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Resumen

El metabolismo microbiano es la principal causa de deterioro de los alimentos. El ser
humano ha buscado diferentes formas de afrontar este importante problema. Estas
estrategias, en ocasiones han generado problemas ecoldgicos, como la resistencia
antimicrobiana, y problemas de salud, como el desbalance hormonal, toxicidad o procesos
cancerigenos. Por esta razon, la comunidad cientifica se ha interesado por prospectar
compuestos naturales con capacidad antimicrobiana; no obstante, en este contexto, los
compuestos fendlicos presentes en los subproductos del grano del café (pergamino, pulpa,
mucilago, “silver skin”) han sido poco explorados. De igual manera, existen pocos datos
sobre el efecto selectivo de estos compuestos sobre la biota intestinal del ser humano.

El mucilago de café es uno de los subproductos mas abundantes obtenidos durante el
procesamiento himedo del grano de café. Esta compuesto basicamente por agua, azucares,
pectinas y &cidos organicos; sobre su contenido de polifenoles se encuentra poco 0 nada
en la literatura. Por tanto, el interés de esta investigacion gir6 en torno a caracterizar un
extracto de mucilago de café cuantificando, mediante HPLC, los acidos clorogénicos
presentes en este extracto y evaluar el efecto “in vitro” del mismo sobre bacterias
potencialmente patdgenas y/o asociadas con el deterioro de los alimentos y sobre bacterias
de la microbiota intestinal del ser humano.

Se determind la presencia de &cidos clorogénicos en un rango de 2.67 a 4.76 mg/ml de
extracto, asi como la presencia de cafeina con valores de 1.24 y hasta 6.48 mg/ml de
extracto. Se pudo concluir que el extracto rico en polifenoles obtenido a partir de mucilago
de café tiene la capacidad de incidir en el crecimiento bacteriano por un mecanismo dosis-
dependiente. Este efecto es mas evidente en las bacterias Gram-positivas, no obstante, es
selectivo, ya que no todos los microorganismos Gram-positivos usados en el estudio
fueron afectados de igual forma. Del grupo de bacterias patdégenas o asociadas a deterioro,
B. cereus result6 ser el mas sensible, mientras que las asociadas a la biota intestinal no
tuvieron mayor afectacion. Al mostrar un carécter selectivo de inhibicidn, este extracto
podria ser de utilidad en sistemas alimentarios ya sea como biopreservante afiadido
propiamente al alimento o como conservante, incorporandolo en diversos materiales
utilizados para la produccion de empaques inteligentes, claro esta que deben realizarse
pruebas de toxicidad y sensoriales para determinar su utilidad

vi



Indice de Cuadros

Cuadro

Cuadro 1. Altitud, coordenadas de ubicacién de los beneficios y
caracteristicas sensoriales de la taza de café en las regiones cafetaleras de
Costa Rica

Cuadro 2. Tiempos de retencion, espectros ultravioleta/visible y datos del
espectro de masas de un extracto de mucilago de café

Cuadro 3. Concentraciones finales de extracto de mucilago afiadidas a los
platos Petri

Cuadro 4. Tratamientos a aplicar para evaluar el efecto del extracto de
mucilago sobre el crecimiento de microorganismos de deterioro, patdgenos y
asociados a la flora intestinal del ser humano.

Cuadro 5. Identificacion y cuantificacion de acidos clorogénicos y cafeina
presentes en el extracto de mucilago de café.

Cuadro 6. Comparacion del efecto de diferentes concentraciones de extracto
de mucilago de café sobre diferentes concentraciones de bacterias PD.

Cuadro 7. Comparacion del efecto de diferentes concentraciones de extracto
de mucilago de café sobre diferentes concentraciones de bacterias ABI

Cuadro 8. Comparacion del efecto del extracto de mucilago (61.8 mg/ml) y
de cafeina (7.02 mg/ml) sobre el crecimiento de diversas bacterias

vii

Pg

24

29

30

39

41

42

44



Indice de Figuras

Figura
Figura 1. Estructura del fruto de cafée
Figura 2. Esquema beneficiado de café. Proceso humedo

Figura 3. Clasificacion de compuestos polifenolicos y ejemplos de sus
estructuras

Figura 4. Estructura del &cido 5-O-cafeoil-acido quinico (acido
clorogénico)

Figura 5. Estructura basica de melanoidina
Figura 6. Esquema general del procedimiento a seguir para determinar el
efecto in vitro sobre el crecimiento de 12 especies bacterianas de extractos

de mucilago

Figura 7. Esquema de procedimiento a seguir para evaluar el efecto de los
extractos fendélicos sobre diversas bacterias

Figura 8. Procedimiento seguido para cuantificacion de la inhibicion

Figura 9. Cromatograma obtenido por HPLC/PDA, de extracto de
mucilago de café

Figura 10. Inhibicidn de crecimiento B. cereus en presencia de extracto de
mucilago.

Figura 11. Disminucién de una poblacion de B. cereus en presencia de un
extracto de mucilago de café que contiene 0.8g/ml)

Figura 12. Estructura de la pared bacteriana

viii

Pg

10

14

15

23

27

32

37

38

40

45

47



\ \ UNIVERSIDAD DE S E Sistema de
COSTARICA Estudios de Posgrado

Autorizacion para digitalizacion y comunicacion publica de Trabajos Finales de Graduacion del Sistema de
Estudios de Posgrado en el Repositorio Institucional de la Universidad de Costa Rica.

Yo, E. Carolina Chaves Ulate _con cédula de identidad 108370200 Cen mi

condicién de autor del TEG titulado Evaluacioén in vitro del efecto de un extracto derivado de

mucilago de café, sobre microorganismos patégenos, de deterioro y asociados a la flora intestinal del ser humano

Autorizo a la Universidad de Costa Rica para digitalizar y hacer divulgacién publica de forma gratuita de dicho TFG
a través del Repositorio Institucional u otro medio electronico, para ser puesto a disposicion del publico segun lo que
establezca el Sistema de Estudios de Posgrado. Sl NO *I:I

*En caso de la negativa favor indicar el tiempo de restriccion: afio (s).

Este Trabajo Final de Graduacién sera publicado en formato PDF, o en el formato que en el momento se establezca,

de tal forma que el acceso al mismo sea libre, con el fin de permitir la consulta e impresién, pero no su modificacién.

Manifiesto que mi Trabajo Final de Graduacion fue debidamente subido al sistema digital Kerwa y su contenido
corresponde al documento original que sirvié para la obtencion de mi titulo, y que su informacion no infringe ni
violenta ningln derecho a terceros. EI TFG ademas cuenta con el visto bueno de mi Director (a) de Tesis o Tutor (a)

y cumplié con lo establecido en la revision del Formato por parte del Sistema de Estudios de Posgrado.

EVELYN Firmado digitalmente

CAROLINA por EVELYN CAROLINA
CHAVES ULATE (FIRMA)

CHAVES ULATE  Fecha: 2021.1007

(FIRMA) 12:00:49 -06'00"

FIRMA ESTUDIANTE

Nota: El presente documento constituye una declaracion jurada, cuyos alcances aseguran a la Universidad, que su contenido sea tomado como cierto. Su
importancia radica en que permite abreviar procedimientos administrativos, y al mismo tiempo genera una responsabilidad legal para que quien declare
contrario a la verdad de lo que manifiesta, puede como consecuencia, enfrentar un proceso penal por delito de perjurio, tipificado en el articulo 318 de nuestro
Cadigo Penal. Lo anterior implica que el estudiante se vea forzado a realizar su mayor esfuerzo para que no solo incluya informacién veraz en la Licencia de
Publicacion, sino que también realice diligentemente la gestion de subir el documento correcto en la plataforma digital Kerwa.



https://es.wikipedia.org/wiki/Responsabilidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Perjurio

Introduccion

El fruto del café se obtiene del cafeto. Este es un arbusto originario de Africa que pertenece
al género Coffea. Su fruto es fibroso y posee dos semillas en su interior. Externamente el
grano esta cubierto por una piel suave o pericarpio de color verde que al madurar se torna
rojo, amarillo o naranja (Alves, et al., 2017). Luego del pericarpio o cascara se encuentra
la pulpa o mesocarpio externo, de color amarillento, translicido y de sabor dulce.
Posteriormente se encuentra el mucilago que es una capa viscosa translucida, altamente
hidratada, a la que también se le llama capa de pectina. Luego se ubica un fibroso y fuerte
endocarpio amarillento que cubre ambas semillas y las separa una de otra, éste recibe el
nombre de pergamino, y finalmente esta la capa conocida como “silver skin” que recubre

toda la semilla (Figura 1) (Esquivel & Jiménez, 2012).

Grano
(endospermo)

Pergamino
(endocarpio)

Pulpa
(mesocarpio o mucilago}

Pelicula plateada

Capa de
(espermodermo) pel():tina
Cascara
(epicarpio)

Figura 1: Estructura del fruto de café. Tomado de Guardia, 2012



Del café se obtiene una de las bebidas mas populares en todo el mundo (Mendes dos
Santos et al., 2121). La proyeccion de produccion mundial para la cosecha 2019-2020 se
estimo en 167 179 millones de sacos de 60 kg, mientras que el consumo en 167.59
millones de sacos (Instituto del Café de Costa Rica, 2020). A nivel de los mercados
mundiales, es el segundo producto de importancia, luego del petréleo (Brigitta et al., 2016;
Esquivel y Jimenez, 2012; Naranjo et al., 2011), generando una ganancia cercana a los

diez billones de dodlares por afio (Butt y Sultan, 2011).

Las especies Coffea arabica (Arabica) y C. canephora (Robusta) son las més utilizadas
para para la obtencion de la bebida de café (Alves et al., 2017). La especie arabica posee
un aroma mas fino y menor cantidad de cafeina, por lo que se considera una taza de mejor
calidad (Ludwig et al., 2014; Herrera et al., 2011) y representa cerca del 70% del café
comercializado a nivel mundial. EI café robusta, por su parte, se utiliza méas para la
produccion de café instantaneo y expreso (Crozier et al., 2012). Independientemente de
la variedad usada, se sabe que la bebida de café es muy compleja y contienen mas de 1000
compuestos que en conjunto son responsables del aroma y sabor de la misma (Yeretzian
etal., 2010). La cafeinay los &cidos clorogénicos son algunos de los compuestos que mas
interés han generado en la comunidad cientifica, debido a sus efectos en la salud humana.
No obstante, la composicion quimica de esta bebida depende de muchos factores que van
desde la calidad del grano, el tratamiento post cosecha hasta el método de extraccion que
se utilice (Angeloni et al., 2019). Un estudio realizado por un grupo de investigadores de
la Universidad de Glasgow en el afio 2011 analizo, mediante HPLC, el contenido de
cafeina y acidos clorogenicos de 20 diferentes marcas comerciales de café expreso. Los

investigadores, encontraron que los niveles de &cidos clorogénicos tenian un rango muy



amplio que iba de 24 a 422 mg de &cido clorogenico por porcion, con una media de 145
mg de &cidos clorogénicos por porcion. Esto solo para el café tipo expreso (Crozier et al.,
2012). Angeloni et al. (2019), reportan concentraciones de 17 mg/ml para café expreso y
2.43 mg/ml para el café elaborado en prensa francesa. Ludwin et al. (2014) analizaron
104 diferentes café expreso (Italiano, Espafiol, Escocés), 20 diferentes cafés tipo
capuchino y 8 diferentes tipos de café instantaneo. Luego de los andlisis reportaron un
rango de &cidos clorogénicos de 6 a 188 mg por porcién. Este grupo explica que esa
variabilidad en el contenido de acidos clorogénicos se debe entre otras cosas al efecto del
tostado del grano, ya que determinaron que el grano de café sin tostar posee cerca de
41mg/g de acidos clorogénicos, este contenido disminuye a 19 mg/g con un tostado suave
(197°C), a 10 mg/g con un proceso de tostado medio (211°C) y a 5 mg/g en un tostado

oscuro (219°C).

Diversos investigadores han atribuido al consumo de la bebida derivada de este grano
efectos beneficiosos para el ser humano (Mithul Aravind et al., 2021; Gokcen & Sanlier,
2019; Hu et al.,, 2019; Martini et al., 2016; Butt y Sultan, 2011), que van desde
propiedades antioxidantes hasta actividad antimicrobiana (Khochapong et al., 2021;
Siqueira-Palmeri et al., 2018; Suarez-Quiroz et al., 2013b). Algunos trabajos describen la
capacidad inhibitoria del café, asi como de componentes o subproductos de la bebida de
café, sobre bacterias como Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas, Staphylococcus
aureus y S. epidermidis (Duangjai et al., 2016; Guil-Guerrero et al., 2016; Gyawali e
Ibrahim, 2012; Martinez-Tomé et al., 2011; Daglia et al., 2007; Almeida et al., 2006).
Con base en pruebas de difusion en agar, y determinando la concentracion minima

inhibitoria (CMI) de patrones de acidos clorogénicos, extractos de silverskin, pulpa de



café y café molido, algunas de estas investigaciones han sugerido que los polifenoles
presentes en el café y sus subproductos son los responsables de la actividad antibacteriana
observada (Duangjai et al., 2016; Guil-Guerrero et al., 2016; Lou et al., 2011). Existe
suficiente evidencia relacionada con la interaccion de compuestos fendlicos de diferentes
origenes y patdégenos como Salmonella, E. coli, S. aureus, Streptococcus mutans o L.
monocytogenes; no obstante, la descripcion de la actividad de polifenoles sobre bacterias

de deterioro asociadas a los alimentos es pobre.

El metabolismo microbiano es la principal causa de deterioro de los alimentos,
provocando que estos pierdan su calidad e inocuidad y generando pérdidas millonarias
alrededor del mundo (Zeb, 2020; Martinez-Tomé et al., 2011). Por esa razon, la
humanidad, desde el inicio de los tiempos, ha buscado maneras de preservar los alimentos,
las cuales van desde el rudimentario salado hasta el uso de sustancias antimicrobianas.
Estas estrategias, en ocasiones, han generado problemas ecoldgicos, como la resistencia
antimicrobiana, y problemas de salud, como desbalance hormonal, toxicidad o procesos
cancerigenos (Martinez-Tomé et al., 2011). En este contexto, el uso de sustancias
naturales para evitar el deterioro microbiano de los alimentos es entonces una opcion bien
valorada. Hay estudios que describen el efecto de especies y sus aceites esenciales en el
control de microorganismos de deterioro (Dutra da Silva et al., 2021); sin embargo, esto
es algo que poco se ha explorado con los compuestos fenodlicos presentes en los
subproductos del grano del café. El estudio de la utilidad de estas matrices como fuente
de compuestos fenolicos que puedan utilizarse para el control de microorganismos de
deterioro de alimentos permitiria revalorizar estos residuos y al mismo tiempo ayudaria a

disminuir la potencial contaminacion que pueden producir en el medio ambiente.



De igual manera, existen pocos antecedentes sobre el efecto selectivo de los acidos
clorogénicos, y otros compuestos fenolicos presentes en los subproductos generados a
partir del procesamiento del grano de café, sobre bacterias de la biota intestinal del ser
humano (Mithul Aravind et al., 2021; Gemechu, 2020; Chan, et al., 2018; McCarthy &
O’Gara, 2015; Nakayama & Oishi, 2013; Gyawali e Ibrahim, 2012). En los Gltimos afios
se ha sugerido que los compuestos fenolicos tienen potencial prebidtico (Mithul Aravind
et al., 2021; Tomas Barberan & Espin, 2019; Loo et al., 2020). Existen estudios que
valoran el efecto de la bebida de café en este contexto (Mithul Aravind et al., 2021; Loo
et al., 2020; Clifford et al., 2020); sin embargo, es hasta hace poco tiempo que se piensa
en los subproductos como fuente de polifenoles, como es el caso del silver skin o el
desecho de café molido que queda luego de hacer la bebida “spent coffe” (Muthy & Naidu

2012; Esquivel & Jiménez, 2012).

Por tanto, estudiar el potencial de los subproductos del café como fuente de compuestos
fendlicos permitiria obtener mayores beneficios de la fruta y darle aprovechamiento a
material que de otra manera seria subutilizado. Las posibilidades de aplicaciones
biotecnoldgicas de los polifenoles son muy variadas e incluyen opciones en la industria

cosmeética, farmacéutica y alimentaria (Mendes dos Santos et al., 2021).



Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro de un extracto derivado de mucilago de café sobre el crecimiento

de microorganismos de importancia en la industria alimentaria.

Objetivos especificos

1. Cuantificar los compuestos fendlicos presentes en el extracto proveniente de mucilago
para identificar sus posibles sustancias activas.

2. Evaluar el efecto in vitro de diferentes concentraciones de un extracto derivado de
mucilago de café, sobre el crecimiento de bacterias potencialmente patégenas y/o
asociadas con el deterioro de los alimentos y sobre bacterias de la microbiota intestinal

del ser humano.

Hipotesis
El mucilago producido durante el procesamiento del café contiene compuestos fendlicos

capaces de incidir en el crecimiento de bacterias de importancia en la industria alimentaria.



Marco tedrico

A lo largo de la historia, la comunidad cientifica se ha interesado por prospectar
compuestos naturales con capacidad antimicrobiana, esto debido, entre otras cosas, a que
el uso de antibioticos, desinfectantes y preservantes quimicos tradicionales ha hecho que
aumente no solo la resistencia de los patdgenos a los agentes antimicrobianos asociados a
los alimentos sino también que algunos microorganismos de deterioro hayan desarrollado
tolerancia a diferentes procesos que se utilizan para preservar los alimentos (Aydin &
Caniklioglu 2021; Gemechu, 2020, Lima et al., 2016; Barbieri et al., 2017). Aunado a
esto, los consumidores buscan cada vez mas alimentos que, ademas de nutrirlos, ofrezcan
beneficios a la salud (Fernandes de Araujo et al., 2021; Mendes dos Santos et al., 2021;

Olszewska et al., 2020).

Entre las alternativas de interés se encuentran los compuestos fenolicos presentes en frutas
y vegetales (Fernandes de Araujo et al., 2021; Rashmi & Negi, 2020; Kumar & Goel,
2019; Brigitta et al., 2016). El fruto del café, es una de estas opciones, ya que presenta
importantes cantidades de acidos clorogénicos (Angeloni et al., 2019; Clifford et al.,
2017) y otros compuestos fenolicos que en apariencia son capaces de inhibir el desarrollo
microbiano (Khochapong et al., 2021; Naveed et al., 2018; Suarez-Quiroz et al., 2013b).
No obstante, aunque es conocido el potencial del fruto del café, los subproductos que se
generan durante el procesamiento del grano han sido poco explorados en cuanto a su
potencial como fuente de compuestos bioactivos. En especial, hay un gran vacio con

respecto al subproducto conocido como mucilago.



El café, su procesamiento y la generacién de subproducto

Para obtener el café verde o café oro, que es el que se comercializa a nivel mundial
(Esquivel & Jiménez, 2012), el fruto del café debe pasar por una serie de procesos.
Existen, basicamente, dos metodologias de procesamiento: seca 0 hiumeda (Hejna, 2021).
Ambos procesos inician con la recoleccion del grano, posteriormente se extraen las
semillas (proceso seco 0 himedo) y se secan. El grano seco pasa por mas procesos, de
pelado, tostado y molido, para obtener el café con el que se elabora la bebida (Gemechu,

2020).

En Costa Rica, a gran escala se utiliza el método de procesamiento himedo (Adams, et
al., 2007), con el cual se procesan sélo los frutos maduros. Luego de recolectado el fruto,
se traslada al recibidor y de ahi al beneficio dentro de las siguientes 24 horas. Los granos
o0 cerezas de café, al llegar al beneficio, son pesados y colocados en sifones (tanques en
forma de piramide invertida) con agua. Ahi se da la primera clasificacion del proceso, ya
que los frutos menos densos, verdes o enfermos flotan, mientras que aquellos que se
depositan en el fondo son los que se procesaran como de mejor calidad. Luego de esto se
separan las particulas extrafias y se procede a pasar los granos de café al despulpador,
donde se separa la cascara y la pulpa, obteniéndose el café “‘en baba”. Posteriormente, una
maquina desmucilaginadora elimina el mucilago para obtener finalmente granos
recubiertos por el pergamino (Alves et al., 2017; Umafia, 2014). Luego, los granos se
clasifican mediante un tamiz de acuerdo con su tamafio y asi el café esta listo para ser
enviado al proceso de secado, el cual se puede llevar a cabo en horno o de manera natural,

extendiendo el café en capas de hasta 4 centimetros de alto y volteando tres veces al dia.



Al cabo de 4 6 5 dias los granos adquieren un color verde oliva y pueden ser empacados

en sacos para su comercializacion (Ghosh & Venkatachalapathy, 2014).

Como se observa, el proceso consta de multiples operaciones unitarias (Figura 2) y en
cada una de ellas se producen diferentes residuos que potencialmente pueden resultar de
interés para industrias farmacéuticas, cosméticas y alimentarias (Gemechu, 2020;

Olszewska et al., 2020; Dorsey & Jones, 2017).
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Figura 2: Esquema beneficiado de café. Proceso himedo (elaboracion propia, imagenes tomadas de Internet)

En este proceso himedo se generan residuos diferentes a los que resultan del proceso seco
(Echeverria & Nuti, 2017), en el cual el grano de café simplemente se seca, normalmente al
sol, y luego se descascara (Hejna, 2021; Magoni et al., 2018), produciendo solamente cascaras

secas “husk” como subproducto (Echeverria & Nuti, 2017; Murthy & Naidu, 2012).

Del proceso himedo del grano de café se obtienen, como subproductos, en la primera etapa

antes del secado: broza (cascaras y pulpa), mucilago y pergamino (Magoni et al., 2018;
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Esquivel & Jiménez, 2012). El grano de café ya seco se somete a otros procesos donde se

producen subproductos como la cascarilla plateada o “silverskin” (Murthy & Naidu, 2012).

En Costa Rica, el Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE) ha determinado que por cada
fanega (253 kg) de café cereza se producen 105.2 kg de pulpa o broza, 39.5 kg de mucilago,
57.9 kg de pergamino, 10.9 kg de cascarilla y finalmente s6lo 47,1 kg de café oro
(comunicacion personal con el Ing. Rolando Chacon Araya M.Sc., Jefe de la Unidad de
Industrializacion y seccion de Control de Calidad del ICAFE). Se observa como para obtener

47 kg de café oro se genera una cantidad importante de residuos.

Con los afios el proceso se ha ido mejorando y haciendo mas eficiente, tratando de obtener
mejores resultados y generando menos cantidad de subproductos. No obstante, si se
correlaciona la produccion de café a nivel nacional con la densidad aparente de los
subproductos generados, la cantidad producida es considerable. Ahora si esto se traslada a
nivel mundial, la generacion de estos residuos realmente es masiva, lo que genera un reto
relacionado con su manejo responsable y adecuado (Hoseini et al., 2021; Janissen & Huynh,

2018).

En los ultimos afios y con la idea de hacer que el procesamiento hiumedo del café sea sostenible
y amigable con el ambiente, subproductos como la broza y las cascaras de café han sido
utilizadas como fertilizante y como sustrato para lombricompost (Mussatto & Teixeira, 2013;
Murthy & Naidu, 2012). Mas recientemente, se ha descrito también, la utilidad de estos

subproductos como un eficiente sustrato Gtil en la produccion de ciertas enzimas de interés
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comercial, &cidos organicos, diferentes aromatizantes, saborizantes, bioetanol y en la
produccion de hongos comestibles (Gemechu, 2020; Janissen & Huynh, 2018; Dorsey &

Jones, 2017; Hikichi et al., 2017).

Ademés de las aplicaciones arriba mencionadas, es conocido que estos subproductos
contienen también gran cantidad de compuestos bioactivos (Esquivel et al., 2020; Iriondo-De-
Hond et al., 2019; Duangjai et al., 2016) que son de utilidad por sus diversas propiedades. A
nivel de la comunidad cientifica existe gran interés en impulsar la investigacion en esta linea,
con el fin de generar beneficios en la cadena productiva y contribuir a mejorar el manejo de
los desechos que genera esta actividad agricola de gran interés a nivel mundial (Gemechu,

2020).

Existe gran cantidad de publicaciones que informan acerca de caracterizacion de compuestos
bioactivos y posibles aplicaciones de los subproductos que generan los paises que
industrializan el “grano oro” o “café verde” (Hejna, 2021; Gemechu, 2020; Kamgang, et al.,
2020; McNutt & He, 2019; Janissen & Huynh, 2018; Jiménez-Zamora et al., 2015); sin
embargo, la investigacion sobre los mismos temas, pero referida a los subproductos del
proceso del fruto del cafeto, que se generan en los paises productores, especialmente la pulpa
y el mucilago, es relativamente escasa (Khochapong et al., 2021; Manasa et al., 2021;
Martinez-Aleman et al., 2019; Magoni et al., 2018; Duangjai et al., 2016). Con respecto a la
pulpa de café se menciona que éste es el subproducto mas abundante que se obtiene del
procesamiento del fruto (Duangjai et al., 2016). Nutricionalmente se informa que contiene
50% de carbohidratos, 20% de fibra, de un 7 a un 10% de proteinas, hasta un 2.5% de grasa y

de 0.68 a 1.3% de cafeina (Martinez-Aleman et al., 2019). Se indica que es un sustrato con



13

gran capacidad antioxidante y antimicrobiana con mucha potencialidad para el uso en la
industria alimentaria (Magoni et al., 2018). Las investigaciones sefialan que contiene
cantidades importantes de distintos compuestos polifendlicos en los que los é&cidos
clorogénicos y la cafeina resultan ser los més abundantes (Manasa et al., 2021; Duangjai et
al., 2016). Khochapong et al. (2021) recientemente reportan que procesos artificiales de
digestion de extractos de pulpa de café no comprometen su capacidad antimicrobiana y
antioxidante (Khochapong et al., 2021). Diferentes investigadores incentivan la
revalorizacion de este subproducto como fuente de pectinas, compuestos fenolicos y cafeina
para uso en diferentes industrias (Manasa et al., 2021), especialmente la alimentaria, ya que
se ha descrito que extractos de pulpa de café no muestran citotoxicidad y si poseen actividad

antiinflamatoria en lineas celulares de epitelio gastrico (Magoni et al., 2018).

Con respecto al mucilago, Gnicamente se reporta su caracterizacion quimica, la cual indica
que posee mayormente carbohidratos (81%), compuestos nitrogenados (8.7%) y cenizas
(4.04%). A pesar de haber hecho una exhaustiva revision bibliogréafica no se logr6 encontrar

reportes sobre polifenoles en este sustrato (Puerta & Rios 2011).

Compuestos fendlicos y subproductos del café

Bajo el termino compuestos fenolicos se agrupa un conjunto de sustancias muy heterogéneas
que en su estructura poseen funciones hidroxibenceno (fenol), unidas a compuestos
aromaticos o alifaticos. Existen muchos compuestos fenélicos muy variados, que se clasifican
de acuerdo con el numero de anillos fenélicos y los grupos funcionales ligados a estos (Figura
3). Se dividen en: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos (Loo et al., 2020). Los

primeros se clasifican en: antocianinas, flavonas, flavonoles, isoflavonas, 3-flavonoles y
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flavonones. Los acidos fendélicos se dividen en acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos,

donde se ubican los &cidos clorogénicos (Loo et al., 2020).
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Figura 3: Clasificacién de compuestos polifenolicos y ejemplos de sus estructuras (Modificado de Loo et

al,, 2020)

Los polifenoles estan presentes en gran cantidad de alimentos de origen vegetal, como frutas,
verduras, cereales, y en bebidas, como vino, té, cerveza y café (Mithul Aravind et al., 2021;
Fernandes de Araujo et al., 2021; Rashmi & Negi, 2020). Se consideran metabolitos
secundarios de las plantas que actian como fitoalexinas (defensa contra posibles ataques
bacterianos o fangicos en plantas con lesiones) y estan relacionados con los colores de frutos
y plantas (Rashmi & Negi, 2020; Kumar & Goel, 2019). Uno de los mas importantes grupos
de compuestos fendlicos son los conjugados de acido quinico, conocidos como &cidos

clorogénicos (CGA,), que principalmente son formados por la esterificacion de acido quinico
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con acido caféico, feralico o p-cumarico (Figura 4) (Kumar & Goel, 2019). Este tipo de
compuestos estan presentes en muchas frutas, plantas comestibles y bebidas como el mate y
el café (Clifford et al., 2020; Naveed et al., 2018). Doscientos mililitros de jugo de manzana
pueden contener 25 mg de acidos clorogénicos, 100 g de alcachofas 268 mg, 200 ml de mate
entre 94 y 111 mg, mientras que 52 ml de café expreso pueden contener hasta 422 mg de
acidos clorogénicos. Se considera, entonces, la bebida de café como una de las fuentes
dietarias de acidos clorogénicos mas importantes para el ser humano (Clifford et al., 2017).
En los granos de café verde se han identificado 72 diferentes &cidos clorogénicos, siendo el
principal de ellos el acido 5-cafeoilquinico (Figura 4) (Clifford et al., 2017). Esta diversidad
y disponibilidad de acidos clorogénicos aunado a la abundante produccidn cafetalera en Costa
Rica hacen que tanto el grano del café, como los subproductos generados en el procesamiento,
sean una materia prima de interés para la extraccion de estos compuestos, con miras a innovar
en sus aplicaciones biotecnoldgicas, maximizando el uso de los recursos de produccién

nacional.

COOH

HO
OH
OH OH
OH

Figura 4. Estructura del acido 5-O-cafeoil-acido quinico (acido clorogénico).
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Los acidos clorogénicos han sido objeto de maltiples investigaciones ya que al parecer son
potencialmente beneficiosos para el ser humano debido a su capacidad antioxidante,
hipoglicemiante, antiviral, hepatoprotectora y nutraceutica, entre otras cosas (Mithul Aravind
etal., 2021; Fernandes de Aradjo, et al., 2021; Gemechu, 2020; Basar & Sanlier 2019; Clifford
etal., 2020; Naveed et al., 2018). Sin embargo, los acidos clorogénicos no sélo estan presentes
en la bebida de café, en el café tostado o en el verde, sino que también los residuos producidos
durante el procesamiento del grano contienen diferentes cantidades de éstos y otros
compuestos fenolicos. De acuerdo con Ramirez y Martinez (1988), citados por Esquivel &
Jiménez (2012), la pulpa fresca de café contiene acido clorogénico, el cual alcanza el 42,2%
del total de compuestos fendlicos identificados en este sustrato. Andlisis mas recientes
confirman que los &cidos 5-0O, 4-O y 3-O- cafeoilquinico son componentes constantes de la

pulpay la cascara de los granos maduros de café (Esquivel et al., 2020).

Se conoce que la bebida de café es una de las fuentes dietarias mas importantes de acidos
clorogénicos (Clifford et a., 2017). No obstante, también es conocido que, durante el
procesamiento del grano de café, para obtener el café tostado y molido con el que se elabora
la bebida, este conjunto de sustancias quimicas sufre gran deterioro; se estima una pérdida de
hasta el 90% de su contenido (Clifford et al., 2017; Clifford, 2020). Sin embargo, se postula
que esta pérdida se da a expensas de transformaciones quimicas, por lo que es posible detectar
un aumento de hasta mas de 200 diferentes fragmentos de acidos clorogénicos cuando se
analizan los granos de café tostado mediante espectrometria de masas, mientras que en el
grano verde es posible identificar apenas cerca de 72 derivados del &cido quinico (Clifford et

al., 2017).
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A pesar de que la bebida de café sigue siendo la que aporta mayor cantidad de &cido
clorogénico a la dieta humana, también los residuos que se generan para obtenerla poseen
importantes cantidades de estos quimicos, por lo que estos subproductos han venido ganado

interés entre cientificos e industriales.

La pulpa (broza) de café constituye el subproducto mas abundante del procesamiento de la
fruta pues representa cerca del 40% del peso de la cereza. Sus principales componentes son
carbohidratos, celulosa y hemicelulosa. Posee también cantidades importantes de cafeina y
acidos clorogénicos (Hejna, 2021; Manasa et al., 2021; Mendes dos Santos et al., 2021,
Esquivel et al., 2020). En su composicion, es bastante similar a las cascaras (husk) generadas
en el procesamiento seco del café; sin embargo, el husk es preferido como sustrato para
extraccion de compuestos bioactivos ya que posee menor cantidad de humedad (Gemechu,
2020). Duangjai et al., (2016) analizaron diferentes extractos acuosos de pulpa de café y
concluyeron que los acidos clorogénicos y la cafeina son los compuestos activos mayoritarios.
Ambos poseen actividad antimicrobiana y especificamente los acidos clorogénicos tienen alta
capacidad antioxidante. Sefialan también estos investigadores que hay numerosos compuestos
mas en los extractos de pulpa de café que deben ser purificados y estudiados, ya que tienen
gran potencial para ser usados como ingrediente en la industria alimentaria (Duangjai et al.,

2016).

Recientemente Esquivel et al. (2020) analizaron pulpa y céscaras de café de diferente color
(rojo, amarillo, anaranjado). Utilizando cromatografia liquida de alta resoluciéon y

espectrometria de masas, determinaron que el &cido 5-O cafeoilquinico y una epicatequina
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putativa fueron los compuestos fendlicos predominantes. Detectaron también antocianinas en
las cascaras rojas, pero no en las amarillas; no obstante, en éstas encontraron betacaroteno y
luteina. Las diferencias encontradas y relacionadas con el color de la fruta reafirman el uso
potencial de subproductos del café como fuente de compuestos bioactivos (Esquivel et al.,

2020).

Otro de los subproductos obtenidos durante el procesamiento del café es el mucilago. Esta
matriz es considerada un hidrogel. Su composicion es similar a la de la pulpa (Hejna, 2021)
y representa cerca del 5% del peso seco del grano (Morales, 2021). Estd compuesto
basicamente por agua, azUcares (principalmente reductores), pectinas y &cidos organicos
(Lbpez, 2017; Puerta & Rios, 2011). Se conoce muy poco sobre su contenido de polifenoles

(Esquivel & Jiménez, 2012; Rathinnavelu & Graziosi, 2005).

El pergamino, otro de los residuos generados, es utilizado en los beneficios para alimentar los
hornos de secado, en la produccion de papel, diferentes polimeros y compostaje (Hejna, 2021;
Echeverria & Nuti, 2017). Estd compuesto por celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas
(Esquivel & Jiménez, 2012). Representa del 5.8 al 6.1% del peso seco del fruto del café
(Hejna, 2021). Contiene muy poca cantidad de &cidos clorogénicos pero alta cantidad de
cafeina (Iriondo et al., 2019). Por su alto contenido de fibra insoluble, se ha planteado su
incorporacion en alimentos como galletas, aumentando asi la cantidad de fibra y el poder
antioxidante del producto final (Hejna, 2021). Al igual que con el mucilago, hay pocos datos
acerca de compuestos bioactivos presentes en este subproducto (Gemechu, 2020; Esquivel &

Jiménez, 2012).
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Sobre el “silverskin”, al contrario de los dos ultimos subproductos citados, si hay buena
cantidad de informacion (Hejna, 2021; Castaldo et al., 2020; Gemechu, 2020; Iriondo et al.,
2019, Janissen & Huynh, 2018). Se calcula que esta matriz representa cerca del 4.2% del
grano de café, tiene baja humedad, es rica en fibra dietética y posee un contenido de proteina
mayor al de otros subproductos del café (Hejna, 2021). Nzekoue et al. (2020) cuantificaron
mediante HPLC-MS/MS 30 diferentes compuestos, resultando los &cidos clorogénicos (3-
CQA, 5CQA vy 3,5 diCQA) los polifenoles mas abundantes, con concentraciones que van
desde 3115.6 hasta 5444.0 ug/g, lo cual representa del 78.5 al 96.8% del total de polifenoles
detectados en el “silverskin”. Este subproducto, al ser generado en los paises que
industrializan el grano, ha recibido mucha atencion por parte de la comunidad cientifica, la

cual busca valorizarlo y evitar que contamine el ambiente.

Efecto antimicrobiano de los polifenoles

Varios autores han reportado que extractos de café verde poseen una importante actividad
antimicrobiana, principalmente contra bacterias Gram-positivas (Wang et al., 2017; Suarez-
Quirds et al., 2013a, Lou, et al., 2011; Martinez-Tomé et al., 2011) y se atribuye la misma a
los &cidos clorogénicos que se encuentran en gran cantidad en esta matriz (Budryn et al., 2014;
Suarez-Quiro6s et al., 2013a; Esquivel & Jiménez, 2012; Lou et al., 2011, Martinez-Tomé et
al., 2011). Suarez-Quir6s et al. (2013) investigaron la actividad antimicrobiana de diferentes
concentraciones de acido clorogénico y duodecil clorogenado, observando que estos
compuestos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias como E. coliy S. aureus;
sin embargo, no observaron inhibicion contra Salmonella enterica. A pesar de esto, ellos
mismos reportan que con concentraciones mayores de acido clorogenico otros investigadores

si lograron inhibir esta bacteria. Adicionalmente, en este mismo trabajo informan que no
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lograron observar actividad del &cido clorogénico contra esporas de Bacillus cereus ni de

Clostridium sporogenes.

Diferentes extractos de pulpa de café han demostrado inhibir el crecimiento de E. coli, S.
aureus, S. epidermidis y Pseudomonas aeruginosa (Khochapong et al., 2021; Duangjai et al.,
2016), siendo esa inhibicion relevante al compararse con la producida por antibidticos -
lactamicos (penicilina y ampicilina). Este hallazgo hace pensar que este subproducto tiene un

potencial uso en el campo industrial.

Extractos de “silverskin” también han sido evaluados en su actividad antimicrobiana y se ha
establecido que no tienen efecto sobre el crecimiento de C. albicans. No obstante, si logran
inhibir el crecimiento de S. aureus, S. epidermidis, E. coli y Klebsiella pneumoniae,

(Rodrigues et al., 2015).

Es importante destacar que, aunque desde hace alglin tiempo ya se tenia evidencia cientifica
acerca del efecto antibacteriano de los acidos clorogénicos, no fue hasta hace relativamente
poco que Lou y colaboradores (2011) lograron establecer que dicha actividad es el resultado
de cambios irreversibles en la permeabilidad de la membrana celular, que a su vez generan la
pérdida del potencial de la misma, causando la muerte celular (Suarez-Quirds et al., 2013a;

Lou, et al., 2011).

Interesantemente, a partir de extractos de café tostado, también se he reportado actividad
inhibitoria contra diversos microorganismos, a pesar de que los niveles de acidos clorogénicos

se ven disminuidos hasta en un 90% (Clifford et al., 2017) por la operacion de tueste (Esquivel
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& Jiménez, 2012). Aparentemente, la actividad antimicrobiana descrita para estos extractos
de café tostado es efectiva contra bacterias como S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, varias enterobacterias y Legionella pneumophila (Monente et
al., 2015; Runti et al., 2015; Almeida, et al., 2012; Antonio et al., 2011; Martinez-Tomeé, et
al., 2011; Almeida et al., 2006). Martinez-Tomé et al. (2011) realizaron un estudio con cepas
de S. aureus, E. fecalis, L. monocytogenes, P. aeruginosa, E. coli y S. choleraesius, las cuales
enfrentaron a diferentes cantidades (30, 60, 100, 150, 200 y 300 ul) de una solucién de 300
ng/ml de café tostado proveniente de Colombia y Africa. Utilizaron como referencia, para
evaluar la actividad inhibitoria de estos cafés, una solucion de 300 pg/ml de cloranfenicol.
Estos investigadores lograron encontrar que a mayor concentracion de café (1 pg/ml) mayor
inhibicidn bacteriana (halo de 32.33 mm) se podia obtener, siendo S. aureus la bacteria mas
sensible a los extractos de café utilizados en el estudio. Ellos teorizan que la inhibicion del
crecimiento que observaron no es debida a un Gnico mecanismo, sino, por el contrario, existen
complejas interacciones entre los compuestos del café que contribuyen a los resultados
obtenidos. Mencionan que el mecanismo toxico que exhiben los acidos fendlicos incluye la
inhibicidn por los compuestos oxidados, junto con la reaccion de los grupos sulfhidrilo o con

interacciones no especificas con las proteinas (Martinez-Tomé et al., 2011).

Actualmente, se conoce que el efecto antimicrobiano de los extractos de café tostado se debe
principalmente a la accién de las melanoidinas producto de las reacciones de Maillard y
caramelizacion que ocurren al tostar el café. Las melanoidinas son compuestos quimicos de
alto peso molecular (Figura 5) que se encuentran ampliamente distribuidos en los alimentos.
Se ha descrito que “in vitro” presentan capacidad antioxidante (Rufian-Henares & Pastoriza,

2015), antihipertensiva, antimicrobiana y prebidtica (Rufidn-Henares & Pastoriza, 2015;
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Esquivel & Jiménez, 2012). EI mecanismo por el cual ejecutan su actividad antimicrobiana
aun no se conoce claramente; sin embargo, existen hallazgos que indican que esta bioactividad
podria estar relacionada con su carga anidnica y su capacidad de quelar cationes metalicos,
como magnesio, hierro, zinc y cobre, que resultan esenciales para el crecimiento y
supervivencia de las bacterias, tanto patégenas como de deterioro (Ruffian-Henares & de la
Cueva, 2009). En este sentido, Ruffian-Henares & de la Cueva (2009) lograron purificar,
mediante técnicas de filtracion, melanoidinas a partir de café tostado 100% arabico. Diferentes
concentraciones de melanoidinas (0.1-8.0 mg/ml) fueron enfrentadas a varias cepas
bacterianas con el fin de evaluar su actividad antimicrobiana. Los investigadores determinaron
que las bacterias Gram-positivas fueron mas sensibles a la accion de las melanoidinas que las
Gram-negativas, lo cual relacionan con la ausencia de membrana externa en los Gram-
positivos. Adicionalmente, en este estudio los investigadores concluyen que existen al menos
tres diferentes mecanismos por los que las melanoidinas ejercen su efecto antimicrobiano. En
bajas concentraciones, estas sustancias resultan bacteriostéticas debido a que quelan el hierro
presente en el medio de cultivo, aunque no descartan que también otros iones sean quelados
por las melanoidinas. Para las bacterias capaces de sintetizar sideréforos, demostraron la
formacion de complejos sider6foro-melanoidina que harian disminuir la virulencia de esos
microrganismos. Y el tercer mecanismo se da a altas concentraciones de melanoidinas, debido
a que éstas logran quelar el magnesio de las membranas externas, desestabilizando asi su
estructura y provocando dafio celular con pérdida de componentes intracitoplasmaticos

(Ruffian-Henares & de la Cueva, 2009).
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R: H; gic: (gic),

Figura 5. Ejemplo de estructura basica de melanoidina. Tomado de Naik et al., 2008

Materiales y métodos

El proyecto se desarroll6 en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de
Microbiologia y en el Laboratorio de Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos de

la Universidad de Costa Rica.

1. Mucilago de café

Se trabajé con mucilago de tres diferentes beneficios de café (Cuadro 1). Durante el proceso
de beneficiado de la cosecha 2016 (diciembre 2015-marzo 2016) se colectdé mucilago y se
congeld a -80°C hasta el procesamiento de las muestras en un plazo no mayor a 1 afio. En
cada establecimiento se recolectd material de diferentes productores para homogenizar y

disminuir la posibilidad de observar efectos idiosincraticos.
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Cuadro 1: Altitud, coordenadas de ubicacion de los beneficios y caracteristicas sensoriales de
la taza de café en las regiones cafetaleras de Costa Rica

Ubicacion del | Identificacion | Altitud Coordenadas | Caracteristicas sensoriales
Beneficio m.s.n.m de la taza de café
Tres Rios B/BV 1407 9°54"27" N, Acidez: alta y muy fina
83°59'6" O Cuerpo: muy bueno
Aroma: muy bueno
San Marcos de CICF 1429 9°34'59.07"N, | Acidez: altay fina
Tarrazu 84°3'53.36" O | Cuerpo: bueno
Aroma: excelente
Moravia A/C 1396 10°046"N, Acidez: alta y muy fina
84°1'20" O Cuerpo: muy bueno

Aroma: muy bueno

De las 8 regiones cafetaleras existentes en territorio nacional (Vignola et al., 2018), los

beneficios de los que se obtuvo el mucilago representan 3 de ellas: Tres Rios, Tarraz( y Valle

Central

2. Microorganismos utilizados

Se utilizaron las siguientes bacterias asociadas a deterioro: Pseudomonas sp. ATCC 27853,

Alcaligenes sp. (UCR 277), Micrococcus luteus ATCC 4698, E. coli ATCC 35150; como

bacterias potencialmente patdgenas: S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC14579,

Salmonella sp. ATCC13311 y L. monocytogenes SLCC 4013. Adicionalmente, se utilizaron

bacterias probioticas y/o asociadas a la biota intestinal del ser humano: Lactobacillus
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acidophilus CRL730, Lactobacillus casei CRL431, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 y

Lactobacillus plantarum ATCC 14917.

3. Medios de Cultivo

El agar tripticasa de soya (ATS) se empled para evidenciar el crecimiento de la mayoria de
los microorganismos, a excepcion de las bacterias lacticas, las cuales fueron cultivadas en

agar MRS (Man Sharp Rogosa).

4. Pruebas preliminares

A partir de esta materia prima se realizaron pruebas preliminares para evaluar la utilidad de
diferentes solventes (metanol acidificado, metanol y etanol) en el proceso de extraccion de
polifenoles. Para ello se emplearon placas de 96 hoyos. En cada espacio de la placa se
colocaron 50 pl de una suspension bacteriana de turbiedad semejante al estandar de
McFarland 0.5 (108UFC/ml), asi como, la misma cantidad, de diluciones seriadas de esta
suspension para obtener aproximadamente 107, 10° y 10° UFC/ml de cada uno de los
microorganismos estudiados (Seccion 2). Se agregd a cada pocillo 100 ul de caldo
tripticasa de soya y 50 ul de extracto de broza o mucilago de café, para un volumen total

por pocillo de 200 pl.

Los extractos probados fueron obtenidos con los solventes metanol, metanol acidificado
o etanol. Se probaron concentraciones de extracto desde 0.5 hasta 325 mg/ml. Estas

placas se incubaron a 35°C por 24 horas con agitacion constante. Cada 30 minutos se realizo
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la lectura de absorbancia a 600 nm (Biotek Synergy HT). Se compararon las lecturas con las
obtenidas para las diferentes bacterias en ausencia del extracto de mucilago. Los resultados
indicaron que el crecimiento de las bacterias no permitia establecer un punto de corte para
definir su inhibicion. Esto se podia deber a que el extracto obtenido en todos los casos poseia
un color oscuro bastante fuerte que podia estar interfiriendo con las lecturas de absorbancia.

Se decidio entonces, utilizar el formato de macro dilucién en agar.

Adicionalmente, se realizd medicion de pH a cada uno de los extractos obtenidos con los
diferentes solventes. En el caso del metanol acidificado se obtuvieron valores de 0.45 y 0.67,
por lo que se descartd este solvente ya que el efecto inhibitorio al usarlo claramente seria por
el pH del mismo. Analizando los resultados se decidio utilizar etanol al 95% como solvente,
ya que el extracto producido con éste tenia valores de pH de 4 y 4.5, que al diluirse con agar
llegaba a 6. Esto permitiria descartar el efecto de acidez en la inhibicién observada sin

necesidad de alcalinizarlo con alguna sustancia como NaOH.

En la Figura 6 se describe de forma general las actividades que se desarrollaron para alcanzar

los objetivos propuestos.
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Figura 6. Esquema general del procedimiento a seguir para determinar el efecto in vitro sobre el crecimiento de
12 especies bacterianas de extractos de mucilago.

5. Obtencion de extracto a partir de mucilago

Se utilizo la metodologia descrita por Mingo et al. (2016) con algunas modificaciones como
se describe a continuacion: se liofilizo el mucilago utilizando un liofilizador Benchtop Pro 3L
ES 55Virtis Sp Scientific. La extraccion se realizo en una relacion 1:4 muestra deshidratada-
solvente (etanol 95%). Se homogenizd con un Ultraturrax (Tissue Tearor modelo 98537Q-
395) durante 5 minutos. Posteriormente se traspasé todo el homogenizado a tubos de
centrifuga y se centrifug6 por 10 minutos a 4000 rpm. Transcurrido el tiempo, se decanto el

sobrenadante y al solido se le repitid el proceso de extraccidn 3 veces mas.

Una vez concluido el proceso anterior, se juntaron todos los sobrenadantes y se filtraron a
través de papel Whatman N°1 aplicando vacio (Blchner). Posteriormente se eliminé el
disolvente llevando a sequedad por evaporacion en rotavapor (Buchi Rotavapor R-124) con

las siguientes condiciones: vacio 67 mbar y posteriormente 33 mbar, liquido de enfriamiento
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10°C, temperatura del bafio 50°C. Para finalizar el proceso, se reconstituyé el concentrado en
agua destilada estéril con el volumen suficiente para alcanzar una concentracion de polifenoles
de 0,7 g/ml (concentracion determinada en pruebas preliminares descritas). Las muestras asi
tratadas se congelaron a -80°C, hasta su utilizacion. Esto con el fin de evitar la degradacion

de los compuestos fendlicos presentes en el extracto.

6. Cuantificacion de compuestos fenolicos presentes en el extracto proveniente de mucilago

para identificar sus posibles sustancias activas.

6. 1. Disefio experimental

Se analizd la composicion quimica del extracto de mucilago para cada una de las tres
repeticiones (A, B, C) mediante HPLC/PDA, por duplicado. Se utilizd6 una columna
Phenomenex (Torrance, CA, USA) C18 Hydro-Synergi (150 x 3.0 mm i.d., 4 pm particle size)
con una precolumna C18 ODS (4.0 x 2.0 mm i.d.) operada a 25°C. Para el andlisis de acidos
fenolicos la fase mavil consistio en una mezcla de &cido acético al 2% (v/v) en agua (eluyente
A) y 0,5% de acido acético en agua y MeOH (10:90, v/v; eluyente B). El tiempo de elucion
fue de 60 min, con una velocidad de elucion de 0.4 ml/min. Se utiliz6 un volumen de

inyeccion de 10 pl. Los &cidos clorogénicos fueron detectados a 280 y 320 nm.

La identificacion de compuestos se realizo considerando el espectro de absorcion ultravioleta
de los mismos y sus tiempos de retencion. Ademas, se conto con el analisis de un extracto

mediante LC/MS (Cuadro 2) realizado en la Universidad de Hohenheim, Stuttgart, Alemania,
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como apoyo para la identificacion de dichos compuestos (Kammerer et al., 2004). Los
resultados obtenidos para acidos clorogénicos se compararon con la referencia de Clifford et
al. (2003) y los de cafeina con el respectivo estandar. La abundancia relativa de los
componentes de los extractos fue determinada a través del calculo del &rea porcentual de cada

componente con respecto al area total en el cromatograma.

Cuadro 2. Tiempos de retencion, espectros ultravioleta/visible y datos del espectro de masas
de un extracto de mucilago de café

Identidad Tiempo de Absorcion [M]+ Fragmentos Referencia
[M-H]-
del retencion maxima HPLC- MS/MS m/zb
m/z2
compuesto UV/Vis (nm)

Acido 3.1 264 173 155(100) Clifford et
clorogénico al. (2003)
(4-acyl CGA

dehidratada)
Cafeina 27.1 234, 270 195 161 (100) Estandar

2Modo de iones positivos: cafeina. ® Modo de iones negativos: acidos fendlicos.

6. 2. Andlisis estadistico
Se expreso el promedio y la desviacion estandar para cada pico, con el fin de hacer una

descripcion del perfil de compuestos fendlicos.
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7. Evaluacion del efecto in vitro de extractos de mucilago de café, sobre el crecimiento de

bacterias

Se empled la metodologia de macrodilucion en agar propuesta por Thomas et al. (2015), con
algunas modificaciones. Para ello se prepararon 6 erlenmeyer con 50 ml de agar tripticasa de
soya (ATS). Luego de autoclavar, al medio se le agregaron diferentes cantidades de extracto
de mucilago ajustados a una concentracion de 700 mg de extracto por mililitro, empezando
en 5 ml y terminando en 0,5 ml. Con esto se logré obtener platos de agar con diferentes

concentraciones del extracto de mucilago, como se describe en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Concentraciones finales de extracto de mucilago afiadidas a los platos Petri

Plato Cantidad de extracto afiadido | Concentracion  final del
(700 mg/ml) extracto en el agar

1 5mil 63,6 mg/ml

2 4 ml 51,9 mg/ml

3 3ml 39,6 mg/ ml

4 2mi 26,9 mg/ml

5 1ml 13,72 mg/ml

6 0,5ml 6,93 mg/ml

7 (Control) 0Oml 0 mg/ml
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Las cepas bacterianas utilizadas se diluyeron en agua peptonada estéril 0,1% (APE) hasta
alcanzar una densidad poblacional que generd una turbiedad comparable a la del estandar 0,5

de McFarland.

Los platos de ATS con las diferentes cantidades de extracto de mucilago fueron inoculados
con 10 pl de las suspensiones bacterianas previamente descritas. Las placas inoculadas fueron
incubadas por 24 horas a 35°C y transcurrido el tiempo se examinaron para determinar si hubo
crecimiento bacteriano (Figura 7). Se utilizaron placas sin inocular como control de esterilidad
y placas sin extracto como control de viabilidad de las bacterias en estudio. Para las bacterias
lacticas, se siguid el mismo procedimiento, pero empleando agar MRS en lugar del ATS e
incubando 48 horas a 35°C en jarra con candela. En todos los casos, el pH final de las placas
de ATS se mantuvo en un rango de entre 6 y 7. Las placas de MRS tuvieron un pH final de
entre 5y 6. En ambos casos esta caracteristica fue dependiente de la cantidad de extracto que

se agrego.
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Figura 7. Esquema de procedimiento a seguir para evaluar el efecto de los extractos fendlicos sobre diversas

bacterias.

7.1. Disefio experimental

El mucilago proveniente de los tres beneficios se considerd un lote Unico, con tres repeticiones
diferentes (beneficio A, B o C). Por tanto, se tiene un disefio en blogues con un arreglo de dos
factores. El factor uno es la concentracion del extracto con tres niveles a saber: concentracion
alta (50.4 mg/ml), concentracion media (26.2 mg/ml) y concentracion baja (6.7 mg/ml). El
factor dos es el tipo de bacteria, con Unicamente dos niveles: bacterias deterioro/patdgenas
(DP) y bacterias asociadas a la biota intestinal (ABI). La variable respuesta en todos los casos

es el crecimiento bacteriano visible a las 24 horas para las bacterias potencialmente patdgenas
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y de deterioro y a las 48 horas para las asociadas con la biota intestinal. La diferencia en los
tiempos de incubacion es debida al tiempo de generacién de las bacterias ABI. En el cuadro 4
se muestra el disefio experimental para evaluar el efecto del extracto de mucilago sobre los

microorganismos.
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Cuadro 4: Tratamientos a aplicar para evaluar el efecto del extracto de mucilago sobre el
crecimiento de microorganismos de deterioro, patégenos y asociados a la flora intestinal del
ser humano.

Bloque Factor Niveles*

Alta

Concentracidn del extracto Media

Beneficio A Baja

Tipo de bacteria DP

ABI

Concentracion del extracto Alta

Media

Beneficio B Baja

Tipo de bacteria DP

ABI

Concentracion del extracto Alta

Media

Beneficio C Baja

Tipo de bacteria DP

ABI

*DP: deterioro y/o Patdgena, ABI: asociadas a la biota intestinal.
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7. 2. Cuantificacion del efecto inhibitorio

Adicionalmente a los procedimientos descritos, y con el propdsito de establecer qué tan
efectiva es la inhibicion producida por el extracto de mucilago de café, se utilizd la
metodologia A.OA.C. 960.09 Accion desinfectante, germicida y detergente de desinfectantes
(Ifiiguez-Moreno et al., 2017), con algunas modificaciones. En esta metodologia, una cantidad
conocida de bacterias se enfrentan al extracto en diferentes tiempos de contacto. De esta
manera, terminado el tiempo de contacto se realiza un recuento bacteriano para asi consignar
cuéntos logaritmos de la poblacion inicial fue capaz de disminuir el extracto en estudio. Para
este caso en particular se utilizé solamente la cepa de B. cereus ATCC14579, que fue la que
mostré mayor susceptibilidad al extracto. Se siguid el siguiente procedimiento: a partir de una
suspension de B. cereus con una densidad dptica semejante al estandar 0.5 de McFarland se
realizaron diluciones decimales en tubos con 9 ml de agua peptonada buferizada con 2% de
peptona, hasta alcanzar la novena dilucion decimal. Cada una de estas diluciones fue plateada
en platos de agar Tripticasa de Soya, mediante la técnica de esparcido, utilizando un indculo
de 0.1 ml. Este procedimiento se realiz6 por duplicado. Estas placas asi tratadas se incubaron
a 35°C por 24 horas. Posterior a este tiempo, se realiz6 el conteo de las placas que presentaron

entre 25y 250 UFC. Este resultado se consigné como la cantidad de in6culo inicial.

De la suspension inicial (McFarland 0.5) se tomaron 5 ml y se mezclaron con una cantidad
igual del extracto de mucilago a una concentracion de 0.8 mg/ml. A esta mezcla se le
agregaron 2 ml de solucion estéril de bicarbonato al 2.5%. Esto se hizo con el fin de mantener
el pH en 6 y asi descartar la variable pH como causante de la inhibicion. Como control se
utilizé un tubo con 5 ml de agua peptonada buferizada con 2% de peptona, 5 ml del extracto

y 2 ml de solucion estéril de bicarbonato al 2.5%. Los dos tubos se incubaron a temperatura
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ambiente por 24 horas. De ambos tubos, a los 15 minutos 1 hora, 3 horas, 6 horas y 24 horas,
se extrajo 1 ml, el cual se depositd en un tubo con 9 ml de agua peptonada estéril. Se realizaron
diluciones trasvasando un 1 ml a tubos con 9 ml de agua peptonada estéril hasta alcanzar la
novena dilucién decimal. De cada tubo se tomd 0.1 ml y se distribuyd en placas de agar
Tripticasa de Soya. Este paso se realiz6 por duplicado. Las placas se incubaron a 35°C y
transcurridas 24 horas se contaron aquellas placas que tenia entre 25 y 250 UFC (Figura 8).
Se utilizaron dos controles adicionales, un tubo con 5 ml del extracto mas 5 ml de agua
peptonada buferizada con 2% de peptona y otro con 5 ml de agua peptonada buferizada con
2% de peptona mas 5 ml de la suspension de B. cereus. EI primer control se consideré como

de esterilidad y el segundo de viabilidad de la bacteria.

7. 3. Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se realiz6 un modelo de regresion logistica para predecir la
variable crecimiento (crece/no crece) en funcion de las variables independientes:
concentracion del extracto y tipo de bacteria. Esto se hizo utilizando el lenguaje de
programacion para estadistica R con las librerias GLM. Usando la funcién de verosimilitud
para una proporcion binomial, se realizo la evaluacion de la significancia estadistica al

95% de confianza usando la prueba de razon de verosimilitud (Likelihood Ratio Test,
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LRT) y la prueba chi-cuadrado.
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Figura 8. Procedimiento seguido para cuantificacion de la inhibicion
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Resultados

Los extractos obtenidos se analizaron, mediante HPLC/PDA, con el fin de determinar los
compuestos fenolicos presentes en ellos. En el cromatograma fue posible observar varios
picos; los dos de mayor abundancia, corresponden a cafeina y a una mezcla de acidos

clorogénicos (Figura 9).

1,800 =

1,600 4 Mezcla dcidos

clorogénicos
1,400 4
1,200 4
1,000 4

800 Cafeina

600

400

B I L s

200
00 20 ) 60 80 100 120 140 160 180 200 2.

Figura 9. Cromatograma obtenido por HPLC/PDA de extracto de mucilago de café.

Con la determinacion de las areas bajo la curva del cromatograma y los tiempos de retencion
fue posible estimar la cantidad de la mezcla de acidos clorogénicos y de cafeina presente en

cada uno de los extractos obtenidos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Identificacion y cuantificacion de acidos clorogénicos y cafeina presentes en el
extracto de mucilago de café. *= medicion Unica

Extracto Acidos clorogénicos Cafeina
de
mucilago
Promedio | Area | % Area | Concentr | Promedio | Area | % Area | Concentr
tiempo de relativa acion tiempo de relativa acion
retencion promedio | retencion promedio
mg/mi mg/ml
A 195+ | 193.86 | 17.48 476 + 9.23+ |456.23 | 41.14 6.48 +
0.00 0.47 0.00 0.77
B 1.94 + 99.76 20.64 2.67 % 928+ |12843| 26.0 175+
0.03 1.0 0.00 0.42
Cc* 1.89 162.26 | 33.28 4.06 9.29 85.53 | 17.54 1.24

Una vez determinada la existencia de &cidos clorogénicos en los extractos, se evaluo su
incidencia sobre el crecimiento de las bacterias escogidas y clasificadas en dos grupos:
deterioro y/o patogenas (DP) y asociadas a biota intestinal (ABI). Para E. coli ATCC 35150,
Salmonella sp. ATCC 13311, Alcaligenes UCR 277 y Pseudomonas ATCC 27853 no se
observo ningun efecto cuando se enfrentaron al extracto. Por el contrario, para los
microorganismos B. cereus ATCC 14579, L. monocytogenes SLCC 4013, S. aureus ATCC
25923 y M. luteus ATCC 4698, todos Gram-positivos, si fue posible percibir inhibicién de su

crecimiento (Cuadro 6).

El més susceptible de este grupo bacteriano result6 ser B. cereus, seguido por M. luteus, L.
monocytogenes y S. aureus (figura 10). Se determind que a concentraciones de 50 mg/ml de

extracto (concentracion alta, nivel 3 en cuadro 5) B. cereus fue inhibido en todos los casos (A,
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B y C). Conforme disminuye la concentracion del extracto (niveles 2 y 1 en Cuadro 5), el
efecto inhibitorio es menos constante. También es posible observar que al disminuir la
concentracion de bacterias el fendmeno inhibitorio es més regular. Es decir, parece haber una
relacion inversa entre concentracion de bacterias y efecto inhibitorio, en donde a menor
concentracion bacteriana mayor inhibicion ocurre por parte del extracto. En el caso de S.
aureus, el microorganismo menos sensible de este grupo se puede observar cdmo ningln
extracto en concentraciones media o0 bajo tuvo efecto inhibitorio. El extracto C en todas las
concentraciones no logra inhibir el crecimiento de M. luteus cuando este esta presente en
cantidades de 108 UFC/mI. No obstante, a menores cantidades de bacteria (107 — 10° UFC/ml)
el extracto C si resulta inhibitorio. En el caso de L. monocytogenes, el extracto C sélo logra

inhibirla cuando la cantidad de bacterias es de 108 UFC/ml o menos (Cuadro 6).

Figura 10: Inhibicién de crecimiento B. cereus en presencia de extracto de mucilago. A: control de
crecimiento placa sin extracto de mucilago. B: Inhibicion de crecimiento B. cereus placa con extracto
de mucilago
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Cuadro 6. Comparacion del efecto de diferentes concentraciones de extracto de mucilago de
café sobre diferentes concentraciones de bacterias PD

B. cereus ATCC 14579
Concentracidn
d& eNIracTS
Repeticiones
benuficic
Densidad 10% UFC/g 107 UFC/g 10 % UFC/g 10 ¥ UFC/g
poblacional
L monecytogenes SLOC 4013

Concentracién | 0 | [
de exNtracto 1

2

3
Repeticiones Al |ar |Bifez|ci|czfAar [az [Biez|ca|c2|AL Jaz [Bi|B2|ci|cz|al (a2 [BiB2|ci]c2
beneficio
Densidad 10% UFC/g 107 UFC/g 10 ¢ UFC/g 10 # UFC/g
poblacional

5. aureus ATCC 25923

Concentracién | 0
de extracto 1

2

. - I - |
Repeticiones Al (a2 [eifez|cicafar [az [eiez|ca|c2z|aL Jaz [e1|e2|ca[cz]ar Jaz [ei|e2|ca]c2
beneficss
Densidad 10°% UFc/g 107 UFC/g 10° UFC/g 10 ° UFC/g
poblacional

M.__luteus ATCC 2698

Concentracidn | 0 ] | | |
de extracio 1

2

3
Repeticiones a1 |az |g1|e2|a|c|a
beneficss
Densicad 10°% UFC/g 107 UFC/g 10° UFC/g 10 ° UFC/g
pobiational

3=concentracion alta (50.4 mg/ml), 2= concentracidon media (26.2 mg/ml), 1= concentracion baja (6,7 mg/ml),
0= sin extracto. Las celdas rellenas indican inhibicidn de crecimiento

El crecimiento de las bacterias ABI (L. casei, CRL431 L. acidophillus CRL730 L. plantarum
ATCC 14917 y L. rhamnosus ATCC 7469) se vio poco afectado por el extracto de mucilago.
L. casei fue el mas sensible de estos microrganismos; no obstante, el nivel de inhibicion
obtenido para esta bacteria no es comparable al observado para B. cereus (Cuadro 6). Para los
otros 3 microorganismos se observé que el extracto A no logrd inhibir su crecimiento en
ninguna concentracion, mientras que el extracto B en sus concentraciones alta y media si lo

logré (Cuadro 7).
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Cuadro 7: Comparacion del efecto de diferentes concentraciones de extracto de mucilago de
café sobre diferentes concentraciones de bacterias ABI

L casei CLR 431
Concentracion a
de extracto 1
2
3
Repeticiones Al A2 Bl | B2 |C1 | CZ2|AL A2 Bl | B2 | Cl|C2|AL A2 Bl |BZ |C1 |C2 | Al A2 Bl |B2 |C1|C2
beneficio
Densidad 108 UFC/e 107 UFC/g 108 UFC/g 105 UFC/e
poblacional
L ocidophilus CLR730
Concentracion | 0 | [
de extracto 1
2
; o o
Repeticiones Al A2 Bl | B2 |C1|C2|AL A2 Bl (B2 | Cl |C2|AL A2 Bl (B2 | C1 [C2 | A1 A2 Bl | B2 |C1|C2
beneficio
Densidad 108 UFC/e 107 UFC/g 10 % UFC/e 105 UFC/E
poblacional
L plantarum ATCC 143917
Concentracién a | |
de extracto 1
2
a I I ]
Repeticiones Al AZ Bl | B2 |C1|CZ|AL A2 Bl (B2 | Cl |C2|AL A2 Bl (B2 | C1 |CZ2 | A1 A Bl | B2 |C1|C2
beneficio
Densidad 10°% UFC/s 10 7 UFC/g 10 ® UFC/g 10 % UFC/g
poblacional
L rhamnosus ATCC 7469
Cencentracicn [i] | | | | | | | | | |
de extracto 1
2
3
Repeticiones Al A Bl | B2 |C1|C2|AL A2 Bl (B2 | Cl |C2 |AL A2 Bl (B2 | C1 |C2| A1 A Bl | B2 |C1|C2
beneficio
Densidad 109 UFC/g 107 UFC/g 10 f UFC/g 10 % UFC/E
poblacional

3=concentracion alta (50.4 mg/ml), 2= concentracion media (26.2 mg/ml), 1= concentracion baja (6,7 mg/ml),
0= sin extracto. Las celdas rellenas indican inhibicidn de crecimiento

Para determinar si las diferencias encontradas en cuanto a la inhibicion del crecimiento en las
bacterias DP y las ABI son significativas, se utiliz6 un modelo regresion logistica. El analisis
realizado determind que las bacterias ABI se ven menos afectadas por el extracto (al menos

4.74 veces), que las bacterias DP (95% de confianza, usando LRT, ver Anexo 1).
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Se establecié que el efecto del extracto sobre el crecimiento de los microorganismos
analizados es proporcional a su concentracion. Asi, al usar el extracto en baja concentracion,
el crecimiento microbiano es 5.11 veces menos proclive que cuando se usa el extracto en alta
concentracion (Cuadros 3 y 5). Esto se vio para una alta densidad poblacional de bacterias

(108 UFC) y, conforme disminuye esta cifra, el efecto inhibitorio parece ser mas pronunciado.

Se determind de manera clara que el extracto de mucilago inhibe el crecimiento de algunas
bacterias, esto en concordancia tanto con la concentracion del mismo, como con la densidad
poblacional del microorganismo. No obstante, en este punto, no es claro si este efecto es
consecuencia de la presencia de &cidos clorogénicos o de cafeina, ya que estas resultaron ser
las sustancias méas abundantes en el extracto. Por tanto, se procedié a descartar que el efecto
del extracto sobre el crecimiento bacteriano se debiera a la presencia de cafeina. Para esto, se
prepararon placas de agar tripticasa de soya y MRS con una concentracion de cafeina de 7.02
mg/ml, ya que es la concentracion mas alta presente en los extractos analizados. Densidades
poblacionales de 108 hasta 10° UFC/mI de Salmonella, Pseudomonas y Alcaligenes fueron
capaces de crecer en presencia de 7.02 mg/ml de cafeina, por lo que se concluy6 que ni el
extracto de mucilago de café ni la cafeina inciden en su crecimiento. Sin embargo, tal y como
se muestra en la tabla 8, para B. cereus y L. monocytogenes el extracto resultd inhibitorio,
mientras que la cafeina en la concentracion usada no. Caso contrario ocurri6 con E. coli, que
logrd crecer en presencia del extracto, pero no de cafeina. Bacterias como S. aureus, M luteus

y L. casei se vieron afectadas tanto por el extracto como por la cafeina.
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Cuadro 8. Comparacion del efecto del extracto de mucilago (61.8 mg/ml) y de cafeina (7.02 mg/ml) sobre el
crecimiento de diversas bacterias

Extracto Cafeina
Densidad poblacional 107 107 | 106
UFC/ml
B. cereus ATCC 14579

L. monocytogenes SLCC
4013

S. aureus ATCC 25923

M. luteus ATCC4698

E. coli ATCC 35150

L. casei CLR 431

L. acidophilus CLR 730

L. plantarum ATCC 14917

L. rhamnosus ATCC 7469

Extracto=C1 y C2. Cafeina=7.02 mg/ml, control=medio de cultivo sin extracto y sin cafeina. Las celdas rellenas
indican inhibicién del crecimiento

Una vez establecido que, la inhibicién del crecimiento de B. cereus por parte del extracto de
mucilago no es debida a la presencia de cafeina, se realizdé una prueba con el propdsito de
establecer de manera cuantitativa qué tanto el extracto, en su mayor concentracién, inhibe el
crecimiento de B. cereus, que fue el microorganismo que mostré mayor susceptibilidad. A las
6 horas de contacto del extracto con una suspension de B. cereus ajustada a 3.0 x 108 UFC/mll,
la disminucion de la poblacién fue de 3 logaritmos (Figura 10). Lo cual es aceptable en la

evaluacion de eficacia de jabones y desinfectantes.
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Figura 11. Disminucion de una poblacién de B. cereus en presencia de un extracto de mucilago de café que
contiene 0.8 g/ml).

Discusion

Al inicio de esta investigacion se planteé como hipétesis que el mucilago de café contiene
compuestos fendlicos con capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Mediante el analisis
de HPLC fue posible determinar que realmente el extracto obtenido tiene importantes
cantidades de cafeina, en promedio 3.16 mg/ml, y una mezcla de polifenoles donde los &cidos
clorogénicos son abundantes (3.83 mg/ml) (Tabla 5).

Este extracto mostrd efecto antibacteriano logrando inhibir “in vitro” el crecimiento de B.
cereus, y en menor medida el crecimiento de M. luteus, L. monocytogenes y S. aureus (Tabla
6). El analisis estadistico de los datos mostr6 que este efecto es dosis dependiente, es decir, a
mayor concentracion del extracto mayor inhibicién del microorganismo. Las bacterias AFI no
mostraron mayor afectacion en presencia del extracto, tal y como lo reportan también

Pacheco-Ordaz et al. (2017) utilizando compuestos fendlicos presentes en la fruta de mango.
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El extracto de mucilago no tuvo actividad alguna contra bacterias Gram-negativas, como E.
coli, Salmonella o Pseudomonas. Varios son los reportes asociados a diferentes matrices de
café (productos derivados del procesamiento del fruto, bebida o derivados de esta) que indican
que extractos de ellas poseen actividad contra microorganismos potencialmente patégenos
(Khochapong et al., 2121, Duangjai et al., 2016, Monente et al., 2015; Suarez-Quiros et al.,
2013a; Suarez-Quirds, et al., 2013b; Martinez-Tomé et al., 2011). En todos estos reportes,
las bacterias Gram-negativas son menos afectadas que las Gram-positivas (Chan et al., 2018;
Monente et al., 2015). Al parecer, esa observacion estd estrechamente relacionada con la
presencia 0 no de membrana externa en las bacterias (Chan et al., 2018; Runti et al., 2015;
Cueva et al., 2010). La conformacion de la pared de los microrganismos Gram-negativos
comprende la presencia de una membrana externa hidrofilica, que en apariencia actia como
una barrera que imposibilita la accion de los componentes activos (diversos compuestos
fendlicos) (Chan et al., 2018) presentes en las diferentes matrices de café. Por su parte, las
bacterias Gram-positivas carecen de dicha barrera (figura 12) y se teoriza, entonces, que los
acidos fendlicos de la bebida de café, granos o subproductos del procesado del fruto, al ser de
bajo peso molecular y tener formas disociadas, pueden difundir a través de la membrana
citoplasmética al citoplasma bacteriano acidificandolo y, en algunas ocasiones, causando la
muerte de la célula bacteriana (Kumar et al., 2019; Guil-Guerrero et al., 2016; Cueva et al.,
2010). Se sabe que tanto el valor de la pKa de los &cidos clorogénicos, asi como su
lipofilicidad, son factores clave que van a determinar su solubilidad en la membrana
citoplasmatica y su paso a través de ella para ejercer su capacidad antimicrobiana. Se ha
observado también que una disminucién en los dobles enlaces de los acidos hidroxicindmicos
genera a su vez una disminucidn en su actividad antimicrobiana (Kumar et al., 2019; Sanchez-

Maldonado et al., 2011). Los compuestos fenolicos, independientemente de su origen, tienen
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la capacidad de modificar la permeabilidad de la membrana celular y la rigidez de la pared
celular. Estos cambios conllevan a variaciones en la interaccion de ambas y a la pérdida de su
integridad, lo cual genera dafios irreversibles en la membrana citoplasmética e incluso
coagulacion de contenido celular, provocando la muerte del microorganismo (Khochapong et
al., 2021). En general, los compuestos fenolicos presentan en su estructura quimica grupos
hidroxilo (OH) que tienen la capacidad de deslocalizar electrones, los cuales pueden actuar
intercambiando protones. Esto reduce el gradiente de la membrana citoplasmatica de la célula
procariota, causando el colapso de la fuerza protdn-motriz y el agotamiento de la reserva de

ATP; ambos fendmenos contribuyen a la muerte celular (Gyawali & Ibrahim, 2014).
Gram negativas Gram positivas
Membrana
externa
Lipoproteinas
Peptidoglicano
— Espacio ——
periplasmico
citoplasmatica
‘ Lipopolisacaridos NPorina ’Protel‘na

Figura 12. Estructura pared bacteriana. Tomado de https://www.lifeder.com/pared-celular/

Diferentes reportes informan que extractos de la bebida de café (Martinez-Tomé et al., 2011)
del “spent coffee” (desecho que queda luego de hacer la bebida de café) (Monente et al., 2015)
y de la pulpa de café (Khochapong et al., 2021, Duangjai et al., 2016), son capaces de incidir
en el crecimiento de diversas bacterias. La mayoria de ellos, para evidenciar esta capacidad

antimicrobiana, utilizan la técnica de difusion en agar. Por ejemplo, Duangjai et al. (2016), a
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partir de extractos de pulpa de café, describen halos de inhibicion de 12 y 16 mm para S.
aureus y S. epidermidis, respectivamente. A partir de extractos de la bebida de café y de “spent
coffee”, Monente et al. (2015) reportan halos de 17 y 15 mm de inhibicion de crecimiento de
S. aureus y 20 y 19 mm para L. monocytogenes. No obstante, al no existir un halo de corte o
referencia para comparar estos compuestos en particular, los resultados de estos autores no
son concluyentes. Por esta razon, durante la investigacion se prefirio utilizar la metodologia
de macrodilucion en agar para, de esta manera, obtener un dato binario de crecimiento o no
crecimiento en presencia de diferentes concentraciones del extracto. Esta puede ser la razén
por la cual algunos investigadores (Martinez-Tomé et al., 2011) reportan halos de inhibicion
para bacterias Gram-negativas, mientras que el extracto obtenido a partir de mucilago no logré
inhibir, en ningun caso, su crecimiento. Adicional a esto, hay que tener en cuenta que el café
tostado, utilizado para obtener los extractos de la bebida y del “spent coffee”, posee, ademas
de una mezcla compleja de acidos clorogénicos, trigonellina y cafeina, compuestos de la
reaccion de Maillard, como las melanoidinas, con reconocida capacidad antimicrobiana
debida principalmente a mecanismos de quelacién de iones, mayoritariamente hierro y
magnesio (Hu et al., 2019; Ruffian-Henares et al., 2009). En el mucilago de café y la pulpa,
las melanoidinas no estan presentes. Otra razon de la no concordancia de datos observada,
ademas de la ya mencionada diferencia en la pared bacteriana, podria ser la concentracion del
extracto utilizado (50 mg/ml). Por ejemplo, para la inhibicion de Pseudomonas se requiere
una concentracién de 75 mg/ml de un extracto de pulpa de café (Duangjai, et al., 2016) u 80

mg/ml de un extracto de “spent coffee” (Monente et al., 2015).

De los organismos Gram-positivos estudiados, B. cereus resulto ser el mas sensible al extracto.

Fei et al. (2018) reportaron haber inhibido el crecimiento de este microorganismo, tanto en
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solucidn salina como en leche pasteurizada, cuando le adicionaron un extracto polifendlico de
aceite de oliva. Los autores reportaron una concentracion minima inhibitoria del extracto
polifendlico de aceite de oliva para B. cereus de 0.6 mg/ml, ligeramente mayor al obtenido en
este estudio (0.5 mg/ml). Este grupo también reporté haber obtenido disminuciones de
crecimiento de 8 logaritmos luego de 5 horas de incubacion en solucion salina y luego de 10
horas en leche pasteurizada al usar concentraciones de 0.6 mg/ml. Esto es mas efectivo que
los tres logaritmos de disminucion observados en este estudio, a pesar de usar concentraciones
de extracto muy similares. Esta diferencia podria deberse al efecto del pH de los extractos
utilizados. Asi, mientras el estudio de Fei et al., (2018) no indica el valor final de pH de su
extracto, el presente fue de 6 y B. cereus crece en un rango de pH entre 4,9 y 9,3 (Forsythe
2010). De hecho, se observa diferencia (Fei et al., 2018) en el tiempo para lograr una
disminucion de 8 log, 5 h en solucion salina 'y 8 h en leche pasteurizada para obtener una
disminucion de la misma magnitud. El sistema buffer de la leche, entre otras cosas, hace que
el efecto de inhibicion debida a pH se vea demorado. Al usar un pH final de 6 es posible que
el efecto inhibitorio se vea disminuido, es decir la disminucién de crecimiento de B. cereus
sera mayor a pH bajos y no se obtendré crecimiento por debajo de un pH de 4.5. De hecho, al
utilizar el extracto rico en polifenoles proveniente del mucilago de café sin ajustar el pH (pH
cercano a 4), con una incubacion de 15 minutos se obtuvo una disminucién de 6 log (datos no
mostrados). No obstante, al neutralizar el pH del extracto hasta un valor de 6 se logré una
disminucion de tres logaritmos, lo cual es aceptable en la evaluacion de eficacia de jabones y
desinfectantes (Gonzalez, 2016). El inconveniente en este caso es el prolongado tiempo de
contacto (minimo 6 h) para alcanzar una reduccidén logaritmica considerada como
satisfactoria. Por tanto, no se recomendaria incorporar el extracto en desinfectantes o jabones,

que idealmente deben tener tiempos de contacto cortos con el usuario (10-15 min). Sin
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embargo, seria interesante hacer pruebas de toxicidad que permitan considerar la posibilidad
de incorporar este extracto en sistemas alimentarios, empaques inteligentes o en productos
cosmeticos, como se plantea, también, en investigaciones publicadas recientemente
(Khochapong et al., 2021; Fernandes et al., 2021; Olszewska et al., 2020; Rashmi & Negi

2020).

De acuerdo con el anélisis estadistico realizado, el extracto probado inhibi6 el crecimiento en
mayor o menor medida de B. cereus, M. luteus, L. monocytogenes, S. aureus -todos
microorganismos Gram-positivos-. No obstante, L. casei, L. paracasei, L. plantarum y L.
rhamnosus, también bacterias Gram-positivas, no tuvieron la misma afectacion. De hecho, se
determind con un 95% de confianza, que las bacterias ABI se ven menos afectadas (al menos
4.74 veces), en presencia de extracto que las bacterias PD. La menor sensibilidad al extracto
mostrada por las bacterias ABI podria deberse a que estas, durante su metabolismo
fermentativo, producen diversos acidos organicos, despendiendo de si son homo o hetero
fermentadoras (Endo & Dicks, 2014). Independientemente de la via metabdlica que
desarrollen, la produccion de estos acidos las ha adaptado a ambientes de bajo pH, creciendo
en rangos que van desde 4.8 a 9.6, con un Optimo cercano a 4 (Jay, 2000). El extracto
proveniente del mucilago tiene un pH de 4.3-4.4 lo cual es cercano al pH 6ptimo de
crecimiento de las bacterias ABI; sin embargo, las placas utilizadas en el experimento siempre
tuvieron un pH final entre 5y 6 dependiendo de la cantidad de extracto agregada. Es decir,
las ABI siempre estuvieron en un rango de pH por encima de su 6ptimo (4) y, a pesar de ello,
su crecimiento se vio poco afectado, tanto por el pH como por la presencia del extracto de

mucilago.
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Las ABI poseen una pared bacteriana de conformacion Gram-positiva (sin membrana
externa), lo que seria indicativo de mayor sensibilidad a la accién de los polifenoles; no
obstante, expresan un mecanismo que les permite mantener un pH interno mayor al del medio
externo. Por ejemplo, L. casei es capaz de desarrollarse en ambientes de pH 3.8 manteniendo
un pH interno de entre 5.1y 6.4 (Nannen & Hutkins, 1991). Esto lo logra generando cambios
que permiten aumentar la fluidez de su membrana incrementando el contenido de &cidos
grasos insaturados en la doble capa lipidica (Campos et al., 2009). Adicionalmente, se sabe
que algunas ABI poseen enzimas especificas (B-glucoronidasas, B-galactosidasas y a-
rhamnosidasas) que les permiten metabolizar compuestos fenolicos utilizdndolos como fuente
de carbono. Algunos Lactobacillus, gracias a sus enzimas (galato descarboxilasa), son capaces
de degradar el &cido gélico a pirogalol. Este compuesto es degradado a cis-aconitato y asi
entra al ciclo de Krebs, permitiéndole a estos microrganismos seguir metabdlicamente activos
(Pacheco-Ordaz et al., 2017; Sanchez-Maldonado et al., 2011; Campos et al., 2009). Esta
capacidad de regular su pH interno de manera independiente al externo, aunado a la presencia
de enzimas capaces de metabolizar compuestos fenélicos, podrian permitir a las ABI mantener

su viabilidad en presencia del extracto de mucilago de café.

La selectividad mostrada por el extracto en cuanto a inhibicion de crecimiento de bacterias
Gram-positivas representa una gran ventaja. Eventualmente, se podria usar el extracto como
biopreservante en productos fermentados para aumentar la inocuidad del producto (inhibiendo

B. cereus) sin alterar su ecosistema fermentativo (Gemechu, 2020).

Es importante considerar que el extracto utilizado tiene una mezcla de compuestos (Figura 9),

con un predominio de cafeina y acidos clorogenicos. En primera instancia se postulo que la
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cafeina podria ser responsable del efecto inhibitorio observado; no obstante, los datos
obtenidos descartaron que este compuesto sea el responsable de la inhibicion de crecimiento
de B. cereus (Tabla 7). Otros investigadores (Runti et al., 2015) ya han reportado eficacias
similares para extractos de café regular y descafeinado para diversas bacterias, lo que
demuestra que el potencial antimicrobiano no reside en la cantidad de cafeina que pueda tener
un extracto. A pesar de esto, es bien sabido que la cafeina tiene capacidad de inhibir la sintesis
proteica en bacterias y que también genera dafio a nivel del ADN (lbrahim et al., 2006), Se
requieren concentraciones mayores a 200 mg/ml para inhibir bacterias como E. coli y S.
aureus (Kamgang et al., 2020), lo cual es bastante superior al contenido de cafeina encontrado

en el extracto de mucilago de café (6.48 mg/ml).

Si bien es cierto, se descartd el efecto de la cafeina sobre el crecimiento de las bacterias Gram-
positivas usadas, la inhibicién de crecimiento observada para B. cereus puede no ser debida
Unicamente a los &cidos clorogénicos presentes en el extracto. La metodologia de extraccion
utilizada podria permitir la presencia de otros compuestos fenélicos que estarian participando
en la inhibicion del crecimiento. Recientemente Esquivel et al. (2020) lograron identificar, en
pulpa y piel de frutos de café Arabica, 16 diferentes compuestos fenolicos. Muchos de ellos
probablemente se encuentren también en el extracto de mucilago. De esos 16 compuestos
reportados por Esquivel et al. (2020), nueve fueron identificados como acidos clorogénicos.
La técnica utilizada en la presente investigacion permitié determinar la presencia de estos
compuestos como grupo en el extracto analizado; sin embargo, la sensibilidad de la técnica y
la falta de patrones de los diferentes acidos clorogénicos no permiten la resolucion de ese pico

para identificar la naturaleza de sus subcomponentes.
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Esquivel et al. (2020) lograron determinar la presencia de mangiferina en pulpa y céscaras de
café de diferentes colores. Este compuesto ya habia sido reportado como presente en las hojas
de la planta de café (Septiana et al., 2020), pero no en el fruto. La mangiferina es un galotanino
hidrolizable presente en varias partes de la planta y el fruto del mango (Mangifera indica L).
Se ha descrito que tiene propiedades antivirales, anticancerigenas, inmunomoduladoras,
antidiabéticas, antioxidativas, analgésicas y hepatoprotectoras (Imran et al., 2017); su
actividad antimicrobiana es mayor sobre las bacterias Gram-positivas y parece relacionarse
con su funcién analoga a la de los sideréforos (Imran et al., 2017; Engels et al., 2011). En este
sentido, las bacterias ABI tendrian ventaja ante este compuesto y serian resistentes debido a
que su metabolismo puede llevarse a cabo en ausencia de iones hierro (Bruyneel et al., 1989),

otra razén que explicaria la sobrevivencia de las ABI al extracto de mucilago, no asi B. cereus.

Conclusiones y recomendaciones

El extracto rico en polifenoles obtenido a partir de mucilago de café tiene la capacidad de
incidir en el crecimiento bacteriano por un mecanismo dosis-dependiente. Este efecto es mas
evidente en las bacterias Gram-positivas; no obstante, es selectivo, ya que no todos los
microorganismos Gram-positivos usados en el estudio fueron afectados de igual forma. Del
grupo de bacterias DP, B. cereus resulto ser el més sensible, mientras que las ABI no tuvieron
mayor afectacion. Al mostrar un carécter selectivo de inhibicidn, este extracto podria ser de
utilidad en sistemas alimentarios, ya sea como biopreservante afiadido propiamente al
alimento o como conservante incorporandolo en diversos materiales utilizados para la

produccion de empaques inteligentes, claro esta que deben realizarse pruebas de toxicidad y
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sensoriales para determinar su utilidad. Algunas investigaciones han hecho avances en este
sentido (Iriondo et al., 2019; Rodrigues et al., 2015), e informan que extractos de “silver skin”
no muestran toxicidad para lineas celulares de fibroblastos siempre que las concentraciones
no sean superiores a los 1000 mg/ml (Rodrigues et al., 2015). También se reporta que, en ratas
hembra adultas, una dosis oral de 2000 mg/kg de peso corporal de extractos de pergamino,
cascaras de café y “silver skin” no generd signos visibles de toxicidad, comportamiento
anormal o mortalidad (Iriondo et al., 2019). Seria importante establecer el nivel de toxicidad
que puede mostrar el extracto de mucilago teniendo en cuenta que, al ser éste un subproducto
obtenido antes del proceso de tostado, la posibilidad de presencia de acrilamida, catalogada
como agente cancerigeno, es muy baja. Es importante también establecer si este extracto
puede contener cantidades importantes de micotoxinas. Todos estos aspectos deben ser

evaluados cuidadosamente para proyectar la utilizacion del mismo en sistemas alimentarios.

Otro aspecto importante por considerar es el eventual caracter prebidtico que pueda tener el
extracto de mucilago. En los ultimos afios se ha realizado investigacion considerable en el
tema de los alimentos funcionales y en esta linea de investigacion los compuestos con caracter
prebidtico han sido de interés. Aparentemente, la relacion biota intestinal-compuestos
fendlicos podria enmarcarse en este dmbito. Los compuestos fendlicos, como tal,
normalmente se encuentran glicosilados y son moléculas relativamente complejas, por lo que
no pueden ser absorbidos a nivel intestinal (Toméas-Barberan & Espin 2019; Pacheco-Ordaz
etal., 2017). Se ha reportado que algunas bacterias como E. coli, B. lactis y L. gasseri poseen
actividad esterasa acil-quinica Clifford et al., 2020) y otras bacterias asociadas a la biota
intestinal humana poseen diferentes enzimas capaces de catabolizar los compuestos fendlicos

(Pacheco-Ordaz et al., 2017). El efecto del metabolismo bacteriano sobre los compuestos
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fendlicos hace posible la transformacién de estos en compuestos que pueden ser absorbidos
en el intestino delgado, los cuales generan diversos beneficios al consumidor (Pacheco-Ordaz
et al., 2017). Por tanto, al existir compuestos fendlicos en el mucilago de café, y teniendo en
cuenta que estos compuestos no afectan bacterias relacionadas con la biota intestinal, seria
importante evaluar el potencial prebiotico de este subproducto del café, ya que no sélo podria
actuar como conservante, inhibiendo el crecimiento de ciertos microorganismos patégenos y
de deterioro, sino que también permitiria la coexistencia de microorganismos con potencial

probidtico en el sistema alimentario.

En un dmbito no directamente relacionado con los alimentos, el extracto de mucilago utilizado
en esta investigacion demostrd tener actividad inhibitoria contra B. cereus, logrando reducir
una poblacién de 10° UFC/mI a 10° UFC/ml en 6 horas. Esto cuando el pH del extracto fue
mantenido cercano a 6. No obstante, si se utiliza el pH original del extracto (4.4) se puede
lograr una reduccidn de 6 logaritmos en un tiempo de 15 minutos. Por tanto, si fuese posible
incorporar el extracto en soluciones desinfectantes con el pH original el efecto se potencia y

podria usarse en sistemas de desinfeccion que requieran cortos tiempos de contacto.

Para llegar a cualquier posible aplicacion biotecnoldgica del extracto de mucilago, se
recomienda optimizar el proceso de extraccion y profundizar en su caracterizacién. Es
importante definir a qué compuestos fendlicos se debe el efecto inhibitorio observado. De
igual forma, es necesario ahondar en el mecanismo por el cual se da la inhibicion reportada y

determinar el papel que pueda jugar sobre la esporulacion de B. cereus.
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El mucilago de café es un sustrato al que se le da poca utilidad; sin embargo, la descripcion
de &cidos clorogénicos, y probablemente algunos otros compuestos fendlicos presentes en él,

puede contribuir para que la industria explote todo el potencial de este subproducto.
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Anexo 1. Resultados estadisticos

dropl(mod.tratl, test="LRT")

## Single term deletions

H##

## Model:

## crecimiento ~ concent + Positivo + bloque
#it Df Deviance AIC LRT Pr(>Chi)
## <none> 105.63 119.63

## concent 3 164.45 172.45 58.823 1.049e-12 ***

## Positivo 1  130.61 142.61 24.980 5.794e-07 ***

## bloque 2 137.28 147.28 31.648 1.342e-07 ***

#H# ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1
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