sometié a temperatura constante por 2
horas en una estufa de secado (Blue M) a una temperatura de 40 °C, al cabo de este
tiempo se peso y se calculd el por ciento de aceite como extracto etéreo con la

siguiente formula:

W matraz + ET)— (\N matraz)

ET = ( x100
gramos de muestra

Donde:

ET = Extracto etéreo

W = peso
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Figura 4. Extraccion de aceite por método Soxleth.

3.2.2 Método Sdlido-Liquido

En la aplicacion de esta técnica se pesaron 5 g de cascara de granada molida,
se colocaron en un matraz Erlenmeyer, se agregd una solucién cloroformo-metanol
2:1 (viv), esto fue 20 mL y 10 mL respectivamente, se lavo la muestra con dicha
solucion y se hizo pasar por un papel filtro Whatman del No.1 a un embudo de
separacion. Se agregaron 30 mL de una solucién salina de KOH al 5 % y se agit6
intensamente, se esperd a que se separaran las fases. Enseguida se recupero la
fase organica (fase inferior) en un matraz redondo fondo plano previamente pesado
(Folch, et al., 1957).

Posteriormente se paso a rota-vapor para eliminar el cloroformo; el matraz con
el aceite se mantuvo a peso constante por 2 horas en una estufa de secado (Blue M)
a una temperatura de 40 °C, al cabo de este tiempo se peso y se calcul6 el por ciento

de aceite con la férmula del método anterior.
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3.2.3 Método por arrastre de vapor

Para implementar este método se instalé un equipo como el que se muestra

en la figura 5.

Figura 5. Extraccion de aceite por arrastre de vapor.

Se colocaron 300 mL de agua destilada en el primer matraz Erlenmeyer, el
cual era el generador de vapor y a este se agregaron cuerpos porosos. En el
segundo matraz se colocaron 5 g de céscara de granada molida la cual se

humedecio con agua destilada.

El primer matraz se calent6 hasta ebullicion con el fin de generar el vapor que
pasaba al segundo matraz que contenia la muestra, extrayéndose de esa manera el
aceite esencial de cascara de granada,; el cual fue arrastrado por el vapor de agua en
un proceso de co-destilacion.

El calentamiento se suspendié cuando el volumen del destilado era de 100 a
150 mL aproximadamente; de ese co-destilado, se extrajo totalmente el aceite

esencial, mediante una extraccion con 30 mL acetato de etilo (figura 6), donde las
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fases acuosas se desecharon y los extractos organicos se colectaron en un matraz
Erlenmeyer, se agregd entonces sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua
remanente, y se decanto el extracto en un matraz redondo fondo plano previamente
pesado para posteriormente mantener a peso constante en una estufa (Blue M) a 40
°C por 2 horas, al cabo de este tiempo se peso y se calculo el porcentaje de aceite

con la férmula del método Soxleth.

Figura 6. Separacion de las fases con acetato de etilo.

3.3 Etapa lll. Cuantificacion e identificacién de los acidos grasos presentes en
el aceite esencial de cascara de granada
3.3.1 Extraccion de los triglicéridos del aceite esencial de la cdscara de granada

Se suspendieron 195 mg de aceite en 10 mL de agua destilada y 30 mL de la
mezcla extractora de cloroformo-metanol (2:1) (v/v). La mezcla se agitd intensamente

durante 60 segundos en un embudo de separacion y se dejoé reposar hasta la
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separacion de las dos fases. La fase inferior (organica) que contenia los lipidos del
aceite, y la fase superior (acuosa) la cual contenia proteinas, sales minerales,
hidratos de carbono y otras sustancias no lipidicas las cuales se desecharon. Este

proceso se aplico para cada uno de los métodos de extraccion anteriores.

3.3.2 Hidrdlisis de triglicéridos hasta acido graso y esterificacion del &cido graso en

ésteres metilicos

Se realiz6 en el producto obtenido de la fase organica extraida del paso
anterior. Para esto, el extracto se colocé en el rota-vapor a una temperatura de 40 a
50 °C, con vacio moderado, retirando de este modo el cloroformo ahi retenido. Al
residuo se le afadieron 10 mL de NaOH 0.5 N en metanol, la mezcla se calento en
bafio maria a 65 °C durante 20 min con rotacién lenta del rota-vapor, posteriormente
se le adicionaron 15 mL del reactivo de Folcha (14 % BF3-CH3-OH) el calentamiento
se continud a la misma temperatura durante 5 minutos mas. A la solucion obtenida
en caliente se le afiadieron 30 mL de agua destilada. La solucion se dejé enfriar y se
le adicionaron 50 mL de hexano (se agité intensamente). Después de esta segunda
extraccidn se vuelven a separar las fases: fase superior (organica) que contenia los
ésteres metilicos de acidos grasos (componentes volatiles para la cromatografia de
gases) mientras que el resto contenia los productos de la hidrélisis. El hexano se
destilo a una temperatura entre 55 a 60 °C el residuo obtenido se diluyé en 5 mL de
hexano para su recuperacion. Posteriormente, esta muestra se utilizé en el analisis

por cromatografia de gases.
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3.3.3 Cuantificaciébn de los éacidos grasos de la cascara de granada mediante

cromatografia de gases

Se realiz6 en un equipo Perkin Elmer Autosistem XL, con una columna capilar
EC-1000 (30m x 0.32mm x 0.25um) de alta polaridad empacada de polietilenglicol
con modificacién &cida. Se empled una rampa de temperatura programada iniciando
en 100 °C y mantenida por 3 min, primera rampa incrementando de 100 a 120 °C y
una segunda rampa de 120 °C a 240 °C en 15 minutos y se mantuvo hasta 35
minutos a esta Ultima temperatura, por corrida, se utilizé un detector de ionizacion de
flama (FID) a una temperatura de 260 °C y un puerto de inyecciéon a 250 °C. Las
sefales que se obtuvieron en el cromatograma se identificaron por el tiempo de
retencion de acuerdo a los componentes del estandar de los ésteres metilicos de los
acidos grasos (Supelco™ 37 Component FAME Mix), que se muestran en el cuadro

3.
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Cuadro 3. Componentes del estandar de los ésteres metilicos de los acidos grasos.

No. Componente
1 Acido Butirico (C4:0)
2 Acido Caproico (C6:0)
3 Acido Caprilico (C8:0)
4 Acido Caprico (C10:0)
5 Acido Undecanoico (C11:0)
6 Acido Laurico (C12:0)
7 Acido Tridecanoico (C13:0)
8 Acido Miristico (C14:0)
9 Acido Miristoleico (C14:1)
10 Acido Pentadecanoico (C15:0)
11 Acido cis-10-Pentadecenoico (C15:1)
12 Acido Palmitico (C16:0)
13 Acido Palmitoleico (C16:1)
14 Acido Heptadecanoico (C17:0)
15 Acido cis-10-Heptadecenoico (C17:1)
16 Acido Estearico (C18:0)
17 Acido Elaidico (C18:1n9t)
18 Acido Oleico (C18:1n9c)
19 Acido Linolelaidico (C18:2n6t)
20 Acido Linoleico (C18:2n6c¢)
21 Acido Araquidico (C20:0)
22 Acido y-Linolénico (C18:3n6)
23 Acido cis-11-Eicosenoico (C20:1)
24 Acido Linolénico (C18:3n3)
25 Acido Heneicosanoico (C21:0)
26 Acido cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2)
27 Acido Behenico (C22:0)
28 Acido cis-8,11,14-Eicosatrienoico (C20:3n6)
29 Acido Erucico (C22:1n9)
30 Acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico (C20:3n3)
31 Acido Araquiddnico (C20:4n6)
32 Acido Tricosanoico (C23:0)
33 Acido cis-13,16-Docosadienoico (C22:2)
34 Acido Lignocerico (C24:0)
35 Acido cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoico (C20:5n3)
36 Acido Nervonico (C24:1)
37 Acido cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoico (C22:6n3)
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3.4 Etapa IV. Capacidad de inhibicién in vitro de Penicillum sp.

3.4.1 Microorganismo

Se empled una cepa del hongo Penicillum sp, proporcionada por el laboratorio
de fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la UAAAN. El microorganismo

fue aislado de manzanas de la regidén de Arteaga, Coahuila.

3.4.2 Preparacion del medio de cultivo e inoculacion

Se prepararon 5 matraces Erlenmeyer con 100 mL de agua destilada,
incorporando a cada uno de estos 3.9 g de agar papa dextrosa (PDA), se agitan
vigorosamente y se cubren con algodén para posteriormente llevar a esterilizar (121
°C por 15 minutos). Al término de este proceso, se controla cuando la temperatura
este disminuyendo (entre 40 y 50 °C) para poder incorporar el aceite de cascara de
granada P. granatum L. en las concentraciones de: 0 (control), 100, 300, 500 y 1500
UL a cada matraz correspondiente, la mezcla se vertié sobre placas de Petri. Una vez
solidificado el agar se inocularon con una suspension de esporas de Penicillum sp,

por puncién central de 1 mm de didmetro. Las placas fueron incubadas a 27 + 1 °C.

3.4.3 Evaluacion del crecimiento radial e inhibicién

Las placas se examinaron cada 24 h por 7 dias y fueron medidas con un
vernier, se midié el didmetro de la colonia del hongo, se calcul6 el area y se graficé el
crecimiento en funcion del tiempo. El porcentaje de inhibicion se calculo
determinando el inverso del crecimiento respecto al control (Tequida-Meneses, et al.,

2002).
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3.4.4 Disefio de experimento

Se emple6é un disefio completamente al azar con un arreglo factorial, se
realizo el analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de a = 0.05 (p <

=0.05) y un andlisis de medias por la prueba de Tukey.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se plasman los resultados de la investigacion en el

mismo orden que fueron descritos en la metodologia experimental.

4.1 Etapa |. Obtencion y caracterizacion de la cascara de granada

La caracterizacion fisico-quimica del polvo de cascara de granada muestra
gue es un residuo con buenas caracteristicas para ser empleado de manera integral,
para la obtencién de diferentes subproductos, lo que concuerda con Robledo-Olivo,
(2006) gue menciona que tiene buenas caracteristicas para ser empleado como
soporte para fermentacion en medio sélido, también, Aguilera (2009), menciona que

es una fuente para la extraccion de polifenoles del tipo elagitaninos.

En cuanto a los componentes de la cascara se observa que los carbohidratos
son el componente principal; representando los azucares totales el 23 %, fibra cruda
el 14 % y la pectina el 11 % (ver cuadro 4). La cascara de granada después de la
extraccion de aceites puede ser usada para obtener otros subproductos;
recientemente la necesidad de emplear residuos para la generacion de combustibles
a través de procesos biotecnolégicos, perfilan a éste residuo como fuente de
biocombustible. En lo que respecta a la concentracion de polifenoles fue de 8.7 %

(cuadro 4), estos resultados concuerdan con los obtenidos por Aguilera y
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colaboradores (2007), quien encontré un rendimiento para los polifenoles totales de

alrededor de 9 %.

El contenido de taninos del jugo de granada alcanza un valor medio de 103.4
mg/100mL de jugo, en cuanto a los taninos de la céscara reportan 19.47 %, dos

veces mas a los obtenidos en la presente investigacion (Sharma y Sharma, 1990).

Los resultados de lipidos (extracto etéreo) fue de 3.4 % aproximadamente, por
lo que se consider6 que puede ser una fuente para la extraccion de aceites
esenciales, en cuanto a la denotacién sobre los componentes en general, no se
puede hacer una discusion completa ya que existen pocos reportes en la literatura

sobre la caracterizacion de cascara de granada.

Cuadro 4. Caracterizacion fisico-quimica de cascara de

granada (100 g de cascara en polvo).

Componente %
Humedad 9.4+1.82
Materia seca 90.75 £ 2.25
Ceniza 3.42 £ 0.97
Lipidos 3.44 +£1.09
Proteina total 4.26 £0.23
Fibra cruda 14.30 £ 2.61
Pectina 11.12+ 2.04
AzUcares totales 23.65 £ 0.62
Polifenoles totales 8.7 £.022
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4.2 Etapa Il. Evaluacién de tres sistemas de obtencion de aceite esencial

Durante la segunda etapa se aplicaron tres métodos de extraccion reportados
en la literatura el primer método fue Soxleth (M1) el método dos sélido-liquido (M2) y

el tercero arrastre por vapor (M3) logrando los siguientes resultados.

Como se observa en la figura 7 las diferencias entre los métodos es muy
marcada, ya que el método uno (M1) fue un sistema de reflujo y el método dos (M2)
un sistema sdlido liquido, en ambos se obtuvieron rendimientos bajos, pero aun
comparables con la literatura por Robledo-Olivo (2006), de 3.57 %, y con los valores
obtenidos en la etapa 1 de 3.44 % para el extracto etéreo. En el caso del sistema de
reflujo (M1) se emple6 hexano como solvente, la evaluaciébn de otros solventes
probablemente incremente los resultados. En el caso del segundo método (M2), se
puede deber posiblemente a la relacibn masa/volumen empleada, seria necesario
realizar un experimento singular para determinar la cantidad de polvo de granada a

emplear y la cantidad de solvente para obtener un mejor rendimiento.

El mejor método fue el de arrastre de vapor (M3), esto puede ser debido a que
todos los componentes volatiles son recuperados con este método, lo que
incrementa el rendimiento, ademas, este proceso se emplea a nivel industrial para la
obtencion de aceites esenciales (Web 4) (anexo 1). Segun la literatura (Web 5), para
obtener 100 g de aceite esencial de cada uno de los que se mencionan, se requieren
1000 Kg de hojas de Melisa, 400 Kg de pétalos de Rosa, 15 Kg de flores de
Lavanda, 3 a 10 Kg de hojas de Eucalipto, 7 Kg de semillas de Clavo. Comparado

con lo anterior para obtener 100 g de aceite esencial de cascara de granada serian
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necesarios 1.2 Kg, siendo una diferencia muy marcada comparado con estas

esencias comerciales; los rendimientos son altos y por lo tanto el precio no seria

elevado, sin embargo, tomando en cuenta que es un residuo o subproducto el valor

agregado es ganancia sustancial.

16
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% Promedio de Aceite

=

M1 M2

Métodos de extraccion

Figura 7. Rendimiento del aceite esencial de cascara de granada, donde, M1 es

el método Soxleth; M2 método sélido-liquido y M3 método de arrastre por vapor.

M3
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4.3 Etapa lll. Cuantificacion e identificacion de los acidos grasos presentes en

el aceite esencial de cascara de granada

Los resultados de la identificacion de acidos grasos en el aceite esencial de
cascara de granada se realizaron a las muestras obtenidas por los tres métodos

evaluados para recuperacion de dicho aceite.

En esta etapa se identificaron 37 acidos grasos de la cascara de granada (ver
cuadro 3y figura 8) de acuerdo al estdndar empleado como referencia y tiempos de

retencion determinados.
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Figura 8. Cromatograma del estdndar empleado como referencia.
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De los aceites esenciales encontrados en las muestras, varios de ellos son de
gran importancia para la nutricibn humana como se menciona en la literatura, asi
también se puede apreciar en la figura 10 los que se encuentran presentes en base a
cada uno de los métodos de extraccion empleados en la etapa Il; se observa que
varios de ellos se encuentran en cantidades hasta de 0.9 % en peso de la muestra
como el &cido Butirico C4:0; también el acido Linolelaidico C18:2(n6-t) (w-6);
Linoleico C18:2(n6-c) (w-6); Araquidico C20:0; Tricosanoico (C23:0) vy
Docosahexaenoico (DHA) C22:6(n-3) (w-3) fueron los de mayor porcentaje

encontrados y que son de gran interés para la industria alimentaria (cuadro 5).

Ademas este es el primer reporte sobre la composicion quimica de estos
compuestos en un residuo agroindustrial, que puede potenciar el valor agregado de

este subproducto.

En el caso de los acidos grasos linoleico C18:2(n6-c) (w-6) y linolelaidico
C18:2(n6-t) (w-6) de la serie omega 6 y docosahexaenoico (DHA) C22:6(n-3) (w-3)
de la serie omega 3, son altamente apreciados por sus efectos benéficos para la
salud y nutricibn humana, son obtenidos principalmente de productos marinos, como
sardinas, atun y otras especies marinas (Castro, et al., 2001). Inclusive estos aceites
esenciales podrian ser mezclados con los piensos para la alimentacién de peces de

granja.

En la figura 9 se muestra el cromatograma de una muestra analizada donde

se identifican algunos de los acidos grasos de acuerdo al tiempo de retencion.
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Figura 9. Cromatograma de los acidos grasos identificados de una muestra extraida por

Cuadro 5. Acidos grasos identificados en cada método con un porcentaje = a 0.1%.

arrastre de vapor.

No. Acido Graso S-L SX AV
1 |Butirico (C4:0) X X X
19 |Linolelaidico (C18:2n6t) X X

20 |Linoleico (C18:2n6c¢) X X

21 |Araquidico (C20:0) X
26 |cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2) X

32 | Tricosanoico (C23:0) X X

37 |cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoico (C22:6n3) X X X

Nota: Los valores exactos del porcentaje promedio obtenido se muestran en el anexo 2.
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Figura 10. Acidos grasos identificados en el aceite esencial de cascara de granada, en las

muestras extraidas por sélido-liquido (S-L), Soxleth (SX) y arrastre por vapor (AV).

4.4 Etapa IV. Capacidad de inhibicion in vitro de Penicillum sp.

Cabe mencionar que en esta etapa Unicamente fue empleado el aceite
esencial extraido por el método de arrastre con vapor, ya que fue el de mayor

rendimiento.

Los resultados obtenidos en esta etapa no fueron concordantes con lo
esperado, ya que en todas las concentraciones de aceite empleadas el
microorganismo fue capaz de crecer aun mas que el control (ver figura 11) (anexo 3),

teniendo una nula inhibicién sobre el microorganismo, esto puede ser debido a que el
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microorganismo aprovecho de manera efectiva los acidos grasos de cadena corta
presentes en el aceite y otros compuestos como azUlcares, degradandolos para su

beneficio.
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Figura 11. Comportamiento de Penicillium sp en las diferentes concentraciones de aceite.

Por lo anterior el aceite esencial de granada no es capaz de inhibir este
microorganismo alterante de las frutas, sin embargo, para evidenciar su efecto se

tendran que realizar pruebas con otros microorganismos.

Se ha reportado en la literatura el poder antimicrobiano de la cascara de
granada (Aguilera-Carbd, et al., 2005), sin embargo, ésta actividad biologica se debe

principalmente a la concentracion de polifenoles del tipo de los elagitaninos. También
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en la literatura se menciona que algunos hongos filamentosos son capaces de crecer
sobre fuentes ricas en taninos (Ventura, 2007), sin embargo, no es el caso del aceite

de cascara de granada.

Para la presente investigacion se esperaba que compuestos del tipo
terpenoide fueran arrastrados en el aceite esencial y potenciar la actividad

antifingica, sin embargo, no se mostro asi y por lo tanto se requieren mas estudios.

En la figura 12 se puede apreciar el comportamiento de Penicillium sp a los 7

dias (168 h) de incubacion, en las diferentes concentraciones aplicadas de aceite.
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Figura 12. Comportamiento de Penicillium sp; concentracion 1) 0 (Control); 2) 100 uL; 3) 300

pL; 4) 500 pL; 5) 1500 pL.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Después de realizar la etapa experimental y obtener los resultados se puede

concluir que:

- Fue posible extraer y cuantificar el aceite esencial de cascara de granada

(Punica granatum L.).

- Se caracterizo fisico-quimicamente la cascara de granada coincidiendo con la
literatura.

- El mejor método para la extraccion del aceite esencial fue por arrastre de
vapor obteniendo hasta un 8.7 % de rendimiento.

- Se cuantificaron los acidos grasos del aceite esencial de la cascara de
granada, obteniéndose tres de gran importancia en la industria alimentaria.
linolelaidico (C18:2 n6t); linoleico (C18:2 n6¢c) y DHA (C22:6 n3).

- El aceite esencial de cascara de granada no tuvo efecto antifingico sobre

Penicillium sp in vitro.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto inhibitorio sobre microorganismos del aceite esencial
extraido por los métodos Soxleth y Sdlido liquido.

Evaluar el efecto inhibitorio del aceite esencial obtenido por el método de
arrastre con vapor, con otro tipo de microorganismos como bacterias.

Llevar a cabo una caracterizacibn de otros componentes presentes en la
cascara de granada.

Caracterizar particularmente los acidos grasos linoleico y DHA mediante otros
métodos como infrarrojo (IR) o espectrometria de masas (EM) separar y
purificar este tipo de &cidos ya que son de gran interés en la industria
alimentaria.

Aplicar resonancia magnética nuclear (RMN) para obtener informacion
adicional de la caracterizacion del aceite esencial.

Realizar estudios cientificos de la granada promoviendo su enorme potencial

sobre todo de este residuo orgénico.
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Anexo 1. Rendimiento del aceite de cascara de granada.

METODO SOLIDO-

CAPITULO VI

ANEXOS

METODO DE ARRASTRE

METODO SOXLETH (M1) LIQUIDO (M2) (M3)
% DE ACEITE % DE ACEITE % DEACEITE
1.420 0.814 13.965
2.260 1.266 4.177
1.675 1.576 8.013
Promedio 1.785 Promedio 1.218 Promedio 8.719
SD 0.431 SD 0.383 SD 4.932
M SX 1.784
M S-L 1.218
M AV 8.718
SD 4.176
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Anexo 2. Porcentaje promedio en peso de la muestra de los acidos grasos en cada

uno de los métodos de extraccion.

NO. DE ACIDO
GRASO % PROMEDIO DE S-L % PROMEDIO DE SX | % PROMEDIO DE AV
1 0.4120 0.0728 0.9194
2 0.0061 0.0876 0.0585
3 0.0121 0.0466 0.0421
4 0.0061 0.0256 0.0440
5 0.0018 0.0062 0.0022
6 0.0014 0.0017 0.0033
7 0.0073 0.0102 0.0091
8 0.0046 0.0213 0.0129
9 0.0071 0.0287 0.0427
10 0.0046 0.0120 0.0034
11 0.0037 0.0159 0.0144
12 0.0175 0.0159 0.0027
13 0.0022 0.0018 0.0031
14 0.0461 0.0836 0.0191
15 0.0054 0.0092 0.0100
16 0.0070 0.0073 0.0059
17 0.0003 0.0021 0.0050
18 0.0257 0.0419 0.0182
19 0.1560 0.1175 0.0137
20 0.1511 0.2710 0.0275
21 0.0000 0.0694 0.3607
22 0.0006 0.0010 0.0008
23 0.0242 0.0260 0.0008
24 0.0109 0.0121 0.0010
25 0.0176 0.0197 0.0156
26 0.1469 0.0278 0.0017
27 0.0140 0.0128 0.0270
28 0.0123 0.0039 0.0164
29 0.0007 0.0023 0.0009
30 0.0197 0.0198 0.0041
31 0.0121 0.0098 0.0150
32 0.0925 0.1245 0.0101
33 0.0414 0.0004 0.0053
34 0.0719 0.0130 0.0033
35 0.0168 0.0065 0.0212
36 0.0106 0.0001 0.0004
37 0.0801 0.0864 0.0888
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Anexo 3. Crecimiento promedio en centimetros de Penicillium sp en las diferentes

concentraciones.

Tiempo (h) | CONTROL 100 300 500 1500

0 0 0 0 0 0
24 0.42 0.54 0.36 0.60 0.38
48 1.10 1.14 1.14 1.22 1.16
72 1.58 1.68 1.64 1.72 1.76
96 1.90 2.02 2.00 2.08 2.22
120 2.06 2.34 2.32 2.40 2.62
144 2.36 2.66 2.64 2.60 3.04
168 2.58 2.84 2.92 2.82 3.32
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