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Evaluacion del efecto antimicrobiano de extractos de cascara de café (Coffea
arabica) en Escherichia coli P50, Trichoderma spp y Saccharomyces cerevisiae.

Evaluation of the antimicrobial effect of coffee husk (Coffea arabica) extracts on Escherichia coli P50,
Trichoderma spp and Saccharomycescerevisiae.

RESUMEN.

El café genera cantidadessignificativasde desechossegun el procesamiento. La cascara del grano de café
seco corresponde al 45% de su peso, con unpH de 3.775 y 6.86% de humedad, sucompleja de mezcla de
sustancias presentes, de forma natural (acido clorogénico) o del proceso de tostado (melanoidina), le
otorgan propiedades de inhibicion del crecimiento microbiano por sus compuestos polifenélicos presentes
y antioxidantes. Por este motivo, el presente trabajo de investigacion tiene como objeto evaluar el efecto
antimicrobiano del extracto acuoso de la cascara de caféarabigo (Coffea arabica)sobre Escherichia coli,
Trichoderma spp y Saccharomyces cerevisiae. Se realizaron cuatro (4) extractosal 10% de cascara de café
arabico, utilizando como solventes agua, cetona, hexano y etanol, se pretrataron en un bafio ultrasonico
durante una hora a 40 Herz de frecuencia, luego se elimind el solvente en un rotavaporal vacio hasta
eliminar por completo el solvente y se afiadio 40 mlde agua destilada. La siembra se rea liz6 en placas Petri
films 3M en las cuales se afiadié 1 ml de in6culos de los tres microorganismos estudiadosy 0.5 ml de los
diferentes extractos, se dejo incubara 37 °C por tres dias, luego se realizé el conteo de las UFC, la lectura
y finalmente para el analisis de datos se realizé un disefio bifactorial y ; asi, se demostrd el efecto
antimicrobiano al 100 % del extracto acuosoen Cetonasobre Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,
y en Hexano en Trichoderma spp.

Palabras claves: Céascarade café, inhibicion, solventes, microorganismos, antimicrobiano.
ABSTRACT

Coffee generates significant amounts of waste depending on the processing. The husk of the dried coffee
bean corresponds to 45% of its weight, with a pH of 3.77 and 6.86% moisture, its complex mixture of
substances present, naturally (chlorogenic acid) or from the roasting process (melanoidin), give it properties
of inhibition of microbial growth dueto its polyphenolic compoundsand antioxidants. For this reason, the
present research work aims to evaluate the antimicrobial effect of the aqueous extract of arabica coffee
husk (Coffea arabica) on Escherichia coli, Trichoderma spp and Saccharomyces cerevisiae. Four (4) 10%
extractsof arabica coffee husk were made, using water, ketone, hexane and ethanolassolvents, pretreated
in anultrasonic bath for one hour at40 Hz frequency, then the solvent was eliminated in a vacuum rotary
evaporatoruntilthe solvent was completely eliminated and 40 ml of distilled water wasadded. The sowing
was carried out in Petri plates 3M films in which 1 ml of inoculums of the three studied microorganisms
and0.5 ml of the different extractswere added, incubated at 37 °C for three days, then the CFU count and
reading were performed and finally, for data analysis, a bifactorialdesign was carried out; thus, the 100%
antimicrobial effect of the aqueous extract in ketone on Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae,
and in hexane on Trichoderma spp. was demonstrated.

Key words: Coffee husk, inhibition, solvents, microorganisms, antimicrobial.



INTRODUCCION.

El café, genera cantidades significativas
de desechos agricolas, que oscilan entre
el 30 % al 50 % del peso total (Jiménez
& Massa, 2015). Estos se obtienen
después del descascarillado de las
cerezas durante la molienda en seco o en
himedo, respectivamente (Oliveira &
Franca, 2015). Cabe mencionar que la
compleja mezcla de sustancias quimicas
presentes ya sea de forma natural (&cido
clorogénico) 0 producidas
principalmente a partir del proceso de
tostado (melanoidina) son polifenoles
que brindan beneficios para la salud, asi
como también, la inhibicion del
crecimiento microbiano (Mills et al.,
2013; Martinez et al., 2019).

Distintos autores han abordado el tema
sobre la caracterizacion y
aprovechamiento de estos residuos,
enfocados en el estudio de su pulpa y
sugiriendo diversas aplicaciones para la
misma, entre ellos: la produccion de
combustible, extraccion de ingredientes
activos, sustratos fermentables para uso
de cultivos procesos de compostaje
(Londofio et al., 2016), la extraccion de
minerales, aminoacidos, polifenoles y
cafeina (Torres et al., 2011). Ademas,
los extractos del café puedenaumentar la
vida util de plantas y alimentos
(Duangjai et al., 2016), poniendo en
evidencia que se puede utilizar el
extracto acuoso de la céscara de café
para controlar el crecimiento y desarrollo
de agentes microbianos en alimentos
(Martinez et al., 2019).

Respecto a esto, a Rodriguez (2018)
afirma que la contaminacion microbiana
es un grave problema para la industria
alimentaria por las grandes pérdidas
econdmicas que conlleva. Orbera (2004)
seflala  que la participacion  de
microorganismos ~ como  bacterias,
hongos y levaduras en la elaboracion de
alimentos, causan afectaciones en los

parametros organolépticos de buena
calidad en los productos frescos,
semielaborados y elaborados.
Microorganismos como E.  coli,
Trichoderma spp y S. cerevisiae,
también ofrecen un gran potencial para
la exploracién de moléculas y procesos
celulares dentro del campo
biotecnoldgico (Ostos et al. 2019).

En ese sentido, en el campo alimentario,
los microorganismos mencionados, se
pueden emplear como iniciadores en las
fermentaciones en los que no se utilizan
organismos genéticamente modificados
(OGM), y en la elaboracién de insumos
utilizando OGM que participan en
procesos de fermentacion mediante la
aplicacion de metabolitos o aditivos
(Vitorino & Bessa, 2017).

Por esta razon, la presente investigacion
tuvo como propdsito evaluar el efecto
antimicrobiano de extractos de cascara
de café (Coffea arabica) en Escherichia
coli P50, Trichoderma spp vy
Saccharomyces cerevisiae, usando agua,
etanol, cetona y hexano como solventes,
determinando el comportamiento de
crecimiento de UFC las propiedades
fisico-quimicas y antioxidante de la
cascara.



MATERIALES Y METODOS.

Material

El grano de café arabigo seco se obtuvo
en el cantén Quinsaloma, de la provincia
de Los Rios. EI proceso de
descascarillado se realiz6 manualmente
para sus respectivos analisis.

Obtencion del extracto acuoso

Se pulverizd la cascara de café utilizando
un procesador de alimentos, el cual se
pasé por un Tamiz 8" x 2" Malla N°120
(125 micras), se prepar6 cuatro (4)
extractos al 10% (m/v) pesando 10 g de
muestra pulverizada y adicionando los
solventes (agua, etanol, cetona vy
hexano).

Se pretrataron en un bafio ultrasénico
durante una hora a 40 Herz de frecuencia
mediante la Fisher Scientific Ultrasonic
Batch, finalmente se emple6 el
RotaVapor al vacio RIl Buchi hasta
eliminar por completo el solvente y se
afiadié 40 ml de agua destilada.

Preparacion del inoculo

Se prepard6 una disoluciéon al
0.1%: Trichoderma spp,
Saccharomyces  cerevisiae Yy
Escherichia coli P50, para la
obtencion.

Estudio estadistico de la investigacion
Para evaluar el efecto antimicrobiano de
la cascara de café se utilizd el andlisis
estadistico ANOVA conarreglo factorial
A*B, donde Factor A= Tipo de
microorganismo y Factor B= Tipo de
solvente con 3 repeticiones con un total
de 36 unidades experimentales, tal como
se muestra en la tabla 1. Para determinar
diferencias significativas se aplicoO una
prueba de Tukey (P < 0.05) mediante el
softward estadistico InfoStat.

Tabla 1. Disefio experimental

Factores

Niveles

Factor A: Tipo de
microorganismo

Escherichia coli

Trichoderma spp

Saccharomyces
cerevisiae

FactorB: Tipo de
solvente

Agua

Etanol

Cetona

Hexano

Tabla 2. Interaccion de los factores

Tratamientos

Interaccion

T1 Escherichia coli + Agua
Escherichiacoli +
T2
Etanol
T, Escherichiacoli +
Cetona
T, Escherichiacoli +
Hexano
T Trichoderma spp +
Agua
To Trichoderma spp +
Etanol
T Trichoderma spp +
Cetona
Trichoderma spp +
Ts
Hexano
Saccharomyces
To ..
cerevisiae + Agua
T1o Saccharomyces
cerevisiae + Etanol
Ti Sagc_haro myces
cerevisiae + Cetona
T Saccharomyces

cerevisiae + Hexano

Caracterizacion

fisicoquimica

de la cascara de café

Determinacion del pH

En un matraz se colocaron 10 g de
muestra con 100 mL de agua
destilada, luego se someti6o a
ebullicion por un periodo de 3 h,
una vez transcurrido este tiempo,
se dejo enfriar por 25 min,
finalmente se medié el pH a la

solucion
potenciémetro

durante 3 minutos.

mediante el

Started 5000




Determinacion de humedad

Se realiz6 por lectura directa, mediante el
equipo Mb90 en la cual se utiliz6 2 g de
cascara pulverizada.

Determinacion de polifenoles totales
Para la determinacion de polifenoles y la
obtencion del extracto acuoso se realizo
segun la metodologia propuesta por
Vega et al. (2017), mezclando 5 g de la
muestra pulverizada de cascara de café
con 100 mL de agua destilada,
calentandola a 90°C y se mantuvo
durante 5 minutos. Posteriormente, se
filtr6 y afor6 a 100 mL con agua. Se
mezclé 50 uL del extracto con 3 mL de
agua y 250 pL de reactivo 1IN de Folin-
Ciocaltu. Se mantuvo en reposo 8
minutos. Se agregd 750 uL de Na2COz al
20% y 950 pL de agua. Se incubo a
temperatura ambiente  durante 30
minutos y se tomé lectura mediante un
espectrofotometro a 765 nm. Se
establecio una curva de calibracion de
acido galico con concentraciones de 50,
100, 200, 300, 400, 500 y 1000 ppm
disueltas en agua. Los resultados se
expresan en mg de Equivalentes de
Acido Gaélico por g de cascara
pulverizada de café (mg de EAG/Q).

Determinacién del efecto
microbiano

Inoculacion a las placas

Para los tratamientos en estudio se
empled en un tubo de ensayo 1 mL dela
dilucion del microorganismo
correspondiente y 0.5 mL de extracto
acuoso para asegurar una distribucion
uniforme, luego se coloco en la placa
Petrifilms 3M para incubar durante 72
horas a 37 °C, por ultimo, se realizé la
lectura de las UFC.

El porcentaje de inhibicion se calculd en
funcion al control que ejerzan los
extractos sobre el  crecimiento
microbiano (100 % de control -
crecimiento microbiano)

RESULTADOSY
DISCUSION.

Caracterizacion fisicoquimica de la
cascara de café

Tabla 3. pH, humedad y contenido de
polifenoles totales en cascara de cacao.

Humedad Polifenoles

Cascara pH (%) totales (mg
EAG/g)
3.78 | 6.86 15,85

Enla Tabla 3 se observa que la cascara
de café seco present6 un valor de 3.78 de
pH, siendo similar a lo reportado por
Lopez y Ramirez (2013) quienes
obtuvieron valores de pH desde 3.71 a
7.25, utilizando café de las variedades
caturras y criollo. En cuanto al contenido
de humedad, presenté un valor de 6.86
%, el cual es inferior a lo reportado por
Manals et al. (2018), quienes, en
cascarilla de café, determinaron una
humedad de 11.60% en base seca. Por
otro lado, Arias y Meneses (2016)
establecieron un valor de humedad entre
10 a 12 % después del secado al sol,
Guevara et al. (2019) obtuvieron valores
de 11.1 a 14.2% de humedad utilizando
secado mecanico y tradicional.

La variacion del contenido de humedad
en esta investigacion, se debe
principalmente al tipo de café, zona de
cultivo y método de secado.

En relacion al contenido de polifenoles
totales, presentd un valor de 15,85mg
EAG/g, inferiores a los resultados
reportados por Vega et al. (2017)
quienes obtuvieron valores entre 28.91y
46.82mg EAG/g, en cafés puros
comerciales de Panamd, y He¢imovi¢ et
al. (2011), cuyos resultados oscilaron
entre 25a 40 mg EAG/g, debido a que se
empled solamente la céascara.




Cruzalegui et al. (2021) sefiala que otros
componentes como la pulpa del café
arabigo, llegan a obtener valores de
23,04, 26,4395mg EAG/g extrayendose
con 95% de etanol; y 47,95mg EAG/qg,
extrayendose con 95% de metanol.
Geremu (2016), obtuvo en la variedad
Ababuna extraida con 80% de metanol,
un valor de 1809.9 mg GAE/qg.

Los resultados evidencia que la cantidad
de polifenoles totales puede depender de
diversos aspectos como la temperatura y
tipo de tostado (Vega et al., 2017), la
concentracién de solvente utilizado y su
relacion m/v  ejercen un efecto
significativo en la extraccion de fenoles,
ya que se obtienen diferentes
rendimientos, cantidad de fenoles y
capacidad antioxidante (Soto & Rosales,
2016).

Efecto antimicrobiano del extracto de
la cascara de café arabigo

En la Tabla 4. se puede observar que el
crecimiento microbiano del extracto
obtenido de diferentes bacterias vy
solucién acuosa de la céscara de café,
presento diferencias estadisticas
significativas, denotando que el mayor
crecimiento microbiano se obtuvo en el
Ts = Trichoderma spp + Agua, mientras
que en los tratamientos Tz = Escherichia
coli + Cetona; Ts = Trichoderma spp +
Hexano y Tiz = Saccharomyces
cerevisiae + Cetona, existio Ausencia de
UFC.

Tabla 4. Crecimiento microbiano de los
tratamientos

T Trichoderma spp + 96.89 UFC!
Agua
Trichoderma spp + D
Te Etanol 624 UFC
T, Trichoderma spp + 314 UFCC
Cetona
Te Trichoderma spp + Ausencia
Hexano
Saccharomyces G
To cerevisiae + Agua 39.83UFC
™ Saccharomyces 80.11 UFCH
cerevisiae + Etanol
Tu Sagc_haromyces Ausencia
cerevisiae + Cetona
Saccharomyces E
Ti cerevisiae + Hexano 9.95 UFC

Tratamientos Crecimiento
Escherichiacoli + B
T, Agua 2.56 UFC
T, Escherichiacoli + 15.38 UFCF
Etanol
Ts Escherichiacoli + Ausencia
Cetona
Escherichiacoli + B
Ts Hexano 2.56 UFC

Figura 1. Porcentaje de crecimiento
microbiano de Escherichia coli

Crecimiento microbiano

1207 || = control
\ R Cetona
(| o= Etanol
J [0 Hexano
| 0

o
3

Escherichia coli °

En la Figura 1. se observa el
comportamiento del crecimiento
bacteriano de E, coli inoculada en
extractos de céascara de café con
diferentes solventes, evidenciandose
que, en el extracto con Etanol como
solvente  existi6 un  crecimiento
bacteriano de 15.38UFC,
correspondiente a un 74.62% de
inhibicion bacteriana, resultado que
difiere de lo expuesto por Montero et al.
(2017) quienes en el extracto oleoso
crudo de romero (Rosmarinus officinalis
L.) sobre E. coli reportaron la Ausencia
de microorganismos.



Contrario a esto, el extracto con Cetona
como solvente existi6 ausencia de UFC,
lo cual corresponde a que el extracto de
cascara de café con este solvente tiene un
efecto inhibidor del 100 %. Esto puede
deberse a que compuestos organicos
como la cetona, poseen acidos fenolicos,
flavonoides y taninos, los cuales ayudan
a disminuir el crecimiento microbiano
(Nayeem & Karvekar, 2010).

Cuervo et al. (2019) determinaron la
actividad de inhibicion de un extracto
vegetal en cetona sobre E. coli.,
utilizando como agente antimicrobiano
Drimys granadensis.

Figura 2. Porcentaje de crecimiento
microbiano de Trichoderma spp

Crecimiento microbiano

A

| | == control
| [ Cetona
|| E=3 Etanol
| | =2 Hexano
| [ H20

Trichoderma spp

En la Figura 2. se observa que la cepa
Trichoderma spp. Inoculadacon extracto
en hexano, evidencio ausencia de
crecimiento microbiano, lo cual indica
una inhibicién del 100% del extracto
utilizado; mientras que al inocularse la
cepa en extracto con Agua, presento el
mayor crecimiento microbiano con
96.89 UFC, lo que corresponde a un
3.21% de inhibicion.

Mufoz et al. (2020) en su estudio
también reportaron la ausencia de
actividad microbiana en extractos
acuosos hexanico y etandlico de
macroalgas marinas.

Por otro lado, Ruiz et al. (2018)
mencionan que las especies de
Trichoderma empleadas en plantas de
jitomate para mejorar las variables de
altura tuvieron efectos positivos, cabe
destacar que puede ser utilizada como
promotores de crecimiento vegetal vy
mejoradores de los atributos de calidad.
Ademas, Martinez et al. (2011) se
refiere a que las caracteristicas
antibacterianas de la céscara de café le
otorgan propiedades como ingrediente
alimentario natural para extender el
tiempo de vida atil de alimentos,
concordando con Illa et al. (2020)
quienes indican que el wuso de
Trichoderma esta relacionado con los
efectos de descomposicion de las
paredes de los hongos donde ellos
emplearon hongos patogénicos bajo
condiciones controladas.

Figura 3. Porcentaje de crecimiento
microbiano de Saccharomyces
cerevisiae

Crecimiento microbiano
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3 Etanol
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En la Figura 3. se detallael crecimiento
microbiano de Saccharomyces
cerevisiae. Demostrando que en Etanol
presento el mayor crecimiento con 80 %,
mientras tanto en Cetona no presentd
crecimiento del  microorganismo,
resultando el 100 % de inhibicion, sin
embargo, el extracto en H20 situé un 60
% de inhibicion, y en Hexano el 90 %.



Segin Orbera (2004), las levaduras
presentes en alimentos repercuten en las
caracteristicas  organolépticas y la
calidad del producto. Por otra parte,
segun Martinez et al. (2019) mencionan
que la actividad fungica del extracto
acuoso de la pulpa de café obtenida por
maceracion tiene mayor efecto inhibidor
en las bacterias gran positivas, cabe
destacar que su estudio fue en bacterias
gram positivas (S. aureus, Salmonella
typhimurium y Listeria monocytogenes)
y gram negativas (E. coli y Bacillus
subtilis).

Jaisan et al. (2015) los cuales estipulan
que el efecto de inhibicion esta
relacionado con la estructura de la pared
celular de las bacterias, dado que las
bacterias gran negativas presentan en su
pared una membrana externa que impide
la absorcion de los compuestos
hidrofdbicos.

Cabe destacar que, si bien la literatura no
evidencia estudios relevantes
correspondientes a la inhibicion
microbiana de cascara de café sobre
Trichoderma spp. y S. cerevisiae, los
resultados obtenidos en este estudio,
sirven para establecer bases informativas
para el desarrollo de futuras
investigaciones, dado que la inhibicidn
del crecimiento de microorganismos en
alimentos frescos como frutas vy
hortalizas, permitirdA aumentar su vida
atil.
CONCLUSIONES

Los extractos en diferentes solventes son
capaces de inhibir el crecimiento de los
microorganismos  estudiados, cabe
mencionar que Cetona inhibi6 el
crecimiento microbiano en un 100 % en
Escherichia coli y Saccharomyces
cerevisiae, de igual manera Hexano en
Trichoderma spp. Esto se debe a que
estos compuestos poseen componentes
antioxidantes dentro de su estructura.
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