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RESUMEN

La cáscara de cacao (Theobroma cacao L.) es el principal desecho en la
agroindustria de este fruto en Colombia, ya que representa un 10% por cada
tonelada de semilla seca. En el presente estudio se obtuvo un extracto polar
(etanol: agua 1:1) por dos métodos: ultrasonido y agitación magnética. Se separó
la fracción alcaloidal por extracción líquido – líquido con cloroformo y la fracción
fenólica con acetato de etilo, el análisis preliminar se realizó por cromatografía en
capa delgada (CCD). El contenido total de fenoles se determinó usando un
método espectrofotométrico (Folin – Ciocalteau). Los fenoles y los alcaloides se
analizaron por cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE), utilizando
teobromina, cafeína y teofilina como estándares de alcaloides y ácido ferúlico
como estándar para los compuestos fenólicos. La presencia de cafeína se
confirmó por cromatografía de gases / espectrometría de masas (CG/EM). La
actividad antibacteriana se evaluó frente a bacterias gram negativas, gram
positivas y frente a un hongo: E. coli aislada de pollo, P. aeruginosa ATCC 27853,
B. cereus ATCC 11778, S. agalactiae aislada en el Laboratorio López Correa de
Pereira – Colombia y Candida albicans ATCC 10231. Los resultados mostraron
que la fracciones alcaloidales CHCl3-AG y CHCl3-US exhibieron actividad
antibacteriana con una concentración mínima inhibitoria (CMI) de 512 y 1024 ppm
frente a B. cereus y 128 ppm frente S. agalactiae respectivamente.

“PALABRAS CLAVE” Cáscara de cacao, Theobroma cacao L., extracto polar,
cromatografía en capa fina (CCD), contenido total de fenoles, cromatografía
líquida de alta eficiencia (CLAE), actividad antibacteriana, concentración
mínima inhibitoria (CMI).
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ABSTRACT

Cacao bean husk (Theobroma cacao L.) is the main remainder of cacao’s
agroindustry in Colombia.  It means 10% by dry ton. In this study was obtained a
polar extract (Ethanol: water 1:1), by two methods, ultrasound and magnetic
agitation. An alkaloid fraction was separated by  liquid – liquid extraction with
chloroform and a phenolic fraction with ethyl acetate, the preliminary analysis was
made by thin layer chromatography (TLC). Total phenol content was analyzed
using a spectrophometric method (Folin – Ciocalteau). Phenolic and alkaloid
compounds were obtained by High performance liquid chromatography (HPLC)
using theobromine, caffeine and theophylline as alkaloid standards and ferulic acid
as a phenolic standard. The presence of caffeine was confirmed by gas
chromatography / mass spectrometry (GC/MS). Antibacterial activity of these two
fractions were evaluated in front of gram negative and gram positive bacterias and
in front a fungi: E. coli isolated from chicken, P. aeruginosa ATCC 27853,
B. cereus ATCC 11778, S. agalactiae isolated by López Correa’s Laboratory from
Pereira – Colombia and Candida albicans ATCC 10231. Results showed that
alkaloid fractions CHCl3-AG and CHCl3-US exhibited antibacterial activity against
B. cereus with 512 y 1024 ppm and S. agalactiae with 128 ppm as a minimal
inhibitory concentration (MIC), respectively.

“KEY WORDS” Cacao bean husk, Theobroma cacao L., polar extract, thin
layer chromatography (TLC), total phenol content, high performance liquid
chromatography (HPLC), antibacterial activity, minimal inhibitory
concentration (MIC).
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1. JUSTIFICACIÓN

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta que crece en una franja geográfica
fundamentalmente tropical y que se extiende unos 20º de latitud hacia ambos
hemisferios. Se clasifica en dos grandes grupos: el criollo y el forastero. Según La
Organización Internacional del Cacao (ICCO), esta última es una variedad con
gran crecimiento, debido a la mayor facilidad para su siembra y manejo. Se cultiva
en arbustos de dos a tres metros que deben estar a la sombra, por lo cual
normalmente se encuentran bajo árboles más grandes como el cedro, el bucare, el
mango, el plátano, entre otros. Normalmente tiene entre 10 y 15 frutos, pero en
algunas ocasiones puede llegar a tener 20 frutos. Se clasifica como cultivo
permanente, con un ciclo de duración de casi cuarenta años. El fruto del cacao, de
tamaño promedio de 20 cm de largo por 10 cm de ancho y peso aproximado de
400 a 500 g, es la base de la elaboración del chocolate, [1]. El cacao se destina
para la producción de chocolate siendo el continente Africano el mayor productor
con el 59% de la oferta mundial en el año 2003, liderado por Côte d’ Ivoire con
1.000.000 de toneladas que representan el 34% de la producción mundial, [2].

El chocolate es una medicina antigua. El hombre ha estado cultivándolo y
consumiéndolo durante más de 3000 años, [3], e incluso hoy en día sigue siendo
redescubierto por sus beneficios para la salud. Ha ganado atención por sus
propiedades antioxidantes que ayudarían a reducir enfermedades
cardiovasculares y protegerían contra algunos tipos de cáncer, [4]. Estudios
recientes revelan que un consumo moderado de chocolate amargo puede prevenir
ataques al  corazón. Las investigaciones se basan en diversas plantas, entre ellos
el cacao, el cual produce polifenoles que reducen el nivel de oxidación del
colesterol LDL y que actúan como antioxidantes para la eliminación de los
radicales libres que son los responsables de obstruir las arterias, [5]. El cacao
posee propiedades nutritivas, estimulantes y diuréticas, [6], así como
antiasmáticas y contra dolores de cabeza, [7], además el chocolate se utiliza con
fines terapéuticos, [8]. Los usos de los subproductos del cacao y su desecho, la
cáscara de cacao, se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Usos de los subproductos del cacao

Subproducto

Cáscara de
cacao

Sector Usos Referencia

Manteca de cacao

Farmacéutico Medicamentos 9,10,11,12
Cosméticos Elaboración de cremas,

jabones, barra de
labios, mascarillas.

9,10,11,12

Polvo de cacao Alimentos Panadería - pastelería 9,10,11,12

Cáscara de cacao Alimentos

Elaboración de
mermeladas, abono
orgánico, fuente de

pectinas y de proteínas,
adición sobre espumas

de poliuretano.

13,14,15,16,17,18.

El cacao se cultiva en Colombia principalmente para la obtención de chocolate y
en el país se producen 58113 Ton / año de cacao siendo los principales
productores los departamentos de Santander, Norte de Santander y Huila. En esta
industria todos los elementos intermedios formados (manteca de cacao, licor de
cacao, torta de cacao) son aprovechados para la elaboración de diferentes tipos
de chocolate mezclando los anteriores productos en proporciones determinadas.
Teniendo en cuenta el creciente número de cultivos de cacao en Colombia y la
alta calidad de los granos, el 25% del cacao producido se clasifica como de sabor
y fino aroma, este tipo de cacao se emplea para darle características especiales
de sabor a los chocolates finos, [1]. El impacto que genera la producción de cacao
en Colombia es bastante amplio debido a que se emplea para satisfacer la
demanda alimentaria (confitería y chocolatería). Debido a la pertinencia nacional y
regional, se está proyectando como alternativa para el reemplazo de cultivos
ilícitos en el eje cafetero y concretamente forma parte de las apuestas productivas
consignadas dentro de la Agenda Interna del departamento de Risaralda con el fin
de incentivar el aumento en el número de cultivos para alcanzar mejores niveles
de competitividad en el territorio nacional en el marco de una visión de Risaralda al
2017.
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Es una de las once apuestas productivas seleccionadas como estratégica de cara
a los procesos acelerados de internacionalización de las economías, [19], una
muestra de ello es que en Colombia en el año 2004 se registraron exportaciones
por valor de US$ 43.7 millones, [20].

Actualmente en Colombia, la cáscara de cacao es el principal desecho de la
industria productora de chocolate que representa el 10% por cada tonelada de
semilla seca y constituye un grave problema para las industrias deshacerse de
ella, [21]. La cáscara se emplea para la alimentación animal, [22 y 23] pero el
contenido de teobromina, principal alcaloide presente en la misma, restringe la
proporción en que puede ser consumida, por lo que su uso ha sido limitado, [21].

Según la revisión bibliográfica realizada no se reportan estudios en el país sobre la
actividad antibacteriana de la cáscara de cacao por tal motivo se desarrolló este
trabajo con el fin de explorar la actividad biológica de los extractos de cáscara de
cacao particularmente en cepas autóctonas y con referencia ATCC, contribuyendo
a nuevos usos potenciales de éste desecho.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta que el principal desecho que se genera en Colombia en la
industria productora de chocolate es la cáscara de cacao, se planteó el objeto de
investigación del presente trabajo: ¿Será la cáscara de cacao una posible fuente
de compuestos antibacteriales para utilizarlos con un potencial uso industrial?
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3. ANTECEDENTES

De acuerdo con la revisión bibliográfica sólo se encontró un estudio realizado por
el investigador Takashi Ooshima y sus colegas de la Universidad de Osaka en
Japón, donde se evaluaron extractos acuosos de etanol al 30 y 50%, los cuales
mostraron actividad cariostática puesto que generaron una significativa inhibición
de la caries dental en ratas infectadas con Streptococcus mutans, [24].
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar el extracto polar etanol: agua (1:1) de la cáscara de cacao
(Theobroma cacao L.) con el fin de evaluar sus propiedades antibacteriales para
proponer un posible uso industrial.

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Obtener el extracto polar etanol: agua (1:1) de la cáscara de cacao y determinar
su rendimiento.

 Caracterizar químicamente el extracto polar obtenido.

 Evaluar la actividad antibacterial del extracto polar.

 Con base en los resultados obtenidos plantear una posible aplicación industrial
de la cáscara de cacao.
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5. MARCO TEÓRICO

5.1. THEOBROMA CACAO L. (CACAO): GENERALIDADES

Theobroma cacao L ó comúnmente conocido como cacao pertenece a la familia
Sterculiaceae, la cual está distribuida en toda América del Sur y América Central
así como en la mayor parte del continente africano y en la parte baja del
continente europeo donde se presentan climas cálidos con altitudes de 100 msnm
hasta 1000 msnm, comprende cerca de 750 especies distribuidas en 50 géneros
[25]. El cacao es una especie nativa del bosque húmedo tropical del noreste de
América del sur, de la región amazónica, de climas cálidos principalmente. Es un
árbol pequeño que crece de 3 a 6 m de altura aunque puede alcanzar alturas
hasta de 20 m cuando crece libremente bajo sombra intensa; prefiere regiones
húmedas y es una especie de interés agroindustrial, por ser base de la economía
nacional en los países procesadores como Venezuela, Perú, Brasil y Colombia,
[26 y 27]. El nombre en griego significa 'alimento de los dioses'; pero cacao viene
del maya Ka'kaw. El nombre científico lleva añadida al final una abreviatura; en
este caso L., que es la inicial del apellido del naturalista sueco que clasificó la
planta, Carlos Linneo.

5.1.2. Tipos de Cacao, [20 y 28].

5.1.2.1. Cacao criollo o cacao dulce

Este Tipo de cacao se caracteriza por tener mazorcas de coloración verde y
rojiza en estado inmaduro (Ver Figura 1), tornándose amarillas y
anaranjado – rojizas cuando están maduras. Se caracteriza por sus frutos de
cáscara suave y semillas redondas, de color blanco a violeta, dulces y de sabor
agradable. La superficie del fruto posee diez surcos longitudinales marcados,
cinco de los cuales son más profundos que los que alternan con ellos. Los lomos
son prominentes, verrugosos e irregulares. De este tipo de cacao se obtiene los
chocolates más apetecidos en el mundo especialmente por sus sabores a nueces
y frutas.

5.1.2.2. Forastero o cacao amargo

Originario de América es la raza más cultivada en las regiones cacaoteras de
África y Brasil. Se caracteriza por sus frutos de cáscara dura y leñosa, de
superficie relativamente tersa y de granos aplanados de color morado y sabor
amargo. Dentro de esta raza destacan distintas formas como Cundeamor,
Amelonado, Sambito, Calabacillo y Angoleta. El interior de las almendras es
púrpura. De este tipo se obtiene  un chocolate con sabor básico de cacao.
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5.1.2.3. Trinitario

Se formo de manera espontánea de un cruce entre cacaos criollos y forasteros
amazónicos en la isla de Trinidad (de ahí deriva su nombre). De este cruce
heterogéneo se presentan diversidad de formas intermedias de mazorcas, lo
mismo que la coloración, pudiéndose hallar tonos verdes y rojizos, inclusive una
mezcla de ambos. El color interno del cotiledón es morado. La calidad que se
obtiene de este cacao varía, pues el cultivado en Trinidad se considera fino,
mientras que el cultivado en África se considera cacao corriente.

5.1.3. Clasificación Botánica, [29]:

Reino: Plantae
División: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Sterculiaceae
Genero: Theobroma
Especie: Cacao L

Figura 1. Fruto de Theobroma cacao L.

5.1.3.1. Fenología

La arquitectura del árbol (Ver Figura 2), es el típico tronco erguido (crecimiento
ortotrópico) al final del cual crece un verticilo de hasta 5 ramas laterales
(crecimiento plageotrópico), debajo del punto de inserción de este molinete u
horqueta crece otra rama dando origen a otro verticilo, pudiendo el árbol crecer
hasta 20 m si se desarrolla bajo sombra intensa. Su corona es densa, redondeada
y con un diámetro de 7 a 9 m. Cuando se propaga vegetativamente, por injertos o
ramillas, se obtiene por lo general una planta con un tipo de crecimiento lateral o
plagiotrópico, el cual puede variar en su ángulo de crecimiento, [28 y 29].

Figura 2. Árbol del Theobroma cacao L.
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5.1.3.2. Hojas:

Como se aprecia en la Figura 3, las hojas son simples, enteras y de color verde
con diversas tonalidades, posee pecíolo corto y caducan cada 2 a 3 meses, [28 y
30].

Figura 3. Hojas de Theobroma cacao L.
5.1.3.3. Flores:

Son pequeñas y se producen en racimos pequeños alrededor de los sitios donde
antes hubo hojas (Ver figura 4). Se abren durante las tardes y pueden ser
fecundadas durante todo el día siguiente. El cáliz es de color rosa con segmentos
puntiagudos, la corola es de color blancuzco ó amarillo. La polinización es
entomófila destacando una mosquita del género Forcipomya, [28].

Figura 4. Flores de Theobroma Cacao L
5.1.3.4. Fruto:

De tamaño, color y formas variables (Ver figura 5), pero generalmente tienen
forma de baya, de 30 cm de largo y 10 cm de diámetro, siendo lisos o acostillados,
de forma elíptica y de color rojo, amarillo, morado o café. La pared del fruto es
gruesa, dura o suave y de consistencia como de cuero. Los frutos se dividen
interiormente en cinco celdas. La pulpa es blanca, rosada o café, de sabor ácido a
dulce y aromática. El contenido de semillas por baya es de 20 a 40 y son planas o
redondeadas, de color blanco, café o morado, de sabor dulce o amargo, [28  y 30].
Hay dos tipos de fruto: uno es rojo y al madurar se transforman en café y el otro es
verde y cuando madura se torna amarillo, [31].

Figura 5. Tipos de Fruto de Theobroma cacao L.
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5.1.3.5. Semillas:

Como se observa en la figura 6, las semillas generalmente son muchas, están
dentro de la pulpa y el color puede ser café ó pardo, [29 y 30].

Figura 6. Semilla de Theobroma cacao L.

5.1.3.6. Ecología, [20].

Para el desarrollo óptimo del cultivo de cacao se requieren altitudes entre 400 a
800 m.s.n.m., con temperaturas entre los 23 a 28 ºC, precipitaciones a lo largo del
año de 1500 a 2500 mm y humedad relativa entre 70 a 80%. Se debe evitar
variaciones excesivas de temperaturas y vientos permanentes que pueden causar
el rompimiento de las ramas y la perdida de forraje. El cacao en formación
requiere de una luminosidad baja, 30% de luz y 70% de sombra. Por esta razón
generalmente está asociado con cultivos de plátano, café, frutales y maderables,
los cuales al mismo tiempo que le proporcionan sombrío, le permiten compensar la
demora en el inicio de la producción, puesto que algunos tienen un ciclo
productivo más corto y se emplean como sombrío temporal, mientras se desarrolla
el permanente (maderables y algunos frutales). En plantaciones adultas la
luminosidad puede ser mayor, 75% de luz y 25% de sombra, además no requiere
de sombrío en la medida en que este es producido por los mismos árboles de
cacao. Los suelos requeridos para el cultivo de cacao deben tener ciertas
propiedades físicas y químicas, entre ellas se tienen:

i) La profundidad del suelo para el crecimiento de las raíces debe ser mayor de 1.5
metros.

ii) Requiere un suelo bien drenado durante las épocas de lluvia y con buena
retención de humedad en el tiempo seco, estas condiciones las tienen los suelos
denominados franco arenoso, franco limoso o franco arcilloso.

iii) La profundidad en que se encuentra el agua del suelo o nivel freático debe
estar por debajo de 1.5 metros.
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iv) Se desarrolla mejor en terrenos ondulados y pendientes, aunque también se
puede cultivar en terrenos planos.

v) Requiere de materia orgánica que le permita retener humedad y le proporcione
nutrientes al cultivo.

vi) Suelos con un pH de 5.5 a 7.5

5.1.4. Composición del cacao

La composición de los granos de cacao y de sus subproductos es muy compleja y
varia dependiendo del tipo de grano, la calidad de la fermentación, secado y del
posterior procesamiento del mismo (Ver tabla 2).

Semillas de Cacao

Cada semilla consta de dos cotiledones y del pequeño embrión de la planta, todos
están cubiertos por la piel (comúnmente llamada cáscara). Los cotiledones
almacenan el alimento para el desarrollo de la planta y dan lugar a las dos
primeras hojas de la misma cuando la semilla germina. El grano de cacao consta
de grasa, conocida como manteca de cacao, que conforma casi la mitad del peso
seco de la semilla. La cantidad de grasa y sus propiedades tales como su punto
de fusión y dureza dependen de la variedad de cacao y de las condiciones
ambientales, [20 y 32].

Tabla 2. Composición de los granos de cacao fermentados y desecados, [33].

Componentes % en peso
Agua 5.0
Grasa 54.0

Cafeína 0.2
Teobromina 1.2

Polihidroxifenoles 6.0
Proteína bruta 11.5

Mono y oligosacáridos 1.0
Almidón 6.0

Pentosas 1.5
Celulosa 9.0

Ácidos carboxílicos 1.5
Cenizas 2.6

Otras sustancias 0.5
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Manteca de Cacao

La manteca de cacao contiene glicéridos trisaturados, tri-insaturados,
di-insaturados y monoinsaturados. La manteca puede ser extraída del grano de
diversas formas. Por ejemplo, la manteca de cacao pura es extraída a partir de la
masa de cacao a través del uso de una prensa horizontal, no necesita tratamiento
posterior pero a menudo es desodorizada. Los granos de cacao de calidad inferior
a la estándar pueden someterse a presión sin ser descascarados usando para ello
prensas continuas tipo expeller. Así mismo un proceso de extracción por solvente
puede ser usado para extraer la manteca de la pasta residual proveniente del
prensado anteriormente mencionado, en este caso, este tipo de manteca sí
deberá refinarse, [32 y 34]. La manteca de cacao obtenida por presión de los
granos de cacao sin cáscara presenta las siguientes propiedades:

i) Fácil fracturamiento por debajo de 20 ºC.

ii) Punto de fusión cercano a los 35 ºC con suavizamiento de su textura alrededor
de los 30 a 32 ºC.

5.1.4.1. Fenoles del cacao

El cacao ha sido identificado como un alimento con un alto contenido de
polifenoles. Los granos de cacao contiene 4 tipos de catequinas, de las cuales la
(-)-epicatequina constituye el 92% del total de las mismas. El color café y morado
en los granos de cacao se atribuye a los productos de una alteración compleja
entre catequinas y taninos. El estudio de polifenoles en el cacao se extendió con el
descubrimiento de importantes polifenoles de bajo peso molecular
tales como catequina, epicatequina (Ver figura 7), dímeros como
epicatequina-(4β→8)-catequina (procianidina B1), epicatequina-(4β→8)-
epicatequina (procianidina B2) y trímeros (Ver figura 8) [epicatequina- (4β→8)]2-
epicatequina (procianidina C1), [35 y 36].

Estudios previos muestran que los polifenoles monoméricos, tales como catequina
y epicatequina, dímeros, trímeros y tetrámeros se separaron e identificaron
mediante cromatografía liquida de alta eficiencia en fase reversa y cromatografía
de gases – espectrometría de masas. La epicatequina es el componente
predominante en el cacao con una proporción de 11:1 comparada con la
catequina.

La (+)-catequina y (–)-epicatequina son las formas más comunes encontradas en
el cacao. Sin embargo, sus respectivos enantiómeros, tales como la (–)-catequina
y la (+)-epicatequina (ver figura 9) no son comúnmente encontrados en la
naturaleza.
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Otros polifenoles en menores proporciones se han identificado en el cacao tales
como quercetina, isoquercitrina (quercetina 3-O-glucósido), hiperosida (quercetina
3-O-galactosido), naringenina, luteolina, y apigenina (ver figura 10). Los
flavonoides del cacao son considerados potentes antioxidantes debido a la
capacidad tanto para capturar radicales libres como de formar quelatos para
reducir la presencia de éstos, atributo que se da a los oligómeros presentes en
éste fruto, [37]. La actividad antioxidante es mucho mayor en el cacao que en el té
negro, té verde, o rojo vino. La estructura química de los flavanoles y procianidinas
es importante, [38]. También se ha descrito que la catequina, epicatequina y
quercetina reducen el riesgo de mortalidad por enfermedadades coronarias, [39].
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5.1.4.2. Alcaloides del cacao

El cacao es rico en alcaloides como thebromina, cafeína y teofilina. La teobromina
es la principal metilxantina en el cacao ya que esta presente en alrededor del 4%
sobre base libre de grasa, mientras que el contenido de cafeína es de
aproximadamente 0,2% y la teofilina esta presente en muy bajas cantidades. Las
estructuras de los alcaloides presentes en el cacao se muestran en la figura 11,
[38].
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Figura 11. Estructura de las metilxantinas presentes en el cacao: (a) Thebromina;
(b) Cafeina; (c) teofilina

La teobromina (3,7-dimetilxantina) es el responsable del sabor amargo de este
fruto, la cafeína (1,3,7-trimetilxantina) variará en cantidad, según el tipo de grano,
la especie de la planta y el grado de fermentación. Aunque está presente la
teofilina (1,3-dimetilxantina), no se conoce con precisión el porcentaje de ésta en
el cacao, [40 y 41].

5.1.5 Cacao en Colombia

El cacao es uno de los productos que cuentan con ventajas comparativas en
Colombia derivadas de las condiciones naturales para su producción, esto es, de
las características agroecológicas en términos de clima y humedad, y su carácter
de sistema agroforestal conservacionista del medio ambiente. La industria
chocolatera es una de las agroindustrias con más tradición en el país. Su
participación en la década de los noventa fue de más del 2% en la industria de
alimentos [1 y 31]. En Colombia fuera de Theobroma caco L, existen 3 especies
de la familia Sterculiaceae, donde las más conocidas según el género y la especie
son Theobroma bicolor, Theobroma glandiflorum y T. speciosum, [42 y 43].

5.1.5.1. Distribución Geográfica y Zonas de Producción, [20 y 31].

En Colombia el cacao se cultiva en 4 zonas agroecológicas:
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i) Montaña Santandereana: abarca los departamentos de Santander y Norte de
Santander.

ii) Valles Interandinos Secos: Departamentos de Huila, sur del Tolima y norte del
Magdalena.

iii) Bosque Húmedo Tropical: zonas de Urabá, Tumaco, Catatumbo, Arauca, Meta
y Magdalena Medio.

iv) Zona Cafetera Marginal Baja: Gran Caldas, suroeste de Antioquia y norte del
Tolima.

El cacao se produce, en mayor o menor escala, en casi todas las regiones
(departamentos) del país. Sin embargo, como en la mayoría de los cultivos, existe
una cierta concentración o regionalización de la producción. El departamento que
tradicionalmente ha concentrado la mayor producción de cacao es Santander con
el 46,2% de participación en el total. Le siguen en importancia con sensiblemente
menor participación: Norte de Santander, Huila, Arauca, Huila, Tolima, Nariño,
Antioquia y Cundinamarca, los cuales en conjunto representan el 45,4% del total.

Estos nueve departamentos participan en total, con el 91,6% de la producción, lo
cual indica una alta concentración de la producción en ellos. De estos
departamentos, Norte de Santander, Huila, Arauca y Antioquia muestran una tasa
anual creciente de la producción durante el periodo 2000 - 2004, mientras que,
departamentos como Nariño, Tolima, Cundinamarca, Meta y Cesar registran tasas
decrecientes en su producción. Se puede apreciar en la figura 12, la distribución
departamental de cacao, del cual hubo una producción de 30356 toneladas en el
año 2004, [31]:

Figura 12. Distribución departamental de la producción de Theobroma cacao L.
en Colombia
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En la agroindustria del cacao, todos los componentes del cacao son utilizados
para la elaboración de chocolate a excepción de la cáscara que se desecha en los
diferentes países procesadores (Ver figura 13).

Figura 13. Diagrama Tecnológico de la elaboración del chocolate y sus
subproductos, [44]

5.2. MÉTODOS DE ANÁLISIS QUÍMICO DE LA CÁSCARA DE CACAO

5.2.1. Técnicas cromatográficas

La cromatografía agrupa un diverso conjunto de métodos que permiten separar
componentes que están presentes en mezclas complejas, lo que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros medios. En todas las separaciones
cromatográficas, la muestra se desplaza con una fase móvil, que puede ser un
gas, un líquido o un fluido supercrítico. Esta fase móvil se hace pasar a través de
una fase estacionaria con la que es inmiscible y que se fija a una columna o una
superficie solida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la
muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase móvil y la fase estacionaria.
Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase móvil y por el  contrario, los
componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria se mueven con
rapidez, [45, 46 y 47].
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componentes que están presentes en mezclas complejas, lo que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros medios. En todas las separaciones
cromatográficas, la muestra se desplaza con una fase móvil, que puede ser un
gas, un líquido o un fluido supercrítico. Esta fase móvil se hace pasar a través de
una fase estacionaria con la que es inmiscible y que se fija a una columna o una
superficie solida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la
muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase móvil y la fase estacionaria.
Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase móvil y por el  contrario, los
componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria se mueven con
rapidez, [45, 46 y 47].
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5.2.1.1. Cromatografía en Capa Delgada (CCD)

Esta separación se consigue mediante la diferencia entre las fuerzas de adhesión
de las moléculas de los componentes a la fase móvil (normalmente, un disolvente)
y a la fase estacionaria (la llamada capa fina, que puede ser silicagel).

Esta diferencia se traduce en un mayor o menor desplazamiento o movilidad de
cada componente individual, lo cual permite su separación e identificación.
Las separaciones se realizan por el procedimiento “ascendente”, introduciendo el
borde inferior de la placa cromatográfica en el solvente, que será succionado por
acción de las fuerzas capilares del recubrimiento de la superficie de la placa,
[46 y 47].

Para los análisis cualitativos, la mancha en una placa de CCD se caracteriza por la
distancia que recorre con relación a la distancia recorrida por la fase móvil. El
parámetro usado para caracterizar esta relación es lo que se llama factor de
retención o índice de retención (Ver Ecuación 1), abreviado como Rf, [46].
Para que los Rf sean reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones
(espesor de la placa, fase móvil, fase estacionaria, cantidad de muestra).
El máximo valor de Rf que se puede alcanzar es de 1, lo ideal es un Rf entre 0.65
y 0.7, [45, 48 y 49].Rf = distancia recorrida desde el origen por el compuestodistancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

Ecuación 1. Factor de Retención

5.2.1.2. Cromatografía Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

En la cromatografía líquida (CLAE) la fase móvil es un líquido. El gran poder de la
cromatografía líquida reside en la combinación de un alto intervalo de posibles
propiedades de la fase móvil, junto con la elección de numerosos tipos de fases
estacionarias, significativamente diferentes, así como una amplia variedad de
detectores, [45 y 47].

En la CLAE el compuesto pasa por la columna cromatográfica a través de la fase
estacionaria mediante el bombeo de líquido (fase móvil) a alta presión a través de
la columna (Ver Figura 14). La muestra a analizar es introducida en pequeñas
cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las
interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida que pasan por
la columna. El grado de retención de los componentes de la muestra depende de
la naturaleza del compuesto, de la composición de la fase estacionaria y de la fase
móvil, [45 y 50].
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Figura 14. Esquema de un Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiencia (CLAE)

5.2.1.2.1. Cromatografía Liquida en Fase Normal:

La fase estacionaria es más polar que la fase móvil y se utiliza cuando el
compuesto de interés posee esa característica. El analito es retenido por la fase
estacionaria y a medida que aumenta la polaridad de éste, se incrementa el
tiempo de retención. Las fases estacionarias son normalmente polímeros
inorgánicos (sílice ó alúmina), con un gran número de poros de diferente tamaño
molecular, de manera que su área superficial es muy grande, [45 y 46].

5.2.1.2.2. Cromatografía Liquida en Fase Reversa:

La fase estacionaria es menos polar que la fase móvil. Se utilizan
fundamentalmente dos tipos de fases: la más común está conformada por grupos
no polares unidos a la sílice (-CH3, -C8H17, y -C18H37), de ellos, la cadena de 18
carbonos (grupo octadecilo) es la más usual. El segundo tipo de fase estacionaria
empleada está compuesta de partículas esféricas de polímero orgánico. El tiempo
de retención es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las
moléculas de carácter polar eluyen más rápidamente. El tiempo de retención
aumenta con la adición de disolvente polar a la fase móvil y disminuye con la
introducción de disolventes más hidrofóbicos. En cromatografía en fase reversa
los picos tienden a ser agudos y simétricos y el equilibrio en las reacciones
adsorción/desorción es rápido, [45 y 46].



20

5.2.1.2.3. Detectores

Los detectores en cromatografía líquida son de dos tipos: Los detectores que se
basan en alguna propiedad del eluente tal como el índice de refracción, la
constante dieléctrica, o la densidad, que se modifica por la presencia de los
analitos y los detectores basados en una propiedad del soluto como la
absorbancia en el UV, fluorescencia o corriente límite, que no son inherentes a la
fase móvil.

Detector Ultravioleta: Muchos detectores de absorbancia son dispositivos de
doble haz, en donde uno de los haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a través
de un filtro que reduce la intensidad. Para comparar las intensidades de los dos
haces se utilizan detectores fotoeléctricos contrastados. En cualquier caso, el
cromatograma consiste en una representación del logaritmo del cociente de las
dos señales detectadas en función del tiempo, [45]. Un detector de longitud de
onda fija utiliza una fuente de luz que emite con intensidad luminosa máxima a una
o varias longitudes  de onda discretas, que se aíslan por medio de filtros
apropiados. Utilizando una lámpara de mercurio de presión media, se puede
seleccionar longitudes de onda de 254, 280, 313, 334 y 365 nm por medio de
filtros de interferencia con paso de banda estrecho. Un detector de longitud de
onda variable es un espectrofotómetro UV-Vis con paso de banda relativamente
amplio, acoplado a un sistema cromatográfico. Un detector de barrido de longitud
de onda utiliza dispositivos de diodos de estado sólido, los cuales trabajan en
paralelo, destacando simultáneamente todas las longitudes de onda. Otros
detectores empleados son el Detector de Índice de Refracción, Detector
Electroquímico y Detector de fluorescencia, [51].

5.2.1.3. Cromatografía de Gases / Espectrometría de Masas (CG/EM)

En esta técnica (Ver figura 15), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de
una columna cromatográfica. La elución se produce por el flujo de una fase móvil
conformada por un gas inerte (generalmente He), en esta fase, los distintos
componentes de la muestra pasan a través de la fase estacionaria que se
encuentra fijada en una columna. La columna se encuentra dentro de un horno con
programación de temperatura. La velocidad de migración de cada componente
(y en consecuencia su tiempo de retención en la columna) será función de su
distribución entre la fase móvil y la fase estacionaria. Cada soluto presente en la
muestra tiene diferente afinidad hacia la fase estacionaria, lo que permite su
separación: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se moverán
lentamente en la fase móvil, mientras que los débilmente retenidos lo harán
rápidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presión de vapor de los
compuestos (en general, a mayor presión de vapor, menor tiempo de retención en
la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los diversos
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componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse tanto
cualitativa como cuantitativamente, por el detector acoplado, [45 y 52].

Los componentes una vez separados ingresan a la cámara de ionización, la
ionización se consigue irradiándolos con luz ultravioleta de longitud de onda corta
(fotoionización), mediante la aplicación de un campo eléctrico o con un haz  de
electrones el cual se produce a voltaje variable por un filamento de wolframio a una
temperatura apropiada (aprox. 1800ºC). Los iones producidos se recogen en un
electrodo y otro electrodo con un pequeño potencial positivo, los expulsa a una
cámara electrostática, donde se someten a la acción de un campo eléctrico
(aprox. 3000v). El ion, acelerado en forma conveniente, entra por una ranura al
analizador magnético. En este tubo curvo se mantendrá en una trayectoria central si
su fuerza centrífuga está en equilibrio con la fuerza centrípeta del campo. Dado que
el tubo tiene un radio fijo, si se mantiene constante el voltaje del acelerador, a cada
ion o iones caracterizados por la misma relación masa/carga (m/e) corresponderá
una determinada intensidad del campo magnético que los hará llegar al colector
situado en el centro de la sección del tubo, en el instante  en que todos los iones de
determinado valor masa / carga inciden sobre el electrómetro, todos los demás se
pierden por el sistema de vacío del aparato. Cada haz iónico dotado de una relación
específica m/e que sale del analizador, se puede medir directamente por el método
de captura o indirectamente por medio de un electrómetro. Es posible obtener
espectros de masa  a partir de cantidades relativamente pequeñas, lo cual posibilita
el acoplamiento de un espectrómetro de masa a un cromatógrafo de gases, una de
las combinaciones de aparatos más eficiente para la identificación y el estudio de
sustancias difíciles de aislar en cantidad apreciable, [51].

Figura 15. Esquema de un sistema de cromatografía de gases / espectrometría de masas
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5.2.2. Cuantificación de fenoles totales

5.2.2.1. Cuantificación directa a 280 nm

La absorción de radiación ultravioleta o visible por una especie atómica o
molecular M se puede considerar como un proceso de dos etapas, la primera de
ellas consiste en una excitación electrónica como se muestra en la ecuación:

M + hv M*

El producto de la reacción entre M y el fotón hv es una especie excitada
electrónicamente simbolizada por M*. El tiempo de vida de la especie excitada es
breve (10-8 a 10-9 s), su existencia se termina por alguno de los distintos procesos
de relajación (reflexión, dispersión, absorbancia, fluorescencia / fosforescencia,
reacción fotoquímica). La forma de relajación mas común supone la conversión de
la energía de excitación en calor como se observa en la siguiente ecuación:

M*                M + calor

Es importante destacar que el tiempo de vida de M* es, generalmente tan pequeño
que su concentración en cualquier momento es normalmente despreciable. La
absorción de radiación ultravioleta o visible resulta, generalmente, de la excitación
de los electrones de enlace, como consecuencia, los picos de absorción pueden
correlacionarse con los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio. La
espectroscopia de absorción molecular es, por tanto, válida para identificar grupos
funcionales en una molécula. Los electrones que contribuyen a la absorción
ultravioleta – visible en una molécula orgánica son:

i) Aquellos que participan directamente en la formación del enlace entre átomos y
por tanto, se asocian con más de un átomo.

ii) Electrones no enlazantes o electrones que no participan en ningún enlace que
están en gran parte localizados alrededor de átomos como oxígeno, azufre,
nitrógeno y halógenos.

Las radiaciones electromagnéticas correspondientes a la región del UV-Vis
aportan la energía suficiente para que tengan lugar transiciones electrónicas  entre
orbitales σ → σ*; n→σ*; π→π*; n→π*; transferencia de carga y por último de
campo ligado (Ver figura 16).

Transiciones σ → σ*: Un electrón de un orbital σ enlazante de una molécula se
excita al correspondiente orbital antienlazante, así la molécula se encuentra en el
estado excitado σ → σ*. Los máximos de absorción nunca se observan en la
región ultravioleta – visible.
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Figura 16. Niveles de energía electrónicos de los orbitales moleculares

Transiciones n→σ*: se presentan en los compuestos orgánicos saturados que
disponen de átomos con pares de electrones no compartidos (electrones no
enlazantes) como -C-O, -C-S -C-N, -C-Cl. Estas transiciones se presentan en
longitudes de onda comprendidas entre 150 y 250 nm, apareciendo la mayoría de
los picos de absorción por debajo de 200 nm.

Transiciones π→π* y n→π*: la transición π→π* se da en compuestos orgánicos
insaturados como C=C, C=O, C≡C y las transiciones π→π* y n→π* se presentan
compuestos orgánicos que contengan átomos con electrones no compartidos. Las
longitudes de onda a las cuales tiene lugar las transiciones π→π* están
comprendidas entre 160 y 200 nm y entre 280 y 700 nm para las transiciones
n→π*.

Transiciones de transferencia de carga: se presentan en aniones inorgánicos,
como ejemplos se incluyen los iones nitrato (313 nm), carbonato (217 nm), nitrito
(360 y 280 nm), azida (230 nm) y tritiocarbonato (500 nm).Presentan
absortividades molares muy altas, ε > 10.000.

Transiciones de campo ligando: Para la serie de lantánidos y actínidos, las
transiciones electrónicas se deben a los los electrones de los subniveles 4f y 5f,
[45 y 53].
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5.2.2.2. Cuantificación de Fenoles Totales por el Método de Folin –
Ciocalteau

El reactivo Folin – Ciocalteau denominado como ácido hexavalente
fosfomolíbdico / fosfotugstico cuya formación en solución es:

3 H2O * P2O5 * 13 WO3 * 5 MoO3 * 10 H2O,  presenta el elemento Molibdeno, éste
es un metal de transición que exhibe la facultad de facilitar la formación de un
complejo en cualquiera de sus estados de oxidación. Se considera que hay una
oxidación inicial del fenol a quinona y la reducción simultánea del molibdeno
cambiando de estado de oxidación +6 de color amarrillo a otros inferiores, luego
éste en alguno o algunos de sus estados de oxidación menores, se acompleja con
un ligando que puede ser agua, sodio, o carbonato formando un complejo de color
azul. El complejo no se forma directamente con el fenol, por ello no existe
desplazamiento batocrómico o hispocrómico apreciable con la aplicación de éste
método a fenoles con diferentes sustituciones, esto es lo que hace apropiada a
esta técnica para la determinación de fenoles totales, [54].

5.3. MÉTODO DE ANÁLISIS BIOLÓGICO DE LA CÁSCARA DE CACAO

5.3.1. Actividad antibacteriana

Capacidad que poseen los agentes químicos para destruir los microorganismos
patógenos ó inhibir su crecimiento mediante diferentes mecanismos de acción,[55]

5.3.2. Descripción de bacterias

5.3.2.1. Escherichia coli

Las bacterias de los géneros Escherichia, Aerobacter, Enterobacter, Klebsiella y
Paracolobactrum se incluyen en el grupo de coliformes ó coli – aerogenes y en
conjunto se le denomina microorganismos y bacterias coliformes. Los coliformes
comprenden todos aquellos bacilos no formadores de esporas, gram – negativas,
aeróbicos ó facultativamente anaeróbicos.

Escherichia coli se considera principalmente de origen intestinal, pertenece a la
familia de Enterobacteriaceas y se caracteriza por poseer las enzimas
β – Galactosidasa y β – Gluocoamidasa. Se desarrolla a 37ºC +/- 0.5 en medios
complejos, fermenta la lactosa liberando ácido y gas, fermenta los azúcares,
dando ácido láctico, alcohol etílico, ácido acético, ácido succínico, dióxido de
carbono e Hidrógeno. Además produce Indol a partir de Triptófano y no produce
oxidasa.

El serotipo o cepa más común es la O157:H7, causa enterohemorragias en el
sistema gastrointestinal. Los síntomas principales son dolor de estomágo,
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diarrea que puede incluir vómito, fiebre y escalofríos. Los síntomas comienzan
generalmente de dos a cuatro días después del contagio. Para su tratamiento se
recomienda emplear amoxicilina, Co–Trimoxazol, cefalosporina, ampicilina y
fluoroquinolones, [56].

5.3.2.2. Pseudomonas aeruginosa

P.aeruginosa es móvil y tiene forma de bastoncillo, mide aproximadamente
0.6 x 0.2 µm. Es una bacteria gram negativa y se encuentra de manera aislada, en
parejas y ocasionalmente en forma de cadenas cortas. Forma colonias redondas y
lisas  de color verde. Posee pigmentos como piorrubina, piomelanina y piocianina.
Es un microorganismo saprófito. Crece a una temperatura entre 37 ºC a 42 ºC,
lo cual la distingue de las demás. Posee la enzima oxidasa, fermenta
carbohidratos y oxida la glucosa.

Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza: en el suelo, el agua, las
plantas y los animales.  Es un agente patógeno nosocomial, produce infección en
las heridas y quemaduras, originando pus de color azul – verdoso. Genera
meningitis cuando se introduce por punción lumbar e infección de las vías
urinarias cuando ingresa por catéteres e instrumentos para el lavado de vías. La
afección por vías respiratorias da como resultado neumonía necrosante. Se utiliza
ticarcilina, mezlocilina y piperacilina combinada con amiglucósidos que por lo
general son gentamicina, tobramicina o amikasina para su tratamiento, [56].

5.3.2.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo gram positivo, aerobio facultativo y formador de
esporas, las cuales no son liberadas del esporangio. Es un microorganismo
saprófito ampliamente distribuido en el ambiente siendo su hábitat natural el suelo,
el agua, los vegetales, el polvo y la materia en descomposición. B. cereus produce
dos enterotoxinas: la toxina diarreica y la toxina emética, dando lugar a dos formas
clínicas distintas de intoxicación alimentaria, también genera infecciones oculares
y septicemia. Se recomienda vancomicina como agente antibacterial, [56].

5.3.2.4. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ó estreptococo β – hemolítico del grupo B, es un coco
gram positivo, anaerobio facultativo, que se presenta formando cadenas de
longitud variable, no posee la enzima catalasa y oxidasa. S. agalactiae puede
crecer en medios simples, aunque los medios suplementados con sangre o suero
favorecen su crecimiento. Tras 18 a 24 horas de incubación en agar sangre,
las colonias son de unos 2 mm de diámetro, lisas y rodeadas por un halo
de β – hemólisis.
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S. agalactiae causa infecciones en gestantes y puérperas: corioamnionitis,
endometritis postparto, infección de la herida quirúrgica tras cesárea e infección
del tracto urinario. En adultos, las infecciones por S. agalactiae se presentan
generalmente como formas que complican otras patologías, en particular la
diabetes, las hepatopatías, el cáncer, las alteraciones neurológicas y la
insuficiencia cardíaca o renal.  Las manifestaciones clínicas más frecuentes son
las infecciones de piel y tejidos blandos. La penicilina G es el antibiótico de
elección para el tratamiento de las infecciones por este microorganismo. También
se utiliza amoxicilina, ampicilina, vancomicina, cefalosporinas de 1ª generación, y
la combinación de penicilina con gentamicina, [56].

5.3.2.5. Candida albicans

Es un hongo, gram positivo, de 2 a 4 micras que produce un seudomicelio en
cultivo, en los tejidos y en los exudados. Candida albicans fermenta la glucosa y la
maltosa produciendo ácido y gas. Genera ácido de la sacarosa y no ataca a la
lactosa. En agar sabouraud incubado a temperatura ambiente, se desarrollan
colonias blandas, de color cremoso que tienen olor a levadura.

Es habitante de la flora normal de las mucosas en los aparatos respiratorio,
digestivo y genital femenino. Dentro de las infecciones que causa está:
tromboflebitis, algodoncillo, vulvovaginitis y endocarditis. Los agentes químicos
empleados para su eliminación son Ketoconazol, micostatina, anfotericina B
combinada con fluconazol, [56].

5.3.3. Método de difusión en agar

Este método, es también llamado difusión por disco o Kirby-Bauer. En este caso,
el microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el
cual se colocan discos con determinadas concentraciones conocidas del
antibiótico a usar. Las placas se incuban por 24 horas a 37 ºC. Durante la
incubación, el antibiótico se difunde radialmente desde el disco a través del agar y
el microorganismo se desarrolla en toda la placa excepto alrededor de los discos
cuya concentración de antibiótico es inhibitoria. El diámetro del halo de inhibición
del crecimiento expresa la sensibilidad o resistencia del microorganismo. El
tamaño del halo está influenciado entre otros factores por el grosor del medio de
cultivo, la concentración del inóculo, la concentración del disco. El diámetro del
área de inhibición alrededor del disco puede ser convertido a las categorías de
susceptible, intermedio o resistente (S, I, ó R) de acuerdo a las tablas publicadas
por National Committee for Clinical Laboratories Standards (NCCLS). La
interpretación del antibiograma se lee de la siguiente forma:
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Susceptible: Significa que la infección causada por ese organismo puede ser
apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibiótico estudiado.

Sensibilidad intermedia: Esta categoría incluye organismos que son inhibidos por
concentraciones del antibiótico que están muy cercanas a las alcanzadas en el
plasma, por lo que pueden responder pobremente a la terapia. Esta categoría,
implica que ese antibiótico puede ser usado si la infección está localizada en sitios
donde el fármaco es fisiológicamente concentrado (por ejemplo las quinolonas en
vías urinarias), o cuando pueden ser usadas altas dosis (ejemplo penicilina).

Resistente: Significa que el organismo no sería inhibido por el antibiótico en las
dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia contra ese
determinado antibiótico.

El porcentaje de inhibición se calcula de acuerdo con la siguiente ecuación:% Inhibición = Diámetro Halo muestraDiámetro Halo Control ∗ 100
Esta técnica para ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos está recomendada
por los organismos internacionales: Federation of Drugs and Foods (FDA),
International Committee for Susceptibility Tests (ICS), National Committee for
Clinical Laboratories Standards (NCCLS) y Center for Disease Control (CDC), [57,
58, 59, 60, 61 y 62].  Para evaluar la actividad antibacteriana se emplearon agares
y caldos nutritivos que se describen a continuación:

Los agares son medios de cultivo sólidos que permiten el crecimiento de los
microorganismos y en general contienen una mezcla de nutrientes como: carbono,
vitaminas, minerales, iones, etc. Además poseen el pH y la humedad apropiada
para que el crecimiento bacteriano ocurra, [63]. Se utilizó Agar Mǜeller – Hinton,
Agar Nutritivo y Agar Dextrosa Sabouraud.

Agar Mǜeller – Hinton: especialmente utilizado para evaluar la actividad
antibacteriana, permite el crecimiento del microorganismo seleccionado por
contener menos nutrientes que el medio agar – agar, [64].

Agar Nutritivo: contiene extracto de algas del 1% ó más. Por las características de
sus componentes es un medio usado para el cultivo de microorganismos poco
exigentes en sus requerimientos nutricionales, [65].

Agar Dextrosa Sabouraud: es utilizado para replicar el hongo Candida albicans a
una temperatura de 37 ºC. Las colonias que crecen son lisas, suaves, húmedas,
de color y aspecto cremoso, tienen un tamaño que oscila entre 1,5 a  2 mm de
diámetro. Después de 4 a 5 días se percibe un olor característico de levadura,
[66].
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Los caldos nutritivos son medios de cultivo líquidos que contienen productos
cárnicos y proteicos (peptonas y extractos) que permiten la rápida recuperación y
viabilidad del germen. Los microorganismos se evidencian por turbidez. Se empleó
el caldo Infusión Cerebro Corazón, el cual está especialmente indicado para el
cultivo de organismos patógenos, [67].

La composición de los agares y el caldo utilizado para la actividad antibacteriana
se encuentran en el anexo 1.

5.3.4. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)

La cuantificación de la actividad in vitro de posibles componentes  antimicrobianos
se evalúa habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de
dilución. Estos métodos se basan en la determinación del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano,
que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar). La Concentración
Mínima Inhibitoria (CMI) se define como la mínima concentración de
antimicrobiano (en μg/mL) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 horas de incubación a 37°C. La CMI se ha establecido como
"gold Standard" frente a otros métodos que evalúan susceptibilidad
antimicrobiana, además de confirmar resistencias inusuales, da respuestas
definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado, [52].

Se preparan diluciones del agente antimicrobiano en progresión geométrica en
base 2 utilizando un medio de cultivo adecuado. Posteriormente se inocula dicho
medio teniendo en cuenta de tapar las placas de microdilución con adhesivo para
evitar la evaporación de éste y luego de la incubación se realiza la lectura,
determinando la concentración que causa la inhibición del crecimiento del
microorganismo.  Tras la incubación se procede a la adición del bromuro de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT), de color amarillo en solución el
cual pasa a un compuesto denominado ”Formazan” (Ver figura 17), de color
violeta si no se inhibió el crecimiento de los microorganimos, [54, 68 y 69].
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Figura 17. Transformación del MTT
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6. SECCION EXPERIMENTAL

6.1. MATERIAL VEGETAL

Se empleó cáscara molida (mezcla de diferentes tipos de cacao) de granos
tostados de cacao (Theobroma cacao L.) suministrada por La Casa LUKER, Sede
Manizales, Caldas. La cáscara fue almacenada a 4 ºC en el Laboratorio de
Oleoquímica de la Universidad Tecnológica de Pereira para posteriores análisis.

6.2. PRETRATAMIENTO DE LA CÁSCARA DE CACAO

La cáscara molida de cacao fue desengrasada siguiendo la metodología
propuesta por varios autores, [70 y 71], empleando hexano como solvente en una
relación muestra / solvente 1:10 y realizando la  extracción 3 horas.

6.3. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO POLAR ETANOL: AGUA (1:1) DE LA
CÁSCARA DE CACAO (Theobroma cacao L.)

La extracción se llevó a cabo por dos métodos: Extracción por ultrasonido
(EXTUS) y Extracción por agitación magnética (EXTAG) con base en la
metodología propuesta por varios autores, [72, 73 y 74]. Para ambos casos se
partió de 20 g de cáscara de cacao molida y una mezcla de 100 ml de etanol
absoluto: agua (1:1) como solvente, [75 y 76], para una relación muestra / solvente
1:5 y un tiempo de extracción de 2 horas. Los extractos crudos se filtraron al vacío
a través de papel filtro Whatman No. 4, los filtrados se conservaron protegidos de
la luz y a 4 ºC para las posteriores extracciones (Ver figura 18).

6.4. EXTRACCIÓN DE ALCALOIDES

Los extractos etanólicos crudos obtenidos (EXTUS Y EXTAG) según numeral 6.3,
se extrajeron 8 veces con cloroformo (1:1) en embudo de separación, la fase
orgánica se concentró en rotaevaporador hasta eliminar la mayor parte del
solvente, se terminó de evaporar por corriente de nitrógeno y se conservó para su
posterior análisis, obteniendo los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG, [77].

6.5. EXTRACCIÓN DE FENOLES

Secuencialmente se realizaron extracciones líquido – líquido por triplicado a la
fase acuosa del proceso anterior adicionando acetato de etilo en proporción (1:1)
y finalmente n–butanol saturado (1:1), cada uno de los extractos se filtraron al
vacío, se concentraron por rotaevaporación y se terminó de eliminar el solvente
por corriente de nitrógeno, [77]. Se obtuvo 3 extractos correspondientes a los
solventes utilizados en la separación líquido – líquido, los cuales fueron
AcOEt-US y AcOEt-AG, ButOH-US y ButOH-AG, Ac-US y Ac-AG.
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FIGURA 18. Diagrama de flujo de obtención del extracto polar de la cáscara de
cacao y la extracción de alcaloides y fenoles.
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FIGURA 18. Diagrama de flujo de obtención del extracto polar de la cáscara de
cacao y la extracción de alcaloides y fenoles.
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6.6. ANÁLISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA
(CCD)

Cada extracto fue almacenado en recipientes de vidrio debidamente rotulados,
guardando una muestra de 2 ml en cada caso para realizar análisis posteriores por
cromatografía de capa delgada.

6.6.1. Identificación de Alcaloides por CCD

Se realizó cromatografía de capa delgada (CCD) utilizando como fase estacionaria
placas de sílica gel 60 F254, estándares de teobromina, cafeína y teofilina y como
fase móvil cloroformo:metanol en proporción (9:1), revelando las manchas con luz
ultravioleta a onda corta y onda larga para los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG,
[78].

6.6.2. Identificación de Fenoles por CCD

Se emplearon placas de sílica gel 60 F254, y como fase móvil
cloroformo:metanol:agua en proporción (7:13:8). Los extractos AcOEt-US y
AcOEt-AG se corrieron junto con un estándar de ácido ferúlico. Las placas se
revelaron con luz ultravioleta a onda corta y onda larga, según estudios previos,
[77].

6.7. DETERMINACIÓN DE FENOLES TOTALES, [54 y 79].

La concentración de fenoles totales expresada como equivalentes de ácido
ferúlico se midió por triplicado por dos técnicas espectrofotométricas para los
extractos AcOEt-US y AcOEt-AG.

6.7.1. Determinación directa a 280 nm

6.7.1.1. Curva estándar y curva de Ringbom

Solución Estándar de Ácido Ferúlico:

Solución A: Se preparó 100 ml de solución de 250 ppm de ácido ferúlico en agua.

Solución B: A partir la solución A se preparó 100 ml de solución de 50 ppm.
La curva estándar se realizó a temperatura ambiente con un rango de
concentración de 1 a 30 ppm fijando un rango de linealidad y por medio de la
curva Ringbom se determinó el rango óptimo de trabajo.
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6.7.1.2. Concentración de Fenoles Totales por el método a 280 nm

A cada extracto (AcOEt-US y AcOEt-AG) se le realizó la dilución respectiva para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en un
Espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpec Shimadzu, utilizando celdas de cuarzo y
como blanco agua. Para cada patrón y cada extracto la lectura de la absorbancia
se hizo por triplicado de forma independiente.

6.7.2. Determinación de Fenoles Totales por el método de Folin – Ciocalteau

Se cuantificaron los fenoles totales de los extractos AcOEt-US y AcOEt-AG
obtenidos de la cáscara de cacao.

6.7.2.1. Preparación del reactivo Folin – Ciocalteau

Se disolvió 10 g de tugstato de sodio y 2,5 de molibdato de sodio en 7 ml de agua,
se agregaron 5 ml de acido fosfórico y 10 mL de ácido clorhídrico concentrado.  Lo
anterior fue dejado en reflujo por 8 horas. Posteriormente se enfrió a temperatura
ambiente y se adicionó 16 g de sulfato de litio y 1 gota de bromo, dejando para
reflujo 15 minutos. Finalmente se aforó a 100 ml con agua destilada y se conservó
en frasco ámbar a temperatura ambiente. Finalmente se prepararon dos
soluciones utilizadas para realizar la curva estándar:

Solución 1: Solución de Folin – Ciocalteau: agua en proporción (1:1) disolviendo
10 ml del reactivo Folin – Ciocalteau en 10 ml  de agua destilada.

Solución 2: Se preparó 100 ml de solución de carbonato de sodio al 20%.

6.7.2.2. Curva estándar y curva de Ringbom

Solución Estándar de Ácido Ferúlico:

Solución A: Se preparó 100 ml de solución de 250 ppm de ácido ferúlico
adicionando simultáneamente 2 gotas de ácido fosfórico para su estabilización.

Solución B: A partir la solución A se preparó 100 ml de solución de 50 ppm.La
curva estándar se realizó a temperatura ambiente con un rango de concentración
de 2 a 18 ppm fijando un rango de linealidad y por medio de la curva Ringbom se
determinó el rango óptimo de trabajo.
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6.7.2.3.Concentración de Fenoles Totales por el método de Folin – Ciocalteau

Cada extracto (AcOEt-US y AcOEt-AG) se diluyó según límites de absorbancia de
la curva de calibración y se adicionó: 0.8 ml de solución 1 + 0.2 ml de solución 2,
se aforó a 10 ml con agua destilada y se incrementó la temperatura a 60 ºC por
1 hora y media.

La lectura se hizo en un Espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpec Shimadzu a
una longitud de onda de 820 nm, empleando celdas de cuarzo y como blanco los
componentes mencionados en el párrafo anterior. Para cada patrón y cada
extracto la lectura de la absorbancia se hizo por triplicado de forma independiente.

6.8. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

6.8.1. Cultivo de inóculo

La cepa bacteriana de Escherichia coli aislada de pollo resistente a amoxicilina
fue donada por la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Caldas
(Manizales / Colombia), en donde fue aislada e identificada.

La cepa de Streptococcus agalactiae aislada de un paciente del Laboratorio
Clínico López Correa de Pereira (Risaralda / Colombia), fue identificada y donada
para el presente estudio.

Se utilizó una cepa de Bacillus cereus ATCC 11778, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y Candida albicans ATCC 10231.

6.8.2. Preparación de antibióticos estándar y muestras problema

Se utilizó como blanco dimetilsulfóxido (DMSO) al 99% y como control de
inhibición se empleó Ampicilina (25 mg/ml) para Pseudomonas aeruginosa;
Amoxicilina (5 mg/ml) para Bacillus cereus y Streptococcus agalactiae;
Ciprofloxacina (0.125 mg/ml) para Escherichia coli aislada de pollo y
Micostatina (5 mg/ml) para Candida albicans.

Los extractos EXTUS, EXTAG, CHCl3-US, CHCl3-AG, AcOEt-US y AcOEt-AG se
solubilizaron en DMSO al 99% (Ultrasonido Fisher Scientific FS60H, Laboratorio
de Oleoquímica. UTP) a las concentraciones de 100, 50 y 25 mg/ml.

6.8.3. Actividad antibacteriana

El bioensayo se realizó por el método de difusión en agar, una modificación del
método desarrollado por Kirby-Bauer. Cada bacteria fue replicada en dos tubos
de ensayo de 10 ml con el medio líquido infusión–cerebro–corazón (BHI)
y caldo sauboraud para C. albicans. Por medio de un asa se tomó una muestra de
la bacteria u hongo según el caso y junto a un mechero Bunssen se depositó en
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cada tubo, el cual se agitó e incubó por 24 horas a 37 ºC. Posteriormente se midió
la absorbancia de las bacterias a 540 nm y la del hongo a 490 nm
(Espectrofotómetro Génesis 10. Laboratorio de Análisis Instrumental. UTP),
usando como blanco el medio líquido respectivo. Finalmente la absorbancia se
ajustó a 0.1, que corresponde a 0.5 en la escala McFarland con una concentración
de 104 UFC / mL.

Posteriormente La siembra se llevó a cabo en medio sólido utilizando la técnica
modificada de Kirby-Bauer. Se adicionó 100 µL de la bacteria previamente
ajustada su concentración (en el caso del hongo, se adicionaron perlas de
ebullición, se agitó constantemente hasta obtener una distribución homogénea en
toda la caja y se retiraron las perlas) a una caja de petri preliminarmente
esterilizada, añadiendo seguidamente 25 mL de Agar Müeller – Hinton  con una
concentración de 34 g/L a 50 ºC. Se homogenizó 30 veces en forma circular y 30
veces en forma de ocho. El medio se dejó enfriar a temperatura ambiente y
después de que se solidificó, con la ayuda de una pipeta pasteur esterilizada se
perforó el medio y se hicieron 5 pozos equidistantes los cuales se sellaron en el
fondo con 20 µL del mismo agar.

En el pozo central se adicionó 10 µL de DMSO al 99% (como blanco), a los cuatro
pozos restantes en su orden de izquierda a derecha se adicionó en cada caso
10 µL del antibiótico sugerido en el numeral 6.8.2 y los extractos a evaluar a las
concentraciones de 100, 50 y 25 mg/ml. Finalmente cada caja se llevó por 24
horas a la incubadora (Incubadora WTC Binder. Laboratorio de Microbiología.
UTP) a una temperatura de 37ºC.

Se procedió a evaluar la actividad antibacterial: se midió el diámetro del halo de
inhibición del extracto objeto de estudio con respecto al del control. Cada halo se
midió en milímetros con ayuda de una regla de inhibición de cefobid de
cefaperazona. Se tomaron tres medidas (ancho, largo y diagonal) para permitir un
control estadístico del factor inhibitorio, [59, 80 y 81].

Todo el procedimiento se realizó por triplicado y tanto el material de vidrio, agares
y caldos fueron previamente esterilizados (Autoclave All American Electric
Pressure Steam Sterillizer. Modelo No. 25X. Laboratorio de Microbiología. UTP).
La figura 19 esquematiza el procedimiento anterior.
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Figura 19. Método de difusión en agar (Tomado de MARIN CASTAÑO, Darwin.
Informe de avance del proyecto CENIVAM: Evaluación antibacterial y antifúngica
de esencias y extractos. No. 03 de 03. Septiembre de 2005)
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6.8.4. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)

Se utilizó como control positivo de inhibición el antibiótico de control ciprofloxacina
en DMSO al 99% para Bacillus cereus y amoxicilina para Streptococcus agalactiae
y los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG, las cuales mostraron inhibición por medio
del método de difusión en agar.

Para las pruebas de actividad antimicrobiana en microplaca de 96 pozos, se
preparó una solución stock de cada extracto a una concentración de 64000 g/mL
en DMSO al 99%. A partir de la solución stock, se prepararon dos diluciones de
8000 y 500 g/mL con DMSO al 99%. A partir de estas tres soluciones se hizo una
segunda serie de once diluciones de la siguiente manera: De la solución stock de
64000 g/mL se prepararon diluciones a 12800, 6400 y 3200 g/mL; así mismo se
prepararon de  la solución de 8000 g/mL diluciones a 1600, 800, 400 y 200
g/mL; lo mismo se realizó con la solución de 500 g/mL de donde se prepararon
diluciones de 100, 50, 25, y 12.5 g/mL. El blanco utilizado fue DMSO al 99%.

De cada una de las once diluciones previamente preparadas de cada extracto, se
transfirieron 20 µL a los pozos de una fila enumerados del 1 al 11 y se adicionó el
blanco en el pozo número 12. De esta manera en cada fila se lograron diluciones
seriadas desde 1024 hasta 1 g/mL. Cada extracto se repitió en tres filas,
posteriormente se le adicionó a cada pozo 220 µL de medio de cultivo líquido
(caldo nutritivo) y 10 µL del microorganismo ajustado a 0.1 de absorbancia. La
lectura inicial se hizo a contra luz observando turbidez o transparencia después de
4 horas de incubación a 37 ºC, se tomó como valor de CMI la concentración del
primer pozo que presentó transparencia en cada fila. Posteriormente se realizó la
adición de 25 µL de MTT (con una concentración de 0.8 mg/mL) utilizando como
medio dispersante TRITON ó TWEEN 80 (con una concentración de 0.1 g/ml)
a cada uno de los pozos con el microorganismo y se incubó a 37 ºC durante
4 horas. La segunda lectura se hizo a través de un método colorimétrico. Como
prueba confirmatoria se hizo una siembra por superficie en caja de petri con agar
nutritivo, se adicionó 20 µL del contenido del pozo y se incubó por 24 horas
a 37 ºC, posteriormente se realizó la lectura observando inhibición o crecimiento,
(Ver figura 20).
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Figura 20. Diagrama de dilución en microplaca de 96 pozos (Tomado de MARIN
CASTAÑO, Darwin. Informe de avance del proyecto CENIVAM: Evaluación
antibacterial de esencias y extractos. No. 12 de 12. Diciembre de 2006)
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6.9. ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS CLOROFÓRMICOS, EN ACETATO DE
ETILO, BUTANÓLICOS Y ACUOSOS POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Se realizó el análisis por cromatografía liquida de alta eficiencia de los extractos
CHCl3-US y CHCl3-AG; AcOEt-US y AcOEt-AG; ButOH-US y ButOH-AG; Ac-US y
Ac-AG, empleando las condiciones de análisis que se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Condiciones de operación del CLAE para análisis de alcaloides y fenoles
Cromatógrafo

Automuestreador
Bomba

Horno para columna
Columna
Detector
Software

JASCO HPLC Plus
AS – 2059 Plus

Gradiente Cuaternario PU – 2089 Plus
CO – 2065 Plus

Ultra Aqueous RP-18 3 µm, 3.2 mm DI  x 100 mm largo
DAD MD – 2015 Plus

EZ Cromh Elite
Flujo 0.5 ml / min

Gradiente

Ácido fosfórico (0.05%) – acetonitrilo (5.0%)
Inicial (95 – 5)
5 min (95 – 5)

15 min (75 – 25)
20 min (75 – 25)
22  min (95 – 5)
25 min ( 95 – 5)

Tiempo de corrida 30 min
Detector 230 – 450 nm

Volumen de Inyección 10 µL
Temperatura 40 ºC

6.9.1. Cuantificación e Identificación de alcaloides y fenoles por CLAE

La cuantificación de alcaloides y fenoles se hizo por el método del estándar
externo empleando una curva de calibración en cada caso. Para la determinación
de alcaloides se emplearon los estándares de teobromina, cafeína y teofilina y
para fenoles se uso ácido ferúlico, a una longitud de onda de 270 y 320 nm
respectivamente, utilizando concentraciones de 6.25 a 200 µg/mL (Ver Anexo 2).
Las corridas se hicieron por triplicado.

La identificación de alcaloides se llevó a cabo por comparación con el tiempo de
retención de los estándares analizados bajo las mismas condiciones de análisis.
En el caso de los fenoles se hizo con base en su espectro ultravioleta obtenido en
la separación cromatográfica para cada uno de los picos.
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6.10. ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS CLOROFÓRMICOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES / ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG / EM)

Se realizó el análisis de los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG por CG/EM     con las
condiciones de análisis que se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Condiciones de operación por CG/EM para análisis de los extractos
clorofórmicos

Cromatógrafo

Inyector

Columna
capilar

Detector

Shimadzu QP 2010

Autoinyector Shimadzu AOC – 20I

Rtx-5Sil MS Crossbond (5% difenil / 95% dimetilpolisiloxano)
Espesor partícula 0.25 µm, ø = 0.25 mm x 30 m largo

Espectrómetro de masas MS – UP 2010 system

Inyector

Temperatura: 280 ºC

Volumen de inyección: 1.0 mL

Modo de inyección: Split

Gas

He

Flujo total:1 mL/minuto

Presión: 73 kPa

Detector

Temperatura del detector: 260 ºC

Ionización:  Impacto Electrónico a 70 eV

Modo de Adquisición de Datos: SCAN

Programación
de temperatura

T1: 100 ºC / 2 minutos

R1: 10 ºC / min

T2: 320 ºC / 10 minutos

Tiempo total de corrida: 30 minutos

Los reactivos, cepas e instrumentos utilizados se encuentran en el anexo 3.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

7.1. COMPARACIÓN DE LA EFICIENCIA DE EXTRACCION POR EL MÉTODO
DE ULTRASONIDO (US) Y AGITACIÓN MAGNÉTICA (AG)

En la tabla 5 se presentan los resultados del porcentaje de rendimiento de los
extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG), en acetato de etilo (AcOEt-US y
AcOEt-AG), butanólicos (ButOH-US y ButOH-AG) y acuosos (Ac-US y Ac-AG)
obtenidos según el fraccionamiento liquido – liquido propuesto en la sección
experimental. Los datos corresponden al peso del extracto frente al peso de
cáscara de cacao molida y desengrasada (Ver Anexo 4) y según su desviación
estándar se puede concluir que los valores logrados por ambos métodos de
extracción son reproducibles y confiables.

Tabla 5. Comparación de la eficiencia de extracción de las técnicas empleadas

Extracto
Porcentaje de
rendimiento

Porcentaje de
rendimiento promedio

Desviación
estándar

CHCl3-US
0,5153

0.4969 0.02170,5024
0,4729

CHCl3-AG
0,3825

0.4081 0.02430,4109
0,4308

AcOEt-US
0,3199

0.3204 0.00260,3232
0,3182

AcOEt-AG
0,2746

0.2774 0.00250,2796
0,2780

ButOH-US
1,0113

1.0140 0.00251,0145
1,0161

ButOH-AG
0,8539

0.8511 0.00260,8489
0,8572

Ac-US
15,0273

15.0274 0.005515,0330
15,0220

Ac-AG
8,1161

8.1215 0.00508,1225
8,1260
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Con el fin de comparar la eficiencia en la extracción por las dos técnicas
empleadas, se esquematizaron los datos de la tabla 5 en la figura 21 que
corresponden al porcentaje promedio de cada uno de los extractos obtenidos.
Como se aprecia en la figura, en todos los casos la técnica por ultrasonido
favoreció la extracción de los componentes siendo más evidente en el extracto
acuoso residual (Ver figura 21 D), alcanzándose una diferencia de 46% entre los
extractos por ultrasonido y agitación magnética. Por lo tanto, se puede concluir
que el método de ultrasonido proporcionó mejor rendimiento debido a que los
efectos mecánicos de este sistema inducen una mayor penetración del disolvente
en las paredes celulares del material y mejora la transferencia del contenido de
masa, [82].

Figura 21. Porcentaje de rendimiento promedio del fraccionamiento líquido –
líquido del extracto Etanol:Agua de Cáscara de Cacao con sus respectivos
extractos: (A) Clorofórmico, (B) Acetato de etilo, (C) Butanólico, (D) Acuoso.
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  Th   C   Tf    mx

                    (A)

Rf = 0.85 Rf = 0.85

Rf = 0.35 Rf = 0.35

Rf = 0.2

  Th   C   Tf    mx

                    (B)

Rf = 0.84 Rf = 0.84

Rf = 0.36 Rf = 0.36

Rf = 0.2

7.2. ANÁLISIS DEL EXTRACTO CLOROFÓRMICO OBTENIDO POR
ULTRASONIDO Y AGITACIÓN MAGNÉTICA (CHCl3–US  y CHCl3–AG)

7.2.1 Identificación preliminar por cromatografía de capa delgada (CCD)

De acuerdo con la separación por CCD de los extractos clorofórmicos CHCl3–US y
CHCl3–AG obtenidos por las dos técnicas de extracción empleadas (ultrasonido y
agitación magnética), no se encontraron diferencias significativas en los
compuestos separados. Como se aprecia en la figura 22 (Ver placas originales en
Anexo 5), en ambos casos se encontraron igual número de manchas con los
mismos Rf que según los estándares de alcaloides empleados corresponden a
teobromina (Rf = 0.85) y teofilina (Rf = 0.36), indicando que no hay una diferencia
significativa en la selectividad de la extracción entre el método de ultrasonido y
agitación magnética.

Figura 22. Diagrama Esquemático de CCD para los extractos Clorofórmicos
revelados con luz ultravioleta a longitud de onda corta, obtenidos por:

(A) Ultrasonido, (B) Agitación magnética.
Th = Teobromina; C = Cafeína; Tf = Teofilina; mx = Extracto Clorofórmico.

7.2.2. Análisis por cromatografía liquida de alta eficiencia (CLAE)

En la figura la figura 23 A se aprecia la separación cromatográfica por CLAE de los
estándares de alcaloides y fenoles corridos de forma simultánea. Como se
observa en el cromatograma las condiciones empleadas lograron una buena
separación de los compuestos sin superposición lo que permitió el análisis y
detección de alcaloides y fenoles en todos los extractos obtenidos. Como se
observa en los perfiles cromatográficos obtenidos para los extractos clorofórmicos
por ultrasonido y agitación magnética (Ver figuras 24 A y B), en ambos
cromatogramas se identificaron teofilina y cafeína por tiempo de retención con los
estándares empleados. Sin embargo solamente en el extracto por agitación
magnética (Ver figura 24 B) se pudo detectar la presencia de teobromina.
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Figura 23. A. Separación cromatográfica por CLAE de los estándares de
alcaloides (teobromina, teofilina y cafeína) y de fenoles (ácido ferúlico).

B. Espectros ultravioleta de los estándares de teobromina (1), cafeína (2),
teofilina (3)
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(A)

(B)

Figura 24. Cromatogramas por CLAE del extracto clorofórmico de la cáscara de
cacao (Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (CHCl3-US) y (B) Agitación magnética (CHCl3-AG)

Según la cuantificación de los alcaloides (Ver anexo 6) en los extractos analizados
el mayoritario fue cafeína (Ver tabla 6). Sin embargo hay que tener en cuenta que
la cuantificación de la teofilina no fue posible en este estudio debido al reparto que
tuvo este alcaloide a lo largo del fraccionamiento líquido – líquido y a su presencia
en todos los extractos obtenidos indicando que este es el principal alcaloide en la
cáscara. Otros autores, [40 y 41], han reportado a la teobromina como el alcaloide
mayoritario en el grano pero no se encontraron reportes de la distribución de
alcaloides en la cáscara. Los espectros ultravioleta de los alcaloides identificados
en los extractos clorofórmicos obtenidos por ultrasonido y agitación magnética se
encuentran en el anexo 7.
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Tabla 6. Cuantificación de alcaloides por CLAE de los extractos clorofórmicos

Estándar Tiempo de
retención (min)

Extracto CHCl3-US Extracto CHCl3-AG
Concentración (mg/L)

Teobromina 12,75 ND NC
Cafeína 13,86 7,77 10,31
Teofilina 5,24 NC NC

Los valores de concentración corresponden al promedio de tres medidas tomadas de forma
independiente cada una. ND = No detectado. NC = No cuantificado

7.2.3. Análisis por cromatografía de gases/espectrometría de masas (CG/EM)

El análisis por cromatografía de gases/espectrometría de masas (CG/EM) fue
complementario y permitió confirmar la presencia de cafeína como alcaloide
mayoritario en los extractos clorofórmicos. De acuerdo con los perfiles logrados
por cromatografía de gases para los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG obtenidos
por ultrasonido y agitación magnética respectivamente (Ver figura 25), se aprecia
un pico bien resuelto que se identificó como cafeína con un tiempo de retención de
14 minutos en ambos casos, cuyo peso molecular es de 194 gramos/mol. Este
pico fue identificado por comparación con los espectros de masas de la biblioteca
WILEY 7 Nº 2 (Ver Anexo 8). El espectro de masas de la cafeína (Ver figura 26)
posee un pico base con un m/z de 194 y los fragmentos más representativos
(Ver anexo 9) fueron el m/z 109, m/z 165, m/z 137, m/z 109, m/z 82, m/z 67 y
m/z 55 (Ver tabla 7) conforme a otros autores, [83]. Sin embargo no se descarta la
presencia y superposición de teobromina y teofilina debido a que pueden existir en
mezcla con la cafeína. Los picos del cromatograma con tiempo de retención de
16,67 minutos, 21,93 minutos y 21,95 minutos corresponden posiblemente de
acuerdo a sus espectros de masas (Ver Anexo 10), a ácidos grasos puesto que
presentan fragmentos característicos de este grupo de compuestos que también
han sido reportados para granos de cacao según otros autores, [84, 85, 86 y 87],
sin embargo no se descarta la superposición entre ellos o con otros ácidos grasos
por encontrarse en mezcla.
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(A)

(B)

Figura 25. Cromatogramas por cromatografía de gases del extracto clorofórmico
de la cáscara de cacao (Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (CHCL3-US) y (B) Agitación magnética (CHCL3-AG)
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(A)
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Figura 26. Espectro de masas de la cafeína en el extracto clorofórmico de la
cáscara de cacao (Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (CHCL3-US) y (B) Agitación magnética (CHCL3-AG)
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Tabla 7. Fragmentos representativos de la cafeína encontrados en cáscara de
cacao (Theobroma cacao L.)

Compuesto Relación (m/z) % Abundancia Fragmento

Cafeína

194 100
N

N
+ N

N

O

O

CH3

CH3
CH3

165 10
N

+

N

CH2

O
N

N
CH3

CH3

137 40 NC
+

NN

CH3

O
+

CH3

109 89
N

C
2+

N

CH3

N

CH3

82 30

N

CH3

C

CH3

N
+

67 50

N

C H 3

N
+

55 93

CH2
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7.3. ANÁLISIS DEL EXTRACTO EN ACETATO DE ETILO OBTENIDO POR
ULTRASONIDO Y AGITACIÓN MAGNÉTICA (AcOEt–US y AcOEt–AG)

7.3.1. Identificación preliminar por cromatografía de capa delgada (CCD)

En la figura 27 se esquematiza la separación por CCD de los extractos en acetato
de etilo obtenidos por los métodos de extracción de ultrasonido y agitación
magnética (Ver placas originales en Anexo 11). Según la placa cromatográfica,
en ambos extractos (A y B) se evidenció una mancha de Rf = 0.84 revelada con
luz ultravioleta a onda corta y larga. El estándar empleado en este caso fue el
ácido ferúlico (Rf = 0.87), el cual se reveló de la misma forma, lo que podría indicar
que la mancha observada puede ser un compuesto de tipo fenólico.

Figura 27. Diagrama Esquemático de CCD para los extractos en acetato de etilo
revelados con luz ultravioleta a onda corta, obtenidos por:

(A) Ultrasonido, (B) Agitación magnética. mx = Extracto en acetato de etilo.

7.3.2.  Análisis por cromatografía liquida de alta eficiencia (CLAE)

En la figura 23 A se observa claramente la separación cromatográfica del estándar
que se empleó para los fenoles (ácido ferúlico) y que se corrió bajo las mismas
condiciones con los estándares de alcaloides. El espectro UV del estándar de
ácido ferúlico se observa en la figura 28, presentando absorbancias a alrededor de
280 nm y cerca de 360 nm, características de compuestos de tipo fenólico.



50

Figura 28. Espectro ultravioleta del estándar de ácido ferúlico

En los perfiles cromatográficos de los extractos en acetato de etilo obtenidos por
ultrasonido y agitación magnética (Ver figuras 28 A y B), se aprecian 5 picos,
donde los 4 primeros eluyeron antes de 3 minutos y se encuentran superpuestos
mientras que el pico mayoritario eluyó a 5,1 minutos en ambos casos. Este pico
coincide con el tiempo de retención de la teofilina, indicando que este alcaloide
sigue presente en este extracto a pesar del número de fraccionamientos
líquido – líquido que se realizaron con cloroformo.

Los picos que aparecieron con un tiempo de retención entre 1,3 a 3,6 minutos
presentaron un espectros ultravioleta con máximos de absorbancia entre 280 y
340 nm, indicando que pueden tratarse de compuestos de tipo fenólico, [88 y 89],
en el cual un anillo A (Ver figura 29) que representa el sistema benzoilo muestra la
banda II que en el UV absorbe entre 240 a 280 nm y un anillo B el cual puede
tener un cromóforo a partir del carbonilo denominado como sistema cinamoilo
exhibe la banda I, con máximos de absorbancia entre 340 a 380 nm, [90, 91 y 92].

La baja concentración de estos picos pudo deberse a una extracción insuficiente
de los mismos ó a que están presentes en las otras fracciones. Se propone para
próximos estudios realizar hidrólisis del extracto acuoso generado después de la
extracción con cloroformo y enriquecer el contenido de fenoles en esta fracción.
Los espectros se presentan en el anexo 12.

O

O
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Sistema cinamoilo
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B

Figura 29. Estructura Fenólica
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(A)

(B)

Figura 28. Cromatogramas por CLAE del extracto en acetato de etilo de la
cáscara de cacao (Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (AcOEt-US) y (B) Agitación magnética (AcOEt- AG)

7.3.3. Cuantificación de fenoles totales

Para este fin se emplearon dos técnicas diferentes. Los resultados se expresaron
como equivalentes de ácido ferúlico, se analizaron en primer lugar cada uno de
forma independiente y luego de forma comparativa.
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7.3.3.1. Determinación directa a 280 nm

La curva de calibración construida arrojó un coeficiente de correlación de
R2 = 0.997 y de acuerdo con la curva de Ringbom (Ver Anexo 13) el rango óptimo
y lineal se encuentra entre 0 a 30 ppm. Como se aprecia en la tabla 8 los
resultados de cuantificación arrojaron un contenido promedio de
264.42 ± 3.47 mg f. totales / g extracto para AcOEt-AG, siendo mayor el contenido
encontrado para AcOEt-US con un valor de 323.58 ± 3.84 mg f. totales / g
extracto. Los valores encontrados no concuerdan con lo reportado para otros
estudios de cacao, por lo que se analizaran las posibles causas de estos
resultados en el ítem 7.3.3.3. Esta técnica se fundamenta en la propiedad que
tienen todas las sustancias fenólicas de absorber luz ultravioleta a 280 nm. Uno de
los factores que deben tenerse en cuenta como interferencias es que a ésta
longitud de onda absorben otro tipo de compuestos, principalmente aquellos que
contienen enlaces dobles carbono – carbono y carbono – oxígeno dificultando la
lectura para el contenido total de fenoles, además cada tipo de compuestos
fenólicos posee un coeficiente de absortividad, ε, diferente a 280 nm generando
así que los resultados no se puedan relacionar con un estándar específicamente
utilizado, por lo tanto su uso es limitado. Sin embargo el valor de éste método
radica en que es rápido, simple y económico, puesto que la muestra a analizar
requiere solo de filtración y dilución, [93]. Esta técnica es apropiada para
determinar el contenido total de fenoles en control de procesos como por ejemplo
para realizar seguimiento del contenido de fenoles de vino durante las diversas
etapas de procesamiento del mismo.

7.3.3.2. Determinación de Fenoles Totales por el método de Folin –
Ciocalteau

La curva de calibración mostró buena linealidad, con un coeficiente de correlación
de R2 =0.998 y de acuerdo a la curva de Ringbom (Ver Anexo 14) presenta un
rango óptimo y lineal entre 2 a 18 ppm. Como se observa en la tabla 8, la
cuantificación de fenoles totales arrojó un valor promedio de
91.64 ± 1.30 mg f. totales / g extracto para el extracto obtenido por agitación
magnética   (AcOEt-AG), siendo mayor el contenido para el extracto de ultrasonido
(AcOEt-US) con un valor de 111.38 ± 1.41 mg f. totales / g extracto. Estos están
dentro del rango encontrado para otros análisis de cacao por lo que se analizará
su confiabilidad en el siguiente ítem. Este método de cuantificación implica la
oxidación inicial del fenol a quinona y la reducción simultánea del molibdeno del
estado de oxidación +6 de color amarrillo a otros inferiores, luego en alguno de sus
estados se acompleja con un ligando que puede ser agua, sodio ó carbonato
formando un complejo de color azul, indicando que se obtiene un derivado
únicamente proveniente de compuestos fenólicos y generando por consiguiente
una lectura certera del contenido total de fenoles. Esta técnica tiene la ventaja de
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reportar un contenido total de fenoles equivalente a los diferentes tipos de
compuestos fenólicos que se encuentren en la muestra analizada, [93], sin
embargo posee la desventaja de que pueden existir interferencias cuando está
presente el dióxido de azufre (aplica particularmente para análisis de fenoles en
vinos) y glucósidos que generarían reportes de valores más bajos del contenido
total de fenoles. Además la técnica es más compleja, requiere mayor tiempo de
análisis y es costosa debido al uso obligatorio del reactivo
fosfomolibdico – tugsteno que aunque está disponible comercialmente posee un
alto valor monetario. Otra desventaja es que las soluciones resultantes son
catalogadas como residuos peligrosos haciendo necesario crear un plan de
desactivación adecuado. Cabe resaltar que la técnica de Folin – Ciocalteau es
ampliamente usada en los análisis de vino, té, vegetales y frutas.

Tabla 8. Concentración de fenoles totales de extractos en acetato de etilo frente al
método a 280 nm y Folin – Ciocalteau

Método Extracto Concentración (mg f totales /g ext)
280 nm AcOEt–US 323.58 ± 3.84*

AcOEt–AG 264.42 ± 3.47*
Folin – Ciocalteau AcOEt–US 111.38 ± 1.41*

AcOEt–AG 91.64 ± 1.30*
*Resultados expresados como media y desviación estándar de 3 réplicas.

7.3.3.3. Comparación del método directo a 280 nm y Folin-Ciocalteau

Figura 30. Comparación de la cantidad de fenoles totales expresados como ácido
ferúlico de los extractos en acetato de etilo de cáscara de cacao



54

Como se puede ver en el histograma (Ver figura 30), el método a 280 nm reportó
un contenido total de fenoles mayor que el método de Folin – Ciocalteau siendo
aproximadamente 3 veces mayor. De acuerdo con estudios previos, los reportes
indican que el grano de cacao tiene un rango de concentración de fenoles totales
expresados como equivalentes de ácido ferúlico comprendido entre
67 a 144 mg / g extracto, incluidos granos frescos, [94] y fermentados, [95]. Luego
el contenido reportado por el método a 280 nm está sobrestimado, esto podría
explicarse con base en el hecho de que en la región ultravioleta del espectro
electromagnético se da la absorción de compuestos con transiciones electrónicas
del orden n→π* y π→π* conforme a aromáticos, conjugaciones de dobles enlaces
y heteroátomos como el nitrógeno con pares de electrones libres que conforma la
estructura de la teofilina como lo confirma el análisis por CLAE en la sección
anterior, interfiriendo en la lectura y contribuyendo ó aportando a incrementar la
absorbancia. Con base en otros autores, [55], y con la concentración reportada por
el método de Folin – Ciocalteau que está dentro del  rango reportado para granos
de cacao, esta técnica es la más apropiada para determinar cuantitativamente la
concentración de fenoles totales en extractos en acetato de etilo de cáscara de
cacao puesto que las determinaciones se hacen a 820 nm y se limita las
transiciones electrónicas dadas en la región ultravioleta e interferencias con el
solvente empleado en la extracción, además el complejo generado es más estable
que en la técnica anterior, por lo tanto la reproducibilidad es mayor. Cabe resaltar
que el contenido total de fenoles encontrado en el presente trabajo para extractos
en acetato de etilo de cáscara de cacao es significativamente mayor que el
reportado en hojas de cacao con un valor de 1.9 mg / g extracto, [96].
Adicionalmente, el contenido de fenoles totales para cáscara de cacao es superior
comparado con lo reportado en extractos acuosos de algas marinas Bryothamnion
triquetrum y en extractos etanólicos de Salvia aratocensis, con un valor de 8.05
mg / g extracto y 3.1 mg / g extracto respectivamente, [97 y 98].

Se concluye que respecto a las técnicas de extracción como se observa
claramente en la figura 30, no se aprecia una diferencia signficativa en el
contenido total de fenoles, de tal manera que ambos métodos de extracción
produjeron similar eficiencia para la cuantificación mediante el método de Folin –
Ciocalteau. El contenido total de fenoles es importante ya que puede ser un
indicador útil de un potencial beneficio nutricional, [99], y como la cáscara de
cacao presenta niveles significativamente altos, se sugiere realizar posteriores
estudios nutricionales sobre este agrodesecho para complementar la presente
investigación y generar nuevas utilidades sobre la cáscara contribuyendo a la
disminución del impacto ambiental que ella produce.
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7.4. ANÁLISIS DEL EXTRACTO BUTANÓLICO Y ACUOSO OBTENIDO POR
ULTRASONIDO Y AGITACIÓN MAGNÉTICA (ButOH–US y ButOH–AG, Ac–US
y Ac–AG)

Debido a la presencia de teofilina, evidenciada por CLAE en las fracciones en
acetato de etilo anteriores, se hizo una extracción con butanol con el fin de retener
este alcaloide y estudiar en la fracción acuosa residual los componentes
presentes. En las figuras 31 y 32 se presentan los cromatogramas obtenidos por
CLAE de los extractos butánolicos y acuosos corridos en las mismas condiciones
los extractos clofórmicos.

(A)

(B)

Figura 31. Cromatogramas por CLAE del extracto butanólico de la cáscara de
cacao (Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (ButOH-US) y (B) Agitación magnética (ButOH-AG)
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(A)

(B)

Figura 32. Cromatogramas por CLAE del extracto acuoso de la cáscara de cacao
(Theobroma cacao L.) obtenido por:

(A) Ultrasonido (Ac-US) y (B) Agitación magnética (Ac-AG)

Como se aprecia en los cromatogramas de los extractos butanólicos obtenidos por
ultrasonido y agitación magnética (Ver figuras 31 A y B), en ambos se encontró un
pico de tiempo de retención de 5,1 minutos que corresponde a teofilina por
comparación con el tiempo del estándar y su ausencia en los extractos acuosos
(Ver figura 32 A y B) indica que se logró la retención de este alcaloide en el
extracto butánolico.
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Se recomienda evaluar la actividad biológica del extracto butanólico y acuoso
puesto que por recursos no fue posible concluir este tipo de análisis en los
extractos.

Tanto en los perfiles cromatográficos de los extractos acuosos como en los
perfiles butanólicos y en acetato de etilo se encontraron 4 picos con tiempo de
retención entre 1,3 y 3,6 minutos. Estos picos se concentraron en el extracto
acuoso ya que pueden estar glicosidados como lo reportan otros autores, [100,
101, 102, 103 y 104], lo que les confiere mayor polaridad y dificulta su extracción
en otros solventes, esto puede incidir en la baja concentración de fenoles en los
extractos en acetato de etilo.

Se propone mejorar la extracción para próximos estudios haciendo una retención
selectiva de los alcaloides como por ejemplo extracción en fase sólida, [105], para
analizar los otros componentes (tales como fenoles) con mayor facilidad, como el
caso del extracto acuoso Ac-AG (Ver figura 32 B) que presenta un pico bien
definido con un tiempo de retención de 1,56 minutos que es común a los
cromatogramas de los extractos en acetato de etilo, butánolico y acuosos, siendo
en este último de mayor concentración por su afinidad en solventes altamente
polares, que corresponde posiblemente a compuestos de tipo fenólico.

Adicionalmente se sugiere realizar un análisis químico más detallado del extracto
acuoso empleando estándares y haciendo hidrólisis ácida o enzimática puesto que
allí hay presentes fenoles glicosidados (Ver figura 33) como isoquercitrina
(quercetina 3-O-glucósido), hiperosida (quercetina 3-O-galactosido), [37], entre
otros, puesto que el análisis que se realizó al extracto acuoso no estaba dentro de
los objetivos fijados en el desarrollo del presente trabajo.
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Figura 33. Fenoles glicosidados en cacao
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7.5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Figura 34. Esquema de la actividad antibacteriana de los extractos clorofórmicos y
en acetato de etilo de cáscara de cacao

La figura 34 esquematiza los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana
de los extractos clorofórmicos y en acetato de etilo de cáscara de cacao frente a
las diferentes cepas utilizadas de bacterias gram negativas, gram positivas y frente
al hongo.

Los extractos clorofórmicos procedentes de las extracciones por ultrasonido
(CHCl3-US) y agitación magnética (CHCl3-AG) presentaron actividad
antibacteriana frente a los microorganismos B. cereus (Ver figuras 35 y 36) y
S. agalactiae (Ver figuras 37 y 38). En el análisis se empleó como blanco
dimetilsulfóxido (DMSO) cuya función fue como solvente de los extractos y como
se aprecia en las figuras mencionadas anteriormente no presenta actividad
biológica frente a los microorganismos evaluados. El porcentaje de inhibición
logrado frente a B. cereus fue de 34.90% con el extracto CHCl3-AG (Ver figura 39)
empleando una concentración de 100 μg/μL y de 33.33% con el extracto
CHCl3-US evaluado a la misma concentración, siendo evidente que no hay una
diferencia importante entre éstos extractos. Según el análisis químico, estos
extractos clorofórmicos se encuentran enriquecidos en cafeína, teofilina y
teobromina presentes en mayor concentración en el extracto CHCl3-AG,
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sin embargo en este caso la diferencia en concentraciones no influyó
significativamente en su actividad.

Con relación a la actividad de los extractos clorofórmicos frente a S. agalactiae
como se aprecia en la figura 40, el extracto CHCl3-AG presentó un porcentaje de
inhibición del 52.40% (100 μg/μL) considerablemente mayor que el obtenido con el
extracto CHCl3-US que fue del 34.90% (100 μg/μL) indicando que en éste caso la
diferencia en concentración de los alcaloides presentes si incide en su actividad.

Este mismo comportamiento se verifica con la inhibición del crecimiento del mismo
microorganismo empleando una concentración menor de los extractos (50 μg/μL),
obteniéndose una inhibición del 47.80% con el extracto CHCl3-AG y del 28.60%
con el extracto CHCl3-US. Es importante resaltar que no hay una gran diferencia
entre la actividad del extracto CHCl3-AG de concentración de 100 μg/μL y la de
50 μg/μL, abriendo la posibilidad de emplear bajas cantidades del extracto. Para la
misma efectividad sería necesario hacer un estudio más detallado de las
concentraciones del extracto y su actividad frente a este microorganismo que
permita establecer el rango de concentración adecuado.

Es posible que los extractos clorofórmicos (CHCl3-AG y CHCl3-US) hayan
presentado mayor inhibición sobre el crecimiento de S. agalactiae con relación a
B. cereus debido a que el primer microorganismo al ser aislado no ha tenido
contacto con antibióticos lo que permite que sea más “sensible” al ser evaluado
frente a sustancias antimicrobianas. Según el análisis químico, éstos extractos
están enriquecidos en los alcaloides anteriormente mencionados, por lo tanto la
concentración de los mismos puede ser diferente en los extractos clorofórmicos y
debido a ello hay una diferencia significativa en los porcentajes de inhibición frente
a Streptococcus agalactiae aunque su composición química permanezca
constante.

Estos extractos no generaron inhibición frente a las otras cepas de
microorganismos utilizadas para el análisis (E. coli aislada de pollo, P. aeruginosa
y C. albicans), entre otros factores esto se debe a que posiblemente los alcaloides
allí presentes no desarrollaron ningún mecanismo de bloqueo sobre los
microorganismos gram-negativos.
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Figura 35. Inhibición CHCl3-US Vs B. cereus Figura 36.Inhibición CHCl3-AG Vs B.cereus

Figura 37.Inhibición CHCl3-US Vs S. agalactiae Figura 38.Inhibición CHCl3-AG Vs S. agalactiae
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Para Pseudomonas aeruginosa el resultado no fue bactericida sino bacteriostático,
es decir, se inhibió el crecimiento pero no se produjo la muerte, debido
posiblemente a la baja concentración de los componentes que pudieran tener
actividad. Este resultado también puede explicarse con base en lo reportado en la
literatura, [106], en donde se recomienda que para el tratamiento de esta bacteria
se debe emplear más de un fármaco antimicrobiano. Debido al efecto mencionado
sobre la cepa de P. aeruginosa por parte de los extractos utilizados (EXTUS,
EXTAG, CHCl3-US, CHCl3-AG, AcOEt-US, AcOEt-AG) se sugiere que en
posteriores investigaciones se estudie dicho resultado para indagar las posibles
causas y responsables de este efecto bacteriostático puesto que aunque es
sobresaliente por tratarse de un extracto de un desecho agroindustrial que no
había sido evaluado, no hace parte de los objetivos establecidos de este trabajo
que se enfoca en encontrar efectos bactericidas de los extractos evaluados.

Los extractos en acetato de etilo (AcOEt-US y AcOEt-AG) no presentaron ningún
efecto bactericida sobre las bacterias que fueron objeto de estudio (E. coli aislada
de pollo, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Streptococcus agalactiae).
Esto hecho podría explicarse con base en la baja concentración de compuestos
fenólicos en los extractos evaluados, los cuales han demostrado tener actividad
antibacteriana en otros estudios, [39 y 107] y adicionalmente se apreció en el
análisis composicional de las diferentes fracciones (extractos en acetato de etilo)
que estos se encuentran glicosidados lo que probablemente interfiere para que
exhiban su actividad biológica. Así mismo se esperó encontrar actividad por parte
los extractos etanólicos crudos (EXTUS y EXTAG) porque ellos contenían tanto
los alcaloides identificados como fenoles de los cuales se esperaría que generaran
inhibición frente a los microorganismos evaluados de forma individual o sinérgica
pero no se obtuvieron resultados satisfactorios. Una posible explicación de este
hecho radica en que los componentes que tuvieron actividad antibacteriana
(teobromina, cafeína y teofilina individual ó sinérgicamente) estaban en muy baja
concentración por lo que no se observó ninguna actividad. Con base en la
composición química de estos extractos y de acuerdo a los ensayos realizados por
otros autores, [66], quienes al disminuir la cantidad de inóculo utilizada
inicialmente (100 µL), observaron que aumentó la “sensibilidad” aparente del
microorganismo que estaba siendo objeto de análisis, por lo cual se sugiere que
en próximos estudios se realice dicha modificación para evaluar la actividad
biológica de los extractos etanólicos crudos y en acetato de etilo.

Ninguno de los extractos evaluados (EXTUS, EXTAG, CHCl3-US, CHCl3-AG,
AcOEt-US, AcOEt-AG) exhibió actividad frente a Candida albicans. Según
estudios previos, [66, 108 y 109], los fenoles (como ácido gálico ó elágico) se han
reportado con actividad inhibitoria de proteasa aspártica secretoria de C. albicans.
Sin embargo los extractos AcOEt-US y AcOEt-AG de los que se esperaba que los
compuestos fenólicos presentaran actividad no hubo un resultado positivo.



62

Este hecho puede atribuirse principalmente a dos factores que son la baja
concentración de fenoles en los extractos y/o a que los fenoles estaban
glicosidados lo que impedía que tuvieran acción inhibitoria contundente sobre este
hongo. Se sugiere hacer una hidrólisis (ácida o enzimática) previa para luego
extraer con acetato de etilo los fenoles libres de azúcares y evaluar la actividad
biológica de este extracto nuevamente.

Finalmente, E. coli aislada de pollo presentó resistencia frente a los extractos
empleados (EXTUS, EXTAG, CHCl3-US, CHCl3-AG, AcOEt-US, AcOEt-AG), esto
puede atribuirse a que la gallina de la cual se aisló la cepa pudo haber estado en
contacto durante su crecimiento con antibióticos lo que generó la resistencia. Los
genes de resistencia se adquieren probablemente a través de un proceso de
intercambio genético en donde se altera una vía metabólica que bloquea el agente
antimicrobiano ó debido a la impermeabilidad al antibiótico y/o a que el organismo
sea capaz de bombear hacia fuera el antibiótico que va entrando a la céula por
eflujo, [106].

Los porcentajes de inhibición arrojados por los extractos clorofórmicos frente a las
bacterias susceptibles (B. cereus y S. agalactiae) se pueden considerar muy
buenos en comparación a otros estudios, donde se reportan  porcentajes del
63.30% (100 µg/µL) y 55.20% (50 µg/µL) de extractos n-butanólicos de Miconia
aeruginosa Naudin frente a E. coli ATCC 13706, [64]. Así mismo, el extracto en
acetona acuosa de Miconia coronata contra E. coli aislada de pollo presentó
porcentajes de inhibición de 52.7% (100 µg/µL) y 47.1% (50 µg/µL), [110].
La fracción hidrolizada del extracto en isopropanol–agua de Tibouchina multiflora
generó un porcentaje de 55.7% (100 µg/µL) contra Candida albicans, [66], y el
extracto en acetato de etilo de Diplostephium tolimense Cuatrec reportó un
porcentaje de 38.2% (80 µg/µL) frente a S. aureus, [111]. Con base en los
porcentajes de inhibición encontrados en el presente trabajo y comparándolos con
los reportados por otros estudios frente a bacterias gram-positivas y gram-
negativas, se considera que los extractos clorofórmicos de cáscara de cacao
(Theobroma cacao L), son promisorios como una fuente de componentes
antibacteriales que de paso generaría otro potencial uso de este desecho
agroindustrial.
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Figura 39. Porcentaje de inhibición frente a B. cereus
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Figura 40. Porcentaje de inhibición frente a S. agalactiae
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7.5.1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los
extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG)

La concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto CHCl3-US fue de
1024 μg/ml y para CHCl3-AG de 512 μg/ml frente a B. cereus (Ver figura 41). Para
el caso de Streptococcus agalactiae, ambos extractos (CHCl3-US y CHCl3-AG)
inhibieron el crecimiento de S. agalactiae con una CMI de 128 μg/ml
(Ver figura 42), apreciándose que esta bacteria es más sensible que B. cereus al
momento de ser evaluada su capacidad para reproducirse cuando hay presentes
componentes antimicrobianos en su medio.

Según Aligiannis y sus colegas griegos de la Universidad de Atenas, [112],
propusieron una clasificación de extractos vegetales basada en los resultados de
la CMI así:

Inhibidores Fuertes: CMI menor de 500 µg/ml; Inhibidores Moderados: CMI entre
600 a 1500 µg/ml; Inhibidores Débiles: CMI mayor de 1600 µg/ml. Según esto, los
extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG) de cáscara de cacao pueden ser
considerados potentes inhibidores de B. cereus y S. agalactiae, puesto que
inhiben estos microorganismos con valores de CMI ≤ 500 µg/ml. Los resultados de
la CMI encontrados en este estudio son bastante buenos en comparación a otros
estudios, donde reportan CMI comprendidos entre 100 a 500 µg/ml por aceites
esenciales de hojas de plantas brasileñas contra diferentes serotipos de E. coli,
[112], además los extractos crudos de las raíces de Polygonum cuspidatum
presentan valores de CMI de 312.5 µg/ml frente a B. cereus y S. aureus, así
mismo un valor CMI de 156.3 µg/ml frente a L. monocytogenes, [113], el extracto
en acetato de etilo de de Miconia coronata contra P. aeruginosa registra un valor
de 1024 µg/ml para la CMI, [93], y el extracto etanólico de la raíz de Hermannia
depressa arrojó un valor de CMI de 195 µg/ml frente a B. subtilis, [114].

Con base en los valores de CMI arrojados por los extractos clorofórmicos y
comparándolos con los reportados por estudios frente a diferentes
microorganismos se puede concluir que dichos extractos provenientes de cáscara
de cacao son promisorios puesto que inhiben a los microorganismos en cuestión
(B. cereus y S. agalactiae) con una concentración mínima por lo que se sugiere
realizar estudios para observar la viabilidad de que sean utilizados como
complemento y/o de forma conjunta con otros agentes antimicrobianos usados
para inhibir el crecimiento de las bacterias mencionadas.

La inhibición del crecimiento de los microorganismos gram–positivos
Bacillus cereus y Streptoccocus agalactiae mediante el método de difusión en agar
por parte de los extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG) puede atribuirse a
la presencia de uno de los alcaloides identificados en el análisis químico tal como
teobromina, cafeína y teofilina ó al efecto sinérgico entre ellos. Según el análisis



66

químico es posible que la teobromina en conjunto con la teofilina generaran
efectos mutagénicos y genotóxicos sobre las bacterias mencionadas, con base en
estudios hechos por otros autores con estos alcaloides, [115 y 116]. Así mismo la
cafeína combinada con la teobromina pudo generar efectos genotóxicos sobre las
bacterias que fueron sensibles, de acuerdo con los resultados obtenidos por otros
autores empleando estas metilxantinas, [117 y 118].

Se propone que para próximos estudios se evalúe la actividad antibacteriana
frente a estas mismas bacterias (B. cereus y S. agalactiae) empleando estándares
de teobromina, cafeína y teofilina de forma individual y en mezcla para dar con el
responsable de dicha actividad.

El hecho de que los extractos clorofórmicos de un residuo agroindustrial como lo
es la cáscara de cacao obtenida después del proceso de tostado en la producción
de chocolate posea actividad antibacteriana resulta ser un avance importante para
la agroindustria del cacao en Colombia y su aprovechamiento integral, ya que éste
es el primer reporte hasta la fecha conocido en el país sobre dicha actividad
biológica in vitro.

Figura 41. CMI de los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG frente B. cereus
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Figura 42. CMI de los extractos CHCl3-US y CHCl3-AG frente S. agalactiae

Debido a que los extractos están enriquecidos en alcaloides (teobromina, cafeína
y teofilina) y se encuentran presentes en forma natural en los productos
alimenticios como chocolate, café, té y cola, se sugiere realizar estudios
posteriores para evaluar la viabilidad de emplear éstos extractos como parte de los
agentes químicos conservantes (tales como ácido benzóico, compuestos
sulfitados y vainillina ) utilizados para controlar el crecimiento de microorganismos
patógenos de trasmisión alimentaria, [119 y 120]. También se recomienda para
próximas investigaciones que se hagan estudios para evaluar la posibilidad de
emplear los extractos en combinación con otros agentes antimicrobianos con fines
industriales en el área microbiológica debido a su efecto bactericida. Los
resultados obtenidos de la actividad antibacteriana y de la concentración mínima
inhibitoria de los extractos indican que tienen un gran alcance para eliminar el
crecimiento de una de las bacterias que causan intoxicaciones alimentarias
(Bacillus cereus) e inhibir el crecimiento de uno de los microorganismo que causan
severas complicaciones mujeres gestantes y puérperas como corioamnionitis y
endometritis postparto (Streptococcus agalactiae), por lo tanto se recomienda que
desarrollen investigaciones en donde se analice la viabilidad de utilizar los
extractos en el tratamiento de éstas infecciones.

Los datos correspondientes a la actividad antibacterial evaluada frente a cada una
de las cepas se encuentran en las tablas ubicadas en los anexos 15 a 24.
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CONCLUSIONES

 Se encontró que la concentración de fenoles totales mediante el método de
Folin – Ciocalteau en los extractos en acetato de etilo de cáscara de cacao fue de
111.38 ± 1.41 mg / g extracto y 91.64 ± 1.30 mg / g extracto para los métodos de
extracción por ultrasonido y agitación magnética respectivamente.

 Mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) se identificó y
cuantificó cafeína en los extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG) con
valores de 7.77 y 10.31 mg/L. Igualmente se identificó teofilina pero no fue posible
su cuantificación debido a que hubo un reparto de la misma durante el
procedimiento de fraccionamiento entre los extractos en acetato de etilo y
butánolico estudiados.

 De acuerdo a los resultados obtenidos por CLAE, la teofilina es el principal
alcaloide en cáscara de cacao.

 Según el contenido de alcaloides en el extracto CHCl3-US comparado con lo
encontrado en el CHCl3-AG, la extracción fue más eficiente por agitación
magnética que por ultrasonido, apreciándose en mayor concentración los
componentes de acuerdo con el análisis químico realizado por CLAE.

 Se identificó cafeína en los extractos clorofórmicos de cáscara de cacao
mediante cromatografía de gases / espectrometría de masas.

 Los extractos clorofórmicos obtenidos por agitación magnética (CHCl3-AG) y
ultrasonido (CHCl3-US) evaluados frente a Bacillus cereus presentaron un
significativo porcentaje de inhibición respecto al control (amoxicilina de 5 μg/μL)
con valor de 34.90% (100 μg/μL) y 33.33% (100 μg/μL) respectivamente.

 El microorganismo aislado en el Laboratorio López Correa: Streptococcus
agalactiae, fue mucho más “sensible” frente a los extractos clorofórmicos
CHCl3-AG y CHCl3-US que tuvieron la capacidad de inhibir su crecimiento
respecto al control (amoxicilina de 5 μg/μL) en un 52.40% (100 μg/μL) y 34.90%
(100 μg/μL) respectivamente.

 La concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto CHCl3-US fue de
1024 μg/ml y para CHCl3-AG de 512 μg/ml frente a Bacillus cereus. Sin embargo
ambos extractos clorofórmicos inhibieron el crecimiento de S. agalactiae con una
CMI de 128 μg/ml.
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 La inhibición del crecimiento de los microorganismos gram positivos
Bacillus cereus y Streptoccocus agalactiae mediante el método de difusión en agar
por parte de los extractos clorofórmicos (CHCl3-US y CHCl3-AG) puede atribuirse
a la presencia de uno de los alcaloides identificados en el análisis químico tales
como teobromina, cafeína y teofilina ó al efecto sinérgico entre ellos.

 Los extractos clorofórmicos de la cáscara de cacao son una fuente de
alcaloides con actividad biológica que podrían ser utilizados en combinación con
otros agentes antimicrobianos con fines industriales en el área microbiológica
debido a su efecto bactericida.

 Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana y de la concentración
mínima inhibitoria de los extractos indican que tienen un gran potencial para
disminuir el crecimiento de una de las bacterias que causan intoxicaciones
alimentarias (Bacillus cereus) e inhibir el crecimiento de uno de los
microorganismos que causan complicaciones severas en mujeres gestantes y
puérperas (Streptococcus  agalactiae).

 Este trabajo de investigación es el primer reporte hasta la fecha conocido en el
país sobre actividad antibacteriana in vitro de cáscara de cacao, lo que resulta ser
un avance importante para la agroindustria del cacao en Colombia y su
aprovechamiento integral.
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RECOMENDACIONES

• Mejorar la limpieza realizada con hexano a la cáscara de cacao con el fin de
obtener en este procedimiento preliminar la mayor cantidad posible de ácidos
grasos, pigmentos, lípidos y cualquier tipo de compuestos que fuesen interferentes
para el análisis del extracto polar y sus fracciones.

• Mejorar la extracción de alcaloides haciendo una retención selectiva de los
mismos con el fin de analizarlos sin la presencia de interferentes.

• Evaluar la actividad biológica y emplear el método de Folin – Ciocalteau con el
objetivo de determinar el contenido de fenoles totales en los extractos butánolico y
acuoso para complementar el análisis.

• Realizar bioensayos mediante el método de difusión en agar empleando
estándares de teobromina, cafeína y teofilina con el fin de determinar el
responsable de la actividad antibacteriana y comparar esos resultados con los
obtenidos en esta investigación frente a B. cereus y S. agalactiae.

• Emplear otros microorganismos para hacer bioensayos mediante el método
utilizado en este trabajo con el propósito de evaluar el espectro de actividad
biológica que poseen los extractos clorofórmicos de cáscara de cacao
(Theobroma cacao L.).

• Hidrolizar la fase acuosa lograda luego de la extracción con cloroformo con el fin
de obtener fenoles libres para determinar su contenido total y comparar los
resultados con los reportados para el presente trabajo. Así mismo mejorar las
condiciones cromatográficas por CLAE de separación con el fin de identificar los
posibles compuestos fenólicos presentes en los extractos en acetato de etilo,
butanólico y acuoso empleando estándares de fenoles como catequina,
epicatequina, quercetina, isoquercitrina, hiperosida, entre otros.
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ANEXOS

ANEXO 1. Lista de la Composición de agares y caldos (g / L)

Composición de agares

Agar Mueller – Hinton:

Infusión de carne: 2.0
Hidrolizado de caseína: 17.5
Almidón: 1.5
Agar – agar: 13.0

Agar Nutritivo:

Extracto de carne: 1.0
Extracto de levadura: 2.0
Peptona: 5.0
Cloruro sódico: 5.0
Agar – agar: 15.0
pH : 7.4 ± 0.2

Agar Dextrosa – Sabouraud

Dextrosa: 40.0
Peptona de caseína: 5.0
Digerido pancreático de tejido animal: 5.0
Agar: 15.0
pH: 5.6 ± 0.2
Composición de caldos

Composición de agares

Infusión Cerebro – Corazón

Extracto de cerebro de ternera: 12.5
Extracto de corazón bovino: 5.0
Proteasa peptona: 5.0
Cloruro sódico: 5.0
Fosfato disódico: 2.5
Glucosa: 2.0
pH: 7.4 ± 0.2
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ANEXO 2. Gráfica de Identificación y Cuantificación de alcaloides y fenoles por CLAE

Identificación de alcaloides y fenoles
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Cuantificación de alcaloides y fenoles

Teofilina
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Teobromina
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Cafeína
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Ácido Ferúlico
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ANEXO 3. Lista de reactivos, cepas e instrumentos

Reactivos y Cepas

• Hexano
• Etanol Absoluto
• Agua destilada
• Cloroformo
• Acetato de etilo al 99%
• Metanol Grado Analítico
• Metanol Grado cromatográfico
• Ácido clorhídrico concentrado
• Hidróxido de sodio concentrado
• Ácido fosfórico al 85%
• Acetonitrilo Grado cromatográfico
• Carbonato de sodio anhidro
• Sulfato de sodio anhidro
• Tugstato de sodio
• Molibdato de sodio
• Sulfato de Litio
• Bromo(l)
• Cromatofolios TLC 20x20 cm Silicagel 60F254 Merk
• Estándar de Theobromina
• Estándar de cafeína
• Estándar de teofilina
• Estándar de Acido ferúlico
• Dimetilsulfóxido grado analítico (Phyto Technology Laboratories D241)
• Caldo BHI “Infusión cerebro corazón” (Merck 1.10493.0500)
• Agar Mueller Hinton (Merck 1.05437.0500)
• Escherichia coli aislada de pollo de granja avícola, Manizales (Caldas) “resistente a amoxicilina”
No. 1
• Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
• Bacillus cereus ATCC 11778
• Streptococo agalactiae β – Hemolitico aislado de un paciente en el laboratorio Clínico Lòpez
Correa de Pereira, Colombia.
• Candida albicans ATCC 10231

Instrumentos

• Nevera TEMPLOW
• Estufa marca APT lineTM BINDER
• Incubadora WTC Binder
• Balanza Analítica Electrónica Metler Toledo AB204 Precisión ±0.0001 g
• Rotaevaporador Laborota 4003-Control Heidolph
• Espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpec Shimadzu
• Ultrasonido UltrasonikTM Cleaner, Modelo No. 19H
• Agitado magnético Corning stirrer
• Micropipeta eppendorf reference
• Incubadora WTC Binder
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ANEXO 4. Tabla del peso de los extractos secos de cáscara de cacao

Método de Ultrasonido

Ensayo
Masa cáscara

de cacao
Masa ext.

CHCl3
Masa ext.

AcOEt
Masa ext.
But – OH

Masa ext.
Ac

1 20,0085 0,1031 0,0640 0,2023 3,0067
2 20,0028 0,1005 0,0646 0,2029 3,0070
3 20,0050 0,0946 0,0637 0,2033 3,0052

Método de Agitación Magnética

Ensayo
Masa cáscara

de cacao
Masa ext.

CHCl3
Masa ext.

AcOEt
Masa ext.
But – OH

Masa ext.
Ac

1 20,0010 0,0765 0,0549 0,1708 1,6233
2 20,0030 0,0822 0,0559 0,1698 1,6247
3 20,0078 0,0862 0,0556 0,1702 1,6232
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ANEXO 5. Cromatoplacas de la separación de los componentes del extracto
clorofórmico obtenido por ultrasonido y agitación magnética

Extracto CHCl3 – US Extracto CHCl3 – AG
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ANEXO 6. Cuantificación de alcaloides en los extractos clorofórmicos por
ultrasonido y agitación magnética

Ultrasonido
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Agitación Magnética
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ANEXO 7. Espectros ultravioleta de alcaloides identificados en los extractos
clorofórmicos obtenidos por ultrasonido y agitación magnética

Ultrasonido

Agitación Magnética
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ANEXO 8. Espectro de masas del pico con Tr = 14 minutos

Ultrasonido
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Agitación Magnética
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ANEXO 9. Fragmentación de Cafeína
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ANEXO 10. Espectros de masas de posibles ácidos grasos en cáscara de cacao

Espectro de masas del pico con Tr = 16,67 minutos

Ultrasonido
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Agitación Magnética
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Espectro de masas del pico con Tr = 21,93 minutos

Ultrasonido
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Agitación magnética
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Espectro de masas del pico con Tr = 21,95 minutos

Ultrasonido
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Agitación Magnética
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ANEXO 11. Cromatoplacas de la separación de los componentes del extracto en
acetato de etilo obtenido por ultrasonido y agitación magnética

Extracto AcOEt–US Extracto AcOEt–AG
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ANEXO 12. Espectros Ultravioleta de los picos encontrados en los extractos en
acetato de etilo por ultrasonido y agitación magnética

Ultrasonido
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Agitación Magnética
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ANEXO 13. Curva de calibración y curva de ringbom para el método a 280 nm

y = 0,002x + 0,001
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ANEXO 14. Curva de calibración y curva de ringbom para el método de Folin-
Ciocalteau

y = 0,005x - 0,005
R² = 0,998
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ANEXO 15. Medición del halo de inhibición (mm) para los extractos de cáscara de
cacao frente a Bacillus cereus ATCC 11778

Extractos
Amoxicilina

5 mg/mL
Blanco

DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US
21 0 6 0 0
21 0 7 0 0
21 0 7 0 0

Promedio 21,0 0 6,7 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,58 0,00 0,00

CHCl3-AG
21 0 8 6 0
21 0 7 7 0
21 0 7 7 0

Promedio 21,0 0 7,3 6,7 0,0
DS 0,00 0 0,58 0,58 0,00

AcOEt-US
21 0 0 0 0

22 0 0 0 0
22 0 0 0 0

Promedio 21,7 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,58 0 0,00 0,00 0,00

AcOEt-AG
22 0 0 0 0

22 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,7 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,58 0 0,00 0,00 0,00

EXTUS
22 0 0 0 0

22 0 0 0 0
22 0 0 0 0

Promedio 22,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

EXTAG
21 0 0 0 0

22 0 0 0 0
22 0 0 0 0

Promedio 21,7 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,58 0 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 16. Porcentaje de inhibición de los extractos de cáscara de cacao frente a
Bacillus cereus ATCC 11778

Extractos
Amoxicilina

5 mg/mL
Blanco

DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US 100 0 33,33% 0 0
CHCl3-AG 100 0 34,90% 31,70% 0
AcOEt-US 100 0 0 0 0
AcOEt-AG 100 0 0 0 0
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ANEXO 17. Medición del halo de inhibición (mm) para los extractos de cáscara de
cacao frente a Streptococcus agalactiae

Extractos
Amoxicilina

5 mg/mL
Blanco

DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US
21 0 8 6 0
21 0 7 6 0
21 0 7 6 0

Promedio 21,0 0 7,3 6,0 0,0
DS 0,00 0 0,58 0,00 0,00

CHCl3-AG
21 0 12 10 7
21 0 11 10 6
21 0 10 10 6

Promedio 21,0 0 11,0 10,0 6,3
DS 0,00 0 1 0,00 0,58

AcOEt-US
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

AcOEt-AG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,0 0 0,00 0,00 0,00

EXTUS
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

EXTAG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 18. Porcentaje de inhibición de los extractos de cáscara de cacao frente a
Streptococcus agalactiae

Extractos
Amoxicilina

5 mg/mL
Blanco

DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US 100 0 34,90% 28,60% 0
CHCl3-AG 100 0 52,40% 47,60% 33,30%
AcOEt-US 100 0 0 0 0
AcOEt-AG 100 0 0 0 0
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ANEXO 19. Medición del halo de inhibición (mm) para los extractos de cáscara de
cacao frente a E. coli aislada de pollo resistente a amoxicilina

Extractos
Ciprofloxaciona

0,125 mg/mL
Blanco

DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Promedio 0,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

CHCl3-AG
21 0 0 0 0
21 0 0 0 6
21 0 0 0 6

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0 0,00 0,0

AcOEt-US
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

AcOEt-AG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,0 0 0,00 0,00 0,00

EXTUS
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

EXTAG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 20. Porcentaje de inhibición de los extractos de cáscara de cacao frente a
E. coli aislada de pollo resistente a amoxicilina

Extractos
Ciprofloxacina
0,125 mg/mL

Blanco
DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US 100 0 0 0 0
CHCl3-AG 100 0 0 0 0
AcOEt-US 100 0 0 0 0
AcOEt-AG 100 0 0 0 0
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ANEXO 21. Medición del halo de inhibición (mm) para los extractos de cáscara de
cacao frente a Pseudomonas aeruginosa

Extractos
Ampicilina
25 mg/mL

Blanco
DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Promedio 0,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

CHCl3-AG
21 0 0 0 0
21 0 0 0 6
21 0 0 0 6

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0 0,00 0,0

AcOEt-US
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

AcOEt-AG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,0 0 0,00 0,00 0,00

EXTUS
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

EXTAG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 22. Porcentaje de inhibición de los extractos de cáscara de cacao frente a
Pseudomonas aeruginosa

Extractos
Ampicilina
25 mg/mL

Blanco
DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US 100 0 0 0 0
CHCl3-AG 100 0 0 0 0
AcOEt-US 100 0 0 0 0
AcOEt-AG 100 0 0 0 0
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ANEXO 23. Medición del halo de inhibición (mm) para los extractos de cáscara de
cacao frente a Candida albicans ATCC 10231

Extractos
Ampicilina
25 mg/mL

Blanco
DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Promedio 0,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

CHCl3-AG
21 0 0 0 0
21 0 0 0 6
21 0 0 0 6

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0 0,00 0,0

AcOEt-US
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

AcOEt-AG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,0 0 0,00 0,00 0,00

EXTUS
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00

EXTAG
21 0 0 0 0

21 0 0 0 0
21 0 0 0 0

Promedio 21,0 0 0,0 0,0 0,0
DS 0,00 0 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 24. Porcentaje de inhibición de los extractos de cáscara de cacao frente a
Candida albicans ATCC 10231

Extractos
Ampicilina
25 mg/mL

Blanco
DMSO 99% 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

CHCl3-US 100 0 0 0 0
CHCl3-AG 100 0 0 0 0
AcOEt-US 100 0 0 0 0
AcOEt-AG 100 0 0 0 0


