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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de
peliculas comestibles a base de harina de cascara de platano, incorporando extracto de
cacao como agente activo a concentraciones de 0 %, 0,75 % y 1,5 %. La capacidad
antioxidante fue determinada por el método de ABTS durante cero y 20 minutos de
incubacion. Los resultados mostraron valores de 683,29 £16 pmol TEeg en el minuto 20
para el tratamiento T2 (1,5%) de extracto de cacao, siendo el valor mas alto registrado
para los tratamientos, a diferencia de las peliculas sin extracto (Control) que mostraron
valor de 164,70 £ 24 pmol TEeg en el mismo tiempo de incubacion. Para el ensayo de
actividad antibacteriana, se elaboraron discos a partir de peliculas comestibles sin y con
extracto, para determinar el efecto inhibitorio mediante la técnica de difusion de discos
en agar frente a bacterias Salmonella spp., Escherichia coli y Listeria monocytogenes. Se
determino que estas peliculas poseen capacidad antimicrobiana baja, probablemente por
la lenta difusividad de los compuestos, el tratamiento T2 (1,5%) de extracto de cacao el
que mostro la mayor inhibicion frente a cepas de Salmonella spp., Escherichia coli y
Listeria monocytogenes en contraste con la muestra control que presentd un halo de
inhibicion menor para todas las cepas ensayadas. Por lo tanto, aunque la capacidad

antimicrobiana de las peliculas comestibles es baja se podria utilizar mayores



concentraciones de extracto de cacao como mecanismo de barrera para minimizar la

contaminacion bacteriana en la industria alimentaria.

Palabras clave: capacidad antioxidante y antimicrobiana; harina de cascara de platano y

extracto de cascara de cacao
Abstrac

The objective of this work was to evaluate the antioxidant and antimicrobial capacity of
edible films based on banana peel flour, incorporating cocoa extract as an active agent at
concentrations of 0%, 0.75% and 1.5%. The antioxidant capacity was determined by the
ABTS method during zero and 20 minutes of incubation. The results showed values of
683.29 +16 pmol TE+g at minute 20 for the T2 treatment (1.5%) of cocoa extract, being
the highest value recorded for the treatments, unlike the films without extract. (Control)
that showed a value of 164.70 = 24 umol TEeg at the same incubation time. For the
antibacterial activity assay, discs were made from edible films without and with extract,
to determine the inhibitory effect using the agar disc diffusion technique against
Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria monocytogenes bacteria. It will be
discontinued that these films have low antimicrobial capacity, probably due to the slow
diffusivity of the compounds, the T2 treatment (1.5%) of cocoa extract which showed the
greatest inhibition against strains of Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria
monocytogenes in contrast to the control sample that presented a lower inhibition halo
for all the strains tested. Therefore, although the antimicrobial capacity of edible films is
low, higher concentrations of cocoa extract could be used as a barrier mechanism to

minimize bacterial contamination in the food industry.
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INTRODUCCION

Se estiman que las pérdidas postcosecha de los productos hortofruticolas que se producen
en el mundo sobrepasan el 20%, debido a deterioros microbiologicos y fisiologicos, como
consecuencia de factores de orden tecnologico como inadecuado proceso de recoleccion,
empaques no apropiados e insuficientes vias para la transportacion, entre otros, lo que se

traduce en un corto periodo de almacenamiento (Almeida et al., 2011).



Con el objetivo de evitar o minimizar los efectos adversos de los factores citados y
conjuntamente prolongar la vida postcosecha de los productos hortofruticolas y la vida
de anaquel de los productos alimenticios se han implementado diferentes tecnologias,
entre ellas se pueden mencionar, el almacenamiento a bajas temperaturas, aplicacion de
radiaciones gamma y ultravioleta, el control biologico, la conservacion por atmoésfera
controlada, la utilizacion de empaques plasticos, el uso de peliculas y recubrimientos

comestibles, entre otras (Nufiez et al., 2012; Aguilar, 2012; Fernandez et al., 2015).

Siendo los recubrimientos y peliculas comestibles un papel significativo en la vida de
anaquel de los alimentos debido a que reducen la pérdida de agua, permiten el control
respiratorio, retrasan el envejecimiento y mejoran la calidad y valor comercial de los
mismos, manteniendo sus atributos de calidad y valor nutritivo. Por tal motivo muchas
investigaciones han dedicado su estudio sobre el uso de estas tecnologias aplicadas a una
amplia gama de productos hortofruticolas (Vargas et al., 2007; Diaz et al., 2010;
Restrepo y Aristizaba, 2010)

Un recubrimiento comestible (RC) se puede definir como una matriz transparente
continua, comestible y delgada, que se estructura alrededor de un alimento generalmente
mediante la inmersion de este en una solucion formadora del recubrimiento con el fin de
preservar su calidad y servir de empaque (Fernandez et al., 2015). Por otra parte, una
pelicula comestible (PC) es una matriz preformada, obtenida por moldeo, cuyo espesor

es siempre es mayor al de los RC (Sharma & Rao, 2015; Del-Valle et al., 2005).

Dichas soluciones formadoras de la pelicula o recubrimiento pueden estar conformadas
por un polisacarido, un compuesto de naturaleza proteica, lipidica o por una mezcla de
éstos (Lopez, Rivas, Loaiza & Sabino, 2010), el uso de almidon o de harinas para la
elaboracion de peliculas comestibles tiene gran importancia debido a que es un materia
biodegradable, reusable, barato, comestible y facilmente disponible. A pesar de sus
diferencias, ambas proceden de igual manera frente a diversas sustancias que actian sobre
el alimento como barrera frente al transporte de gases y vapor de agua durante su

conservacion (Vasconez et al., 2009).

La utilizacion de peliculas y recubrimientos comestibles como medio de transporte de
agentes bioactivos ha sido cientificamente comprobado (Otero, et al. 2020). La aplicacion

de peliculas elaboradas con biomoléculas, también puede funcionar como un



microsistema que ayuda a modificar las atmdsferas del interior de los productos
alimenticios, contrarrestar el crecimiento microbiano, lo que representa una alternativa
para la conservacion de productos de la industria alimentaria, al reducir
significativamente la pérdida de peso, agua y el intercambio de gases, asi como retrasar

el envejecimiento y mejorar la calidad sensorial de éstos (Salinas_et al., 2015)

Los compuestos fenolicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, donde desempefian diversas funciones fisioldgicas (Navarro
et al., 2017). Ademas de intervenir en el crecimiento y reproduccion de las plantas,
participan en procesos de defensa frente a patdogenos, predadores o radiacion ultravioleta
(Crozier et al., 2005). Asi mismo, contribuyen en gran medida al sabor, color y textura de
los alimentos (Cheynier, 2005). Todos los compuestos fendlicos tienen en comun una
estructura molecular con grupos funcionales entre los que destacan ésteres, metil-€steres,
glicosidos, etc. Asi dentro de los compuestos fenodlicos podemos encontrar desde
moléculas simples como los acidos benzoicos, hasta polimeros complejos como ligninas
y taninos (Navarro et al., 2017). La funcion bioldgica de los compuestos fenolicos va a
depender del compuesto al que esté conjugado, que pueden ser azucares como la
galactosa, glucosa o arabinosa, y también acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas

y lipidos(Cheynier, 2005).

Actualmente, se conocen mas de 8000 compuestos fendlicos, que han sido clasificados
como flavonoides (que incluyen flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas,
isoflavonoides y antocianinas) y no flavonoides (entre los que estan los &cidos

hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos) (Del Rio et al., 2013).

Estudios en otros paises indican que la cascara de cacao tiene una importante actividad
antioxidante (Olalekan y Ayodeji, 2010; Del-Valle et al., 2005), y quizas una de las
formas mas eficientes de aprovechar esa propiedad seria a través de su uso en la
elaboracion de peliculas bioactivas con la adicion de estos compuestos presentes en la

cascara de cacao.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades antimicrobianas in vitro de las
peliculas biodegradables a base de harina de cascara de platano con adicion de
compuestos fendlicos de cascara de cacao frente a cepas de Salmonella spp., Escherichia

Coli y Listeria Monocytogenes.



Materiales y métodos

La céscara de platano (Musa paradisiaca) fue recolectada en una empresa procesadora
de chifles en la ciudad de Manta, Ecuador. La cascara de cacao CCN-51 (Theobrama
cacao L) fresca fue proporcionado por la Finca BONANZA ubicada en la via Santa Maria
sitio la alegria (El Carmen, Ecuador). Se realiz6 un examen visual para desechar producto
en mal estado ya que la calidad de las cascaras es fundamental para la elaboracion de las

peliculas.

Lo medios de cultivos y reactivos para las pruebas microbiologicas fueron adquiridos en
Difco (USA). Las bacterias patdogenas utilizadas en esta investigacion, Salmonella spp.
(ATCC CECT-708), Escherichia coli (ATCC CECT-4076), y Listeria monocytogenes
(ATCC CECT-5672) que fueron aisladas en muestras de queso perteneciente a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y proporcionadas en estado liofilizado por

Laboratorios Certificados Espafioles (Universidad de Valencia, Espafia).

Activacion de las bacterias patégenas

Para realizar las pruebas de patdogenos de control se utilizaron cepas de Salmonella spp.,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes. Para su posterior activacion se realizd en
caldo de soja triptico (TSB- HIMEDIA), caldo infusién cerebro corazéon (BHI-
HIMEDIA) y caldo nutritivo (BN-MERCK) a pH 7,2 + 0,2. Se realizo un proceso de
esterilizacion de 15 minutos a 121°C, posteriormente fueron incubadas a 37 °C durante

24 h.

Extracto de cascara de cacao

Las céscaras de cacao CCN-51 congeladas pasaron a un liofilizador Labconco modelo
FreeZone 4.5 L, Republica Checa, por 48 horas a -50 °C para su secado. Para la extraccion
se tomo 5 g de muestra en 50 mL de etanol (1:10 p/v), se dejo en agitacion a 125 rpm en
una plancha de agitacion Fisher Scientific (modelo 11-100-49SH, japon) durante 24
horas. Se procedié a centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos (centrifuga marca
SIGMA, Germany) y separar el sobrenadante (extracto) en alicuotas de 15 ml (Otero,

2019).

Obtencion de la harina de cascara de platano



Extraccion y blanqueamiento de la harina. Las cascaras de platano se cortaron en trozos
aproximados de 3x2,5 cm y se sumergieron inmediatamente en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% (p/p) para luego ser sumergidas por 5 minutos en solucion de
acido citrico al 1% (p/p) con el fin de evitar el pardeamiento enzimatico de las cascaras
de platano durante el secado posterior se secaron en un horno de conveccion de aire
forzado a 60°C durante 48 horas. Las cascaras secas se molieron en un molino de
cuchillos (Molino desintegrador Biobase MD120) a 25.000 rpm. Para la harina de cascara
resultante, se blanqued por soluciones de peréxido de hidroégeno (H202 30%) a
concentracion de 15% por 3 horas, consecutivamente se secaron y molieron. La harina
resultante se pasoé a través de un tamiz N° 200 Advantech, USA, que proporciona 75 uym

de tamafio de particula.

Preparacion de las peliculas

La pelicula se elabor6 utilizando la metodologia propuesta por Anchundia et al. (2016)
con ligeras modificaciones, mediante la disolucion de harina de cascara de platano al 4%
con agua destilada con calentamiento hasta 90 °C y agitacion constante. Una vez
alcanzada esta temperatura se dejo enfriar la solucion hasta 45 °C y se adiciono glicerol
al 0,5% y los extractos en concentraciones de 0.75 y 1.5 % manteniendo la temperatura
durante 5 minutos. Las muestras obtenidas fueron homogenizadas en ultraturrax
(Polytron, Suiza) a 11.000 rpm por 4 minutos y transferidas luego a cajas Petri de 9 cm
de diametro. El secado de las peliculas se realiz6 introduciendo las cajas Petri en una
camara de incubacion (SCI Finetech Co., Corea) a 30 °C con humedad relativa de 45%
durante 24 horas. El experimento se desarrollé bajo un disefio unifactorial en donde el
factor A corresponde a la concentracion de compuestos fendlicos de cascara de cacao

(0.75y 1.5 %).

Determinacion de la capacidad antioxidante de las peliculas comestibles

La actividad antioxidante presentes en las muestras se midio por medio del ensayo Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) de acuerdo con la metodologia propuesta por
Teran y Moran (2021), usando la decoloracion por el radical cation ABTS. El radical
ABTSe+ se prepardé mediante la reaccion acuosa de persulfato de potasio 2,45 mM y
ABTS 7 mM., se dej6 reposar en la oscuridad por 16 h a 20 °C. La solucion de ABTS o+

obtenida fue estable durante 48 horas y se diluiy6 con etanol (95%) hasta obtener una



absorbancia de 0,70 (= 0,1) a 734 nm a 30°C. La curva de calibracion se realiza con la
preparacion de soluciones de Trolox de diferente concentracion. Para la solucion madre
se diluyen 0,01 g de Trolox en 5 mL de metanol y 5 mL de agua destilada. Se coloca en
la celda del espectrofotometro 2 mL de la solucion de radical ABTSe+, y se registran las
absorbancias iniciales, luego se afiade 20 pL de tres concentraciones (20 uM, 40 uM, y
60 uM) de soluciones del estandar Trolox, y se toman las absorbancias a 734 nm. Para la
evaluacion de la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos de la muestra se
remplaza los 20 pL de la solucién de Trolox por el extracto de cada tratamiento. La
absorbancia sera leida a los min 1 y 20 de haber incorporado los 20 pL de extracto.
Utilizando la curva de calibracion se obtienen las actividades antioxidantes de la muestra

expresadas en mg Trolox/g muestra.
Determinacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas elaboradas con harina
de platano y compuestos fenodlicos de cascara de cacao, se emple6 la técnica de difusion
en agar basada en los métodos propuestos por (Hernandez et al., 2011 y Cutter, 1999).
Para esta técnica se estandarizo el inoculo a una concentracion aproximada de 1x108
UFC/mL. Se inocularon cajas con agar salmonella-shigella SS (DIFCO); BD Listeria
Agar y BD MacConkey II Agar, empleando un hisopo con las suspensiones bacterianas.
Se utilizaron discos de peliculas de 0.5 mm de diametro de cada una de las formulaciones
y con unas pinzas se colocaron las peliculas en el centro de la superficie del agar
previamente inoculado con los microorganismos patogenos. Cada pelicula se presiond
para asegurar contacto pleno con dicha superficie, después las placas fueron incubadas a

37 °C durante 24 h.
Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados por medio de analisis de varianza (ANOVA) y una
prueba de Duncan con un nivel de significancia p < 0,05 (95%), utilizando el paquete

estadistico Infostat 2020.
Resultados y Discusion

Capacidad antioxidante de las peliculas



En figura 1, se muestran los resultados sobre el estudio de la capacidad antioxidante que
presentaron las soluciones formadoras de peliculas a lo largo de 20 minutos. En los dos
tratamientos y control se evidenci6 actividad antioxidante. Todas las formulaciones con
extracto de cacao mostraron una mayor capacidad antioxidante en relacion con el grupo
control. Aunque, los tratamientos no fueron diferentes entre ellos (p < 0,05), se observo
una tendencia a una mayor capacidad antioxidante de las muestras con concentracion del
compuesto activo al 1.5% (T2), mostrando un valor de 647,26+10 pmol TEegMS en el
minuto 0 y 683,29 £16 umol TE*gMS en el minuto 20, en contraste a las peliculas sin
extracto (Control) la cual evidencio un valor de 148,33+12 umol TE+gMS para el minuto 0

y 164,70 +24 pmol TE*gMS para el minuto 20.

Figura 1. Capacidad antioxidante en peliculas a base de harina de cascara de platano y
extracto de cascara de cacao.

Tratamientos

800 683,29+16
624,18+05 647,26+10
600 509,11+20
400 164,70+24
200 148,33+12
0 |
T1 (harina de cascara de T2 (harina de cdscara de  Control (harina de cdscara de
platano 2% + extracto de platano 2% + extracto de platano 2% Sin extracto de
cascara de cacao 0.75%) cascara de cacao 1.5%) cacao)
B Minuto0  pumol TEegMS Minuto 20 p umol TEegMS

Figura 1:Muestra reslutados de los 3 tratamientos de peliculas comestibles, en diferentes concentraciones
y en 2 tiempos

Con los resultados mencionados anteriormente se demuestra que tanto la harina de
cascara de platano y el extracto de cacao tienen propiedades antioxidantes gracias a los
compuestos activos que poseen estos datos se corroboran los datos que se obtuvieron en
el trabajo de Quiroz-Reyes et al. (2013) quienes mencionan que la cascara de cacao
contiene significante cantidad de compuestos fenodlicos. Esta actividad presenta una
tendencia a ir incrementando a medida que transcurre el tiempo. En la formulacion control
con 0% de extracto de cacao también se observa una leve actividad antioxidante. Esta

capacidad de la muestra control estd justificada, debido a que existe presencia de



compuestos fenolicos en la cascara de platano, Gimeno et al. (2015) reportaron una
capacidad antioxidante de (173.10 £65 umol TE*gMS muestra seca), Rojas et al. (2019)

indicaron que la capacidad antioxidante es de (161.10 £50 mg Trolox/100g muestra seca.

La actividad antioxidante de los coproductos del cacao podria atribuirse a los compuestos
fitoquimicos que contienen y especialmente, a los compuestos polifendlicos
principalmente compuestos flavan-3-ol como los mondmeros catequina y epicatequina, y
la dimera procianidina B2 (Guevara et al., 2002). Segln el trabajo de investigacion
realizado por Arreaga (2020), la cascarilla de cacao es rica en compuestos fenolicos como
Catequina y Epicatequina y metilxantinas como Teobromina y Cafeina, ademas contiene

epicatequina y acido p-hidrobenzoico (Quiroz-Reyes et al., 2013).

En los frutos de cacao, se pueden distinguir tres tipos de polifenoles: catequinas o flavan-
3-oles (37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas (58%). La principal catequina es (-
)-epicatequina con un maximo de hasta el 35% del contenido de polifenoles. También se
han encontrado en cantidades menores (+)-catequina (-+)-galocatequina y (-)

epigalocatequina (Wollgast y Anklam, 2000; Ortega et al., 2008).

En el estudio realizado por Sangronis et al. (2014), encontraron que los polifenoles en la
cascarilla de cacao mostro valores entre 2,40 a 2,51 g GAE/100g de muestra seca; Abdul
et al. (2014) tuvo el mayor contenido de polifenoles en cascarilla 41,35+ 2,23 mg de
extracto de GAE/g muestra seca. Pero fue superior a lo reportado por Manzano et al.,

2017), 6,04 + 0,12 mg GAE/g de la muestra desgrasada.

También es importante conocer, que debido a las propiedades de barrera de los
recubrimientos y peliculas comestibles a base de almidones o harinas la difusion del
compuesto activo fue muy lenta. La difusion presentada fue casi similar para todos los
casos de las formulaciones que poseian el compuesto activo. Por tanto, en caso de utilizar
otra matriz de recubrimiento puede que la difusion del compuesto activo sea mayor y se
observe aun mas capacidad antioxidante a medida que aumenta la concentracion de

dichos compuestos (Fernandez-Pan et al., 2012).

Carpio et al (2018), sefialan que la actividad antioxidante fue evidente en la variedad de
cacao CCN-51. La mazorca de cacao contiene una cantidad significativa de compuestos

fenolicos. Los pocos estudios encontrados presentan valores que difieren de este trabajo



de investigacion o utilizan otros métodos para la determinacién de capacidad
antioxidante. En el estudio de Martinez et al. (2012), se evaluaron diversas propiedades
antioxidantes; en la cascarilla de cacao de dos lugares de procedencia (Cone y Taura)
reportaron valores de 4.45y 4.56 uM TEe g para actividad antioxidante medida por ABTS
y 1.51 y 1.78 uM TE- g para el método FRAP. La extraccion de metabolitos antioxidantes
se realiz6 empleando metanol: acetona, como disolventes para muestras procedentes de

Cono y Taura (Guayas, Ecuador).

Ordofiez et al. (2019) por su parte, reportaron valores de 4,22 mg TEe g (16.86 uM TE-
g) para la capacidad antioxidante medida por el método ABTS, para muestras de
cascarilla de cacao comercial procedente de planta de procesamiento de la cooperativa
Agroindustrial Naranjillo (Hudnuco, Pert). Los valores obtenidos por Ordofiez son
inferiores a los reportados en esta investigacion. La variacion de los resultados obtenidos
en este estudio frente al trabajo 46 desarrollado por otros autores, puede deberse a varios
factores como los tipos de disolventes empleados en el proceso de extraccion y la zona
geografica de procedencia de la muestra. De acuerdo con los estudios realizados por
Arnao (2000), Guevara et al. (2019) y Mazzuti et al. (2018), la recuperacion de
componentes antioxidantes como los polifenoles y otros fitoquimicos de los materiales
vegetales se ven influenciadas por la solubilidad de estos compuestos bioactivos en el
solvente utilizado y la polaridad del disolvente, que jugard un papel clave en el aumento

de la solubilidad fendlica.

De acuerdo con el trabajo de Martinez 2012, el uso de diferentes solventes como etanol
y metanol; acetona pueden generar una variacion de los resultados. Este autor demostro
que los extractos etanolicos (2,48 y 2,56 uM TEeg) presentan una menor actividad
antioxidante que los extractos metanol:acetona (4,10-4,17 pM TE-g). Es asi como, se
pueden utilizar varios métodos para la extraccion de compuestos bioactivos, dependiendo
de las sustancias de destino. Sin embargo, un proceso de validacion de los procesos de
extraccion puede garantizar la obtencion del 100% de los compuestos antioxidantes de

interés (Coronel, 2021).

Segun, investigaciones realizadas por Samaniego et al. (2020), existe un efecto de la zona
de produccion (Costa y Amazonia) sobre el contenido de compuestos antioxidantes de
muestras de cacao de diferentes regiones y cantones del Ecuador. Karin et al. (2014)

reportaron valores de 1.87 pM Teeg (33.60 uM Teeg) en cascarillas de cacao procedentes



de una mezcla de clones procedentes de la coleccion del Centro de Investigacion y

desarrollo de Cacao en Malasia.
Capacidad antimicrobiana

En el ensayo de capacidad antimicrobiana se observo actividad antimicrobiana baja para
los tratamientos evaluados, mostrando diferencias significativas en las peliculas

enriquecidas con extractos de cacao (p < 0,05) en contraste a las peliculas sin extracto.

En las tablas (2, 3 y 4) se muestra la actividad antibacteriana de los discos con y sin
extractos de cascara de cacao frente a las bacterias Salmonella. spp., E. coli, y L.
monocytogenes. Se observo efecto antibacteriano con las dos concentraciones de estudio
frente a las tres cepas utilizadas en este trabajo. Sin embargo, un fuerte poder inhibitorio
se percibid con la concentracion de 1,5 % de extracto frente a L. monocytogenes que fue
significativamente diferente (p < 0,05) a la actividad antibacteriana presenciada en las
otras bacterias. No obstante, la capacidad antibacteriana de los extractos fue efectiva
desde 0,75 %. No se observo diferencias significativas (p > 0,05) entre las
concentraciones utilizadas, excepto para Salmonella, que cuyo halo de inhibicion fue

inferior en comparacion al resto de bacterias.

Capacidad antimicrobiana Samonella spp
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W T1 (harina de céscara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 0.75%)
B T2 (harina de cdscara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 1.5%)

m Control (harina de cdscara de platano 2% Sin extracto de cacao)

Figura 2. Capacidad antimicrobiana in vitro de peliculas a base de harina de platano y

extracto de cacao frente a Sal/monella. spp.



Capacidad antimicrobiana E. coli
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H T1 (harina de cdscara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 0.75%)
B T2 (harina de céscara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 1.5%)

M Control (harina de cédscara de platano 2% Sin extracto de cacao)

Figura 3. Capacidad antimicrobiana in vitro de peliculas a base de harina de platano y

extracto de cacao frente a E. coli.

Capacidad antimicrobiana L. Monocytogenes
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B T1 (harina de cascara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 0.75%)
B T2 (harina de cascara de platano 2% + extracto de cascara de cacao 1.5%)

m Control (harina de céscara de platano 2% Sin extracto de cacao)

Tabla 4. Capacidad antimicrobiana in vitro de peliculas a base de harina de platano y

extracto de cacao frente a L. Monocytogenes.

Existen estudios que demuestran que Listeria innocua es el microorganismo mas sensible
a los compuestos bioactivos de las plantas haléfilas y, por el contrario, E.coli y Salmonella
las mas resistente. Esto se debe a que al ser gram-positiva y gram-negativas,
respectivamente, los compuestos bioactivos no afectan igual a su estructura, ya que por

lo general las gram-negativas son mas resistentes gracias a la estructura de su pared



celular (Iturriaga et al., 2012). Sin embargo, las peliculas a base de cascara de platano y
de cacao han mostrado actividad antimicrobiana baja frente a las bacterias del estudio
realizado en este trabajo. La suposicion planteada a este estudio es que el aumento del pH
acido hasta llegar a un pH neutro ha podido afectar a los resultados, es decir, se cree que
este aumento de pH haya podido inhibir algiun acido orgéanico del extracto afectando su

capacidad antimicrobiana.

Como explican Singh, ho Lee, Park, Shin, & Lee (2016) en su articulo cientifico, los
acidos organicos que hay presentes en esta clase de plantas son los responsables de esa
capacidad antimicrobiana, estos al introducirse en las células de los microorganismos se
disocian produciendo una sobreproduccion de ATP para expulsar estos acidos,
mecanismo de proteccion de los microorganismos. En consecuencia, al producirse un
agotamiento de la energia celular se consigue la inhibicion de los microorganismos. Otro
limitante seria que las peliculas comestibles a base de harina de cascara de platano y
extracto de cacao difunden muy lentamente los compuestos activos que poseen
(Fernandez-Pan et al., 2012), es decir, puede que los microorganismos crezcan mas rapido

de lo que se difunde el compuesto activo.

La actividad antimicrobiana de los extractos de plantas estd determinada por inhibir el
crecimiento, reproduccion, respiracion y cualquier otra funcién vital de los
microorganismos. Lo realizan mediante la oxidacion de enzimas especificas las cuales
pueden cumplir funciones vitales (Pastrana et al., 2017). Por otra parte, pueden también
interrumpir el proceso de duplicacion de ADN o interrumpiendo la sintesis de las

proteinas (Gordo, 2018).

El resultado de los efectos inhibitorios de la cascara de cacao CCN-51, expuestos en este
trabajo, muestra efectos antimicrobianos en todas las bacterias ensayadas. No obstante,
un mayor efecto inhibitorio de las peliculas con extracto se observo frente a L.
monocytogenes, en comparacion al efecto antibacteriano observado en Sal/monella spp.,

y E. coli.

La literatura cientifica, reporta que las bacterias Gram-positivas son mas sensibles que las
bacterias Gram negativas (Otero-Tuarez et al. 2020), posiblemente se deba a que las
bacterias Gram Positivas contienen una capa externa de péptidoglicano, mientras que las

bacterias Gram-negativas contienen una membrana fosfolipidica externa



(lipopolisacaridos), lo que impediria, que las bacterias experimentan diferentes tipos de
interacciones con los agentes antimicrobianos (; Rodriguez et al., 2017; Otero, 2019;
Alvia et al., 2019; Ramon y Valderrama, 2020). Esta estructura celular en las bacterias
Gram-negativas hace dificil que los extractos atraviesen la pared celular y causar dafio en
el funcionamiento bacteriano (Carrillo et al., 2014; Lima et al., 2020; Gonzalez et al.,
2020); Montero et al., 2017; Guevara et al., 2020); Carillo et al., 2015; Carrillo et al.,
(2020; Hernandez et al., 2018; Morales et al., 2020).

Existen varios autores que mencionan presencia de compuestos bioactivos en la casacara
de platano como por ejemplo Niamah (2014) identifico, en el extracto metanolico crudo
logrado por maceracion, la presencia de compuestos fenolicos, flavonoides, saponinas,
glicosidos y la ausencia de taninos. Mordi et al (2016) obtuvieron un extracto metanolico
a través del método Soxhlet en el cual identificaron terpenos, taninos, esteroles y
compuestos fendlicos en trazas, reconociendo ademas la ausencia de flavonoides. Ahmed
(2015) identifico la presencia de saponinas, carotenoides, compuestos fenolicos, taninos

y ausencia de alcaloides en el extracto etanolico crudo.

En su estudio Pilco et al. (2018) manifiesta que los diferentes métodos de preparacion de
muestra, extraccion y los solventes usados son los posibles responsables de la
discrepancia en los resultados, asi como las variaciones en los metabolitos que generan
las plantas dependiendo de las condiciones de produccion (suelo, riego, clima, plagas,

agroquimicos, entre otros).

Varias investigaciones con respecto a la actividad antimicrobiana de la cascara de banano
han sido realizadas en todo el mundo, no obstante, existe una notable diferencia entre los
datos generados en esta investigacion y los existentes. Chinnappan, et al (2013), concluy6
que la cascara de banano posee actividad antimicrobiana significantiva sobre Aeromona
hydrophyla, Staphylococcus aureus y Pseudomona citrii, pero actividad nula frente a
enterobacterias como Escherichia coli, Shigela sp., Klebsiella pneumoniae y Salmonella
thyphi y thypinurium. Niamah (2014), evidencié una elevada actividad antimicrobiana
sobre Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei, Bacillus sp., y una actividad menor
sobre Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Ahmed (2015), reportd una elevada
actividad sobre Staphylococcus aureus, P. aeruginosa asi como en los hongos Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Penicillium digitatum y Fusarium oxysporum; mientras que la

actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli fue menor. Mordi et al (2016), identifico



una elevada actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Streptococcus spp., Klebsiella spp., y Pseudomona spp.

Es importante recalcar que, pese a las investigaciones mencionadas, las cuales se
realizaron en banano maduro de la misma especie, la fisiologia de las plantas durante su
desarrollo se ve afectada directamente por factores como el tipo de suelo, clima, cantidad
de lluvias, época del afio en la cual se produce, etc. Por lo tanto, existiran diferencias en
la composicion de los compuestos fitoquimicos presentes lo cual se traduce en variaciones
en sus propiedades bioactivas, lo cual explicaria la discrepancia de los datos de actividad

antimicrobiana. (Pavarini, D., Pavarini, S., Nichues, M., & Lopes, N., 2012).

La existencia de actividad antimicrobiana y la presencia de grupos fitoquimicos
especificos en el extracto de la cascara de banano Musa paradisiaca y en el extracto de
cacao Theobroma cacao respaldan y prueban una posible utilizacion en la industria de
conservacion de alimentos como un empaque con caracteristicas biologicas

antimicrobianas y es una alternativa ecologica y sostenible.

CONCLUSIONES

El analisis realizado para determinar la actividad antioxidante de las peliculas indica que
existe esta capacidad tanto para la harina de cascara de platano como en los extractos de
cascara de cacao, siendo muy promisoria la mezcla de estos dos componentes para
contrarrestar el crecimiento microbiano de bacterias patdgenas debido a la presencia de

compuestos bioactivos en las dos fuentes vegetales utilizadas en este estudio

Los analisis microbiolégicos realizados a nivel in vitro indicaron, que las peliculas a base
de harina de platano adicionada con extractos de la cascara de cacao ostentan un mayor
efecto antimicrobiano frente a Listeria monocytogenes. Y en menor proporcion frente a
bacterias como Escherichia coli, y Salmonella spp,. Por tanto, los agentes antibacterianos
son mas efectivo frente a las bacterias Gram-positivas, en comparacion a las bacterias

Gramnegativas.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se hace necesario la evaluacion de
peliculas comestibles a base de estas dos fuentes de origen vegetal aplicandolas en

productos alimenticios para su conservacion.
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