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RESUMEN

El Theobroma cacao de la variedad CCN51 forma una parte importante en la
agricultura del Ecuador ya sea para la exportacion o la industrializacion, el
procesamiento del cacao genera grandes cantidades de subproductos
agroindustriales tales como la cascara que son desaprovechados o subutilizados.
El presente trabajo de investigacion se realizé6 enfocandose en la separacion de
compuestos fendlicos de la cascara del Theobroma cacao de la variedad CCN51
que nos facilite en el control de microorganismos patdgenos presente en los
alimentos, inhibiendo su crecimiento. La extraccién de compuestos fendlicos se la
realizd utilizando como solvente etanol. Para la cromatografia de adsorcidén se
empled una columna con resina HBL, utilizando como eluyente cloroformo y
recogiendo seis fracciones de 5 gotas cada una. La separacion de los compuestos
por cromatografia de adsorcion se realizdé en un tiempo de 4.13 min y dio como
resultado 6 fracciones de 5 gotas cada una. No se observo diferencia en el poder
inhibitorio de las fracciones obtenidas contra Salmonella ni E. coli. El efecto de
inhibicién analizado por el método de difusidn reveld que este fue mayor en E. col,
en comparacion con Salmonella. Por medio de analisis de sembrado en
profundidad no se observd presencia de Salmonella mientras que si hubo
presencia de E. coli, luego de 24 horas. Los resultados posiblemente indican que
el efecto inhibitorio de los compuestos fendlicos sobre Salmonella fue mas
duradero que sobre E. coli.

Palabras claves

Theobroma cacao, inhibicidon, conservacion, compuestos fendlicos, E. coli,
Salmonella, diferencia significativa, cromatografia de adsorcion



ABSTRACT

Theobroma cacao of the CCN51 variety forms an important part in Ecuador's
agriculture either for export or industrialization. Cocoa processing generates large
quantities of agroindustrial by-products such as husk that are wasted or
underutilized. The present research work was carried out focusing on the
separation of phenolic compounds from the Theobroma cacao shell of the CCN51
variety that may help to control pathogenic microorganisms present in food,
inhibiting their growth. The extraction of phenolic compounds was carried out using
ethanol as solvent. For the adsorption chromatography, a column with HBL resin
was used, using chloroform as eluent and collecting six fractions of 5 drops each.
The separation of the compounds by adsorption chromatography was carried out in
a time of 4.13 min and resulted in 6 fractions of 5 drops each. No difference was
observed in the inhibitory power of the fractions obtained against Salmonella or E.
coli. The inhibition effect analyzed by the diffusion method revealed that this was
higher in E. coli, compared to Salmonella. Microbiological analyses also found no
presence of Salmonella and presence of E. coli, both after 24 hours. The results
possibly indicate that the inhibitory effect of the phenolic compounds on Salmonella
was more durable than on E. coli.

Keywords

Theobroma cocoa, inhibition, conservation, phenolic compounds, E. coli
Salmonella, significant difference, adsorption chromatography.
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1. INTRODUCCION

Actualmente Ecuador la produccién y elaboracion de productos que tienen como
materia prima el cacao genera miles cantidades de residuos ya que por lo regular
se utiliza la semilla y la demas partes quedan como desperdicios generando asi un
gran impacto ambiental, el uso de antimicrobianos en los alimentos en la industria
alimentaria es comun ya que por mucho tiempo se han utilizado estos
antimicrobianos sintetizados quimicamente que si se utiliza en gran cantidad
causa dafnos a la salud del consumidor en donde la mayoria de las enfermedades
transmitidas por el consumo de alimentos tiene que ver con la presencia de
microorganismos patdgenos como son la Salmonella 'y E. coli, estas bacterias ha
sido un punto blanco para muchos estudios para asegurar la calidad en la industria

de los alimentos.

Hoy en dia existe varios articulos donde manifiestan un gran interés de los
compuestos fendlicos que se encuentra en la cascara de Theobroma cacao que
logrando extraer estos compuestos que posee capacidad de antioxidante
antimicrobiana y antifungica que permite inhibir los microorganismos patégenos y
de esta forma darle un valor agregado a estos desperdicios agroindustriales, de tal
manera que se han generado nuevas alternativas para su inhibicion y eliminacion
y una de esta es el uso de sustancia de origen natural misma que pueden tener
menos efectos adverso a la salud en relacién a los métodos tradicionales que se
usan y asi mismo se pueden utilizar esta sustancia mas natural siendo beneficioso

para la salud del consumidor.

El trabajo consistio realizar la evaluacion del efecto inhibitorio de fracciones de
compuestos fenolicos de la cascara de Theobroma cacao de la variedad CCN51
sobre Salmonella y E. coli, que estos microorganismo son los deterioro de
alimentos. Por lo tanto se procedié a extraer el contenido de compuestos fendlicos
presentes en la cascara de cacao y después separar los compuestos fendlicos por
cromatografia de adsorcion, y por ultimo se analiza el efecto inhibitorio de las
fracciones de compuestos fendlicos obtenidas por cromatografia contra

Salmonella y E. coli.



1.1 MARCO TEORICO
1.1.1 Theobroma cacao

El cacao es un arbol originario de la regiéon comprendida entre América central y
América del sur, es también conocido por su nombre cientifico de origen griego
Theobroma cacao L., el cual significa “comida de los dioses”. El arbol crece a una
altura de aproximadamente 4 a 5 m y el tiempo que se demora en producir frutos
es de 5 anos, dependiendo de la especie de cacao y de las condiciones presentes
en la zona de cultivo. Su cotizado fruto, conocido también como mazorca, mide
entre 10 y 30 cm de largo y 8 y 10 cm de ancho, con forma de haba alargada,

tiene aspecto lefioso y crece debajo de las ramas (Hernandez 2015).

En su interior se encuentran entre 20 y 30 semillas en forma de almendra
rodeadas por una pulpa agridulce y gelatinosa, con una longitud de 2-3 cm y
ancho de 1.2-1.6 cm. Cuando el fruto alcanza la madurez es recogido, sus
semillas son extraidas, fermentadas y secadas, obteniendo como resultado un

grano de color oscuro, de agradable olor y sabor (Hernandez 2015).

1.1.2 Produccion del cacao en el Ecuador

Actualmente en el Ecuador hay gran produccién de cacao que es un producto que
posee gran caracteristica da aroma y sabor nobles siendo exportada a otros
paises del mundo segun lo expresa Rodriguez (2013), y que en su investigacion
del cacao CCN51 que el pais exporta, cacao en granos y semielaborados por sus
nobles caracteristicas siendo esta de gran importancia para la economia del

Ecuador con el pasar el tiempo.

El cacao es una fruta tropical, sus cultivos se encuentran mayormente en el Litoral
y en la Amazonia, es un arbol con flores pequefias que se observan en las ramas
y producen una mazorca que contiene granos cubiertos de una pulpa rica en
azucar. La produccidén de cacao se concentra principalmente en las provincias de

Los Rios, Guayas, Manabi y Sucumbios. En el pais se cultivan dos tipos de cacao:
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el Cacao CCN-51 y el denominado Cacao Nacional también conocido como cacao

de fino aroma (Guerrero 2015).

1.1.3 Cascara de cacao

La cascara de cacao es considerado como un desecho agroindustrial en la
produccion ya que solo una parte de esto desechos se utiliza como abono agricola
y el resto es desechado o incinerados y esto tiene un gran impacto en el medio
ambiente, varios estudios han propuestos diversas aplicaciones para el uso de la
cascara entre las que se destacan el obtener compuestos fendlicos ya que se

encuentran en gran cantidad en la cascara de cacao (Ardila et al. 2011).

1.1.4 Compuestos presentes en la cascara de cacao

Hoy en dia se han visto en varios articulos donde manifiestan que la cascara de
cacao posee capacidad antioxidante, antimicrobiana y anti fungica, que permite
inhibir los microorganismos patdgenos tales como Salmonella spp y E. coli
expresado por Rivas (2016), que en anteriores trabajos han identificado la
presencia de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante en la cascara de
cacao y corroborado por Cruz et al. (2016). El grano, las hojas y la cascara de
cacao han sido objeto de diversos estudios por la presencia de compuestos
fendlicos en los cuales constituye un grupo diverso tales como tanino, flavonoides,

antocianina, y algunos compuestos fendlicos de bajo peso molecular.

1.1.5 Compuestos fendlicos

El término compuestos fendlicos engloba a todas aquellas sustancias que poseen
varias funciones fenol, se encuentran casi en todos los alimentos de origen
vegetal, ademas influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los

alimentos, ya que actuan como colorantes, antioxidantes y proporcionan sabor.



Gimeno (2004). Segun los ultimos estudios se ha demostrado que consumir
compuestos fendlicos ayuda a la mejora de la salud y a disminuir el riesgo de sufrir

enfermedades cardiovasculares (Quifionez et al. 2012).

1.1.5.1 Clasificacion general

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad

estructural. Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos:

No flavonoides
Entre ellos hay dos subgrupos:
v Fenoles no carboxilicos:

v Acidos fenoles

Flavonoides
Formados por
v" Antocianos.
v Flaconas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.

v" Flavanoles, taninos condensados y lignanos.

(Gimeno 2004)

1.1.5.2 Compuestos fenodlicos del cacao

Los principales compuestos fendlicos presentes en las almendras de cacao se
localizan en tres grupos, las catequinas o flavan 3-ol que representan el 37% del
total; las antocianinas con cerca del 4% y las proantocianidinas con el 58%. Del
primer grupo, la epicatequina es casi la unica molécula que compone el grupo

(cerca del 98% del total de catequinas) (Vasquez et al. 2016).

La cascara de cacao nutricionalmente aporta como todo alimento con

macronutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos) y micronutrientes (vitaminas y
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minerales). Este desecho agro-industrial se considera como una fuente baja de
energia debido a que presenta aportes de energia menor a 2.5 kcal/g (Tapia
2015).

1.1.6 Efectos de inhibiciéon de los compuestos fendlicos en alimentos

Los polifenoles tienen diversas propiedades y caracteristicas unicas, entre las
cuales se encuentran la capacidad para actuar como antioxidante, ademas de
actividad antimicrobiana y antimutagénica. Debido a su propiedad antioxidante
tienen la capacidad de retardar o 16 impedir la oxidacion de los alimentos (5),
mientras que en las personas la ingesta de antioxidantes tenga efectos positivos,
debido a que previene el desarrollo de enfermedades cronicas las cuales tienen
como factor desencadenante el dafio oxidativo, tales como alzhéimer, cancer, etc.
(Hernandez 2015).

1.1.7 Microorganismos patdégenos para el estudio

La transmision de enfermedades producida por el consumo de alimentos es un
fendmeno muy conocido en todo el mundo, con los estudios realizados se ha
constatado el incremento de las enfermedades por consumir alimentos
contaminados con diferentes microorganismos patégenos. De este modo se han
producido fendbmenos mundiales tales como la reaparicion del colera epidémico, el
aumento de la frecuencia de Salmonella spp vinculada al consumo de aves y
huevos y la aparicion de otros agentes en la transmision a través de los alimentos

como son E. coli que afectan a la poblacion mundial (Oscares 2012).
1.1.8 Salmonella spp.

Es un bacilo Gran negativo, tiene gran impacto en salud publica; datos
epidemiolégicos indican que la gastroenteritis y la fiebre tifoidea son de

distribucion mundial. Los alimentos en los que se ha detectado principalmente este



patdgeno son la carne de pollo, carne de cerdo, carne de pavo, productos con
carne cruda, huevos y jamén de cerdo. Los métodos para la deteccion de esta
bacteria se fundamentan en el cultivo microbiolégico, pero su aislamiento se
dificulta por el bajo numero de células presentes en el alimento y la inhibicion por
otros microorganismos mas competentes que puedan estar presentes (Soto et al.
2016).

La Salmonella es, desde hace tiempo, objeto de diversos estudios debido a la
diversidad y peligrosidad que presenta el género, desde un principio la dificultad
de clasificarlo de do varias polémicas y hay diferentes opiniones que han llevado a
los investigadores a trabajar con varios sistemas y esquemas de clasificacion. Con
el fin de prevenir y tratar de manera eficaz esta bacteria, se han ido desarrollando,
a lo largo de las ultimas décadas, métodos de deteccidn mas especificos y
rapidos. Ademas, empresas han tenido la necesidad de realizar diversos estudios
con el fin de obtener resultados fiables y en menor tiempo para prevenir la

contaminacion de los alimentos (Robledo 2015).

1.1.9 E. coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, que tiene un gran impacto en la
salud publica y cuyo habitat es el intestino de animales (Hurtado 2011). Ha
documentado que ciertas cepas de E. coli producen diarrea y otras enfermedades
extraintestinales e infecciones vias urinarias, mismas que pueden causar inclusive

la muerte (Lépez 2013).

La E. coli, es una bacteria que se encuentra comunmente en el sistema digestivo
de los seres humanos y animales de sangre caliente, también se encuentra en los
alimentos ya que es un microorganismo patdgeno que tiene un alto grado de
contaminacion y si no es bien tratado puede ser perjudicial para la salud humana.
Las cepas de E. coli constituyen alrededor del 1% de la poblacion microbiana

normal del intestino. Si bien la mayoria de las cepas dentro del intestino son



agentes patdégenos gastrointestinales beneficiosos para el ser humano, otros son

perjudiciales (Falcones 2010).

1.1.10 Cromatografia de adsorcion

La cromatografia liquida de adsorcidn se caracteriza por utilizar una fase
estacionaria solida (Adsorbente) de caracter polar y una fase movil liquida
(Eluyente) apolar, y se utiliza tanto con fines analiticos (identificacion de
sustancias) como con fines preparativos (aislamiento), siendo su limitacion mas

importante la dificultad de separar sustancias de polaridad parecida (Castro 2005).

En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria la constituye un sélido poroso
finamente granulado, siendo el proceso de adsorcion debido a las atracciones
intermoleculares dipolo-dipolo o puentes de hidrogeno entre los componentes de
la muestra y el adsorbente. El adsorbente mas utilizado es el gel de silice, aunque
también se utiliza alumina. La fase estacionaria debe ser quimicamente inerte con
las sustancias que se pretenden separar, por lo que hay que tener en cuenta que
el gel de silice tiene caracter acido, mientras que la alumina puede adquirirse con

caracter acido, basico o neutro (Valcarcel et al. 2010).

La fase movil esta constituida por una mezcla de disolventes que deben ser, al
menos, parcialmente solubles. Para una fase movil determinada, cuanto mas polar
sea la sustancia de la muestra, mas va a ser retenida por la fase estacionaria (o0
menos arrastrada por la fase movil), mientras que por lo que respecta a la
velocidad de elucién de una sustancia determinada, depende de la naturaleza de
la fase movil: cuanto mas polar sea la fase movil mas se desactivara la fase
estacionaria y, por lo tanto, menos retenida quedara la sustancia en cuestion,
recogiéndose en el cuadro adjunto una relacion de los disolventes mas utilizados

en esta tipo de cromatografia. (Valcarcel et al. 2010).



1.2 PROBLEMA

En la actualidad Ecuador la produccién y elaboracién de productos que tienen
como materia prima el cacao ha generado miles de cantidades de residuos ya que
por lo general solo se utiliza la semilla y las demas partes quedan como
desperdicios que comunmente son desechados o quemados ocasionando un gran
impacto negativo al medio ambiente, para el aprovechamiento de estos residuos
recientes estudios han demostrado que la cascara de Theobroma cacao tiene
grandes propiedades de compuestos fendlicos los cuales pueden ser aplicado
como una alternativa a la conservacion de alimentes para poder sustituir los

antioxidantes e inhibitorios obtenidos de manera sintéticas (Rivas 2016).

El uso de antimicrobianos en los alimentos es una practica comun en la industria
de los alimentos, durante mucho tiempo se han utilizado antimicrobianos
sintetizados quimicamente que si son utilizados en grandes cantidades causan
dano a la salud de los consumidores, por esto con el paso del tiempo los
consumidores han incrementado el rechazo a consumir alimentos procesados, por
lo cual las industrias alimentarias han buscado diferentes alternativas de origen
natural para sustituir los antimicrobiano sintetizados quimicamente (Sauceda
2011).

Las enfermedades de transmision alimentaria son uno de los principales
problemas de salud, el uso de antimicrobianos sintetizados quimicamente en la
industria de los alimentos es una practica comun, una de las alternativas actuales
para el control de la proliferacién de microorganismos patégenos es la extraccidon
de compuestos fendlicos que se encuentran presentantes en diversas plantas por
ejemplo el cacao debido a su potencial como sustituto a los antimicrobianos

sintéticos y ademas por su actividad antioxidante (Sanchez 2012).



1.3 JUSTIFICACION

Para la industria cacaotera del Ecuador deshacerse de los desechos
agroindustriales generados durante la elaboracion de chocolate y sus derivados
representa un problema ya que no se tiene conocimientos para sacarle el maximo
provecho ya que en la actualidad existe un interés por el estudio de alimento con
un alto contenido de antimicrobiano, tales como son los compuestos fendlicos los
cuales se encuentran en una gran variedad ya que estos constituyen uno de los
mayores grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal y cuyo consumo
se ha asociado con una disminucion en la aparicion de enfermedades
cardiovasculares asi como el cancer y otras enfermedades cronico-degenerativas

que actualmente estan en crecimiento (Quifones et al. 2013).

Tenemos en cuenta que a la cascara de cacao se les puede extraer compuestos
fendlicos, los cuales tiene una gran capacidad antioxidantes, y de esta forma darle
un valor agregado a estos desechos agroindustriales, ademas que se ha
demostrado que son beneficiosos para la salud humana, se ha demostrado que
los antimicrobianos sintetizados quimicamente tienen un potencial riesgo para la
salud humana, por esta razén se pretende utilizar los compuestos fendlicos como
un sustituto mas natural, ya que esto conlleva a correr con menos riego a la salud

humana (Hernandez 2015).

Las mayorias de las enfermedades transmitidas por el consumo de alimentos
tienen que ver con la presencia de microorganismos patdégenos como son la
Salmonella y el E. coli, estas bacterias han sido el blanco de muchos estudios
para el aseguramiento de la calidad de las industrias alimentarias y se ha
conducido a la busqueda de nuevas alternativas para su inhibicién y su
eliminacion. Una de estas alternativas es el uso de sustancias de origen natural
mismas que pueden tener menos efectos adversos a la salud, en relacion a las

usadas en métodos tradicionales (Oscares 2012).



2. HIPOTESIS

Las fracciones de compuestos fendlicos, de Theobroma cacao, obtenidas por

cromatografia de adsorcién tendran efecto inhibitorio en Salmonella'y E. coli.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio de fracciones de compuestos fendlicos de la cascara

de Theobroma cacao de la variedad CCN51 sobre Salmonella y E. coli

3.2 Objetivos especificos

1. Extraer los compuestos fendlicos presentes en la cascara de cacao y
separarlos por cromatografia de adsorcién

2. Analizar si las fracciones de compuestos fendlicos obtenidas por

cromatografia tienen efecto inhibitorio contra Salmonella 'y E. coli
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4. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Investigacion de Ciencia de
Alimentos de la Facultad Ciencias Agropecuaria de la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi, el cual se encuentra ubicado en la ciudad de Manta en la via de

San Mateo.

4.1 Variables

4.1.1 Variables independientes

A. Fracciones de compuestos fendlicos
Fraccion F1 de compuestos fendlicos
Fraccion F2 de compuestos fendlicos
Fraccion F3 de compuestos fendlicos
Fraccion F4 de compuestos fendlicos
Fraccion F5 de compuestos fendlicos

Fraccion F6 de compuestos fendlicos
B. Tipo de microorganismo patégenos

Salmonella
E. coli

4.1.2 Variable dependiente

Zona inhibicion (mm).
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4.2 Diseno experimental

4.21 Tipo de diseino

Para este estudio se utilizé un disefio completamente al azar con un arreglo

bifactorial.

4.2.2 Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza ADEVA y la prueba de comparacién de medias
de acuerdo al Test de Tukey al 5%. Todos los datos se analizaron por triplicado y

los resultados fueron procesados por el programa Infostat 2016.

Analisis de varianza (ADEVA) del disefio experimental

Tabla 1. Esquema de analisis de varianza (ADEVA)

Fuente de variacion G.L
Total (t*r-1) 35
Tratamientos (t-1) 11
Repeticion r-1 2
Factor A FA-1 5
Factor B FB-1 1
Internacion (AxB) (FAXFB) 5
Error experimental (t-1)(r-1) 22

Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)
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4.3 Tratamientos

En esta investigacion se utilizaron doce tratamientos que se detallan a

continuacioén (Tabla 2).

Tabla2.Tratamientos utilizados en la investigacion

Tratamiento Fracciones de Tipo de microorganismo
compuestos fendlicos patdgenos
™ F1 Salmonella
T2 F2 Salmonella
T3 F3 Salmonella
T4 F4 Salmonella
T5 F5 Salmonella
T6 F6 Salmonella
T7 F1 E. coli
T8 F2 E. coli
T9 F3 E. coli
T10 F4 E. coli
T11 F5 E. coli
T12 F6 E. coli

Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)
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4.4 Métodos de analisis

4.41 Obtencion y preparacion de la materia prima

La materia prima, cacao variedad CCN51, se obtuvo en la finca de propiedad del
Sr. Roque Avellan de la parroquia Quiroga, canton Bolivar (Calceta) de la
provincia de Manabi. El material se sec6 a una temperatura de 70 °C hasta
obtener peso constante. Posteriormente, el material se desintegré en un molino

manual (Corona Landers y Cia. Nacional / Colombia).

El patégeno Salmonella ya nutrido se lo obtuvo en el Laboratorio de Investigacion
de Ciencia de Alimentos de la Facultad Ciencias Agropecuaria de la Universidad
Laica Eloy Alfaro de Manabi.

La cepa de E. coli se obtuvo en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Pecuarias

de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi.

4.4.2 Extraccion de compuestos fendlicos de cacao (CCN51)

La extraccion se realizd en base al método propuesto por Vivanco et al. (2017). Se
pesd 5 gramos de cacao, mismos que fueron mezclados con etanol (95% v/v) y
sometidos a agitacion de 125 rpm por 24 horas a temperatura de 27 °C.
Posteriormente, la muestra se centrifugd a 4,000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante se filtrd6 con ayuda de una bomba de vacio. Para conocer la
cantidad de los compuestos fendlicos presentes en la solucion obtenida, se la
sometid a evaporacion por 48 horas a temperatura 27 °C. El material obtenido se

almacend para posteriores analisis.
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4.4.3 Separacion de los compuestos fendlicos

Se tomo6 una columna (RENSA HLB / MIP Technologies, Suecia) y se procedio a
introducir un soporte en el fondo de la misma. Se pesaron 0.2 g de resina HLB
(MIP Technologies, Suecia) la misma que se introdujo en la columna en estado
sélido, y se le agreg6 agua destilada para que la resina compacte en la columna.
Es necesario indicar que a lo largo del proceso cromatografico la columna nunca
debe “secarse”, esto es, la fase estacionaria debe encontrarse en todo momento
cubierto por la fase movil, ya que de lo contrario la fase estacionaria se contraeria

y agrietaria (Benitez 2015).

Una vez preparada la columna, se precedi6 a hidratar la columna anadiendo 1 ml
de cloroformo, una vez que este ha eluido se anadid 1 ml de compuestos de
fendlicos, en la superficie de la parte superior del adsorbente contenido en la
columna con la ayuda de una micropipeta. Para evitar que se deforme la superficie
del adsorbente durante la adicidén, se procedié a depositar la muestra en la pared
interior de la columna. Esto permitié que la muestra resbale hasta la superficie del

adsorbente propuesto por Benitez, (2015).

Una vez inyectada la muestra, se llend la parte superior libre de la columna con 1
ml de cloroformo estableciendo un flujo continuo del mismo (fase movil). Se van
tomando fracciones de 5 gotas cada una dando un total de 6 fracciones (Benitez
2015).

Para determinar la cantidad de compuestos fendlicos presentes en cada fraccion

se procedio a evaporar el cloroformo presente en las fracciones por 30 minutos y

pesar el material restante (Benitez 2015).
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4.4.4 Analisis del efecto inhibitorio en Salmonellay E. coli (método de

difusiéon en agar Salmonella spp y E. coli)

Como analisis de control, se emple6 el método de agar Shigella segun la técnica
estandarizada por el National Committe for Clinical Laboratory Estandards
(NCCLS 2009). Discos de papel se sumergieron en las fracciones de compuestos
fendlicos por 10 segundos, luego de ello se retiraron y se dejaron secar por 10
segundos para proceder inmediatamente a colocar los discos en las cajas Petri
previamente inoculadas con Salmonella o E. coli sobre el medio de cultivo agar
Shigella, las cajas se incubaron a 27 °C por 24 horas. Al final de ese tiempo se

midid los halos de inhibicidn, de acuerdo a lo expresado por Benitez (2015).

4.4.5 Analisis de inhibicion de Salmonella y E. coli por sembrado en

profundidad de fracciones de compuestos fendlicos de cacao

En el analisis de inhibicién por sembrado en profundidad se realizé haciendo una
mezcla de cada fraccion de compuestos fendlicos del cacao con 12 ml del medio
de cultivo (agar shigella). Luego de que esta mezcla gelificé se procedié a la
inoculacion de Salmonella o E.coli, y a la incubacion a 27 °C por 24 horas, para su

posterior conteo de colonias (Garcia et al. 2017).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion de compuestos fendlicos totales de cacao

CCN51 y separacion de compuestos fendlicos.

Para la extraccion de compuestos fendlicos se utilizé 5 g de cascara de cacao, a
partir de los cuales se obtuvo 0.0763 g de compuestos fendlicos. Otros trabajos
reportan extracciones de 0.06893 g (Sotelo et al. 2015) y 0.0572 g (Nazario et al.
2013) de compuestos fendlicos, ambos a partir de 5 g de cascara de cacao, en
variedades procedentes de Costa de Marfil y América del Sur, respectivamente.

Ambos valores son similares a los obtenidos en la presente investigacion.

Luego de la extraccion, se procedidé a realizar la separacion por cromatografia de
absorcion en 6 fracciones, cuyos pesos fueron mayores para las dos primeras
fracciones (Tabla 3), segun Méndez (2011), reporta que en su investigacion utilizo
etanol obteniendo separaciones de fracciones por afinidad relativa de los
compuestos con la fase estacionaria y asi mismo concuerda Mufoz et al. (2014),
expresa que en su investigacion utilizo distintas muestras de miel y obtuvo como

mejor resultado la miel silvestre.

Tabla3.Tiempo de elucion de las fracciones de compuestos fendlicos

Numeros Tiempo de Volumen de Peso de compuestos
fracciones elucion fraccion (gotas) fendlicos por cada
(minutos) fraccion (g)
F1 0-1.51 5 0.0189
F2 1.51-2.51 5 0.0402
F3 2.51-2.98 5 0.0010
F4 2.98-3.39 5 0.0006
F5 3.39-3.77 5 0.0006
F6 3.77-4.13 5 0.0005
TOTAL 30 0.0618

Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)
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5.2 Analisis de la actividad antimicrobiana en Salmonella spp y

E. coli

En la tabla 4 se puede observar que no hubo diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre las seis fracciones de compuestos fendlicos sobre Salmonella.
Posiblemente el similar poder inhibitorio se deba a la diferente concentracion de

compuestos fendlicos presentes en cada fraccion.

En los resultados estadisticos obtenidos en cuanto a el efecto inhibitorio de las
fracciones de los compuestos fendlicos de la cascara de cacao CCN51, frente a
Salmonella y E. coli, se observd que hubo poder inhibitorio luego de las 24 horas,
donde el efecto inhibitorio fue estadisticamente igual para todas las fracciones
tanto para Salmonella spp como E. coli (Tablas 4 y 5). El similar poder inhibitorio
posiblemente se deba a la diferente concentracion de compuestos fendlicos

presentes en cada fraccion.

Los compuestos fendlicos del cacao CCN51 inhibieron Salmonella y E. coli luego
de 24 horas de incubacion. Los diametros de inhibicion estuvieron entre 9.25 y
10.33 mm para Salmonella 'y 12.16 y 19.50 mm para E. coli. Estos resultados se
encuentran dentro del mismo rango en relaciéon a los encontrados por Castillo
(2017) para M. citrofolia frente a Salmonella, con halos de inhibicion entre 9 mmy
14 mmy a los de Pastrana et al. (2017) en su investigacion con clavo y canela que

obtuvo halo de inhibicién en E. coli de 15 mm.

En la tabla 5 se puede observar que no hubo diferencia estadistica significativa

(p<0.05) entre las seis fracciones de compuestos fendlicos sobre Salmonella.
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Tabla 4. Analisis de inhibiciéon de fracciones de compuestos fendlicos sobre

Salmonella spp. después de 24 h

Fracciones de | Zona de inhibicion | Peso de compuestos fenélicos por
compuestos (diametro mm) cada fraccion (g)
fendlicos
F1 9.25A 0.0189
F2 9.25A 0.0402
F3 9.66 A 0.0010
F4 8.25 A 0.0006
F5 8.50 A 0.0006
F6 10.33 A 0.0005

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)

Tabla 5. Analisis de inhibicion de fracciones de compuestos fendlicos

sobre E. coli después de 24 h

Fracciones de Zona de Peso de compuestos fendlicos por
compuestos inhibicion cada fraccion (g)
fendlicos (diametro mm)

F1 12.162 0.0189

F2 12.66° 0.0402

F3 14.502 0.0010

F4 12.832 0.0006

F5 19.502 0.0006

F6 17.502 0.0005

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)
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5.3 Analisis de inhibicion frente a Salmonella y E. coli por
sembrado en profundidad. Uso de fracciones de

compuestos fendlicos cacao CCN51

En cuanto al sembrado en profundidad los resultados luego de 24 horas, no se
observd presencia de Salmonella spp mientras si hubo crecimiento de E. coli
(Tabla 6).

Los resultados aparentemente opuestos (Tablas 4, 5 y 6) posiblemente se deban a
una dilucién de los compuestos fendlicos en el medio de cultivo, dilucién que no
permitio el desarrollo en Salmonella spp, mientras que si hubo crecimiento de E.
coli. Esto podria comprobarse con la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), que se define como la menor concentracién capaz de inhibir al

microorganismo. Vélez (2016).

Tabla 6. Analisis de inhibicion contra Salmonella y E.coli por sembrado en
profundidad de fracciones de compuestos fenélicos cacao CCN51 después
de 24 h

Numero de Salmonella E. Coli

fracciones
F1 NO Sl
F2 NO S
F3 NO Sl
F4 NO Sl
F5 NO Sl
F6 NO Sl

Elaborado por: Carrillo, V y Pilligua, C (2019)
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6. CONCLUSIONES

La extraccion alcohdlica de los compuestos fendlicos de la cascara de Theobroma
cacao CCN51 permitié obtener un peso de 0,0763 g a partir de 5 g de cascara de
cacao. La separacion de los compuestos por cromatografia de adsorcién se
realizd utilizando como fase estacionaria (RENSA HLB 2001) y fase movil
(cloroformo). El proceso de separacién se realizdé en un tiempo de 4.13 min y

como resultado 6 fracciones con pesos por fraccién entre 0.0005 a 0.0402 g.

No hubo diferencia estadistica en el poder inhibitorio de las fracciones frente a
Salmonella spp y E. coli, con halos de inhibicion de mayor diametro para E. coli en

relacion a Salmonella.

El efecto de inhibicion realizado por el método de difusion hubo mayor formacion

de halo en E. coli, en comparacion del Halo en Salmonella spp.

Por medio el analisis de sembrado en profundidad no se observé presencia de
Salmonella spp mientras que si hubo presencia de E. coli, después de 24 horas.
Los resultados posiblemente indican una dilucion de los compuestos fendlicos en
la preparacion del medio de cultivo, misma que inhibié el crecimiento de E. coli y

no de Salmonella.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar la separaciéon de compuestos fendlicos con otro tipo de eluyentes de
diferente polaridad que permita optimizar la separacion de los compuestos

fendlicos.

Determinacion de la concentracidon minima inhibitoria (CMI), que se define como la

menor concentracion capaz de inhibir al microorganismo.
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9. ANEXOS

Anexos 1. Cascara de cacao humeda, de la variedad CCNS5, en proceso de
secado y molida.

Anexos 3. Replicacion de la cepa de E.coli.
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Anexos 4. Analisis de inhibicidn en Salmonella.

Anexos 5. Analisis de inhibicidon en E.coli.

Anexos 6. Analisis de inhibicidon por sembrado en profundidad de fracciones de
compuestos fendlicos cacao en Salmonellay E.coli.
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Anexos 7. Analisis de la varianza de efecto inhibitorio en Salmonella

Analisis de la wvarian=za

Variable N E= E® R3 v
ZO0NA DE INHIBICIOW 31 0,18 0,02 185,12

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. S gl CH F p—wvalor
Modelo. 15,52 5 3,10 1,10 0,3877
FRLCCICHMES 15,52 5 3,10 1,10 Q,3877
Error 70,87 25 2,83
Total B&,39 30

Test: Tokey Alfa=0,05 DM5=3,28158
Error: Z£,8347 gl: 25

r

FRACCIONES Medias n E.E.
Fa 8,25 4 0,84 I
FS 2,50 € 0,69 h
F1 9,25 4 0,84 n
F2 @9,40 5 0,75 A
F3 9,67 € 0,89 B
F6& 10,33 & 0,69 R
1

Madias con una setra comin no son significativamente diferentes (p = 0,.05)

Anexos 8. Analisis de la varianza de efecto inhibitorio en E.coli

Analis=si=s de la varian=za

Variakle N B= B= 27 (e
ZONA DE THHIBICION 34 0,30 0,17 31,5

Cuadro de Analisis de la Warian=za (SC tipo III)

F.W. S ol M E p—valocr
Modelo. 268,53 5 53,71 2,39 o, 08632
CCIONES 265,53 5 53,71 2,39 0,0832
Error &29,00 28 22,46
Total 297,53 33

Test : Tukey Alfa=0,05 DMS=8,703&7
Error: ZZ,£643 gls: Z8

I

FELOCTOMES Medias n E.E.

F1 12,17 & 1,93 &

Fz 12,67 & 1,93 &R

F4 12,83 & 1,93 &

F3 14,50 4 2,37 &

F& 17,50 & 1,93 R

FS 19,50 & 1,93 o

Medios com ppnes letras comfin Bo Som sigmificatrivomente diferentecs (p > 9,05}
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