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Los bioestimulantes son compuestos activos, que ayudan dar una mejor defensa 

ante factores bióticos y abióticos. En la actualidad, la demanda de productos 

naturales se ha incrementado debido al aumento a la intolerancia y las reacciones 

alérgicas hacia los pesticidas utilizados en la agricultura. Debido a esto surge la 

necesidad de emplear nuevas tecnologías para la producción de compuestos 

útiles con valor agregado. La alternativa de los bioestimulantes ha tenido un gran 

impacto en la actualidad, ya que son subproductos de origen vegetal. El objetivo 

de la presente investigación fue producir mediante tecnologías de la 

fermentación, un extracto que se aplique como bioestimulante en el cultivo de 

tomate, para evaluar el efecto en el crecimiento, desarrollo y calidad de los frutos 

de tomate. Se realizó el monitoreo de la fermentación en estado líquido de la 

cascara de granada, con la utilización del hongo Aspergillus niger para la 

obtención de un extracto que contenga compuestos fenólicos mayoritarios, y así 

aplicarlos al cultivo de tomate. Los resultados obtenidos indican que la cáscara 

de granada es un residuo con buenas características como sustrato para la 

fermentación en medio líquido y que a las 96 horas del proceso fermentativo se 

incrementan los taninos condensados (162%), medidos como unidades de 

catequina. Por otra parte, al aplicar el extracto fermentado de granada se obtiene 

un aumento del 34% de rendimiento y un 17% en el contenido de licopeno en el 

fruto de tomate. 

 

Palabras clave: Bioestimulante, Compuestos fenólicos, Fermentación, Tomate 
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Biostimulants are active compounds, which help to give a better defense against 

biotic and abiotic factors. Currently, the demand for natural products has 

increased due to increased intolerance and allergic reactions to pesticides used 

in agriculture. Due to this, there is a need to employ new technologies for the 

production of useful compounds with added value. The alternative of 

biostimulants has had a great impact at present, since they are by-products of 

vegetable origin. The objective of the present investigation was to produce by 

means of fermentation technologies, an extract that is applied as a biostimulant 

in the tomato crop, to evaluate the effect on the growth, development and quality 

of the tomato fruits. The monitoring of the liquid state fermentation of the 

pomegranate shell was carried out, with the use of the Aspergillus niger fungus to 

obtain an extract containing major phenolic compounds, and thus apply them to 

the tomato crop. The obtained results indicate that the pomegranate husk is a 

residue with good characteristics as a substrate for fermentation in liquid medium 

and that at 96 hours of the fermentation process the condensed tannins (162%) 

are increased, measured as catechin units. On the other hand, when applying the 

fermented pomegranate extract, an increase of 34% in yield and 17% in the 

content of lycopene in the tomato fruit is obtained. 

 

Key Words: Biostimulant, Phenolic compounds, Fermentation, Tomato 
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INTRODUCCIÓN 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de importancia 

económica mundial, que representa el 72% del valor de la producción de 

hortalizas frescas en todo el mundo (Juárez-Maldonado et al., 2015). Es 

importante mencionar que en todos los sistemas de producción hay condiciones 

de estrés biótico y abiótico, que afectan la producción y calidad de este cultivo 

(Kun, 2016).  La bacteria Gram positiva Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis causante de la “marchitez” y el “chancro bacteriano” (EPPO, 2016) 

ha ocasionado pérdidas que van desde el uno al 100% del cultivo ( Rueda-

Barrientos et al., 2017). Por otra parte, la salinidad, el calor y la sequía, provocan 

daños importantes a nivel mundial y daños económicos, que impactan 

directamente en la producción y calidad del fruto de este cultivo (Cuartero et al., 

2008). 

El 50% de estas hortalizas en los cultivos de Sinaloa y Sonora se ve perjudicada 

por distintas enfermedades afectando un 60% la venta del producto. En el Valle 

del Yaqui en el 2017, cuatro de cada diez hectáreas presentaron daños por 

algunas de las plagas y enfermedades, por ejemplo: moho blanco, pulgón 

amarillo, moho gris, falsa cenicilla y el tizón temprano que afectan al cultivo del 

tomate (Ochoa, 2018). 

Según las condiciones ambientales adversas, las plantas pueden generar 

respuestas de adaptación mediante la acumulación de compuestos fenólicos en 

sus tejidos, mismos que tienen un papel importante en la regulación de diversos 

tipos de estrés ambiental, como luz alta, bajas temperaturas, infección por 

patógenos, herbívoros y deficiencia de nutrientes. La acumulación de 

compuestos fenólicos deriva en la formación de estructuras de lignina, las cuales 

también pueden actuar como reguladores de estrés biótico y abiótico (Cesarino, 

2019) 

Los bioestimulantes son compuestos que contienen principios activos, que 

actúan sobre la fisiología de las plantas incrementando su desarrollo y 

productividad en la calidad del fruto, contribuyendo a mejorar la resistencia de 

especies vegetales ante diversas enfermedades, y por lo tanto, aumentando el 
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rendimiento total del cultivo (González et al., 2015). En los últimos años en el 

mercado agrícola se han desarrollado este tipo de productos, los cuáles se 

utilizan para aumentar la calidad, tamaño, color y forma, además de que 

incrementan el rendimiento en los cultivos, activando el desarrollo de diferentes 

órganos y reducen los daños causados por el estrés biótico y abiótico, sin 

importar el contenido nutritivo (Granados, 2015; Du, 2015).  

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de 

atención para varios investigadores a nivel mundial. Valdez-Vázquez et al. 

(2010), mencionan que, en el año 2006, México produjo 75.73 millones de 

toneladas de materia seca, de los cuales el 79% corresponden a residuos 

obtenidos al momento de la cosecha de cultivos como: maíz, sorgo, caña de 

azúcar, trigo, cebada, frijol y algodón, el resto, corresponden a residuos obtenidos 

del procesamiento poscosecha, entre los que están: bagazo de caña de azúcar, 

mazorcas y olotes, bagazo de maguey o agave, así como pulpa de café.  

Caballero y Soto (2019), mencionan que solo en la Unión Europea, se 

desperdician anualmente alrededor de 89 millones de toneladas de biomasa (de 

las etapas de producción agrícola, poscosecha y de procesamiento) y se espera 

que este valor aumente en 40% en 2020. 
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Hipótesis 

La aplicación foliar del extracto vegetal generado promoverá mayor crecimiento, 

desarrollo y producción del cultivo de tomate. 

 

Objetivos 

 

General 

• Producir mediante tecnologías de la fermentación, un extracto que se 

aplique como bioestimulante, en el cultivo de tomate. 

 

Específicos 

• Producir un extracto que contenga compuestos fenólicos, mediante la 

fermentación en liquido de cascara de granada, por el hongo Aspergillus 

niger. 

• Evaluar las técnicas de recuperación y preparación del extracto de 

fermentación, que contengan los compuestos fenólicos mayoritarios. 

• Aplicar el extracto generado, en un cultivo de tomate. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Cultivo de Tomate 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia Solanaceae, es 

considerado uno de los principales cultivos a nivel mundial, debido a su elevado 

potencial alimenticio (Saleem et al., 2015). Es una rica fuente de licopeno, 

carotenoides, ácido ascórbico, vitamina A, vitamina E, folato, flavonoides y 

potasio (Poiroux-Gonord et al., 2010) y la demanda de esta hortaliza aumenta de 

forma permanente (Ortega-Martínez et al., 2010). 

En México la superficie destinada a la producción de tomate es de 21.5 millones 

de ha, lo que representa 587 mil millones de pesos como valor de producción 

(SIAP, 2017). Ante este panorama y debido a la importancia de este y otros 

cultivos en México, la tecnificación de los sistemas de producción ha ido en 

aumento, la superficie destinada a la agricultura protegida pasó de 3,200 ha en 

2005 (Ocaña-Romo, 2008) a 40,862 ha en el 2016 y el 44.8% de esta superficie 

está destinada para la producción de tomates (SIAP, 2016). 

 

Bioestimulantes para plantas  

La mejor definición a la actualidad del término bioestimulante, ha sido la descrita 

por Du (2015), donde describe a un bioestimulante de plantas como cualquier 

sustancia o microorganismo aplicado a las plantas con el objetivo de mejorar la 

eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés abiótico y/o los rasgos de calidad de 

los cultivos, independientemente de su contenido de nutrientes. En pocas 

palabras, se refiere a sustancias que, a pesar de no ser un nutrimento, un 

pesticida o un regulador de crecimiento, al ser aplicadas en cantidades pequeñas 

generan un impacto positivo (Sharma et al., 2014). Tal impacto se debe a que 

están compuestos por sustancias naturales como carbohidratos, péptidos de bajo 

peso molecular, aminoácidos y diversos metabolitos o biomoléculas, activadores 

de las funciones fisiológicas de las plantas. La aplicación de bioestimulantes en 

los cultivos, permite un mejor aprovechamiento de los nutrientes y representa una 

opción para enfrentar problemas de estrés abiótico (Batista-Sánchez et al., 2015). 
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Existe una gran cantidad de bioestimulantes disponibles para las prácticas 

agrícolas, unos químicamente bien definidos (aminoácidos, polisacáridos, 

polipéptidos, hormonas), y otros más complejos estructuralmente (extractos de 

algas marinas, ácidos húmicos, compuestos fenólicos). 

 

Aminoácidos 

Los aminoácidos son moléculas orgánicas constituidas por un grupo amino (-

NH2) y un grupo carboxilo (-COOH). Generalmente, se dice que son los bloques 

de construcción de las proteínas y que son requeridos para la síntesis de 

sustratos esenciales de bajo peso molecular (glutatión, creatina, serotonina, etc.). 

Según su método de síntesis pueden ser clasificados en esenciales y no 

esenciales (Wu, 2013). En los sistemas vegetales, este tipo de sustancias 

pueden actuar como reguladores de crecimiento al promover, inhibir, o modificar 

uno o varios procesos fisiológicos en las plantas (Coggins y Lovatt, 2014). 

 

Polisacáridos 

Los polisacáridos son moléculas formadas por la unión de varios monosacáridos, 

los cuales, son los componentes más abundantes en la dieta de la mayor parte 

de los mamíferos (Voet et al., 2013). Se ha descubierto que estos compuestos 

participan en gran parte de los procesos biológicos que ocurren en plantas y 

animales (aparte de la respiración celular aerobia y anaerobia), como son la 

comunicación célula-célula, señalización por infecciones causadas por la 

presencia de bacterias y/o virus, e inmunidad celular (Liu et al., 2015). 

 

Polipéptidos 

Los polipéptidos son moléculas conformadas con por lo menos 10 aminoácidos, 

que cuentan con propiedades bioquímicas específicas. Pueden modificar ciertas 

expresiones genéticas en las plantas para inferir mayor resistencia a ciertos 

estímulos negativos ambientales o proveer la capacidad de evitar las infecciones 

por virus y bacterias según sea el tipo estudiado (Rey et al., 2015). 
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Hormonas 

Las hormonas son un grupo de sustancias orgánicas que influyen en los procesos 

fisiológicos de las plantas (fitohormonas) a bajas concentraciones. Los procesos 

que se ven más influenciados por estas moléculas son el crecimiento, 

diferenciación y desarrollo, aunque bajo ciertas circunstancias, el movimiento 

estomático también puede verse afectado (Davies, 2013). Entre las hormonas 

más utilizadas hasta la fecha y de efectos más destacables, se encuentran las 

auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno, ácido abscísico, brasinoesteroides, 

salicilatos, y jasmonatos, aunque gracias a la investigación científica continua se 

espera encontrar otras hormonas con propiedades distintas, pero que de igual 

forma, fomenten el aumento del rendimiento en los cultivos hortícolas (Khan et 

al., 2014). En el Cuadro 1, se puede observar los sitios de síntesis de los 

reguladores de crecimiento en las plantas. 

 

Cuadro 1. Sitios de síntesis de las diferentes fitohormonas en sistemas 

vegetales. 

        Regulador de Crecimiento Sitios de Síntesis 

1 Auxinas 
Polen, meristemas, primordios foliares 
Hojas jóvenes 
Semillas y frutos en expansión 

2 Giberelinas 
3  

Semillas en desarrollo 
Raíces, frutos 

4 Citoquininas Tejidos seminales 

5 Etileno 
Todos los tejidos según etapa de 
desarrollo 

6 Ácido Absícico Hojas (cloroplastos y plastidios) 
7 Brasinoesteroides Polen, hojas, flores, semillas, brotes 

8 Jasmonatos 
Meristema apical y radical 
Hojas jóvenes 
Frutos inmaduros 

1 (McSteen y Zhao, 2008; 2, 3, 6, 7  Srivastava, 2002; 3  Santner y Estelle, 2009; 5 Kim et al., 2009). 

Extracto de algas marinas 

El uso de extractos (o suspensiones) de algas marinas incrementa el crecimiento 

y rendimiento de varios cultivos hortícolas, al mejorar la movilización de nutrientes 

dentro de la planta, y favorecer el desarrollo de las raíces, mientras aumenta el 

contenido de clorofila por hoja (Briceño-Domínguez et al., 2014). Similarmente, 
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influye en la respiración y fotosíntesis neta, síntesis de ácidos nucleicos y 

absorción de nutrientes del suelo. Estos efectos son atribuidos a la presencia de 

hormonas, enzimas y oligosacáridos naturalmente presentes en las algas y 

organismos marinos que actúan como inductores metabólicos que 

desencadenan las respuestas fisiológicas anteriormente mencionadas (Sharma 

et al., 2014). 

Ácidos húmicos 

Las sustancias húmicas (entre ellas los ácidos húmicos) son una categoría de 

compuestos orgánicos creados a partir de la descomposición y transformación 

de plantas, animales y residuos microbianos. Son un componente natural de 

prácticamente cualquier tipo de suelo, aunque su concentración puede variar en 

función de las prácticas agrícolas que se desarrollen en el área (Brown et al., 

2014). Se ha comprobado que la adición de estas sustancias a los suelos 

agrícolas tiene un efecto de promotor de crecimiento en las plantas que sean 

cultivadas en la zona debido a los múltiples compuestos que las conforman 

(Martinez-Balmori et al., 2014). A continuación, en la Figura 1, se presentan los 

principales componentes y características de las sustancias húmicas.  

 

(Baldotton y Baldotto, 2015; Aimin et al., 2008; Baglieri et al., 2010) 

Figura 1. Principales componentes y características de las sustancias húmicas. 

Sustancias Húmicas

Componentes

Ácidos fúlvicos

Color amarillo

Bajo peso molecular

Menor contenido de 
carbono  y oxígeno

Mayor acidez

Ácidos húmicos

Color grisaseo

Valores intermedios entre 
los ácidos fúlvicos y las 

huminas

Huminas

Color negro

Mayor peso molecular

Mayor contenido de 
carbón y oxígeno

Menor acidez
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Compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos (CF) son metabolitos secundarios sintetizados por las 

rutas metabólicas Shikimato/fenilpropanoide o acetato-malonato/policétida 

(Quideau, 2011) al igual que la mayoría de los metabolitos secundarios, los CF 

son la primera línea de defensa de las plantas (Liu et al., 2019). La principal tarea 

de los CF es proteger contra el estrés o ataque de patógenos, se caracterizan 

por tener al menos un anillo de benceno aromático (C6), con sistema conjugado 

aromático, unido a uno o más grupos hidroxilo libre o sustituido, con una gran 

diversidad de funciones y estructuras (Cheynier, 2012). 

 

Los CF desempeñan un papel de señalización en la defensa. Por lo regular, se 

acumulan en las vacuolas centrales de las células protectoras y de las células 

epidérmicas. También las podemos encontrar en las células sub-epidérmicas de 

las hojas y los brotes (Dai and Mumper, 2010). 

 

Estos se producen en las plantas mediante la acción secuencial de cinco vías 

biosintéticas. Las vías glucolíticas y de pentosa fosfato proporcionan precursores 

(fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato, respectivamente) a la vía del shikimato. La 

fenilalanina, producida por la vía del shikimato, es el precursor del metabolismo 

de los fenilpropanoides que, a su vez, alimenta las diversas vías específicas de 

los flavonoides (Cheynier et al., 2013). 

 

Clasificación de los compuestos fenólicos 

Los grupos más importantes de compuestos fenólicos son los flavonoides, los 

ácidos fenólicos y los polifenoles.  

 

 

 

 

 

 



9 
 

 

 

En la Figura 2, se pueden observar las estructuras y la clasificación general de 

los compuestos fenólicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura y clasificación general de los compuestos fenólicos; 

adaptado de (Quiñones et al., 2012; Shao & Bao, 2015; Wollgast & Anklam, 

2000). 

 

Flavonoides: son un grupo aromático, compuestos de dos anillos fenilos, ligados 

mediante un anillo pirano y tienen la estructura (difenilpiranos) C6-C3-C6 en 

común (Andersen y Markham, 2006). Debido a las variaciones del pirano se 

pueden clasificar como antocianidinas, flavanos, flavonas y flavonoles (Martínez-

Flórez et al., 2002). La síntesis de los flavonoides tiene lugar en las plantas a 

partir de unidades de acetato y aminoácidos aromáticos como la fenilalanina y la 

tirosina, posteriormente estas dos últimas, dan lugar a los ácidos cinámico y 

parahidroxicinámico; al condensarse con las unidades de acetato dan origen a la 

estructura cinamol de los flavonoides (Grotewold, 2006). 

 

Ácidos fenólicos: son metabolitos secundarios, con un solo anillo fenólico y se 

clasifican en ácidos hidroxibenzoicos y ácidos hidroxicinámicos, basados en la 
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cadena principal C1-C6 ó C3-C6 (Saxena y Saxena, 2012). Los compuestos 

fenólicos más abundantes en los cereales son los ácidos hidroxicinámicos, 

siendo el ácido ferúlico el principal, seguido por los ácidos diferúlicos y cumárico, 

también se ha reportado que el 90% del ácido ferúlico presente en los cereales 

se encuentra unido a arabinoxilanos (AX) por medio de enlaces éster y el resto 

en forma libre (Scalbert y Williamson, 2000, Nackz y Shahidi, 2006). 

En el caso específico de los ácidos fenólicos se producen en plantas a través del 

ácido shikímico a través de la ruta fenilpropanoidea, como subproductos de la vía 

del monolignol y como productos de descomposición de la lignina y polímeros de 

la pared celular en plantas vasculares (Carpita et al., 2000; Croteau, et al., 2000). 

 

No flavonoides: Los no flavonoides, son moléculas que poseen anillos fenólicos 

con diferentes grupos funcionales (nitrosilo, hidroxilo, etc.), que comprenden 

estilbenos, alcoholes fenólicos, lignanos y chalconas (Vitaglione et al., 2008). 

 

Función de los compuestos fenólicos en las plantas  

El estrés biótico y abiótico puede inducir estrés oxidativo en las plantas, a lo cual 

los CF son encargados de activar el sistema de defensa antioxidante, siendo el 

principal mecanismo para la eliminación de las especies reactivas de oxígeno. 

Este sistema conlleva la producción de compuestos enzimáticos como catalasa, 

peroxidasa, ascorbato peroxidasa, superóxido dismutasa y glutatión reductasa, 

así como compuestos no enzimáticos como ascorbato, glutatión, flavonoides, 

compuestos fenólicos, tocoferol y carotenoides (Schützendübel y Polle 2002; 

Mittler et al., 2004; Gratao et al. 2005). 

Los CF, pueden inhibir el crecimiento de Xylella fastidiosa (bacteria fitopatógena 

de muchas especies de cultivo) en condiciones in vitro (Maddox et al., 2010). El 

ácido p-coumarico y kaempferol presentes en los extractos de la cáscara de una 

mezcla de tres cultivares chilenos de Vitis vinífera, han sido reportados con 

potencial contra Botrytis cinerea (Mendoza et al., 2013). También el resveratrol, 

el ácido gálico y el ácido ferúlico se han reportado contra Botrytis cinérea con 

buenos resultados (Apolonio-Rodríguez, 2017). 
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Cultivo de granado y su industrialización 

La granada (Punica granatum L.) es un pequeño árbol frutal caducifolio nativo de 

Irán (Al-Said et al., 2009. La producción en México de granada roja en el 2010 

alcanzó un volumen de 4,371.37 toneladas obtenidas en una superficie de 685 

hectáreas. Fueron los estados de Oaxaca, Sonora, Hidalgo y Guanajuato los que 

aportaron el 77% de la producción, aunque también se cultiva en menor cantidad 

en los estados de Coahuila, Morelos, Puebla, Michoacán, Jalisco entre otros 

(OEIDRUS, 2010).  

Gran parte de su importancia organoléptica y posible papel beneficioso para la 

salud, se debe a la presencia de compuestos fenólicos, ya que, a nivel 

organoléptico, los antocianos son los responsables de su atractivo color rojo y los 

taninos de su sabor astringente (siendo los ácidos orgánicos, cítrico y málico, lo 

responsables del sabor acidulado), mientras que los elagitaninos y, en menor 

proporción, los antocianos le confieren propiedades antioxidantes. Se presentan 

compuestos antioxidantes en todo el árbol de granado: corteza, raíz, hojas, flores 

y frutos (Gil et al., 2000). 

 

Producción de compuestos fenólicos por microorganismos 

Evidencias demuestran que la cascara de la granada es un excelente sustrato 

para la producción microbiana de metabolitos secundarios de alto interés 

comercial, como el ácido elágico, debido a la degradación del contenido de 

elagitaninos (Robledo et al., 2018; Sepúlveda 2018; Verotta, 2018; Gullon 2016; 

Robledo et al., 2008). Por otra parte, Balde (2014), al comparar los extractos y 

jugos de la granada, se observó que el extracto contiene mayor acumulación de 

compuestos fenólicos. Además, el grupo mayoritario que se presentó fueron los 

elagitaninos y el ácido elágico. Estos compuestos atribuyen grandes propiedades 

antioxidantes a los extractos vegetales.  

 

Proceso de fermentación microbiana 

La fermentación es el proceso en el que los microorganismos producen biomasa 

y metabolitos a partir de la utilización de materia orgánica, en ausencia o 
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presencia de oxígeno (Hernández, 2003). La fermentación en estado líquido es 

el método más utilizado en la industria, debido a la facilidad de manejo, donde 

pueden controlarse muchas más variables que en otros procesos y el producto 

final es mucho más fácil de recuperar. Este tipo de fermentación presenta la 

ventaja de mantener mayor homogeneidad, mayor facilidad de controlar los 

factores del proceso (temperatura, aireación, agitación y pH), presenta mejor 

distribución del oxígeno y del calor suministrado al sistema y se puede llevar a 

cabo la medición directa de la biomasa (Cruger y Cruger, 1989). 

 

Tipos de aplicación de bioestimulantes en plantas 

A grandes rasgos, se dice que existen tres tipos de formas de aplicar 

bioestimulantes y agentes quelantes a los sistemas vegetales, en el suelo para 

fomentar su absorción radicular, directo al follaje de la planta afectada, y por 

medio del agua de riego para asegurar su transporte junto con los fertilizantes 

naturalmente añadidos. En la Figura 3, podemos observar los diferentes tipos de 

riego que se utilizan para la aplicación de bioestimulantes en cultivos hortícolas. 

 

Figura 3. Tipos de riego para la aplicación de bioestimulantes en cultivos 

hortícolas. 

 

 

Tipo de riego

Goteo

Automático

Hidropónico

AspersiónMicroaspersión

Nebulizaicón

Sistemas 
recirculados
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a) Suelo (radicular) 

Los bioestimulantes y agentes quelantes añadidos directamente al suelo pueden 

incrementar la habilidad de las plantas para asimilar los nutrientes aplicados, o 

beneficiar en general su desarrollo. Aparte de esto, y por su capacidad para atraer 

y movilizar nutrientes, pueden enriquecer el suelo y fomentar la movilización de 

sustancias que permitan una mejor respuesta en la planta. Por último, algunos 

estudios les atribuyen la capacidad de aumentar la diversidad microbiológica en 

la rizósfera del sistema vegetal (Calvo et al., 2014). 

 

b) Directa (follaje) 

La aplicación directa de bioestimulantes en el follaje de la planta incrementa 

significativamente el rendimiento del cultivo al ser comparado con otros métodos 

de contacto, ya que se cree que las moléculas que componen a estas sustancias 

(vitaminas, citoquininas, auxinas y aminoácidos) son aprovechadas en mayor 

proporción por ingresar al sistema vegetal de forma inmediata sin tener que 

atravesar el sistema vascular como al ser aplicados en riego o suelo (Zodape et 

al., 2011). Sin embargo, el modo de acción en la mayoría de estos casos es aún 

desconocido, por lo que el resultado de la afirmación anterior podría variar 

respecto al tipo de extracto utilizado (Saa et al., 2015). 

 

c) Riego 

Comúnmente, se dice que el riego directo combina ambos tipos de aplicación de 

bioestimulantes, foliar y en suelo, obteniendo el beneficio de una mayor 

dispersión de la sustancia activa, aunque pudiendo perderse gran parte de estos 

compuestos al ser depositados en muestras de suelo en donde las raíces de la 

planta no alcanzan a contactar.  Esto genera pérdidas económicas al desperdiciar 

parte de la sustancia activa pero debido a su facilidad de aplicación cada vez se 

adopta más esta técnica (Roberts et al., 2015). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Materiales 

Se utilizaron: residuo de granada, obtenido de una empresa productora de jugo 

de granada de la ciudad de Cuatro Ciénegas, Coahuila; y el microorganismo 

Aspergillus niger, adquirido del Laboratorio de Fermentaciones del Departamento 

de Ciencia y Tecnología de Alimentos, de la Universidad Autónoma Agraria 

Antonio Narro.  

 

Pretratamiento del residuo de granada  

El residuo obtenido fue sometido a un proceso de deshidratación a 70°C durante 

48 horas. Se pulverizó y se tamizó con tamaño de mallas 10-30, para separar las 

partículas de acuerdo con su tamaño. Las muestras se conservaron en bolsas 

herméticas a temperatura ambiente. 

 

Caracterización de los residuos de la granada 

Determinación de materia seca total 

Se colocó un gramo de polvo de granada en una Termobalanza PRECISA XM50 

a 120°C durante 60 minutos hasta obtener un peso constante en la muestra. Con 

ello se obtuvo la materia seca total, y se obtuvo la humedad con la diferencia de 

peso de la muestra. 

 

Determinación de ceniza  

La determinación se realizó por la metodología descrita por la AOAC (1992). Se 

pesaron dos gramos de polvo de granada en un crisol de porcelana (previamente 

sometido a peso constante) en una estufa de secado a una temperatura de 105°C 

por 24 horas. Posteriormente, se carbonizó la muestra con una parrilla eléctrica 

a 250°C por una hora, para después introducirla en una mufla a 500°C por cinco 

horas. 
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Determinación de grasa 

La determinación se realizó por la metodología descrita por la AOAC (1992). Se 

pesaron cinco gramos de polvo de granada y se envolvieron en un papel filtro. 

Posteriormente, se introdujo a un sifón que se unió a un matraz bola de fondo 

plano en el cual se adicionaron 150 mL de hexano. La parte superior del sifón se 

conectó a un refrigerante y la muestra se mantuvo en reflujo durante cuatro horas 

a 80°C. Consecutivamente, se evaporó el hexano del matraz y se sometió a 

secado a 70°C por dos horas. Después se transfirió la muestra a un desecador, 

para tomar el peso en una balanza. 

 

Determinación de proteína  

La determinación se realizó por la metodología descrita por la AOAC (1992). Se 

colocó 0.1 gramo de polvo de granada en papel filtro y se introdujo en un matraz 

de fondo redondo con cuello largo. Se añadieron 4 mL de solución digestora, 

sometiendo la muestra en el digestor Kjeldahl a 100°C, girando constantemente 

la muestra evitando evaporar la solución digestora. 

Posteriormente se pasó la muestra en Micro-Kjeldahl (destilación), donde se 

agregó la mitad de la muestra NaOH al 50% y se esperó el destilado sumergiendo 

el frasco de recepción en 30 mL de ácido bórico al 2%, al que se le agregaron 

dos gotas de indicador de proteína. Una vez observado el cambio de color a verde 

cristalino y obteniendo 60 mL de muestra se pasó a titular con ácido sulfúrico al 

0.026 N. 

 

Determinación de fibra cruda  

La determinación se realizó por la metodología descrita por la AOAC (1992). Se 

pesó la bolsa donde se colocó un gramo de polvo de granada, sellándose 

perfectamente y sumergiéndose en éter de petróleo por 10 minutos. 

Posteriormente, se analizó en el equipo ANKOM 200, FIBER ANALYZER, con 

agitación a una temperatura de 100°C por 40 minutos, añadiendo 

consecutivamente dos litros de H2SO4 al 0.255 N. Para retirar el residuo, se 

realizaron dos lavados con agua caliente por 5 minutos. Se realizó un tercer 
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lavado con NaOH al 0.313 N a 100°C por 40 minutos, para posteriormente 

realizar tres lavados con agua caliente por 5 minutos. Al terminar los lavados, la 

muestra se sumergió en acetona cubriéndola por completo durante 10 minutos, 

para retirar cualquier exceso de grasa. La muestra se colocó en una estufa 

YAMATO DKN602C a una temperatura de 105°C por 72 horas. Se trasladó la 

muestra en un crisol a un desecador para registrar el peso de la muestra. 

Finalmente, la muestra se calcinó a 500°C por 5 horas en la mufla FELISA y se 

tomó el peso de la ceniza. 

 

Determinación de fenoles hidrolizables totales  

Para la determinación se utilizó la metodología descrita por Yu y Dahlgren, 

(2000). Se pesaron 0.25 gramos de polvo de granada, diluyendo en 25 mL de 

agua destilada. Se adicionaron 800 µL de la muestra en un tubo de ensaye. 

Después se añadieron 800 µL del reactivo Folin Ciocalteu, dejándolo reaccionar 

por 5 minutos. Enseguida se agregaron 800 µL de carbonato de sodio anhídrido 

al 0.01 M, dejándolo reposar durante 5 minutos. La lectura se realizó en un 

espectrofotómetro Thermo Fisher G10S Uv-Vis a 790 nm, teniendo como 

estándar el ácido gálico al 1%. 

 

Determinación de azúcares totales 

La determinación se realizó por la técnica de Dubois (1956). Se pesaron 0.25 

gramos de polvo de granada y se diluyó en agua destilada, se tomaron 250 µL 

de la dilución y se colocaron en un tubo de cuarzo. Después se agregaron 250 

µL de fenol al 5%, dejando a baño de agua fría durante 5 minutos. Posteriormente 

se añadió un mL de H2SO4 y se dejó a ebullición durante cinco minutos. Por 

último, la muestra se dejó enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos y se 

procedió a leer la muestra en un espectrofotómetro Thermo Fisher G10S Uv-Vis 

a una absorbancia de 480 nm.  
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Determinación de azúcares reductores 

La determinación se realizó por la técnica de Miller (1989). Se pesaron 0.25 

gramos de polvo de granada y se diluyo, homogenizando la muestra. Se tomó un 

mililitro de la dilución y se colocó en un tubo de cuarzo, añadiendo un mililitro de 

reactivo DNS, posteriormente se pasó a baño maría durante 5 minutos a 90°C. 

Por último, se colocó en baño de agua fría por 5 minutos para detener la reacción 

y se añadieron 5 mililitros de agua destilada, dejando reposar por 5 minutos a 

temperatura ambiente. La lectura se realizó en un espectrofotómetro Thermo 

Fisher G10S Uv-Vis a una absorbancia de 540 nm. 

 

Proceso de fermentación para obtención de compuestos fenólicos 

Preparación de medio de cultivo para la fermentación en estado líquido  

Se prepararon dos litros de medio de cultivo, disolviéndose las sales en agua 

destilada en proporciones que se presentan en la Cuadro 2. Posteriormente se 

esterilizó en la autoclave Tetrarium BKQ-B50II a 121°C durante 15 minutos. 

 

Cuadro 2. Componentes del medio de cultivo 

 

 

 

 

 

 

 

En matraces Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron 1.25 g de polvo de cáscara 

de granada, 50 mL de medio de cultivo y se inoculó el microorganismo a una 

concentración de 1x106 esporas/mL de medio de cultivo. Para el monitoreo de 

degradación del residuo de la granada, se evaluó cada 24 horas hasta las 240 

horas totales, tomando un matraz en cada tiempo de muestreo (el muestreo se 

Sales g/L 

KH2PO4 4.38 

Urea 8.76 

MgSO4•7H2O 0.88 

CaCl2 0.09 

MnCl2•4H2O 0.02 

Na2MoO4•2H2O 0.01 

FeSO4•7H2O 0.12 
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realizó por triplicado). Las muestras se colocaron en incubación en un agitador 

orbital con control de temperatura (INNOVA 44) a 30°C y 175 rpm. 

 

Obtención del extracto crudo de fermentación. 

Para la obtención del extracto crudo de la fermentación, se realizó un filtrando a 

las muestras, para lo cual se utilizó un embudo de porcelana al que se le colocó 

papel filtro FAGA-LAB del número uno con un tamaño de poro de 11 µm y para 

la recepción del extracto filtrado se colocó un matraz Kitazato conectado a una 

bomba de vacío (millipore). Este proceso únicamente se realizó para la 

separación de la biomasa generada por el hongo Aspergillus niger en el proceso 

de fermentación. 

La biomasa fresca obtenida se pesó con una balanza analítica Ohaus Pioneer 

PA214 y se registró el peso obtenido. Posteriormente, esta se llevó a peso 

constante, mediante una estufa de secado RIOSSA E-71 a 70°C y también se 

realizó el registró del peso obtenido. La biomasa generada por el microorganismo 

se obtuvo por diferencia de peso. Las muestras se evaluaron durante 240 horas 

totales, tomando una muestra cada 24 horas. 

Para la obtención del extracto crudo final, se colocaron las muestras en tubos 

cónicos de 15 mL y se centrifugaron a 12000 rpm durante cinco minutos, 

recuperando el sobrenadante. Por último, se realizó una filtración, en el cual se 

utilizaron jeringas de 10 mL y filtros pirinola de 0.45 μL. El líquido obtenido se 

refrigeró a 4°C para su posterior análisis.  

 

Análisis proximal de la cáscara de granada 

Determinación de azúcares totales 

La determinación se realizó por la técnica de Dubois (1956). Se colocó un mililitro 

de extracto líquido de fermento de granada en un tubo de cuarzo. Después se 

agregaron 250 µL de fenol al 5%, dejando a baño de agua fría durante 5 minutos. 

Posteriormente se añadió un mililitro de H2SO4 y se dejó a ebullición durante 

cinco minutos. Por último, la muestra se dejó enfriar a temperatura ambiente por 

5 minutos y se procedió a leer la muestra en un espectrofotómetro Thermo Fisher 
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G10S Uv-Vis a una absorbancia de 480 nm. Las muestras se evaluaron durante 

240 horas totales, tomando una muestra cada 24 horas.  

 

Determinación de azúcares reductores 

La determinación se realizó por la técnica de Miller (1989). Se colocó un mililitro 

de extracto líquido de fermento de granada en un tubo de cuarzo, añadiendo un 

mililitro de reactivo DNS, posteriormente se pasó a baño maría durante 5 minutos 

a 90°C. Por último, se colocó en baño de agua fría por 5 minutos para detener la 

reacción y se añadieron 5 mililitros de agua destilada, dejando reposar por 5 

minutos a temperatura ambiente. La lectura se realizó en un espectrofotómetro 

Thermo Fisher G10S Uv-Vis a una absorbancia de 540 nm. Las muestras se 

evaluaron durante 240 horas totales, tomando una muestra cada 24 horas. 

 

Determinación de fenoles hidrolizables totales  

Para la determinación se utilizó la técnica descrita por Yu y Dahlgren (2000). Se 

colocó un mililitro de extracto líquido de fermento de granada en un tubo de 

ensaye. Posteriormente, se añadieron 800 µL del reactivo Folin Ciocalteu, 

dejándolo reaccionar por 5 minutos. Enseguida se agregaron 800 µL de 

carbonato de sodio anhídrido al 0.01 M, dejándolo reposar durante 5 minutos. La 

lectura se realizó en un espectrofotómetro Thermo Fisher G10S Uv-Vis a 790 nm, 

teniendo como estándar el ácido gálico al 1%. Las muestras se evaluaron durante 

240 horas totales, tomando una muestra cada 24 horas. 

 

Determinación de taninos condensados  

Para la determinación se utilizó la técnica de HCl-Butanol (Swain y Hillis, 1959; 

Ventura-Sobrevilla, 2006). Se prepararon los siguientes reactivos: Sulfato férrico 

de amonio, HCl-Butanol al 10% y catequina como estándar. En tubos de ensaye 

se colocó un mililitro de extracto líquido de fermento de granada, 

consecutivamente se le agregaron 3 mL de HCl-Butanol y 0.1 mL de reactivo 

férrico. Los tubos se taparon, para evitar la evaporación del metanol. Las 

muestras fueron calentadas por una hora en baño maría a 95°C. Una vez 
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transcurrido el tiempo, se dejó enfriar y se leyó la absorbancia en un 

espectrofotómetro Thermo Fisher G10S Uv-Vis a 460 nm.  

 

Determinación de la actividad antioxidante 

Para la determinación de la actividad antioxidante se utilizó la técnica de DPPH. 

Se preparó el radical DPPH a una concentración de 60 µM, en una solución 

metanólica. Para la curva estándar se utilizó una solución madre a una 

concentración a 1000 ppm de Trolox, de la cual se prepararon diferentes 

diluciones. Para la lectura de las muestras, se colocaron 7 µL del blanco, los 

puntos de la curva estándar y las muestras de los diferentes tiempos de la 

fermentación (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 y 240 horas) en la 

microplaca. Posteriormente a cada muestra se le agregaron 193 µL de la solución 

DPPH-metanol. Se cubrió la microplaca con papel aluminio para evitar el contacto 

con la luz y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Para la 

lectura de las muestras se utilizó un lector de microplaca Biotek ELx808 a una 

absorbancia de 540 nm. Las muestras se evaluaron durante 240 horas totales, 

tomando una muestra cada 24 horas. 

 

Determinación de minerales en el extracto liquido de fermento de granada 

La determinación mineral del extracto fermentado de granada se realizó por la 

empresa Fertilab. Para esto se tomaron seis tiempos del extracto fermentado, los 

tiempos fueron: 0, 48, 96, 144, 192 y 240 horas. De cada uno de los tiempos se 

tomó un volumen de 31 mL y se aforó a 500 mL, teniendo un total de seis 

muestras por analizar.  

Para el envió de las muestras se utilizaron frascos de plástico de 500 mL en los 

cuales se colocaron las muestras a analizar, estas fueron identificadas con el 

tiempo de fermentación que le correspondían a cada una.  

Los minerales que se mandaron a analizar fueron: Fósforo (P), Potasio (K), Calcio 

(Ca), Magnesio (Mg), Sodio (Na), Hierro (Fe), Cobre (Cu), Manganeso (Mn), Zinc 

(Zn) y Boro (B). El método empleado para el análisis mineral por Fertilab fue el 

de digestión en microondas/ICP. El método empleado para la determinación de 
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fosforo de nitrógeno total fue el de Dumas y para la determinación de azufre (S) 

por el método de Digestión en microondas / Turbidiometria. 

 

Establecimiento del cultivo 

Ubicación  

La presente investigación se realizó en un invernadero, ubicado en la Universidad 

Autónoma Agraria Antonio Narro, en Saltillo, Coahuila, México (25°21‘5“de latitud 

norte y 101°1‘47" de longitud oeste, Elevación 1,742 msnm), en el Departamento 

de Horticultura. 

 

Siembra 

Se utilizó semilla de tomate de la variedad Sun 7705 (Numhems) de crecimiento 

indeterminado. Se llenó una charola de poliestireno de 200 cavidades con una 

mezcla de perlita-peat moss (v:v 1:1), colocando una semilla por cavidad.  

 

Trasplante 

El trasplante se realizó un mes después de la siembra, para lo cual, se llenaron 

bolsas negras de polietileno de 10 litros de capacidad con una mezcla 1:1 de 

perlita-peat moss. El riego se aplicó mediante un sistema de riego dirigido, 

usando la solución nutritiva (Steiner, 1961) para nutrir el cultivo.   

 

Aplicación del extracto al cultivo 

La aplicación del extracto fermentado de granada se realizó vía foliar, mediante 

la utilización de atomizadores. Los tratamientos aplicados fueron los siguientes: 

T1= agua, T2= 0.750 L/Ha, T3= 1.5 L/Ha, T4= 3L/Ha. Se realizaron tres 

aplicaciones: la primera aplicación se realizó en la etapa de crecimiento y 

desarrollo a los cinco días después del trasplante (DDT), la segunda aplicación 

(etapa de floración) a los 20 DDT y la tercera aplicación a los 35 DDT (llenado de 

frutos).  
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Evaluación de variables agronómicas y calidad del fruto 

Las variables agronómicas evaluadas fueron las siguientes: altura (cm), diámetro 

de tallo (mm), numero de hojas, biomasa aérea fresca y seca (g), biomasa 

radicular fresca y seca (g) y rendimiento (g). La evaluación de las variables de 

altura, diámetro de tallo y numero de hojas se realizó 24 horas después de la 

aplicación de los tratamientos (primera aplicación: crecimiento y desarrollo; 

segunda aplicación: floración; tercera aplicación: llenado y cuajado de fruto), las 

variables faltantes se evaluaron al final del cultivo. Por otra parte, el rendimiento 

se determinó de acuerdo al desarrollo de la planta, contabilizando el peso de 

frutos obtenidos al momento de la madurez fisiológica, realizando la 

contabilización final hasta el segundo racimo de producción (100 DDT). 

 

Las variables evaluadas de calidad de fruto fueron: firmeza, solidos solubles 

totales, acidez titulable, pH, licopeno, potencial antioxidante (DPPH) y también 

se realizó un análisis mineral. Se realizó la colecta de 24 frutos 60 DDT, estos 

frutos fueron de tamaño uniforme sin daños físicos colectándose en la etapa 6 

(rojo claro) de la madurez de acuerdo a la escala visual USDA, 1997. Realizando 

las siguientes evaluaciones: la firmeza de fruto se determinó con un penetrómetro 

manual (WAGNER INSTRUMENTS, modelo FDK 20, Greenwich, CT, EE. USA). 

El pH se determinó usando un potenciómetro digital HI 98130 (Hanna 

Instruments). Los sólidos solubles totales (SST) se midieron colocando una gota 

de jugo del tomate en la lente de un refractómetro digital (ATAGO, MASTER – 

100Hmodel, Bellevue, WA, EE. USA). La acidez titulable se determinó mediante 

la técnica de colorimétrica Official Methods of Analysis of the AOAC, (1990) y los 

datos se expresaron en porcentaje de ácido cítrico. Las variables de licopeno, 

potencial antioxidante y análisis mineral se determinaron con sus técnicas 

descritas a continuación. 

 

Licopeno 

La determinación se realizó por el método descrito por Nagata y Yamashita, 

(1992). Se pesaron 100 mg de fruto liofilizado y se colocaron en tubos eppendorf 
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de 2 mL y se le agregaron 20 mg de polivinil pirrolidona (PVP-estabilizador de 

enzimas). Posteriormente se agregaron 1.5 mL hexano: acetona (v/v 1:1),  

después las muestras se sometieron a centrifugación a 12 500 rpm por 10 

minutos a 4 °C en una microcentrífuga (Model: FC5515R, OHAUS), el 

sobrenadante se recolecto y se filtró con una membrana de nylon. La lectura se 

realizó en un espectrofotómetro Thermo Fisher G10S Uv-Vis a 472 nm.  

 

Determinación de la actividad antioxidante 

Para la extracción, se pesaron 100 mg de fruto liofilizado y se le agregaron 1.5 

mL metanol. Las muestras se agitaron en vórtex durante 20 segundos, después 

se sonicaron por 10 minutos y posteriormente se sometieron a centrifugación a 

12500 rpm por 10 minutos a 4°C en una microcentrífuga (Model: FC5515R, 

OHAUS), el sobrenadante se recolecto y se filtró con una membrana de nylon. 

Se utilizó la técnica de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) y esto se realizó de 

acuerdo con lo propuesto por Brand-Williams et al., (1995), con modificaciones. 

La solución madre se preparó mezclando 10 mg (2.53 mM) del radical DPPH, en 

un matraz de 10 mL aforado con metanol. La solución de Trolox (estándar) fue 

preparada a una concentración 2.5 mM, este se agregó a un matraz de 50 mL y 

fue aforado con metanol. Para la cuantificación se ha empleado el siguiente 

procedimiento; Una vez obtenido el filtrado tanto del hidrolizado como del extracto 

con membranas de PVDF de 0.45 µm de diámetro de poro. La lectura se realizó 

en lector de placa (BioTek, modelo ELx808, VT, EE. UU.), para lo cual se tomaron 

50 µl de cada muestra sin dilución, se colocaron en la placa y se agregaron 50 µl 

de la solución DPPH a una concentración 0.5 Mm, se dejó reposar 15 min y se 

realizó su lectura a 530 nm. 

 

Análisis mineral del fruto  

Para analizar el fruto de tomate se sometió a cada una de las muestras a una 

digestión con ácido nítrico. Se pesaron 500 mg de muestra seca en un vaso de 

precipitados de 100 mL y se le agregaron 30 mL de HNO3 concentrado. Se tapó 

el vaso con un vidrio de reloj y se dejó digerir hasta la desintegración de la materia 
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orgánica (4-8 horas). Evitando que llegara a sequedad y agregando acido hasta 

los 30 mL, cuando la solución estaba completamente transparente, se dejó enfriar 

y se filtró con papel filtro whatman No. 42. Posteriormente se aforo cada una de 

las muestras en un matraz volumétrico de 50 mL con agua desionizada. La 

solución resultante se analizó con el espectrómetro de emisión de plasma 

Inductively Coupled Plasma (ICP), Thermo Jarrel Ash Irish Advantage modelo 

74400 del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto 

Politécnico Nacional, Unidad Saltillo. 

 

Diseño experimental  

Para el establecimiento del cultivo se utilizó un diseño de bloques completos al 

azar con tres tratamientos y un testigo absoluto, con 10 repeticiones por 

tratamiento. El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianza y 

comparación de medias según LSD Fisher (P ≤ 0.05), mediante el uso del 

Software InfoStat, 2018. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Primera etapa 

Análisis proximal de la cáscara de granada 

En el Cuadro 3, se presentan los resultados de la caracterización de la cáscara 

de granada deshidratada. La importancia del análisis proximal del residuo radica 

en el conocimiento del material como fuente de energía y proteínas, para poder 

llevar a cabo el proceso de fermentación por un microorganismo. 

 

Cuadro 3. Contenido fisicoquímico de cáscara de granada en base seca. 

Variable Medias (%) 

Materia seca total 92.10 ± 0.014 

Humedad   7.90 ± 0.014 

Ceniza   2.45 ± 0.002 

Grasa   0.62 ± 0.004 

Proteína 15.24 ± 0.320 

Fibra cruda 67.16 ± 0.014 

Azúcares totales   0.90 ± 0.020 

Azúcares reductores   5.19 ± 0.010 

Fenoles hidrolizables 

totales 
  4.19 ± 1.050 

 

Los resultados obtenidos del polvo de cáscara de granada muestra que es un 

residuo con buenas características para ser utilizado como sustrato en la 

fermentación en medio líquido, contribuyendo con todos los nutrientes necesarios 

para que el microrganismo realice un adecuado metabolismo. 

El valor proximal obtenido de la ceniza nos muestra, que en el residuo de la 

granada están presentes los minerales, que son elementos inorgánicos y muchos 

de ellos son fundamentales para la actividad del microorganismo en la 

fermentación. Por otro lado, los porcentajes elevados de la proteína nos indican 

un valor aproximado en cuanto al contenido de nitrógeno, un elemento esencial 

para el funcionamiento del microrganismo, el cual va a ser aprovechado en el 

proceso de fermentación. Los valores obtenidos de la fibra cruda nos representan 
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la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina, presentes en la cáscara de 

granada deshidratada, atribuyendo una posibilidad de obtener gran cantidad de 

compuestos fenólicos, y de esta forma siendo una excelente fuente para obtener 

sustancias fenólicas de alto valor agregado. Se ha reportado que los compuestos 

asociados a la fibra de cáscara de granada corresponden a taninos hidrolizables 

como punicalagina, punicalina, pedunculagina, y a sus derivados, como ácido 

elágico, ácido gálico y quercetina (Middha et al., 2013). Los taninos hidrolizables 

han atraído gran interés debido a sus propiedades anticancerígenas, antivirales, 

antioxidantes, antiinflamatorias (Sofi y Nabi, 2018). 

Los valores obtenidos de azúcares totales presentes en la cáscara de granada, 

tiene un bajo porcentaje. Favadi et al., (2005) mencionan que las primeras 

fuentes de sustrato disponible en un medio de cultivo para los microorganismos 

son los azúcares disueltos en ello, como lo son la glucosa y fructosa, azúcares 

de fácil asimilación. La cáscara de granada presentó una concentración de 

azúcares reductores de 5.19%. Existen resultados que reportan un contenido de 

azúcares reductores de 13.02 g/mL en jugo de granada para diferentes 

variedades (Carreño-Raga et al., 2015). Comparando el contenido de azucares 

reductores obtenido en esta investigación, se observa que el material evaluado 

tiene una diferencia. Así mismo (De la Cruz et al., 2013) mencionan que la 

cáscara de la granada posee un 4.34% de azúcares reductores, quedando este 

valor más próximo a lo encontrado en este estudio. Por otra parte, se obtuvo una 

concentración de fenoles hidrolizables totales del 4.19%. Robledo et al., (2008) 

mencionan, que la cáscara de granada es un buen soporte, y al mismo tiempo 

un sustrato excelente en la producción de metabolitos de alto interés comercial 

como el ácido elágico debido a la degradación de su contenido de elagitaninos.  

 

Segunda etapa 

Cinética de degradación de la cáscara de granada (Punica granatum). 

En el inciso A de la Figura 4, podemos observar como el comportamiento de los 

azúcares reductores durante la cinética fermentativa, donde se observa un 

incremento notable a las 24 h al inicio de la fermentación, siendo a las 120 h el 
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punto máximo de cuantificación de azúcares reductores. Posteriormente se 

observa una tendencia de disminución, indicando que la cáscara de granada 

presenta azúcares reductores y que el hongo es capaz de metabolizarlos en 

pequeñas cantidades. En el inciso B se presenta la cinética de producción de 

biomasa de Aspergillus niger. En el grafico se aprecia que la curva de crecimiento 

del microorganismo no posee una fase latente evidente en el tiempo 

monitoreado, mientras que sí se observa claramente una fase exponencial. El 

comportamiento anterior puede ser derivado de la cantidad de azúcares 

monoméricos presentes donde se produce un incremento micelial del 

microorganismo a partir de las 48 h, posteriormente, se presenta una pequeña 

fase estacionaria, donde los nutrientes se agotan. En esta fase estacionaria, es 

donde se pudieron sintetizar diversas enzimas que permitan degradar el material 

lignocelulósico y los diferentes compuestos fenólicos presentes. 

 

 
 

Figura 4. A) Cinética de producción de azúcares reductores; B) cinética de 

producción de biomasa de Aspergillus niger. 

En el inciso A de la Figura 5, se observa la cinética de la actividad antioxidante 

de la fermentación en estado líquido, durante 240 h totales. En las primeras 48 h 

se observa un bajo porcentaje de actividad antioxidante, debido al proceso de 

adaptación del hongo Aspergillus niger, y a la baja cantidad de biomoléculas con 

capacidad anti-radicalaria. Posteriormente a las 72 h se logra obtener un 

incremento considerable hasta las 120 h, lo cual nos indica que la degradación 
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de la cáscara de granada, se están produciendo compuestos fenólicos con 

capacidad antioxidante, como ácido elágico o ácido gálico, por lo cual aumenta 

el porcentaje de la actividad antioxidante. Por otro lado, en el inciso B podemos 

observar la cinética de degradación de fenoles hidrolizables, teniendo un 

consumo inicial de polifenoles totales, durante las primeras 48 h se observa un 

incremento en el contenido de fenoles, después se presenta un decrecimiento 

significativo, lo que sugiere que la síntesis de tanasa  y la degradación de fenoles 

hidrolizables está ligada al crecimiento del microorganismo, ya que la 

acumulación de ácido gálico se presenta en los puntos de mayor crecimiento 

microbiano. Payan (2018), menciona que al utilizar a la tanasa como hidrolizador, 

se puede degradar el 100% de los taninos de gran peso molecular, 

convirtiéndolos en compuestos de menor peso como los lo son la glucosa y el 

ácido gálico. Prigione et al. (2018), mencionan que la presencia de taninos 

hidrolizables (punicalin, punicalagin y pedunculagin) y flavonoides (catequina y 

epicatequina), mismos que pueden ser empleados como fuente de carbono 

debido a la producción de la enzima tanasa. Esto muestra que el microorganismo 

es capaz de degradar los polifenoles presentes en el extracto y generar 

compuestos antioxidantes derivados de fenoles hidrolizables. La producción de 

compuestos antioxidantes derivados de fenoles hidrolizables puede ayudarnos a 

entender el comportamiento del inciso A, ya que presenta dos puntos máximos, 

a las 96 y 240 horas. Por otro lado, la disminución en el contenido de ácido gálico 

sugiere la presencia de enzimas galato descarboxilasas, quienes se encargan de 

catalizar la descarboxilación del ácido gálico en pirogalol (Prigione et al., 2018). 

En el inciso C) se observa la cinética con respecto a los taninos condensados, 

durante las primeras 96 h se observa un pequeño incremento cada 24 h, 

posteriormente se tiene un incremento significativo, índice del punto máximo de 

acumulación de catequina, lo que indica que, el contenido de taninos no es un 

limitante para el crecimiento del microorganismo, ya que presenta la habilidad de 

convertir los taninos condensados en catequina.  En el inciso E) se presenta la 

cinética de producción de azúcares totales, donde se observa una tendencia 

general de incrementos cada 24 h hasta obtener 240 h totales de la fermentación, 
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no se demuestra una tendencia de disminución considerable, lo significa que el 

soporte utilizado al degradar los compuestos fenólicos presentes, se obtienen 

azúcares de diferentes características. 

 

 
Figura 5.  A) Cinética de actividad antioxidante; B) cinética de producción de 

fenoles hidrolizables; C) cinética de producción de taninos condensados; D) 

cinética de producción de azúcares totales.  

 

El proceso de fermentación fúngica permitió biotransformar los residuos de 

granada en compuestos con actividad antioxidante, lo que permitirá actuar al 

extracto de fermentación, como inductor de resistencia en el cultivo de plantas. 

Otro análisis importante fue la composición mineral derivada del proceso de 

fermentación (Cuadro 4).  
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Cuadro 4. Análisis mineral, actividad antioxidante, taninos condensados y 

taninos hidrolizables del extracto fermentado de granada a las 0 y a las 96 horas. 

Determinación Unidades 0 h 96 h 

Cond. Eléctrica dS m-1 0.87 1.3 

Nitrógeno (N) % 0.01 0.01 

Potasio (K) % 0.01 0.01 

Fósforo (P) % 0.0050 0.0061 

Magnesio (Mg) % 0.0004 0.0006 

Azufre(S) % 0.0008 0.0011 

Hierro (Fe) ppm 0.92 0.71 

Manganeso (Mn) ppm 0.24 0.25 

Zinc (Zn) ppm 0.03 0.05 

Actividad Antioxidante % 55 76 

Taninos condensados     mg/L 605.5 1586.5 

Taninos hidrolizables     mg/L 85.2 93.6 

 
Comparando un extracto acuoso del residuo de cáscara de granada contra el 

extracto del proceso fermentativo, se logra incrementar con el fermentado, la 

conductividad eléctrica en un 49%, el fósforo, magnesio, azufre y zinc en 22%, 

50%, 38% y 67% respectivamente. Finalmente, un incremento del 38% en la 

capacidad antioxidante. De los minerales considerados de importancia dentro del 

cultivo, cabe destacar el Fierro, el cual sufrió una disminución de -23%, debido 

posiblemente a una quelación con los derivados polifenólicos, ya que estos 

cuentan con una gran capacidad quelante del fierro (Phiwchai et al., 2018).  

Los mayores compuestos que se incrementaron en el extracto obtenido a las 96 

horas del proceso fermentativo fueron los taninos condensados (162%), medidos 

como unidades de catequina. Estas unidades de catequina pueden actuar como 

antioxidantes en diversos organismos (Grzesik  et al., 2018). 

 

Tercera etapa 

Variables agronómicas 

Para la variable peso seco de raíz, no se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos, mientras que para el resto de las variables al menos un 

tratamiento fue diferente (Cuadro 5). En la variable altura de planta, se observa 

que al aplicar el tratamiento de 3 L/ha del extracto fermentado de granada (EFG), 

aumento en un 8% respecto al testigo absoluto (TA). En cuanto al número de 



31 
 

 

hojas, los tratamientos con extracto fermentado de granada obtuvieron un 6% 

más de hojas comparado con el TA. Por otra parte, la variable biomasa fresca 

aérea y biomasa seca aérea, presentaron diferencias significativas, al comparar 

la aplicación del EFG contra el testigo absoluto, el tratamiento de 0.75 L/ha, 

aumento ligeramente el uno por ciento de peso para ambas variables. Para la 

variable de peso fresco de raíz, el tratamiento de 0.75 L/ha del EFG aumento en 

un 13% de peso seco a comparación del TA. En variable de rendimiento se 

observó que a medida que se elevaba la aplicación del extracto fermentado de 

granada, se obtenía un aumento de hasta un 34% de rendimiento a comparación 

del TA.  

 

Cuadro 5. Efecto de la aplicación del extracto fermentado de granada en el 

crecimiento, desarrollo y productividad de plantas de tomate. 

Variables TA 0.75 L/ha 1.5 L/ha 3 L/ha CV (%) 

DT (mm) 12.5±0.83b 13.6±0.69a 13.9±0.65a 13.6±0.76a 5.78 

Altura (cm) 94.3±3.08b 100.1±4.99a 99.1±4.25a 101.7±3.03a 4.1 

Hojas 15.3±0.59b 16.2±0.71a 16.2±0.71a 16.1±0.42a 3.9 

BFA (kg) 1.31±0.13 a 1.32±0.14a 1.12±0.25b 1.22±0.17ab 14.7 

BSA (g) 181.3±18.6a 182.6±19.3a 147.3±30.0b 168.121.4ab 13.8 

PFR (g) 74.1±26.0ab 83.6±16.6a 62.1±22.2b 83.8±22.5a 24.7 

PSR (g) 28.6±10.8a 28.7±6.0a 23.4±8.1a 29.4±8.5a 31.1 

Rend (kg) 0.76±0.22b 0.89±0.20ab 1.01±0.51a 1.02±0.24a 34.7 

TA: testigo absoluto; DT: diámetro de tallo (mm); Altura (cm); FA: biomasa fresca aérea (kg); BSA: 
biomasa seca aérea (g); PFR: peso fresco de raíz (g); PSR: peso seco de raíz (g); Rend: 
rendimiento (kg); CV: coeficiente de variación (%). Medias por con una letra común no son 
significativamente diferentes (P ≤ 0.05). 

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios cuya principal tarea es 

proteger contra el estrés o ataque de patógenos (Cheynier, 2012). Estudios 

realizados por Zarate-Martínez  et al., (2018)  mencionan que al tratar plantas de 

tomate con ácidos fenólicos no provocaron cambios significativos en las variables 

agronómicas evaluadas, sin embargo, si se obtuvo una disminución para estas 

variables en las plantas inoculadas con Clavibacter michiganensis, lo que puede 

ser debido a que la planta activa los mecanismos de defensa contra el estrés y 

sintetiza metabolitos secundarios, lo que se traduce en gasto energético 

(Lattanzio et al., 2013). Por otra parte, Villanueva-Couoh et al., (2009) observaron 

que al aplicar foliarmente compuestos fenólicos a plantas de crisantemo, se 
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obtienen mayor altura de planta, diámetro de tallo y mayor producción de 

biomasa, estos resultados son similares a los obtenidos en esta investigación. 

 

Calidad de frutos 

Para las variables de calidad de frutos se obtuvieron diferencias significativas 

entre tratamientos (Cuadro 6). Los frutos que presentaron mayor firmeza fueron 

a los que se les aplicaron el EFG, siendo el tratamiento de 3 L/ha que obtuvo un 

promedio de 5.35 kg cm-2, a comparación del TA que obtuvo una media 4.30 kg 

cm-2. Para la variable firmeza de solidos soluble totales (SST), se puede observar 

que al aplicar una concentración mayor del EFG, podemos obtener un aumento 

de un siete por ciento a comparación del TA. Por otra parte, al aplicar el EFG se 

obtiene una ligera disminución del uno al dos por ciento, para las variables de pH 

y acidez titulable. En las variables de licopeno y DPPH, la aplicación del EFG, 

logró aumentar en un 17 y uno por ciento respectivamente, comparados contra 

el TA. 
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Cuadro 6. Calidad de fruto de plantas de tomate tratadas con extracto fermentado de granada. 

Trat. 
Firmeza 
(kg cm-2) 

SST 
(°Brix) 

pH 
AT 

(% ácido 
cítrico) 

Licopeno 
(mg L-1) 

DPPH 
(% reducción) 

TA 4.30±0.88c 5.00±0.28b 4.36±0.037a 0.30±0.036a 155.96±20.15b 90.89±0.91b 
0.75 L/ha 5.97±1.15ab 5.28±0.22ab 4.32±0.040ab 0.27±0.030ab 147.02±18.85b 91.28±0.53ab 
1.5 L/ha 6.05±2.14a 5.27±0.30ab 4.30±0.038b 0.28±0.038ab 151.41±18.25b 91.73±0.05a 
3 L/ha 4.50±1.04bc 5.35±0.34a 4.30±0.036b 0.25±0.030b 182.99±34.54a 90.98±0.65ab 
CV (%) 22.9 4.68 0.91 13.31 15.29 0.69 

 

 

 

 

 

 

TA: testigo absoluto; Firmeza (kg cm -2); SST: solidos solubles totales (°Brix); pH: potencial de hidrogeno; AT: acidez titulable 
(% ácido cítrico); licopeno (mg/mL); DPPH (% de reducción); CV: coeficiente de variación. Medias con una letra común no 
son significativamente diferentes (P ≤ 0.05). 
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Al aplicarse diferentes concentraciones del EFG, podemos observar que algunas 

de las variables evaluadas se ven favorecidas, ya que contienen compuestos que 

pueden servir como antioxidantes debido a su capacidad para inhibir la formación 

de especies radicales, inhibir enzimas relacionadas con la producción de 

especies reactivas de oxígeno y aniones superóxido, por quelación de iones 

metálicos tales como hierro y cobre (Mojica et al., 2015). Esto se traduce en que 

los compuestos fenólicos presentes en dicho extracto, desempeñan funciones 

importantes en la pared celular como proporcionar tanto las barreras físicas y 

químicas, la protección contra la invasión de patógenos y la astringencia que evita 

el ataque de insectos y animales (Acosta-Estrada et al., 2014).  

 

Contenido mineral en frutos de tomate. 

Los resultados del contenido mineral en fruto, en cobre (Cu), fierro (Fe), magnesio 

(Mg), manganeso (Mn), fosforo (P), azufre (S) y zinc (Zn) no presentaron 

diferencias significativas (Cuadro 7). Para el tratamiento de 3 L/ha del EFG 

podemos observar que el calcio (Ca) aumentó en un 59% a comparación del 

testigo. Por otra parte, el potasio (K) disminuyo de un 6 a 11% con la aplicación 

del EFG.  El sodio (Na) presentó un aumento de un 112% con el tratamiento de 

3 L/ha del EFG. Para el mineral de selenio (Se) se obtuvo un aumento del 14% 

en comparación del testigo y para el silicio (Si) se obtuvo el efecto contrario, 

donde al aplicar el EFG disminuyo de un 100% a un 18% Del contenido de este 

mineral. 
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Cuadro 7. Contenido mineral en frutos de tomate.  

Minerales 
mg/L 

TA 0.75  L/ha 1.50 L/ha 3.00 L/ha 
CV 
(%) 

Ca 6.38±1.5b 6.68±2.8b 7.14±2.9b 10.16±2.7a 33 
Cu 0.034±0.009a 0.020±0.009a 0.033±0.013a 0.033±0.006a 28 
Fe 0.39±0.099a 0.35±0.126a 0.32±0.064a 0.34±0.111a 29 
K 156.91±11.4a 140.84±7.00b 146.94±17.10ab 139.12±12.40b 9 

Mg 7.21±0.67a 7.03±0.79a 7.25±0.02a 6.95±0.03a 11 
Mn 0.08±0.019a 0.07±0.018a 0.07±0.021a 0.09±0.017a 24 
Na 2.07±0.89b 1.86±0.28b 2.89±1.67b 4.39±1.16a 38 
P 25.41±2.50a 23.51±2.91a 24.88±3.78a 24.37±1.34a 11 
S 10.93±1.10a 11.06±1.73a 10.45±2.73a 9.82±0.83a 17 

Se 0.034±0.019ab 0.026±0.010ab 0.023±0.007b 0.039±0.018a 21 
Si 4.22±1.893a 1.44±0.441b 0.90±0.460b 0.74±0.352b 15 
Zn 0.17±0.041a 0.17±0.034a 0.17±0.042a 0.16±0.022a 21 

TA: testigo absoluto; CV: coeficiente de variación. Medias con una letra común no son 
significativamente diferentes (P ≤ 0.05). 

Los incrementos en el contenido de calcio, sodio y selenio, son favorables en la 

nutrición humana, ya que están involucrados en importantes funciones 

metabólicas. El calcio ayuda en la función muscular, el estímulo nervioso, 

actividades enzimática y hormonal y el transporte del oxígeno. Una carencia de 

selenio, aunque es un alimento traza, puede generar enfermedades cardiacas y 

está asociado a algunos tipos de cáncer (Latham, 2002).  
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CONCLUSIONES 

La fermentación líquida de los residuos de cáscara de granada por el hongo 

Aspergillus niger es una buena opción para obtener un extracto rico en 

compuestos fenólicos con actividad antioxidante, además de cambiar la 

composición mineral de los residuos empleados. 

El extracto generado derivado de la fermentación de residuos de granada logró 

ser empleado como un bioestimulante en el cultivo de tomate, donde se promovió 

un mayor crecimiento, desarrollo y producción del fruto. 

Los procesos fermentativos empleando residuos agroindustriales pueden ser una 

alternativa para la generación de insumos agrícolas por procesos sustentables 

dando valor agregado a estos desechos. Es por ello por lo que se requiere 

desarrollar investigaciones relacionadas a la degradación microbiana de 

compuestos vegetales, para obtener productos orgánicos, biodegradables, de 

valor agregado y de aplicación en el área agroalimentaria.  
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