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RESUMEN
Debido a que hoy en dia se buscan alimentos naturales que proporcionen beneficios para
salud, la presente investigacién tuvo como finalidad dar a conocer el potencial antimicrobiano
de pulpa de café procedente de la parroquia Vilcabamba y cacao en polvo proporcionado por
la empresa TULICORP. Se obtuvieron extractos mediante maceracion con EtOH absoluto,
EtOH: H.O (50/50) y H.O a diferentes temperaturas (20°C, 40°C y 60°C) y se evalud su
actividad frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Candida albicans mediante técnicas de sensibilidad in vitro como
difusion en agar y microdiluciéon en caldo. Como controles positivos para el primer método se
us@: discos de gentamicina, amikacina, voriconazol y nistatina y para el segundo método se
empled gentamicina, terbinafina e Itraconazol. Los extractos de cacao EtOH a 20°C y mezcla
EtOH: H,O a 20°C, 40°C y 60°C presentaron halos de inhibicion entre 6 y 7 mm frente a
Micrococcus luteus indicando resistencia a una dosis de 80 mg/mL y mediante el método de
microdilucién en caldo, presenté un CMI de 4000 pg/mL considerando los extractos

inhibidores débiles.

Palabras claves: Potencial antimicrobiano, difusion en agar, microdiluciéon en caldo, café,

cacao.



ABSTRACT

Since nowadays natural health food sources are well wanted due to their health benefits, the
present study had as ultimate objective the knowledge spreading about the antimicrobial
potential of the Vilcabambe an coffee pulp and cocoa powder as well, this provided by the
TULICORP corporation. Extracts were obtained by absolute ethanol (EtOH), EtOH:H,O
(50/50) and pure H>O maceration at different temperatures (20°C, 40°C and 60°C) and the
extracts activity was evaluated against S. aureus, E. faecalis, E. coli, M. luteus and C. albicans
by in vitro sensibility techniques such as agar diffusion and broth microdilution. As positive
controls for the first method were used: gentamicin discs, amikacin, voriconazole and nystatin
and for the second method was used, gentamicin, terbinafine and itraconazole. The cacao
extracts from EtOH at 20°C and EtOH: H>O mixture at 20°C, 40°C and 60°C, all with inhibition
halos wich vary between 6 and 7 mm against M. luteus indicating resistance with a 80 mg/mL
dose by the broth microdilution method, presented a MIC value of 4000 pg/mL, considering
the extracts as weak inhibitors.

Keywords: Antimirobial potential, diffusion agar, broth microdilution, cocoa, coffee pulp.



INTRODUCCION

Los conservantes son utilizados para prolongar y mantener la vida util de los alimentos
mediante la inhibicién de microorganismos como bacterias y hongos, que son los principales
causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos(ETA,s). En la actualidad la industria
alimentaria busca el desarrollo de nuevas tecnologias para la obtencién de productos inocuos,
debido a que la exigencia de los consumidores es cada vez mayor en cuanto a productos
menos procesados que mantengan sus caracteristicas organolépticas y nutricionales

(Gonzalez, Martinez, Rossi, Tornese, & Troncoso, 2010).

Es por ello que se busca sustituir los conservantes quimicos (benzoatos, nitritos, nitratos y
anhidrido sulfuroso) por extractos naturales de plantas, especias, frutas y hierbas; los cuales
han resultado adecuados gracias a la presencia de moléculas bioactivas como acidos
organicos, compuestos alifaticos, alcaloides, adehidos, glucésidos cianogénicos,
glucosinolatos, fitoalexinas, terpenos y compuestos fendlicos (Rodriguez, 2011; Gyawali &
Ibrahim, 2014; Guil-Guerrero et al., 2016; Vodnar et al., 2017). La pulpa de café contiene
cafeina, acidos fendlicos (caféico y clorogénico), polifenoles y alcaloides, el grano de cacao
posee polifenoles, taninos, azlUcares, polisacaridos y alcaloides (Crescente, Acosta, Guevara,
& Estaba, 1998; Lazcano-Sanchez, Trejo-Marquez, Vargas-Martinez, & Pascual-Bustamante,
2015).

El método de difusién en agar es uno de los métodos que recomienda la National Committe
for Clinical Laboratories Standards (CLSI) para la determinacién de la sensibilidad bacteriana
a los antimicrobianos, al igual que el método de microdilucién en caldo se emplea para
determinar la concentracion minima en la que un antimicrobiano inhibe el crecimiento de un

microorganismo bajo condiciones Optimas de crecimiento

Pruthviraj, Suchita, Shital, & Shilpa ( 2011) evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de Café (Coffea arabica) contra los microorganismos gramnegativos: Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae; se evidencié la capacidad antimicrobiana de
los extractos mediante el método de microdilucién con valores de CMI entre 650,5 a 2500 g
/ mL.

En el cacao (Theobroma cacao L.) se realiz6 estudios sobre la capacidad antimicrobiana que
posee, reportandose estudios contra Escherichia coli, con CMI de 835 mg/mL, produciendo
una fragmentacion de células y de esta manera un dafio permanente; mediante lo cual se
puede concluir que el extracto de cacao es una buena alternativa como agente antimicrobiano
(Ariza et al., 2014).



Se realiz6 esta investigacion con el fin de promover el aprovechamiento de subproductos de
la industria alimentaria para la elaboracién de alimentos saludables y con potencial funcional
evaluando la capacidad antimicrobiana de extractos obtenidos de la pulpa del café (Coffea
arabica) y del grano del cacao (Theobroma cacao L.) y utilizando como solventes EtOH,
mezcla 50/50 EtOH: H20 y H,0 a temperaturas de extraccion diferentes (20 °C, 40°C, 60°C)
mediante maceracion dindmica ; para ello se utilizé pruebas de sensibilidad in vitro tales como

difusién en agar y microdilucion en caldo.

En el capitulo 1 de este trabajo se muestra una revision literaria de las generalidades de
cacao y café respectivamente, subproductos, revision breve de las cepas que se utilizaron y
fundamentos de los métodos. En el capitulo 2 se describe materiales y métodos para la
obtencion de los extractos y para la realizacion de pruebas antimicrobianas; finalmente el
capitulo 3 de resultados y discusion donde se analiza y compara los resultados con
bibliografia.



1. REVISION LITERARIA



1.1. Cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la familia Sterculiaceae (Figura 1), es nativo de
los bosques humedos de América del Sur, entre las variedades estan: Criollos, Forasteros y
Trinitario (mezcla de las dos variedades). Por lo general las semillas (grano) se las utiliza en

la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y otros derivados (Arévalo et al., 2007).

‘ Cascarilla de la
-— 2
semilla de Cacao

. Granos de cacao
e CdsCara de Cacao

Figura 1. Partes del fruto de cacao
Fuente: Beckett (2008)
Elaboracion: Beckett (2008)

Ecuador es el primer productor de cacao fino y de aroma a nivel mundial (Instituto de
promocién de Exportaciones e Inversiones PRO ECUADOR, 2013). De la produccion total el
60% del grano es exportado, de este porcentaje el 40% se lo transforma en derivados como:
polvo, licor, manteca, tortas, chocolates (Medina, Ortiz, & Coronel, n.d.).

El grano de cacao contiene del 10 al 22 % de grasa, aminas y alcaloides como teobromina,
cafeina, tiramina, dopamina, salsolinol, trigonelina, acido nicotinico, aminoacidos libres;
taninos, fosfolipidos; vitaminas; proteinas; pectinas; lisina; lecitina, etc. (Waizel-haiat, Waizel-
bucay, Magafna-serrano, Campos-bedoya, & San Esteban-sosa, 2012), entre los metabolitos
secundarios que posee el cacao se encuentran los compuestos fendlicos, flavonoides,
catequinas o flavan - 3 oles (37%), proantocianinas (58%), antocianinas (4%) (Martinez
Flores, Gallego Gonzales, Culebras, & Tufidn, 2002), siendo los fenoles los compuestos mas
importantes que posee el cacao debido a que se los asocia con propiedades antioxidantes,
antitumorales, antimicrobiana e insecticidas (Quifiones-Galvez, Hernandez, Quirds,
Capdesufier, & Sanchez, 2016).

La epicatequina es la principal catequina debido a que constituye el 30% del contenido de
polifenoles del grano de cacao (Sotelo, Alvis, & Arrazola, 2015), es de gran interés debido a

gue es un compuesto bioactivo ya que protege al organismo de la polucién ambiental y
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sustancias quimicas presentes en los alimentos (Lecumberri et al., 2006), ademas ayuda a la
dilatacion arterial por lo que posee un gran efecto sobre la salud cardiovascular (Sotelo et al.,
2015), otros compuestos en menor proporcién son quercetina, hiperosida, isoquercitrina,
naringenina, luteolina y apigenina (Cuéllar, 2010; Maydata, 2002; Sanchez & Rubio, 2010).

1.2. Café

El café (Coffea arabica) pertenece a la familia Rubiacea (Figura 2) originario de Etiopia,
presenta mas de 500 géneros (Corporacion Ecuatoriana de Cafetaleras y Cafetaleros
CORECAF)" y 25 variedades, entre las mas conocidas y utilizadas estan la arabica y
canephora (robusta) (Dias, 2011), ademas existen 2000 especies de arboles tropicales y

arbustos alrededor del mundo.

Figura 2. Subproducto de café
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

El Ecuador es uno de los principales paises productores de cafés especiales y con mayor
demanda en Europa (Dias, 2011), la produccion es de 63% de la variedad arabica,
considerada de mejor calidad y 37% del robusta (Monteros, 2016).

Los granos de café contienen antioxidantes como cafeina, acidos fendlicos (caféico y cloro
génico), polifenoles y alcaloides; estos componentes tienen propiedades funcionales y
neutracelticas (Borges, Ortega, Roncal, & Esther, 2008). La cafeina, trigonelina, acidos
fendlicos, acido clorogénico, aminoacidos, minerales e hidratos de carbono se encuentran
dentro de los compuestos no volatiles mas importantes y entre los volatiles estan los acidos,

aldehidos, cetonas, ésteres, aminas y compuestos azufrados (Borges et al., 2008).



Entre los metabolitos secundarios presentes en el café encontramos la cafeina, teofilina,
teobromina, paraxantina, escopelina; &cido caféico, cumarico, clorogénico, vinilico
(compuestos fendlicos) (Stalmach et al., 2009).

En la industria cafetera solo se utiliza el 9,5 % del grano para la elaboracion de la bebida, el
90,5% restantes corresponde a los subproductos que son subutilizados y que corresponden
a 41% de pulpa, 16% de mucilago y 4,5% de la cascarilla (Rodriguez, 2002). Estos
subproductos al no ser utilizados generan una gran contaminacion, aunque en la actualidad
la pulpa de café es utilizada para la produccion de biogas, obtencién de abono organico,
alcohol, vinos, alimentacién animal, carbon activado y produccion de hongos comestibles
(Coronel & Marin, 2010). Al igual que el grano, los subproductos son de interés por la

presencia de compuestos como taninos, cafeina y acidos clorogénicos.

1.3. Metabolitos secundarios

Las plantas y otras fuentes naturales pueden proporcionar una gran variedad de compuestos
complejos y diversos; recientemente varios investigadores se han centrado en la busqueda
de plantas y extractos que posean un efecto antimicrobiano, siendo los componentes de
mayor estudio aceites esenciales, metabolitos secundarios y moléculas sintetizadas como
agentes antimicrobianos potenciales (Balouiri, Sadiki, & Koraichi, 2016). Los antimicrobianos
naturales pueden obtenerse de diferentes fuentes, incluyendo plantas, animales, bacterias,
algas y hongos (Gyawali & Ibrahim, 2014).

Los compuestos derivados de las plantas, hierbas y de las especias se han utilizado desde
los tiempos antiguos para condimentar los alimentos, como medicina tradicional, y
conservantes, asi como para impartir sabor y color. Entre los compuestos principales que son
responsables de la actividad antimicrobiana de las plantas, destacan los metabolitos
secundarios, moléculas organicas producidas como sustancias de defensa y que no estan
implicadas en el crecimiento y desarrollo de un organismo; se encuentran en menor cantidad
gque los metabolitos primarios (Agostini-costa, Vieira, Bizzo, Silveira, & Gimenes, n.d.) y se
incluyen a los fenoles, acidos fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides, taninos,
terpenoides y alcaloides; que gracias a sus variaciones en la estructura y composicién quimica

dan lugar a su accion antimicrobiana (Gyawali & Ibrahim, 2014).

1.3.1. Compuestos fendlicos.
Los compuestos fendlicos poseen grandes variaciones estructurales y son uno de los mas
diversos grupos de metabolitos secundarios, se encuentran mayormente en plantas. Los
principales componentes que forman parte de este grupo son &cidos fendlicos, flavonoides,
taninos, &cidos caféico, clorogénico, p-coumarico, ferdlico (Gyawali & lIbrahim, 2014;
Rodriguez, 2011); estos compuestos retardan la putrefaccion de frutas y vegetales, el

crecimiento microbiano, poseen actividad inhibitoria frente a bacterias grampositivas,
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gramnegativas, hongos y levaduras, en los seres humanos favorecen a la secrecion de bilis,
reducen los niveles de colesterol y lipidos en sangre (Gyawali & lbrahim, 2014); se los
considera anticancerigenos y antinflamatorios (Orihuela, 2016).

Los flavonoides se encuentran principalmente en vegetales, frutas y bebidas; ayudan a la
proteccion del organismo del dafio causado por sustancias quimicas presentes en los
alimentos, agentes oxidantes como rayos ultravioleta (Martinez Flores et al., 2002) la polucién
ambiental, ademéas se han identificado efectos antibacterianos, antialérgicos, antinflamatorios,
anti carcinogénicos (Orihuela, 2016).

Las antocianinas forman parte de los pigmentos de las flores, frutos y a veces en hojas, tallos
y raices, se caracterizan por su sus colores brillantes y solubilidad en agua, son de gran
importancia para la industria alimentarias como aditivo por considerase inocuo, ademas
poseen benéficos para la salud ya que reducen los niveles de colesterol, proporcionan
defensa contra enfermedades cardiacas y previene el cancer; lo que se asocia a su poder
antioxidante (Condezo, 2011).

1.4. Conservantes alimentarios

El uso de conservantes es una de las maneras mas frecuente que utiliza la industria
alimentaria para mantener y alargar la vida util del producto, la mayoria de los conservantes
utilizados son sintetizados quimicamente por lo que se los asocia como causantes de
enfermedades, intoxicaciones, céancer y otras enfermedades degenerativas (Rodriguez,
2011); siendo los de mayor uso los benzoatos, nitritos, nitratos y anhidrido sulfuroso (SO2).
La principal funcion de un conservante es controlar el incremento de bacterias y hongos, es
por eso gue se los adiciona de manera intencional (Rodriguez, 2011) para controlar procesos
de deterioro en los alimentos durante el almacenamiento y comercializacién; asi como el
crecimiento de microorganismos patégenos y no patégenos (Rea, 2011).

Entre las acciones mas importantes que tienen los conservantes sobre los microorganismos,
son inhibiciébn de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular, dafio a la
integridad de las membranas, interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos
esenciales, enzimas metabdlicas, sintesis de proteina y el sistema génico (Rodriguez, 2011)
Debido a que los conservantes quimicos no tienen buena aceptacion por parte del
consumidor, en la actualidad se busca nuevas alternativas que permitan sustituirlos por
antimicrobianos naturales (Rodriguez, 2011),es por ello que se ha estudiado extractos de
plantas, especies, frutas y hierbas, en donde la presencia de ciertos metabolitos puede actuar
como inhibidores antimicrobianos. Los acidos organicos, alcaloides, glucésidos
cianogenéticos, glucosinolatos, fitoalexinas y compuestos fendlicos (Domingo & Lopez, 2013;
Rodriguez, 2011), han demostrado actividad inhibitoria frente a bacterias grampositivas,

gramnegativas, hongos y levaduras (Gyawali & Ibrahim, 2014).
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1.5. Actividad antimicrobiana

1.5.1. Generalidades.
Tapia (2012) afirma que la actividad antimicrobiana es “La capacidad que posee un farmaco
o0 compuesto natural de inhibir el crecimiento de microorganismos”. Los compuestos que
poseen una actividad antimicrobiana son de gran importancia a nivel mundial ya que mediante
ellos se puede controlar enfermedades transmitidas por alimentos.
Los antimicrobianos al igual que los antibioticos son esenciales para tratar infecciones
causadas por bacterias, sin embargo su utilizaciébn excesiva o0 equivoca en la medicina
humana, hacen que los tratamientos de enfermedades infecciosas en el hombre dejen de ser
eficaces debido a la aparicion y proliferacion de bacterias resistentes. En la cadena alimentaria
las bacterias resistentes se introducen a través de los animales como la Salmonella a través
del pollo (OMS, 2015).
Se cree que los grupos hidroxilo (OH) en compuestos fendlicos causan una accion inhibidora
ya que estos pueden interactuar con la membrana celular de bacterias para romper
estructuras de membrana y causar la fuga de componentes celulares (Gyawali & lbrahim,
2014).

1.5.2. Métodos de evaluacion antimicrobiana.

1.5.2.1. Método de difusion en agar.
Se conoce con el nombre de difusion en discos o Kirby-Bauer, es una técnica cuantitativa de
difusién en agar, recomendada por organismos internacionales como la Administracion de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en ingles), Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI por sus siglasen ingles ) y Centros para Control y
prevencion de enfermeddaes (CDC por sus siglas en ingles) (Cuéllar, 2010). Esta prueba es
aplicada especificamente a bacterias de crecimiento rapido. Los resultados se pueden
interpretar como sensibles , intermedio y resistentes en funcion del didmetro del halo
alrededor del pocillo. El diametro del halo depende del grosor del medio, la concentracion del
disco y del in6culo (Herrera, 1999); por lo que es necesario controlar estas variables y evitar
asi cualquier interferencia. El porcentaje de inhibicidn se calcula de acuerdo con la siguiente

ecuacion (Cuéllar, 2010).

iy s = Diametro halo muestra
%Inhibicion = ( )« 100

(Didmetro halo control)
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1.5.2.2. Método de microdilucion en caldo.

Este método se emplea para determinar la concentracion minima en la que un antimicrobiano
inhibe el crecimiento de un microorganismo bajo condiciones éptimas de crecimiento. Los
resultados se observan a las 24 h de incubacién y se considera un método sencillo, rapido,
facil de ajustar y permite leer una gran cantidad de muestras. Una de sus principales ventajas
es que permite utilizar antimicrobianos que son solubles e insolubles en agua y aceites (Abad,
2009; Andrews, 2001; Rodriguez-Tudela et al., 2003).

Ademas la CMI se considera como el “Estandar de oro " ya que permite obtener resultados
precisos y confirmar resistencias que con otros métodos no estan muy claras (Gutiérrez &
Droguet, 2002).

1.6. Principales microorganismos que afectan en la industria alimentaria.

La causa mas importante de la disminucién de la calidad de los alimentos y seguridad
biol6gica es el desarrollo de microrganismos como bacterias, hongos, virus y parasitos que
penetran el organismo mediante el consumo de alimentos o agua contaminada (Gonzélez et
al., 2010) y que son causantes de mas de 200 enfermedades.

Los patdégenos de transmision alimentaria pueden producir diarrea grave o infecciones
debilitantes, como la meningitis; asi como también intoxicaciones agudas o enfermedades de
larga duracién, como el cancer. Las frutas y hortalizas contaminas con heces, alimentos de
origen animal crudos y mariscos crudos que contienen toxinas marinas son considerados
como los alimentos mas insalubres. Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella
Campylobacter son los principales patégenos de trasmision de enfermedades de origen
alimentario con consecuencias graves o mortales que afectan a millones de personas (OMS,
2015).

Estos patdégenos causan pérdida de la vida uatil y calidad del producto, ademas de las
caracteristicas sensoriales (Bibek et al., 2010), dando como resultado pérdidas cuantiosas
para la industria alimentaria y por ende, inseguridad en del consumidor a la hora de adquirir

el producto.
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1.7. Descripcién y caracteristicas de bacterias utilizadas.

1.7.1. Escherichia coli.

Tabla 1. Taxonomia de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie coli

Fuente: Tapia ( 2012)
Elaboracion: La autora

Son bacilos gramnegativos, que no forman esporas, pueden presentarse solos, en pares,
agrupados o en cadenas, su didmetro es de 1 a 3 um por 0,5um, ademas presentan varias
formas desde cocos a pequefios bastoncillos por lo general son moéviles por flagelos
peritricos, aungue existen variantes maoviles no flageladas (Granados,2003).
Pueden ser aer@bicas o anaerdbicas facultativas dependiendo de sus requerimientos,
sobreviven hasta 42°C, los medios utilizados para su crecimiento son agar sangre, agar-
nutriente, agar sangre chocolate o caldo nutritivo (Llop et al., 2001).
En cultivos jévenes presenta forma cocobacilar y en cultivos viejos presentan formas de una
dimensién mayor; produce dos tipos de fibra que rigen su capacidad y regulan la flora normal
debido a una enzima denominada bacteriocina segun el principio de la antibiosis (Koneman,
2008).

1.7.2. Enterococcus faecalis.

Tabla 2. Taxonomia de Enterococcus faecalis

Reino Bacteria

Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Lactobacillales
Familia Enterococcaceae
Género Enterococcus
Especie faecalis

Fuente: Gunter ( 2003)
Elaboracion: La autora
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Son cocos grampositivos que se muestran de distintas formas ya sea en pares o cadenas
cortas, no forman endoesporas, su tamafo es de 0,6 - 2,0 x 0,6 - 2,5 um, se pueden observar
como células ovoides o esféricas, su temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C pero se
desarrollan a temperaturas desde los 10°C hasta los 45°C. Se caracterizan por ser anaerobios
facultativos y catalasa negativos, fermentan la glucosa a &cido lactico, ademas de sobrevivir
a condiciones muy adversas (60°C — 30 min) (Rosas, 2014).

1.7.3. Micrococcus luteus.

Tabla 3. Taxonomia de Micrococcus luteus

Reino Bacteria

Filo Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Familia Micrococcaceae
Género Micrococcus
Especie luteus

Fuente: Koneman & Allen (2008)
Elaboracion: La autora

Son bacterias grampositivas se las puede encontrar en forma de racimos o tétradas, sus
colonias son de color amarillo lo cual se debe a la produccién de compuestos carotenoides,

su tamafo oscila entre 0,5y 3 um, son aerobios y catalasa positiva (Rubio, 2013).

1.7.4. Staphylococcus aureus.

Tabla 4. Taxonomia de Staphylococcus aureus

Reino Bacteria

Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Especie aureus

Fuente: Koneman & Allen (2008)

Elaboracién: La autora

Es un coco que crece agrupado en racimos, presenta un diametro de 0,8 a 1um, forma
colonias de color amarillo, es inmovil, aerobio y anaerobio facultativo, por lo general son

grampositivos pero las células viejas y microorganismos que son fagocitados se los considera
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gramnegativos, es catalasa y coagulasa positivo, produce fermentacion lactica y puede
crecer en agua de mar (Mensa et al., 2004). Tiene un mayor crecimiento en agar sangre,
infusién cerebro- corazén, chocolate, los cuales son medios de cultivo no selectivo (Tapia,
2012).

1.7.5. Candida albicans.

Tabla 5. Taxonomia de Candida albicans

Reino Fungi

Filo Deuteromiceta

Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie albicans

Fuente: Pardi & Cardozo (2002)
Elaboracion: La autora

Son consideradas levaduras, pueden mostrarse solas o en racimos, son aerobias, de color
blanco pero al momento de envejecer pueden tomar un color crema o bronce (Pardi &
Cardozo, 2002), se desarrollan a temperatura ambiente o a 37°C. El medio propicio para su
crecimiento es el agar Sabouraud, en el cual se observa colonias con las siguientes
caracteristicas: irregulares, cremosas, humedas, opacas, que al envejecer desarrollan hifas
al interior del agar (Tapia, 2012).

“Es un hongo dimorfo capaz de producir hifas y micelios verdaderos, a menudo forma
pseudomicelios compuestos de pseudohifas. Las paredes celulares de C. albicans contienen
los constituyentes micéticos tipicos y ademas compuestos no identificados que son toxicos”
(Bonilla, 2011).
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2. MATERIALES Y METODOS



2.1. Muestray preparacién
En el presente estudio se trabajé con pulpa de café (Coffea ardbica) proveniente de la
parroquia Vilcabamba en la provincia de Loja, asimismo se trabajé con cacao en polvo

(Theobroma cacao L.) desengrasado, proporcionado por la empresa TULICORP S.A.

2.1.1. Cacao.
El cacao en polvo presentd un proceso de desengrasado previo, efectuado por el proveedor,
con un remanente de grasa de 10 a 12 g/100 g, con un tamafio de particula < 350 um, el
mismo que se lo almacené en fundas ziploc con cierre hermético a temperatura ambiente

hasta su posterior uso.

2.1.2. Subproducto de café.
El cerezo de café, se selecciond, lavo y desinfecté con una solucion de hipoclorito de sodio
al 0,5% durante 5 minutos. La separacion de la pulpa se realiz6 manualmente y se deshidraté
en una estufa de conveccion forzada a 60 °C (marca COLE PARNER, MODELO 5200 — 70,
Chicago, USA) por 48 horas. La muestra seca se trituré6 en un molino mecéanico manual y
posteriormente en un molino ultracentrifugo de discos (marca Retsch ZM 200) hasta obtener
un tamafio de particula < 350 um (Figura 3). Posteriormente el subproducto se almacené en

fundas ziploc con sello hermético a temperatura ambiente

Figura 3. Obtencion del subproducto en polvo. a. Cerezo de café; b. Pulpa deshidratada; c.
Café en polvo.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora
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2.2. Obtencion de extractos

Para este proceso se utiliz6 como disolventes, etanol, agua y mezcla etanol: agua en
proporcion 1:1 a diferentes temperaturas tal y como se observa en la Tabla 6. El etanol
utilizado fue de grado absoluto (ACS Basic, Scharlau 99,5%). Los extractos se obtuvieron de
acuerdo al disefio experimental estadistico factorial, utilizando el programa STATGRAPHICS
CENTURION XVI.

Tabla 6. Tratamientos para la obtencion de extractos

Solvente Temperatura(°C)
Etanol 20
Agua 20
Etanol: agua (50:50 v/v) 60
Etanol 40
Agua 60
Etanol: agua (50:50 v/v) 40
Etanol 60
Etanol: agua (50:50 v/v) 20
Agua 40

Elaboraciéon: La autora

Cada extracto se prepar6 usando una relacion muestra: disolvente, 1:20 (1 g de muestra +
20 ml de disolvente), macerando a agitacién constante a 2500 rpm durante 90 minutos. Para
la obtencion del sobrenadante se centrifugé el extracto por 30 minutos a 2800 rpm
(Centrifuga, marca CLAY ADAMS® Brand DYNAC®, Becton Dickinson and Company, MD,
USA).

El sobrenadante obtenido se rotaevaporé a 37°C a vacio para la eliminacién del etanol; el
extracto obtenido se lo deshidraté en un liofilizador (marca LABCONCO), se colocé en viales

esterilizados y se almacenaron en congelacién hasta su posterior uso.

Se calcul6 el rendimiento de extraccion expresandolo como porcentaje respecto a la muestra

deshidratada, utilizando la siguiente formula:

L » peso del extracto(g)
Rendimiento extracciéon(%) = * 100
peso de la muestra(g)
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2.3. Pruebas antimicrobianas
2.3.1. Microorganismos de prueba.

Los microorganismos utilizados fueron: Staphylococcus aureus subsp., aureus ATCC®
25923™  Enterococcus faecalis ATCC® 19433™, Escherichia coli ATCC® 43888™,
Micrococcus luteus ATCC® 10240™, Candida albicans ATCC® 10231™; las cepas se
cultivaron a partir de la reserva criogénica mantenida a -80 °C.

Para la prepacion del cultivo overnight, se tom6 una alicuota de 300 pl y se transfirié a un
tubo de ensayo que contenia 7 mL de los caldos descritos en la Tabla 7, de acuerdo a las

especificaciones de cada microrganismo.

Tabla 7.Condiciones para la reactivacion de cepas

Microorganismos Medio de cultivo Condiciones de incubacion
E. coli o
Caldo Triptisoya
S. aureus
E. faecalis Caldo Nutritivo Oxoid 35°Cporl4—-16nh
M. luteus Caldo Infusion Cerebro Corazén
C. albicans Caldo Sabouraud

Fuente: la experimentacién
Elaboracion: La autora

2.3.2. Preparacion del extracto.
Se trabaj6 con una dilucion de 80 mg/mL, utilizando como diluyente Dimetil sulféxido (DMSO)
para extracto de cacao y mezcla Dimetil sulféxido: agua destilada en proporcion 1:1 en
extracto de café.

2.3.3. Método de difusién en agar.

2.3.3.1. Preparacion del inéculo.
Del cultivo overnight, se tom6 una alicuota del microorganismo de estudio y se colocé en un
tubo que contenia 5 mL de suero fisiolégico estéril al 0,9% hasta obtener una turbidez de 0,5

en la escala de Mc Farland, que corresponde a 102 ufc/mL.

2.3.3.2. Siembra de las placas.
Con un hisopo estéril se inocul6 de acuerdo a cada microorganismo en la superficie seca de
las placas las cuales contenian agar Muller - Hinton (bacterias ) y agar Sabouraud (hongos),
se realiz6 estriado continuo en cuatro direcciones para asegurar un buen crecimiento.
Posteriormente se realizaron 5 pocillos de 5 mm con la ayuda de tubos Durham estériles se
retir6 el agar del pocillo con micro-espatulas, y se coloc6 25 uL de extracto a probar. Se
incubo las placas de forma invertida a 35 °C por 24 h. Finalmente se procedi6 a la medicion
de los halos de inhibicién de los extractos y de los discos de sensibilidad. La siembra se la
realizé por triplicado. En la Figura 4 se muestra el esquema general de esta prueba.
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Con la finalidad de evaluar la resistencia o sensibilidad de las cepas se utiliz6 como controles
positivos: discos de Gentamicina 10 pg marca BBL ™, Ampicilina 10 pg marca BBL ™,
Amikacina 30 pg marca BBL ™ (bacterias) y voriconazol 1 ug marca OXOID y nistatina 100
U marca OXOID (hongos levaduriformes) colocados en la respectiva placa. Se empled una

caja de control por microorganismo.

Cultivo overnight
Siembra e incubacion
35-37°C por 14- 16 h

Adicion de alicuota de cultivo

overnight a un tubo ensayo con Inoculacidn mediante
solucidn salina 0,9% estrizdo por agotamiento
continuo y uniforme

Reserva criogénica

/ /
. 2

[ ] | | 5e realiza 5 micropocillos sobre el agar, con |3 ayuda de tubos
Durham de Smm de didmetro y dentro de cada uno de ellos se
Incubacion en posicidn invertida a 35 "C por 24 h, se midieron colocd 25 pl.

halos de inhibicidn tanto del control como de los extractos

4
£ 4 L
i d Control positive

il Disco de sensibilidad de antibidtico

@ == @ =

Figura 4. Esquema del procedimiento de difusion en agar
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

2.3.3.3. Interpretacion de resultados.
La sensibilidad de las cepas microbianas frente a los extractos evaluados se mide por la
presencia de halos de inhibicién, observando que haya una zona traslicida alrededor del
pocillo (extracto a ensayar) y discos de sensibilidad. Posteriormente, se midi6 los halos de
inhibicion en milimetros con la ayuda de un calibrador. De acuerdo al documento M100
(Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) del Instituto para estandares
del laboratorio clinico (CLSI, 2017) los resultados obtenidos con los discos de antibiéticos, se

clasific6 como sensible, intermedio y resistente.
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2.3.4. Método de microdilucién en caldo.

2.3.4.1. Preparacion de la microplaca.
Se siguid los lineamientos descritos en el documento M7-A7(Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically) del Instituto para estandares del
laboratorio clinico (CLSI, 2006) para bacterias y el documento M27-A2 (Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts) del Instituto para estandares del
laboratorio clinico ( NCCLS, 2002) para hongos levaduriformes, con algunas modificaciones.
El ensayo se realizé en microplacas de 96 pocillos utilizando el procedimiento de dilucién
doble seriada del siguiente modo: se colocé 180 uL de caldo Miller Hinton (bacterias) y
Sabouraud (hongos) al primer pocillo y 100 pL a los pocillos restantes. Al primer pocillo se
adicion6 20 uL del extracto a probar y se mezclé. Se continué tomando 100 uL del primer
pocillo y colocando al pocillo siguiente, se prosiguié este procedimiento hasta obtener 8
diluciones consecutivas obteniendo concentraciones que varian desde 4000 pg/mL a 32,5
pug/mL. Se siguié el mismo procedimiento para el control de esterilidad, control negativo y
control positivo.
2.3.4.2. Siembra de la microplaca.

Una vez preparada la placa con el medio de cultivo y el extracto se inocula con 100 uL de la
suspension del inoculo (cultivo overnight + caldo Muller o Sabouraud), en todas las columnas
a excepcion de los controles de esterilidad; completando de esta forma un volumen final de
200 pL en la placa de cultivo ajustando la poblacién bacteriana a 5x10° ufc/mL y la flingica a
2,5 x10% ufc/mL. Se sell6 las placas y se incubé a 35 °C por un periodo de 18-24 horas. Como
se observa en la Figura 5.

Controles: Control de esterilidad: 200 pL de caldo Miller o Sabouraud. Control negativo:
cacao (180 pL caldo + 20 yL DMSO), café (180 pL caldo + 10 uL DMSO + 10 uL de agua
destilada estéril). Control positivo: se utiliz6 180 uL caldo + 20 pL Gentamicina® (1 mg/mL);

180 pL caldo + 20 pL Tetraciclina (5 mg/mL); 180 pL caldo + 20 pL Itraconazol (1 mg/mL).
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Figura 5. llustracion de la microplaca TCgo hechas con 12 columnas y 8 filas (A - H).
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

2.3.4.3. Interpretacion de resultados.
La lectura de resultados se lo hizo por observacion directa indicando la concentracion minima
inhibitoria en la que el extracto inhibi6 el crecimiento antibacteriano o fingico. Si los pocillos
a los que se les coloco el extracto a ensayar se observaron transparentes (ausencia de
crecimiento) se los reportd6 como activos; no activos cuando se visualizaron turbios,
contrastando con el control negativo y de esterilidad. La dosis de los extractos se encuentra
en el rango desde los 4000 pg/mL a 31,25 pg/mL.

En el caso de precipitacion del extracto o turbidez no definida, la ausencia de crecimiento se
valoro con el reactivo bromuro de tiazolil blue tetrazolium (MTT), adiciondndose 20 pl de una
solucion de 25 mg/mL en los pocillos donde haya dificultad de interpretacién. La placa
nuevamente se incub6 a 35° C durante 30 min, y la presencia de microorganismos se detecta
por la reduccién del MTT, el mismo que presenta una coloracion violeta en el medio, indicativo

de la presencia de microorganismos. (Pierre et al., 2014).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1. Rendimiento de extractos

En la Tabla 8 se muestra los rendimientos obtenidos de los extractos liofilizados de cacao en
polvo y de la pulpa de café, en el Anexo A se muestra detalladamente los datos, utilizados
para la obtencién de los extractos.

Tabla 8. Rendimientos de cacao en polvo y subproducto de café (pulpa).
Rendimiento (%)

Solvente Temperatura
Extracto de café Extracto de cacao
EtOH 20°C 6,97 8,04
EtOH 40°C 8,75 20,06
EtOH 60°C 30,41 10,10
H20 20°C 16,89 16,16
H20 40°C 19,86 41,81
H20 60°C 40,24 15,19
EtOH:H0 20°C 10,00 12,53
EtOH:H.0 40°C 35,82 14,64
EtOH:H.0 60°C 38,90 20,10

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

Los porcentajes de rendimiento oscilan entre 6,97% a 40,24% en extractos de subproducto
de pulpa de café y, de 8,04% a 41,81% para cacao en polvo (Tabla 8). El mayor rendimiento
se observo en el extracto acuoso a 40°C. De acuerdo a Do et al. ( 2014) el rendimiento
depende de la temperatura, polaridad del solvente, pH, tiempo de extraccion y composicion
de la muestra, ademas el rendimiento es mayor conforme se aumente la concentracién de
agua debido a que existe una mayor extraccion de componentes y mejor solubilidad de

proteinas y carbohidratos en agua que en etanol.

El rendimiento del extracto acuoso obtenido a 40°C a partir de cacao en polvo (41,81%)
resulté superior a los demas tratamientos, de igual manera, el extracto etanélico a 40°C mostré
un rendimiento superior (20, 06%) al valor reportado por Ovaco & Pineda (2011) quien obtuvo
extractos de EtOH (37°C) en cascara y testa de cacao con rendimientos desde 2,5 a 3,4 %,

lo cual evidencia que la temperatura influye de manera directa en el rendimiento.

Dias (2011) reporté un rendimiento de 30,3% en pulpa de café utilizando EtOH al 100%,
nuestros resultados se encuentran por debajo de lo reportado ya que se obtuvo un valor de
20,06 % esto pudo deberse a que el tiempo de maceracion utilizado por Dias (2011) fue mayor

(24h). Maulide (2012) mencion6 que existe un mayor rendimiento cuando se utiliza H.0 como
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solvente (19,1 a 20,8 % ) mientras que en ETOH al 100% el rendimiento fue menor (6,25%);
Chan, Soh, Tie, & Law (2011) report6 un rendimiento de 42% utilizando agua como solvente.
Nuestro resultado concuerda con Chan et al. (2011) ya que se obtuvo un rendimiento de 40,24
% en H.0 a 60°C, lo anterior demuestra que el agua nos permiti6 obtener los mejores
rendimientos, ya que Rodriguez-Tudela et al. (2003) mencionaron que a temperaturas mas
altas se reduce la polaridad del agua, incrementando asi su eficiencia de extraccién y su
capacidad para disolver compuestos menos polares, ademas aumentar la temperatura del
agua reduce su tensién superficial y viscosidad lo que aumenta la velocidad de difusion y la

velocidad de transferencia de masa durante la extraccion (Chan et al., 2011).

3.2. Actividad antimicrobiana

3.2.1. Difusion en agar.
En la Tabla 9 se observa que los extractos de café no presentaron ninguna actividad
inhibitoria frente a las cinco cepas evaluadas teniendo como halo de inhibicibn 5 mm

correspondiente al diametro del pocillo.

En los extractos de cacao EtOH a 20°C y EtOH: H20 a 20°C, 40°C y 60°C mostraron una
actividad inhibitoria frente a Micrococcus luteus con halos de 6 y 7 mm respectivamente,
(Tabla 9), reportandose como resistente frente a los extractos mencionados y en el Anexo B
se muestra los valores por triplicado de los halos de inhibicion.
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Tabla 9. Tamafio del halo de la inhibiciébn (mm) de extracto de subproducto de café y polvo de cacao,
frente a cepas bacterianas de estudio mediante el método de difusién en agar.

Difusion en Agar (mm)
Microorganismo EtOH H.O EtOH:H.0
20°C 40°C 60°C 20°C 40°C 60°C 20°C 40°C 60°C

Café (Coffea arébica)

Micrococcus luteus ATCC® 5 5 5 5 5 5 5 5 5
10240™ Cacao (Theobroma cacao L.)

6 5 5 5 5 5 7 7 7

Café (Coffea arabica)
Staphylococcus 5 5 5 5 5 5 5 5 5
aureus subsp. aureus ATCC®
25923 ™ Cacao (Theobroma cacao L.)
5 5 5 5 5 5 5 5 5
Café (Coffea arabica)
Enterococcus faecalis ATCC® 5 5 5 5 5 5 5 5 5
19433™ Cacao (Theobroma cacao L.)
5 5 5 5 5 5 5 5 5
Café (Coffea arabica)
Escherichia coli ATCC® 5 5 5 5 5 5 5 5 5
43888™ Cacao (Theobroma cacao L.)

5 5 5 5 5 5 5 5 5
Café (Coffea arabica)
Candida albincans ATCC® 5 5 5 5 5 5 5 5 5
10231™ Cacao (Theobroma cacao L.)
5 5 5 5 5 5 5 5 5

5: diametro del pocillo (mm)

Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La autora

En este estudio todos los extractos de café no presentaron actividad antimicrobiana frente a
E. coli, M. luteus, E. faecalis, S. aureus y C. albicans con un didmetro de pocillo de 5 mm, sin
embargo Almeida, Farah, Silva, Nunan, & Gléria (2006) report6 halos de inhibicién 8,1 a 8,2

mm frente a E.coli en extractos de café tostado.

Duangjai et al.(2016) obtuvo halos de 10 mm frente a E. coli y 12 mm frente a S. aureus
utilizando una concentracion de 300 mg/mL de extracto de pulpa de café liofilizada, siendo la
concentracion uno de los factores que puede influenciar en la actividad antimicrobiana debido
a que en nuestro estudio se utiliz6 una concentraciéon méas baja (80 mg/mL), Almeida et al.
(2006) estudiaron la influencia de la concentracion utilizada en el café sobre la actividad

antimicrobiana, observandose que a medida que aumento la concentracién aumento la
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inhibicion del crecimiento bacteriano; otros factores que pueden influenciar son : polaridad del

disolvente, relacién solvente : muestra y el tiempo de extraccion (Handayani, 2000).

La respuesta de cada microorganismo frente a los extractos de café puede estar influenciada
por las diferencias estructurales entre bacterias gramnegativas y grampositivas,
especificamente en la membrana externa que se ha asociado con patrones de resistencia, al
igual que se ve afectada por la variaciobn de las concentraciones de los compuestos
fitoquimicos presentes en las muestras de café (Del Castillo et al., 2007) los cuales se

encuentran en mayor cantidad en el grano que en la pulpa.

En la Tabla 9 y Figura 6 se describen los resultados obtenidos en mm frente a M. luteus,
de acuerdo a Burt et al. (2007) ; Galvez, Lépez, Pulido, & Burgos ( 2014) en extractos naturales
de plantas se considera resistentes (< 8 mm), sensibles ( 9 mm a 14 mm), muy sensibles (14
mm a 19 mm) y extremadamente sensibles (> 20 mm), debido a que en el estudio se

obtuvieron halos de 6 a 7 mm en extractos de polvo de cacao se los clasificd como resistentes.

Nsor-atindana, Zhong, & Mothibe (2012) realizaron estudios en extractos de cascara de cacao
utilizando diferentes disolventes: acetona, metanol, etanol y agua; frente E. coli, S. aureus,
Salmonella y B. cereus; presentando en extractos etandlicos un halo de inhibicién de 10,98 a
12,21 mm y en extracto acuoso de 9,19 a 9,87 mm utilizando una concentracion de 100
mg/mL. Sucuzhafay reporté halos parecidos en Streptococcus mutans de 8 a 10 mm. De
acuerdo a Hernandez, Cubillos-Hinojosa, & Milian (2012) los resultados obtenidos mediante
el método de difusion en agar pueden verse influenciados por los siguientes factores: cantidad
de extracto utilizado, fase de crecimiento en la que se encuentren las cepas y la cantidad

especifica utilizada del microorganismo.

Nuestros resultados se encuentran por debajo de lo reportado por Nsor-atindana et al. (2012);
Sucuzhafiay-Mora & Alvarez-Velazco (2016); pero concuerdan con Mariani, Jaimes, &
Fernandez-Da Silva (2010) quienes reportaron halos de 6 a 8 mm frente a S. mutans en
extractos acuosos de semilla de cacao; la actividad antimicrobiana puede variar
dependiendo del contenido de compuestos fendélicos presentes en los extractos como los
polifenoles, flavan-3ols, la epicatequina y la catequina (Orihuela, 2016), asociandolos con
actividad antimicrobiana ya que actian especificamente contra la membrana de bacterias
grampositivas dando como resultado la pérdida de la estructura celular y la muerte celular
(Koech et al., 2014).

De acuerdo a Mirzapour et al. (2012) la mezcla etanol: agua resulté la mejor para la
extraccion de compuestos bioactivos como los polifenoles (relacionados con actividad

antimicrobiana), debido a que se obtuvieron los mejores resultados utilizando esta mezcla,
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debido a que cuando se utiliza etanol con un volumen menor al 60 %, la extraccion se
incrementa, pero si el solvente supera el 60% la extraccién de estos compuestos disminuye;
es por ello que no hubo inhibicion cuando se utilizé etanol al 100% (Mirzapour et al., 2012).
Se cree que los polifenoles son los principales compuestos presentes en el cacao con
actividad antimicrobiana, debido a que poseen efectos contra bacterias y hongos ademas de
su capacidad antioxidante (Jail & Ismail, 2008). Estos resultados tienen coherencia con los
datos obtenidos en esta investigacion ya que los halos obtenidos corresponden a los extractos
en los que se utiliz6 mezcla: etanol: agua (50:50), se los considera los menos téxicos desde
el punto de vista alimentario a la hora de incorporarlos en alimentos (Pinelo, Rubilar, Jerez,
Sineiro & Nufiez, 2005).

En la Figura 6 se muestra los didmetros de halos de inhibicion obtenidos en extractos de

polvo de cacao frente a M. luteus, mediante la técnica de difusion en agar.

Figura 6. Halos de inhibicién de extracto de polvo de cacao, a. ETOH a 20°C,
b. ETOH: H20 a 20°C, c. ETOH: H20 a 40°C, d. ETOH: H20 a 60°C.

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La autora
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En la Tabla 10 se detalla los halos de inhibicion obtenidos para los controles positivos
mediante la técnica de difusibn en agar para las 5 cepas estudiadas, los cuales se
compararon con datos bibliogréficos para corroborar la sensibilidad de las cepas (Anexo C).

Tabla 10. Halos de controles positivos mediante la técnica de difusién en agar.
Halos de inhibicién

Halos

) Naturaleza ) . ) referenciales*
Discos . Microorganismo obtenidos
del disco (mm)
(mm)
| R
o S. aureus 19 S 215 13-14 <12
Q0
Gentamicina N E. coli O157:H7 12 R 215 13-14 <12
o]
(10uQ) ';E; E. feacalis 9 NR NR NR
M. luteus 25 NR NR NR
S. aureus 43 S =29 NR <28
o
Ampicilina % E.coliO157:H7 22 S 217 14 -16 <13
(10pg) g E. feacalis 28 S =217 NR >16
< M. luteus 42 NR NR NR NR
S. aureus 18 S =217 14 -16 <13
(@]
Amikacina % E.coliO157:H7 19 S =217 14 -16 <13
(30pQ) g E. feacalis 6 NR NR NR
< M. luteus 28 NR NR NR
Voriconazol C. albicans 7 R 217 14 -16 <13
3]
(1ug) )
Nistatina = C. albicans 16 S =15 10 -14 sin halo
[
(100UL) <
S: sensible
R: resistente
I: Intermedio

NR: No reporta

* M100, (CLSI, 2017) (antibidtico)

* Maroszynska (2013) (antifangico)
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

De acuerdo a los resultados expuestos se verificO que S. aureus es sensible a los tres
antibiéticos probados, E. coli demuestra sensibilidad a Ampicilina y Amikacina y resistencia a
Gentamicina; E. faecalis presentd Unicamente sensibilidad a Ampicilina en Gentamicina y
Amikacina no se report6 sensibilidad o resistencia en el documento M100 (Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) del Instituto para estdndares del laboratorio

clinico (CLSI, 2017). C. albicans, demostro resistencia frente a Voriconazol, pero sensibilidad
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frente a Nistatina (Maroszynska 2013). En M. luteus en el documento M100 (Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) del Instituto para estandares del laboratorio
clinico (CLSI, 2017) no se encontré informacién sobre la sensibilidad ante distintos
antibiéticos, de acuerdo a Gilcin et al.( 2003), la cepa presentd sensibilidad frente a
Ofloxacina (5ug) y Netilmicina (30ug) con halos de inhibicién de 20 y 22 mm respectivamente.
3.2.2. Microdilucién en caldo.

Los extractos de café y cacao no presentaron actividad inhibitoria frente a E. coli, S. aureus,
E. faecalis. Los extractos de cacao EtOH 20°C y EtOH — H,O a 20°C, 40°C y 60°C,
presentaron una CMI de 4000 pg/mL frente a M. luteus, estos resultados concuerdan con el
método de difusién en placa. En cuanto a los hongos levaduriformes, C. albicans no presenté
actividad inhibitoria en los extractos de café y cacao (Tabla 11), en el Anexo D se muestra
detalladamente los resultados obtenidos frente a cada una de las cepas estudiadas.

Tabla 11. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de extractos de cacao en polvo frente a las cepas
ensayadas mediante el método de microdilucion en caldo.

Microorganismo Extracto CMI (ug/mL)
EtOH 4000
Micrococcus luteus, ATCC® EtOH: H20 4000
10240™ EtOH:H20 4000
EtOH:H20 4000

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

Segun Aligiannis et al. (2001), consideraron que una concentracion minimiza es fuerte: CMI
< 500 pg/mL, inhibidores moderados: CMI de 600 a 1500 pg/mL, inhibidores débiles: CMI >
1600 pg/mL), el extracto de polvo de cacao se consideré como un inhibidor débil frente a M.
luteus debido a que se obtuvo un valor de CIM de 4000 pg /mL.

En este estudio no se obtuvo resultados de concentracion minima inhibitoria en extractos de
pulpa liofilizada de café frente a las cepas estudiadas , sim embargo Pruthviraj et al. (2011)
evalu6é la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de grano de café frente a
microorganismos gramnegativos: Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa y grampositivas: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
obteniendo valores de CMI de 65,5 a 250,0 pg/mL. Monente (2015) realizé estudios en
subproductos de bebida de café obteniendo una CMI de 400 a 4000 upg/mL contra E. coli,
utilizando una concentracion de 122 mg/mL, la diferencia en cuanto a los resultados obtenidos
pueden estar relacionados por la diferencia estructural entre las bacterias gramnegativas y
grampositivas, ademas puede afectar la variacion de las concentraciones de los compuestos

fitoquimicos presentes en los extractos de café (Monente 2015).
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Lou et al. (2011); Bibek & Bhunia (2010), los granos de café poseen una considerable
cantidad de &cidos hidroxicinAmicos especificamente los grupos hidroxi de los &acidos
clorogénicos los cuales son principales responsables de la actividad antimicrobiana, esto
debido a su capacidad de atravesar la membrana celular especialmente en bacterias
grampositivas debido a que tiene una estructura simple constituida por un monocomplejo

facilmente hidrolizable, pared celular poco selectiva y carece de la propiedad de barrera.

Ariza et al. (2014) reportaron una actividad antimicrobiana en extractos etandlicos de cacao
obteniendo una CMI de 835 pg /mL frente a Escherichia coli. Nsor-atindana et al. (2012)
obtuvieron una CMI de 1870 pg/mL en extractos etandlicos y metandlicos de cacao frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. ; Bacillus cereus y 3750 pg/mL en
extractos acuosos frente a las cuatro cepas mencionadas anteriormente, utilizando una
concentracion de 100mg/mL, los resultados obtenidos no concuerdan con nuestros resultados
ya que en extractos acuosos no se obtuvo resultados de CMI, mientras que en extractos
etandlicos se obtuvo una CMI de 4000 pg/mL.

En los estudios reportados por Ariza et al. (2014) & Nsor-atindana et al. (2012) utilizaron
extractos de polvo de cacao sin liofilizar debido a que King et al (2001) & Chang et al (2006)
afirma que la liofilizacién deterior6 las propiedades antioxidantes de los extractos, debido a
que existe una mayor superficie expuesta permitiendo mayor contacto con el oxigeno con lo

cual hay una mayor oxidacion del extracto liofilizado.

Todorovic, Milenkovic, Vidovic, Todorovic, & Sobajic ( 2017) reportaron una CMI de 500 a
2500 pg/mL para extractos hexanicos de polvo de cacao evaluados para bacterias
grampositivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis;
gramnegativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella abony. El extracto hexanico presenté una CMI de 5000 pg/mL frente a C.albicans.
De acuerdo a Cuéllar (2010) ; Paredes & Clemente (2005) la actividad antimicrobiana se vio
afectada por la baja concentracién de compuestos fendlicos, teobromina, cafeina y teofilina
los cuales estan estrechamente relacionados con actividad antimicrobiana; otros factores que
pueden afectar es la concentracion utilizada , evaporacion de solventes, y métodos usados

para la obtencion de extractos.
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En la Tabla 12 se detallan los controles positivos utilizados frente a las 5 cepas de estudio

para comprobar la sensibilidad de las cepas frente a los antibiéticos y antifingicos utilizados,

los resultados obtenidos se analizaron con datos bibliograficos.

Tabla 12. Controles positivos obtenidos mediante microdilucién en caldo.

CMI Valores de CMI
Controles Naturaleza de ] ) ) )
» Microorganismo obtenido referenciales*
positivos los controles
(ng/mL) S I R
Gentamicina " S. aureus 0,39 S <4 8 =16
o
(Img/mL) 8 E. coli 0,39 S <4 8 216
e
::'; M. luteus 0,39 NR NR NR NR
Tetraciclina < E. faecalis 195 S <4 8 216
(5mg/mL)
Itraconazol Antifangico C. albicans 25 R <0,125 NR =1
(Img/mL)
S: sensible
R: resistente
I: Intermedio

NR: No reporta

* M100, (CLSI, 2017) (antibiético)
* Arikan (2007) (antifingico)
Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora

S. aureus, E. coli presentaron sensibilidad frente a Gentamicina y E. faecalis present6

sensibilidad frente a Tetraciclina, para M. luteus no se obtuvo sensibilidad o resistencia en el

documento M100 (Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing) del

Instituto para estandares del laboratorio clinico (CLSI, 2017) frente a Gentamicina, pero

Olajuyigbe & Coopoosamy (2014) reporté una CMI de 1,25 pg/mL de Ciprofloxacina frente a

M. luteus y C. albicans se mostro resistente frente a itraconazol.
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CONCLUSIONES

De los tratamientos aplicados, la extraccién con agua a 60°C y 40°C permitié obtener
los mejores rendimientos, con valores de 40,84 g/mL y 41,81 g/mL, respectivamente.

Los extractos etanodlicos, acuosos y mezcla etanol: agua en proporcion 1:1 de
subproducto de café no presentaron actividad inhibitoria frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus y C. albicans

mediante la técnica de difusion y microdilucion en caldo.

Los extractos de cacao etandlicos a 20°C y mezcla etanol: agua en proporcion 1:1 a
20°C, 40°C y 60°C presentaron halos de inhibicion de 6 a 7 mm, mediante la técnica
de difusion y una CMI de 4000 pug/mL mediante el método de microdilucion en caldo,
frente a Micrococcus luteus.
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RECOMENDACIONES

% Para un proximo estudio evaluar otras cepas que estén relacionadas con la alteracién

de alimentos y por ende afecten a la industria alimentaria.

% Utilizar otros métodos de extraccién como fluidos supercriticos para la obtencion de
extractos con un mayor contenido de compuestos fendlicos.
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Anexo A. Valores iniciales para la obtencién de extractos de subproducto de café y polvo de
cacao.

Al. Datos iniciales, peso del subproducto (pulpa de café), cantidad de solvente
utilizado, peso del subproducto liofilizado.

Datos
ne Solvente Temperatura = Volumen Rendimiento
(%) ) Subp roducto a P muestra(g) (%)
(g) preparar Liofilizada
(mL)
1 EtOH 20 75,0066 1000 5,23007 6,97
2 EtOH 40 75,0059 1000 2,55171 8,75
3 EtOH 60 15,2345 200 7,29474 30,41
4 H20 20 75,0059 200 6,55967 16,89
5 H20 40 18,7561 250 6,08179 19,86
6 H20 60 15,1125 200 5,46257 40,24
7 EtOH:H20 20 15,3456 200 4,63303 10,00
8 EtOH:H20 40 15,2505 200 1,53461 35,82
9 EtOH:H20 60 18,7525 250 3,72417 38,90

A2. Datos iniciales, peso de polvo de cacao, cantidad de solvente utilizado, peso del
polvo de cacao liofilizado.

Datos
. Solvente Temperatura Rendimiento
" (%) ) poPI\./g?je avs rlgp?;(igr Pruestra(o) (%)
CacaO(g) (mL) Liofilizada

1 EtOH 20 15,01836 300 1,20760 8,04
2 EtOH 40 10,0054 200 1,32019 20,06
3 EtOH 60 10,0465 300 1,64670 10,10
4 H20 20 8,1701 160 2,00756 16,16
5 H20 40 8,5276 170 1,55290 41,81
6 H20 60 10,2204 200 1,10307 15,19
7 EtOH:H20 20 8,1924 160 1,01452 12,53
8 EtOH:H20 40 7,5324 170 1,02647 14,64
9 EtOH:H20 60 8,1946 160 3,56553 20,10
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Anexo B. Datos obtenidos del tamafio de halo de inhibicion de extractos de subproducto de
café y polvo de cacao mediante la técnica de difusion en agar.

Microorga Difusiéon en Agar (mm)
nismo Etanol Agua Etanol:Agua Con
Dosis: 20°C 40°C 60°C 20°C 40°C 60°C 20°C 40°C 60°C | trol
: posi
80mg/mL tivo
Café (Coffea arabica)
262,
b
Micrococcu555555555555555555555555555;25
Iuteu: ATC .28 ¢
Cc® Cacao (Theobroma cacao L)
™ 6(6[6|5|5|5|5|5|5|5[5|5|5|5|5|5|5|5|7|7|7|7|7|7|7|7|7]|268%
10240 400
25¢
28 ¢
Café (Coffea arabica)
243,
b
Staphyloco | 5\ 51 5| 5/ 5| 5|5|5/5|5|5(5/5/5/5/5/5/5/5/5/5|/5/5/ 5|55/ 5]
ccus 19 ¢
aureus sub 184
Sp. aureus Cacao (Theobroma cacao L)
ATCC® 24 2
™ b
25923 5555555555555555555555555551‘3;
18 ¢
Café (Coffea arabica)
14 8,
28 b,
5(5/5|5|5|5|5|5|5|5[5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5[5[5|5[5|5]|5
Enterococc 9 ¢
us 6
faecalis AT Cacao (Theobroma cacao L)
CC® 14 2
19433™ , 28
5/5|5|/5|5|5|5|5|/5|5|5|5|5|5|[5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5]|"59
C,6
d
Café (Coffea ardbica)
223,
b
555555555555555555555555555?30‘
Escherichia 20d
coli ATCC Cacao (Theobroma cacao L) l
® 43888™
223,
b
555555555555555555555555555?30‘
,20¢
Candida Café (Coffea arébica)
albicans 78,
ATCC® 55555555555555555555555555516f
10231™, Cacao (Theobroma cacao L)
e
55555555555555555555555555516’f

: didmetro del pocillo (mm)
. Control positivo: Gentamicina (1mg/mL)

5

a

b. Control positivo: Discos de Ampicilina (10 pug)
c. Control positivo: Discos de Gentamicina (10 ug)
d. Control positivo: Discos de Amikacina (30 pg)
e. Control positivo: Discos de Voriconazol (1 pg)

f. Control positivo: Discos de Nistatina (100 U)
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Anexo C. Controles positivos realizados en la técnica de difusion

Diametros de halos de inhibicién (mm) de S. aureus

Halos de inhibicién de S. aureus frente a discos de sensibilidad: a' (ampicilina), a (gentamicina), b*

(amikacina).

Diametros de halos de inhibicién (mm) de E.coli

Halos de inhibicion de E.coli frente a discos de sensibilidad: a' (ampicilina), a? (gentamicina), b*

(amikacina).
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Didmetros de halos de inhibicién (mm) de E.faecalis

Halos de inhibicion de E.faecalis frente a discos de sensibilidad: a* (ampicilina), a? (gentamicina), b*

(amikacina).

Didmetros de halos de inhibicién (mm) de M.luteus

Halos de inhibicion de M.luteus frente a discos de sensibilidad: a® (ampicilina), a? (gentamicina), b?

(amikacina).
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Diametros de halos de inhibicién (mm) de C.albicans

a. b.

Halos de inhibicion de C.albicans frente a discos de sensibilidad: a* (voriconazol), b! (nistatina).
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Anexo D. Concentracion minima inhibitoria de extractos de café y cacao.

Microorganismo

Concentracién minima inhibitoria ( CMI) (ug/mL)

Etanol Agua Etanol:Agua Control
20°C ‘ 40°C ‘ 60°C | 20°C ‘ 40°C ‘ 60°C | 20°C ‘ 40°C ‘ 60°C | positivo
Café (Coffea arabica)
Micrococcus
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
luteus, ATCC®
Cacao (Theobroma cacao L.)
10240™
4000 NA NA NA NA NA | 4000 | 4000 | 4000 | 0,392
Café (Coffea arabica)
Escherichia
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
coli ATCC®
Cacao (Theobroma cacao L.)
43888™
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
Staphylococcus Café (Coffea ardbica)
aureus subsp. aur NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
eus ATCC® Cacao (Theobroma cacao L.)
25923™ NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
Café (Coffea arabica)
Enterococcus
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 1,950
faecalis ATCC®
Cacao (Theobroma cacao L.)
19433™
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 1,95°b
Café (Coffea arabica)
Candida albicans NA NA NA NA NA NA NA NA NA 25¢
ATCC® 10231™ Cacao (Theobroma cacao L.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 25¢

NA: No activo a la dosis maxima probada (4000 pg/mL)
Controles positivos: (Gentamicina) 2, (Tetraciclina)®, (ltraconazol) ¢
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