Determinacién de las propiedades
conservantes del fruto del algarrobo
(hymenaea courbaril linneaus)

para la industria de alimentos

*k

Ingeniera de Alimentos, es-
pecialista en Aseguramien-
to de la Calidad Microbio-
l6gica de los Alimentos.
Docente Corporacién Uni-
versitaria Lasallista.

Ingeniera de Alimentos. Do-
cente Fundacion Universita-
ria Catdlica del Norte.

Ingeniera de Alimentos. Ase-
sora Instituto Tecnolégico de
Ciencia Alimentaria (INTAL)

Capitulo 20 / Chapter 20

Luz Marfa Alzate Tamayo',
Diana Marfa Arteaga Gonzélez”,
Yamilé Jaramillo Garcés™

Resumen

Introduccién. Hymenaea courbaril Linneaus, es conocida
por sus propiedades antibacteriales, antiftingicas y nutricio-
nales debido a sus caracteristicas quimicas y bromatoldgicas,
constituyendo un interesante recurso para la investigacién
de su fruto como fuente natural con propiedades conser-
vantes para la industria de alimentos. Objetivo. Evaluar la
capacidad antimicrobiana del fruto del algarrobo sobre un
microorganismo indicador de calidad en alimentos (Escheri-
chia coli, ATCC 25922). Materiales y métodos. Se definie-
ron las concentraciones en extracto alcohdlico y acuoso de la
pulpa, la cdscara y las semillas para inhibir el crecimiento del
microorganismo. Utilizando la técnica de difusion en pozos
con algunas modificaciones, la cepa de E. coli se sometié a la
accién de los diferentes extractos. Resultados. En los ensa-
yos preliminares, los mejores resultados se obtuvieron con
la semilla en extracto alcohdlico, por lo que se descartaron la
pulpa, la cdscara y el extracto acuoso de semilla debido a su
poca o nula accién inhibitoria. El espectro antibacterial se
determiné por medio de la Concentracién Minima Inhibi-
toria del 20% para el extracto alcohdlico de la semilla. Esto
se logré con las pruebas en las que el extracto fue emplea-
do a intervalos semanales. Conclusiones. De acuerdo con
los resultados, es posible afirmar que la parte de la fruta del
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algarrobo que presenta mejor actividad antimicrobiana es la semilla con
didmetros de halos entre 15 y 25 mm comparados con los de la cdscara y la
pulpa que no presentaron halos de inhibicién significativos (menores a 15
y cero respectivamente), por lo que se concluye la existencia de sustancias
con potencial inhibidor de fuente natural en el algarrobo para la industria
de alimentos.

Determination of the preservative properties of carob tree’s
pulp (hymenaea courbaril linneaus) for food industries

Abstract

Introduction. Hymenaea courbaril Linneaus is well known because of its
anti-bacterial, antifungal and nutritional properties, give its chemical and
dietetic characteristics, being an interesting resource for the study of its
fruit as a natural source of preservative properties for food industries. Ob-
jective. To evaluate the antimicrobial capability of the carob trec’s fruit on
a microorganism taken as an indicator of food quality (Escherichia coli,
ATCC 25922). Materials and methods. Concentrations were defined in
the alcoholic and the aqueous extract of the pulp, the peel and the seeds,
in order to inhibit the microorganism’s growth. By the use of the well
diffusion technique, with some modifications, the E. coli strain was sub-
jected to the different extracts. Results. In the preliminary tests, the best
results were obtained with the seed in the alcoholic extract. Therefore, the
pulp, the peel and the aqueous extract of the seed were disregarded, due
to their small or null inhibitory action. The anti bacterial spectrum was
determined by the use of Minimum Inhibitory Concentration at 20% for
the alcoholic extract of the seed. This was achieved with the tests in which
the extract was used in intervals of a week. Conclusions. According to the
results, it is possible to say that the part of the carob tree’s fruit that has the
highest antimicrobial activity is the seed, with diameters between 15 and
25 mm, compared to those of the peel and the pulp, which did not have
significant inhibition values (under 15 and zero, respectively), Therefore, it
is concluded that there are substances with a high inhibitory potential

Introduccién

Algunos de los componentes de la pulpa de la algarroba (Hymenea courbaril Lin-
neaus) tienen, en la industria farmacéutica, propiedades terapéuticas (antidiarrei-
cas y catarral) y en la industria alimentaria, propiedades quimioprofildcticas Estas
propiedades estdn relacionadas con su composicién quimica y bromatolégica.

La tendencia al uso de conservantes naturales en la industria alimenticia se
ha incrementado en los dltimos anos como reemplazo de los de origen sintético
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cuyo uso por encima de las dosis permitidas puede ocasionar efectos antitiroideos,
efectos sobre el comportamiento, sobre la reproduccién, efectos mutdgenos, pro-
ductos de cardcter cancerigeno, ocasionar desérdenes en el organismo tipo aler-
gias e hiperactividad en los ninos' y en la actualidad son los de mayor empleo.
Por ello, esta investigacién representa un paso muy importante para la industria
de alimentos, en el sentido en que se podrdn ofrecer alternativas saludables de
conservaciéon de los alimentos y, como consecuencia inherente, la proteccién de
las personas que consuman los productos que los contengan.

La presente investigacion pretendié evaluar la capacidad antimicrobiana de la
fruta del algarrobo midiéndola sobre Escherichia coli ATCC 25922, un microor-
ganismo indicador de calidad en alimentos.

Para lo anterior, se ensayaron los extractos acuosos y alcohélicos de la pulpa,
céscara y semilla a diferentes concentraciones sobre el microorganismo, utilizan-
do la técnica modificada de difusién en pozos.

El algarrobo, cuya domesticacién comenzé hace unos cuatro milenios, puede
servir de ilustracién para un relato ejemplar que exponga cémo el hombre, desde
los comienzos de la agricultura, a lo largo de los siglos, supo utilizar con discerni-
miento recursos vivos de la naturaleza.

Debido a las caracteristicas quimicas y bromatoldgicas halladas en sus di-
ferentes partes y que pueden considerarse como antimicrobianos naturales, la
presente investigacién pretendid evaluar la capacidad antimicrobiana de la fruta
sobre Escherichia coli ATCC 25922, un microorganismo indicador de calidad en
alimentos. Para la realizacién de este trabajo se ensayaron los extractos acuosos y
alcohdlicos de la pulpa, cdscaras y semillas a diferentes concentraciones sobre el
microorganismo, utilizando la técnica modificada de difusién en pozos.

En el presente trabajo, como primera etapa de una serie de investigaciones, se
determiné que el fruto del algarrobo contiene propiedades antimicrobianas, cuya
caracterizacién quimica serd objeto de la siguiente etapa de investigacion.

Por la revisién bibliogréfica, se esperaba obtener excelentes resultados en la pulpa,
sin embargo, se obtuvieron mejores inhibiciones en la semilla triturada y molida.

El objetivo de descubrir un conservante natural que pueda reemplazar a los
conservantes de origen quimico utilizados actualmente en la industria de alimen-
tos, cuyo uso por encima de las dosis permitidas puede ocasionar la aparicién
de enfermedades como el cdncer, representa un paso muy importante para la
industria de alimentos, en el sentido que se podrdn ofrecer alternativas saludables
de conservacién de los alimentos, y como consecuencia inherente, la proteccién
de las personas que consuman los productos que lo contengan.
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Marco referencial

Aditivos alimentarios

Los aditivos son sustancias afiadidas intencionalmente a los alimentos para mejo-
rar su estabilidad o sus propiedades organolépticas o nutritivas®.

Los aditivos mds importantes son los edulcorantes, las sales, los acidulantes,
los antimicrobianos que suelen llamarse “conservadores”, los antioxidantes, los
emulgentes, los colorantes, los nutrientes y los aromas y sabores.

Conservantes

Los conservantes son los aditivos mds utilizados y los de uso mds justificado por-
que impiden que los alimentos se deterioren, prolongan su vida util, mejoran su
conservacién y preservan sus propiedades iniciales evitando que los microorga-
nismos o los procesos de oxidacién los alteren. Los conservantes pueden ser de
origen sintético o de origen natural®.

El uso de antimicrobianos estd muy restringido por las leyes, solo pueden
usarse los de una corta lista (lista positiva) y éstos sélo en casos determinados en
las reglamentaciones especificas, y en ningtn caso pueden utilizarse para enmas-
carar malas técnicas sanitarias®.

Conservantes sintéticos. Son moléculas que no existen en la naturaleza, sino

que han sido disenadas y sintetizadas por el ser humano®.

Actualmente se conocen varios tipos de conservadores de origen quimico,
entre los que se encuentran:
* Anhidrido sulfuroso y bisulfitos.
* Acido benzoico.
* Acido acético.
s Acido propiénico.
* Acido sérbico.
* Esteres del 4cido p-hidroxi-benzoico.
* Nitritos y nitratos®.
Conservantes naturales. Son sustancias no sintéticas que proceden de extrac-
tos vegetales y que poseen compuestos fendlicos u otras sustancias cuya accién

tiene un efecto negativo sobre el crecimiento de ciertos microorganismos patdge-
nos o tienen accién antioxidante sobre los alimentos®.

Por lo anterior, la estabilidad de algunos alimentos frente a la invasién por
algunos microorganismos se explica por la presencia en aquéllos de dichos con-
servantes naturales. Se sabe, por ejemplo, que algunas especias contienen acei-
tes esenciales que poseen actividad antimicrobiana. Entre estos aceites esenciales
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estdn el eugenol en el clavo, la alisina en el ajo, el adehido cindmico y eugenol
en la canela, el isotiocianato de alilo en la mostaza, el eugenol y el timol en la
salvia, y el carvacrol (isotimol) y el timol en el orégano. Los derivados del dcido
hidroxicindmico (4cido p-cumdrico, dcido ferulico, dcido cafeico y dcido clordge-
no) que se encuentran en las frutas, en las hortalizas, en el t¢, en la melaza, y en
otras fuentes vegetales, todos ellos presentan actividad antibacteriana y, algunos,
actividad antifingica®.

Los extractos de la semilla de toronja y de otros citricos también se emplean; tie-
nen un espectro amplio de actividad debido a que alteran las membranas celulares’.

Conservantes de extraccion biotecnolégica. Son productos extraidos a partir
de bacterias, entre los que se encuentran:

¢ Nisina.

. . L
e Natamycina o piramicina
* Dolylysinas
e Lysosymas
e Tetraciclinas’.

Ademis de los agentes antes mencionados, que son los mds empleados en la
industria alimentaria, existen muchos compuestos que igualmente restringen el
crecimiento microbiano mediante diferentes mecanismos. El anhidrido carbé-
nico (CO,) se ha usado en la conservacién de derivados cdrnicos, bebidas, leche
y otros productos. Algunos paises emplean el peréxido de hidrégeno en leche,
carne y pescado. Los dcidos orgdnicos como el citrico, el tartdrico, el fumdrico,
entre otros, influyen en el control microbiano. Los ésteres del glicerol, como
el monolaurato de glicerilo, acttian en concentraciones elevadas y en productos
altos en lipidos. Los dcidos grasos y varios antioxidantes fenélicos han mostrado
igualmente tener un efecto inhibidor, asi como el eritorbato de sodio’.

Descripcién del algarrobo

Nombre cientifico: Hymenaea courbaril Linneaus

Familia: Fabaceae | Caesalpiniaceae (Leguminosae)®.

Nombre comun: algarrobo, copal, guapinol, jatoba

Nombre comercial: Brazilian cherry, jatoba’

Botdnica. Los algarrobos presentan enormes variaciones de forma bioldgica y
de tipo floral. Los drboles pueden alcanzar los 40 metros de altura, y son intere-
santes debido a la cantidad y a las propiedades de sus frutos y semillas. Su corteza
es pardo rojiza con manchas blancuzcas horizontales amorfas, ramifica a partir

de la mitad del fuste y tiene ramas muy retorcidas. Posee hojas bifoliadas, alter-
nas, asimétricas, con puntos translicidos y una venacién poco prominente'’. Sus
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flores son blancas o cremas, miden cerca de 3.5 cm de didmetro. Cada flor con
cinco sépalos de color verde, cinco pétalos blanco amarillentos con finas rallas
purptreas y 10 estambres con anteras de color rojo, densas y muy aromdticas''.
En la Fotografia 1, se puede apreciar un drbol del algarrobo, localizado en el Jar-
din Botdnico de Medellin, “Joaquin Antonio Uribe”.

Fotografia 1. Arbol del Algarrobo, Jardin Boténico
“Joaquin Antonio Uribe”, Medellin

Fuente: Fotograffa tomada por las autoras.

Los frutos son tipo legumbre con una cdscara o pericarpo que es muy dura y
lefiosa, mide 0.5 cm de espesor y es de color rojizo a marrén oscuro, y entre la
céscara y las semillas tiene un polvo blanco o mesocarpo, pulpa harinosa, comes-
tible, dulce, agradable de color pardo crema a verdoso, que los indigenas usaron
como ingrediente de la mazamorra; estos frutos miden como 13 cm de largo por
6 de ancho y 2.5 cm de grosor, y se les puede ver maduros colgando en el drbol
por un periodo prolongado'” 2. Un solo 4rbol de H. courbaril puede producir
100 vainas en un afio, pero no necesariamente cada afio.

En las fotografias 2, 3, 4 y 5, tomadas por las autoras, se pueden observar de
Hymenaea courbaril L, un fruto o vaina, la pulpa, las semillas atin cubiertas de un
poco de pulpa y las semillas que han sido lavadas, respectivamente.
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Fotografia 2. Fruto de algarrobo Fotografia 3. Pulpa de algarrobo

Fuente: Fotograffa tomada por las autoras. Fuente: Fotograffa tomada por las autoras.

Fotografia 4. Semillas de Fotografia 5. Semillas
algarrobo sin lavar de algarrobo lavadas
Fuente: Fotografia tomada por las autoras. Fuente: Fotografia tomada por las autoras.

Sinénimeos. El algarrobo, Hymenaea courbaril Linneaus, se le conoce también
con los siguientes sinénimos:

*  Hymenaea animifera Stokes

*  Hymenaea candolleana Kunth

*  Hymenaea multiflora Klein hoonte
*  Hymenaea resinifera Salibs

*  Hymenaea retusa Wild. Ex Hayne
*  Hymenaea stilbocarpa Hayne

14,15,16,17

*  Inga megacarpa M.E. Jones
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Nombres vulgares. La palabra “algarrobo” deriva del drabe “a/ carub”, que
significa el drbol por antonomasia'®y es el nombre mds comtin con que se conoce
en diferentes lugares de América Latina. Sin embargo, dependiendo del pais se
han encontrado diferentes denominaciones como se mencionan a continuacién.
* Algarrobillo, copal, guapinol nazareno y pecueco (Colombia)

*  Courbaril, algarrobo (Panamd)

e Cuapinol, guapinol (Costa Rica)

* Hoja de cuchillo, palito colorado, pacay (Guatemala)
* Dalca, laka, guapinol (Honduras)

¢ Nancitén (Guatemala)

e Locust, kawanari (Guyana Francesa)

*  Yutahy, jutai, guapinole (México)

* Jatobd, jatahy (Brasil)

e Lokustbaum, johannesbrotbaun (Alemania)
e Decueca, azticar huayo o copal (Ecuador)

¢ Corobore (Venezuela)

e Caguairan (Cuba)

e Abad, timbary (Paraguay)

e Pampa estoraque (Pertt)

*  Garrofer, garrofera, garrove (Cataluna)

e Carrubo (Italia)

e Alfarrobeira (Portugal)

e Caroubeir (Francia)

* Copinol (Espana)

¢ Kharroub (Arabia)

*  Karob tree (Inglés)®'*

Existen otros nombres vulgares como Jatobd, stinking toe, algarrobo, aziicar
huayo, jatai, copal, brazilian copal, courbaril, cayenne copal, demarara copal, gom-
me animee, pois confiture, guapinol, guapinole, loksi, South American locust™.

Usos del algarrobo. Se menciona entre las especies frutales, aunque no sea
su uso mads frecuente, con fines de enfatizar el extraordinario valor nutritivo de
la pulpa comestible que rodea las semillas. Es uno de los alimentos vegetales més
ricos que se conocen por su alta concentracién en almidén y proteinas, y cons-
titufa una parte importante de la dieta de muchos pueblos indigenas. La pulpa
es dulce, se consume cruda, se incorpora como harina en galletas y sopas, o se
mezcla con agua para preparar una bebida llamada atole, y a los ninos se les da
con leche por ser un excelente alimento. También puede constituir un alimento
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concentrado de primera calidad para animales. La madera es de excelente cali-
dad, dura y pesada. El tronco produce una resina llamada copal, que tiene usos
medicinales y es usada también para hacer barnices e inciensos. La corteza con-
tiene taninos y propiedades medicinales asi como las hojas. Su savia, acabada de
extraer, tiene color vinoso y se recomienda en casos de debilidad pulmonar, falta
de apetito, digestiones dificiles, boca amarga, estado nervioso, bronquitis, asma,
cistitis, beriberi, laringitis y blenorragia® ** -*%. Las semillas medicinalmente se
han usado en casos similares a la savia; adicionalmente, se ha usado para tratar
bronquitis, catarros, cistitis, diarrea, dispepsia, fracturas, indigestién, laringitis,
malaria, reumatismo, tlceras, enfermedades venéreas, dolores de cabeza, artritis,
magulladuras, espasmos, como expectorante, licor, purgativo, sedativo, ténico
estomacal, vermifugo y antiséptico®.

Caracteristicas quimicas. El andlisis quimico de Hymenaea courbaril L mues-
tra que es rico en compuestos biolégicamente activos, incluyendo diterpenos,
sesquiterpenos, flavonoides y oligosacaridos. Los fitoquimicos de Hymenaea cour-
baril L son muy similares a otros drboles de bosque tropical productores de resina
como el drbol copaiba. Algunos de esos quimicos estdn en ambas plantas, tales
como el dcido copdlico, delta-cadineno, cariofilina y alfa-humuleno, que han
mostrado una significante actividad anti-inflamatoria, antibacterial, antifingica
y antitumoral en estudios clinicos. En otras investigaciones otro fitoquimico de
Hymenaea courbaril L, la astilbina, en un estudio clinico en 1997, mostr6 propie-
dades antioxidantes y protectoras del higado®'.

Hymenaea courbaril L también contiene terpenos, y quimicos fenélicos, los
cuales son responsables de proteger el drbol del ataque de hongos en la selva;
de hecho, el drbol de jatobd es uno de los pocos drboles en la selva que luce una
corteza completamente limpia, sin ninguno de los mohos y hongos encontrados
usualmente en muchos otros drboles en ambientes himedos. Estos terpenos y
fenoles antifiingicos han sido documentados en varios estudios y precisamente la
actividad antifingica del jatobd es atribuida a estos quimicos®'.

Los principales quimicos encontrados en Hymenaea courbaril L incluyen alfa-
copaeno, alfa-cubebeno, alfa-himachaleno, alfa-humuleno, alfa-muuroleno, alfa-
selineno, astilibina, beta-bisaboleno, beta-bourboneno, beta-copaeno, beta-cu-
bebeno, beta-gurjuneno, beta-humuleno, beta-selineno, beta-sitosterol, calareno,
4cidos carboxilicos, cariofilina, catequinas, clerodane diterpenos, 4cido comunico,
copacamfeno, dcido copalico, cubebeno, ciclosativeno, cipereno, delta-cadineno,
gamma-muuroleno, gamma-cadineno, dcido halimadienoico, heptasacdridos,
4cido kovalenico, dcido labdadieno, octasacdridos, oligosacdridos, 4cido ozico,
polisacdridos, selinenos y taxifolina®'.

Se han reportado flavonoides, terpenoides en diferentes partes de Hymanea
courbaril, como astilvina, beta-bourboneno, omega-cadineno, gama-cadineno,

/375 /



Luz Maria Alzate Tamayo, Diana Maria Arteaga Gonzalez, Yamilé Jaramillo Garcés

cariofilina, isoenantiometilester del 4cido comunico, copacanfeno, alfa-copaeno,
beta-copaeno, alfa-cobebeno, ciclosativeno, Hymenaea courbaril diterpeno, be-
ta-gurjeneno, alfa himachaleno, humuleno, alfa y gama muuroleno, dcido 1, 2,
3-naftaleno-5-carboxilico, alfa y beta-selineno, beta-citosterol, un repelente de
insectos hedichineno.

Farmacologia y actividad biolégica. El extracto etandlico demostrd acti-
vidad antimicética contra un patégeno vegetal Pestalo tiasubculturalis, en una
concentracién de 3.0 mg/mL. La decoccién de la corteza seca en dosis de 1g/kg
en ratas tiene efecto diurético. El extracto etandlico y la resina han demostrado
actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aureuginosa, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger y Candida albicans™.

Ademds de las propiedades antimicéticas, se ha documentado también que
Hymenaea courbaril tiene actividad contra un amplio rango de levaduras inclu-
yendo Candida. Otros estudios clinicos que han sido desarrollados desde los 70
han mostrado que tiene propiedades antimicrobianas, molusquicidas (mata y
controla caracoles y babosas), y actividades antibacteriales, incluyendo acciones
in vitro contra organismos tales como E. coli, Pseudomonas, Staphylococcus'y Ba-
cillus. Ademds de esto un extracto acuoso de hojas de Hymenaea courbaril ha
demostrado una significante actividad hipoglicémica, produciendo una reduc-
cién significativa de los niveles de azicar en la sangre, lo cual valida otros usos
tradicionales®'.

La corteza es astringente; contiene taninos con propiedades medicinales; el
fruto es laxante; las semillas, capaces de producir abundante mucilago, por lo que
se emplean asi mismo como laxantes en preparaciones farmacéuticas industriali-
zadas. Las hojas producen una resina tdxica con efectos repelentes sobre insectos
comedores de hojas. Es una planta melifera'®.

La corteza de algarrobo en infusién tiene propiedades antidiarreicas, mientras
que las algarrobas enteras en infusién se usan como laxante”. La harina de alga-
rroba se emplea en el tratamiento sintomdtico de diarreas del lactante y del nino
y para tratar vémitos, digestiones pesadas, intolerancia al gluten y enterocolitis

por Salmonella spp *°.

Los taninos del algarrobo tienen un efecto astringente en el tracto gastrointes-
tinal, lo que los hace utiles para tratar la diarrea. También se unen a las toxinas
bacterianas, inactivandolas, e inhiben el crecimiento de las bacterias. Los azdcares
forman la goma de algarrobo y se usan como espesantes, para absorber agua, un
efecto que también puede ayudar a controlar la diarrea”.

En Rain Tree Nutrition se reportan algunos de los efectos medicinales del
algarrobo o Jatobd que se describen a continuacién en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades herbolarias y medicinales del algarrobo

Acci6n Principal Otras acciones Dosificacion estandarizada

Mata mohos y levaduras  Reduce los espasmos Corteza:

Decoccién: Y2 a 1 taza, una a tres

Mata Candida Descongestiona los bronquios  yeces al dia

Incrementa la energfa Seca secreciones

Mata bacterias Incrementa la orina

Estimula la digestién Protege el higado Tintura: 1 a 3 mL dos veces al dia
Medianamente laxante Elimina pardsitos intestinales

Elimina radicales libres

Fuente: RAIN TREE NUTRITION. Jatobd. [on line] Carson city: Rain Tree, s.f, rev. enero 18 de
2007. [citado el 24 de junio de 2008] URL disponible en: http://www.rain-tree.com/jatoba.htm

Métodos de evaluacion de la capacidad antimicrobiana
de los extractos de plantas

No existe una reglamentacién ni estandarizacién de la metodologfa para la eva-
luacién de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas, como si existe para
los antibidticos. La mayoria de los métodos estdn basados en los utilizados para
evaluar resistencia y/o susceptibilidad a los antibi6ticos. Los métodos usados para
evaluar la actividad de extractos de plantas sobre bacterias y hongos son similares;
se varfa la forma de preparacién del inéculo, el tipo de medio de cultivo, la tem-
peratura y el tiempo de incubacién®.

Los métodos mds comtinmente utilizados en el laboratorio por su sencillez y
rapidez son:

e Técnica por difusién en agar con discos impregnados®

* Técnica por difusién en pozos

*  Meétodo de dilucién en medio liquido o en medio sélido? %

Técnica por difusion en agar con discos impregnados. Genera datos cuali-
tativos. Este método consiste en la adicién de una cantidad determinada de un
antimicrobiano u otra sustancia en un sustrato, (usualmente discos de papel) en
la superficie del agar sobre el cual se ha distribuido un inéculo del microorga-
nismo en estudio; cuando se coloca el disco impregnado en el agar, la sustancia
capta humedad y se difunde radialmente hacia afuera del agar, formdndose asi
un gradiente de concentracién del producto alrededor del disco y la sensibili-
dad del microorganismo estard indicada por el tamano de la zona de inhibicién
del crecimiento bacteriano. La sustancia estd presente a una concentracion alta
cerca del disco y afecta a microorganismos minimamente sensibles; los micro-
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organismos resistentes crecen hasta el disco. A medida que aumenta la distancia
desde el disco, disminuye la concentracién de la sustancia y solo los patégenos
mds sensibles resultan danados. Si el agente inhibe el crecimiento bacteriano en
torno al disco, se forma un anillo claro; cuanto mds ancha es la zona que rodea
el disco, mds sensible es el patdgeno. El didmetro del anillo es también funcién
de la concentracién inicial del antimicrobiano, de su solubilidad y de su tasa de
difusién a través del agar®® * y dependera de la sensibilidad del microorganismo,
la carga del disco, el espesor de la capa de agar, el pH, y la composicién del medio
del cultivo, la capacidad de difusién del producto en el medio, la temperatura de
incubacién, la velocidad de duplicacién bacteriana, el tamafio del inoculo y la
fase de crecimiento del microorganismo en estudio®.

En la actualidad, la prueba de difusién en agar mds empleada es el mérodo de
Kirby- Bauer, desarrollada en 1960. Con un asa o aguja de inoculacidn, se tocan
de cuatro a cinco colonias del patégeno a analizar que crece en agar y se inoculan
en un caldo de cultivo; este se incuba durante unas pocas horas a 35° C hasta que
se enturbia ligeramente, y se diluye hasta lograr una turbidez igual a un estdndar.
Se sumerge un hisopo de algodén estéril en la suspension y se inocula con este
en forma homogénea toda la superficie de un agar. Una vez que se ha secado la
superficie de éste, aproximadamente unos cinco minutos, se colocan sobre ella
los discos con el antimicrobiano en estudio con pinzas estériles o un aplicador. La
placa se incuba a 35° C por 16 a 18 horas; transcurrido este tiempo se miden los
didmetros de inhibicién en milimetros®.

Para la evaluacién de los extractos de plantas se pueden emplear diversos me-
dios de cultivo, como los agares Miieller Hinton, Triptona soja, Nutritivo e Infu-
sién Cerebro Corazén?.

Método de dilucion en agar o en medio sélido. En este método se incorpora
el producto a evaluar en un medio de cultivo. El antimicrobiano se afiade cuando
el medio atn estd liquido. Se inocula una suspensién estandarizada de bacterias
en una serie de placas de agar, cada una de las cuales contiene una concentracién
diferente del antimicrobiano®'. Se incuba a 37° C durante 24 horas. La menor
concentracién de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de microorga-
nismos es la CMI, que se observard en cada placa™.

Meétodos en medio de cultivo liquido. Estos métodos se basan en la deter-
minacién del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones
crecientes de la sustancia antimicrobiana que se encuentra diluida en el medio de
cultivo liquido o caldo®. El crecimiento de los microorganismos se observa me-
diante la aparicién de turbidez en el medio o mediante su cambio de color debido
al viraje del indicador de pH previamente afiadido al medio™.

Para esta prueba se requiere una serie de diluciones por cada antimicrobiano
en estudio®.
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Método de difusion en pozos. Este método fue planteado en 1971 por los
investigadores Tagg y McGiven para determinar la capacidad antimicrobiana de
las bacteriocinas que liberan algunas bacterias dcido-ldcticas con poder inhibito-
rio sobre otras bacterias®.

El método consiste en realizar una serie de pozos o hendiduras en un agar
nutritivo de cinco milimetros de espesor contenido en una caja de petri emplean-
do un sacabocado estéril de 4 mm de didmetro. El nimero de pozos depende
del halo de inhibicién esperado. La base de cada pozo se sella con 0.05 mL de
agar nutritivo derretido, y luego se anaden a cada pozo cantidades estandarizadas
(1, 2 6 3 gotas) de la preparacién de bacteriocionas®.

El medio inoculado se incuba a 37° C por una o dos horas para permitir
la difusién de la bacteriocina en el medio. El agar entonces se afloja del borde
de la caja de petri con una espdtula estéril; el medio es invertido de modo que
baje a la tapa, exponiendo el fondo del agar. Se aconseja el uso de las cajas de
petri de vidrio en lugar de las de pldstico para facilitar el retiro del gel. Se incu-
ba nuevamente a la misma temperatura y tiempo para permitir el secado de la
superficie expuesta, tiempo después del cual, esta superficie es inoculada con un
cultivo liquido del microorganismo indicador en fase logaritmica de crecimiento.
Las cajas son drenadas, secadas e incubadas con la base hacia arriba hasta que
aparezca la zona de inhibicién. La ventaja de este método es que permite que la
bacteriocina se difunda en el medio antes de que el microorganismo indicador
sea inoculado®.

Métodos modificados de difusién en pozos. Existen variantes o modifica-
ciones a este método como los empleados por Paik y colaboradores en 1997 y
Federico Sinche y colaboradores en 2005, en el cual el microorganismo indica-
dor es adicionado al agar previamente derretido y mantenido a 45° C y luego es
depositado en las cajas de petri estériles a las cuales se les hace cuatro agujeros
o0 pozos de 6 u 8 mm de didmetro empleando una pipeta pasteur estéril. En los
pozos se deposita la sustancia que se presume tiene actividad inhibitoria sobre el

microorganismo indicador®® .

Existe otra modificacién al método utilizada por los investigadores Montville
y Chen en 1999 y retomada por las investigadoras Gutiérrez y Acosta en 2008 en
la cual se vierte agar en una caja de petri, al que se le realizan 4 pozos en la superfi-
cie solidificada (sin perforar completamente el agar). A los pozos se les adiciona la
sustancia inhibidora a ensayar. El microorganismo de prueba se mezcla con agar
semisélido derretido y se vierte sobre el agar formdndose una doble capa. Se incu-
ba a la temperatura y tiempo requeridos por el microorganismo de prueba®> .

Concentracion minima inhibitoria. Los resultados de las pruebas se expresan
como Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) que representa la minima canti-

dad de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de un microorganismo® *.
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Escala de McFarland. Consiste en una serie de patrones de turbidez previa-
mente calibrados, en donde se utilizan varios tubos de vidrio cerrados y enume-
rados de 0.5 a 10 (los cuales deben ser nuevos, con tapa rosca y de igual tamano
y didmetro; limpios y enjuagados de manera cuidadosa) de acuerdo con la con-
centracién de microorganismos que se requiera y utilizdindolos como patrén de
referencia por medio de comparacién visual aproximada o por espectrofotome-
tria haciendo coincidir la absorbancia, (a 625 nm debe ser de 0.08 2 0.10 para el
estandar de 0.5)"°"%.

Los estandares se preparan agregando los reactivos cloruro de bario (BaCl,)
0.048 M (1.175% p/v) a dcido sulfurico (H,SO,) quimicamente puro 0.36 M
(solucién acuosa al 1% v/v) formdndose en cada tubo un precipitado blanco de
sulfato de bario (SO,Ba), responsable de la turbidez*”"*’. Los tubos se preparan
adicionando las cantidades de reactivos indicados en la tabla 2.

Tabla 2. Estandares de McFarland

tf:;:j:z‘iso BaCl, al 1% (ml) H,SO, al 1%(mI) d?:;:ltd(:i’;l‘::::“z)
05 0.05 9.95 150
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 93 2100
8 0.8 9.2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9.0 3000

Fuente: MACFADDIN, Jean E Pruebas Bioquimicas para la Identificacién de Bacterias de Im-
portancia Clinica. 32 ed. Buenos Aires: Panamericana, 2004. 850 p.

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. Guias de pricticas de Microbiologia.
Préctica 11: Antibiograma por difusién en Agar. Departamento de Microbiolo-
gia. Espana: Universidad Complutense, 2005. p. 18.
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Estandarizacion del inéculo para métodos de evaluacion de la capacidad
antimicrobiana. El in6culo se estandariza utilizando una escala turbidimétrica
como el patrén de McFarland. Se parte de un cultivo en caldo que ha sido incu-
bado de cuatro a seis horas, cuando se considera que el crecimiento se encuentra
en fase logaritmica. Se deben tomar muestras de varias colonias de aspecto similar
para disminuir la variacién en la poblacién bacteriana. La densidad de la suspen-
sién se ajusta hasta aproximadamente 10® unidades formadoras de colonia (UFC)
por mililitro, comparando la turbidez con el estindar de McFarland de 0.5 y
proceder a su inoculacién en la prueba elegida® .

El inoculo también puede prepararse por el método de suspensién directo de co-
lonias, el cual consiste en tomar colonias jévenes de la superficie de una placa de agar
J p p g
que ha sido incubada durante toda la noche y diluida hasta la densidad adecuada®.

Materiales y métodos

La investigacién se llevé a cabo en los laboratorios de Ciencias Biolégicas (Mi-
crobiologia y Biotecnologia) de la Corporacién Universitaria Lasallista de Caldas,
Antioquia.

El microorganismo elegido fue Escherichia coli ATCC 25922 liofilizada. La
cepa se rehidraté con la solucién procedente de fébrica, se sembré luego en agar
sangre y se incubé a 37°C durante 24 horas, pasadas.

La cepa indicadora utilizada para los ensayos se almacend en crioviales a -20°C
para mantenerla en éptimas condiciones de viabilidad antes de los ensayos res-
pectivos.

Se emplearon como medios de cultivo agar nutritivo y caldo cerebro corazén

de Merck y agar sangre preparado por MDM Cientifica.

Cada vez que se realizé un ensayo se tomé una perla criovial, se sembré en
caldo cerebro corazén y se incubé a 37°C durante 24 horas. Se empleé el método
de suspensién directo de colonias tomando una asada del cultivo en caldo cere-
bro corazén e inoculando un agar sangre que se incubé en las mismas condicio-
nes. Pasado el tiempo de incubacién se tomaron algunas colonias para diluirlas
en agua peptonada al 0.1% hasta llevar a una concentracién de 10°® células, de
acuerdo con el estindar de McFarland de 0.5. Se empleé este método, debido a
que la coloracién amarilla del caldo cerebro corazén de la primera incubacién
no permitia la comparacién por turbidez. Luego este patrén se dilufa hasta una
concentracién de 10° células.

Se realizaron los respectivos andlisis microbioldgicos al fruto del algarrobo con
el fin de garantizar que las posibles propiedades antimicrobianas de este se deban
a su composicién quimica y no a la presencia de microorganismos que puedan
aportar sustancias bioconservantes.
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La pulpa fue mezclada con el respectivo solvente en un homogeneizador mar-
ca AES, modelo MIX2 de los laboratorios de Ciencias Biolégicas de la Corpora-
cién Universitaria Lasallista para lograr una mejor calidad de la muestra.

Las semillas y las cdscaras se desinfectaron previamente con amonio cuater-
nario y luego se secaron a 60 °C en una estufa por 24 horas. Pasado este tiempo
fueron molidas y trituradas en un molino de martillos en el laboratorio de ope-
raciones unitarias de la Facultad de Ingenierfa de La Universidad Pontificia Boli-
variana y luego mezcladas en el homogeneizador AES MIX2 con cada extracto a
trabajar y en las concentraciones determinadas. Luego de preparados los extractos
se dejaban en agitacién en el SHAKER por 24 horas, pasadas las cuales se guar-
daban en refrigeracién a 7 °C para realizar los diferentes ensayos.

Los extractos fueron preparados con agua y con etanol al 90% y en concentra-
ciones de 10 a 90%. Los extractos desde 50% en adelante no se dejaron trabajar
por exceso de sustancia y apelmazamiento de la muestra, dejando solo los extrac-
tos bajos para los ensayos.

Por los resultados preliminares, se escogié el extracto alcohdlico de las semillas
para realizar los ensayos definitivos.

Determinacion de la capacidad antimicrobiana. Por las consultas biblio-
gréficas, la entrevista con la MSc Luz Adriana Gutiérrez Ramirez y la experiencia
de las investigadoras, se definié realizar siete modificaciones a los métodos de
difusién en pozo y discos impregnados con las pruebas preliminares para buscar
el mejor comportamiento en cuanto a la difusién del extracto.

En todos los ensayos preliminares, se realizaron cuatro pozos en el agar de
los cuales dos eran pozos para control, uno con agua destilada estéril y otro con
alcohol al 90% (solventes empleados en la preparacién de los extractos).

La interpretacién de los resultados se realizé a las 24 horas de incubacién. El
didmetro del halo de inhibicién se midié con una regla graduada considerando la
zona que estd libre de crecimiento, tal como se aprecia en la Fotografia 6, donde
las lineas indican el didmetro del halo de inhibicién. En caso de bacteriostdticos
es aceptable un ligero velo dentro del halo. La presencia de colonias en el interior
del halo indica contaminacién, cultivo mixto o aparicién de resistencia. Se con-
sidera que hay sensibilidad a una sustancia en el caso de Enterobacterias como la
Escherichia coli si se presentan halos entre 15 y 25 mm?.

En la prueba de pozos sencilla, no se obtuvieron buenos resultados de difusién
de los extractos, razén por la cual se decidié ensayar algunas modificaciones, para
mejorar dicha difusién como se explica a continuacién:

Difusion en pozos con doble capa. En la primera capa se realizaron los pozos
a los cuales se les adiciond el extracto en estudio y en la doble capa se adicioné el
microorganismo de prueba.
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Fotografia 6. Prueba de determinacién de capacidad antimicrobiana

Fuente: Fotografia tomada por las autoras.

Discos impregnados con doble capa. En la primera capa, sin realizar pozos
se depositaron discos de papel de filtro impregnados con el extracto y en la doble
capa se adicioné el microorganismo.

Microorganismo en pozo y doble capa con el extracto. En la primera capa se
realizaron los pozos y a ellos se les adicioné el microorganismo de prueba; en la
doble capa se adicion6 un mililitro del extracto en prueba.

Discos impregnados con doble capa modificado 1. En la primera capa sélida
se adiciond 0.1 ml de microorganismo de prueba y se esparci6 con una espdtula
driglasky y luego se hicieron los pozos en donde se adiciond el extracto a ensayar
impregnado en un disco de papel filtro; la segunda capa se adiciond sola.

Discos impregnados con doble capa modificado 2. A la primera capa, atin
liquida, se le adiciond 1 ml del microorganismo indicador. Una vez se solidific6
se adiciond el extracto investigado impregnado en un disco de papel filtro. De la
misma manera que el anterior, la segunda capa se empleé sola.

Difusién en pozo del extracto sin doble capa. A la primera capa, atin liquida, se
le adicion6 1 ml del microorganismo indicador. Una vez solidificada, se realizaron
los pozos a los cuales se les adiciond el extracto. No se utilizé doble capa de agar.

Discos impregnados en difusion de pozos. Se trabajé igual al anterior, adi-
ciondndole a los pozos discos de papel de filtro y luego sobre el pozo se adiciond
el extracto con una micropipeta. Con esta modificacién se trabajaron los ensayos
posteriores correspondientes al disefio experimental.

Los ensayos finales que se utilizaron en el disefio de experimentos, se realiza-
ron con semilla molida, en concentraciones de 10 a 45%, debido a que en las
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concentraciones mayores hubo absorcién completa del solvente. El extracto em-
pleado fue el alcohdlico pues con el agua los resultados no fueron consistentes.

La prueba finalmente elegida fue la de difusién en pozos sencilla modificada
por los discos impregnados, trabajando con el factor de McFarland 0.5, hacien-
do siembra en profundidad con 1 mL de E. coli ATTC 25922 en 20 ml de agar
cuenta gérmenes. Se hicieron 4 pozos, se colocé un disco de papel en cada uno y
se afadid a tres de ellos 30pl de la solucién a estudiar en la concentracién indica-
day en el otro el solvente empleado para elaborar el extracto como control.

Diseno de experimentos

Definicion de las variables independientes
¢ Concentracién del extracto de las semillas

* Tipo de solvente: etanol o agua

* Tiempo que dura el extracto con actividad inhibitoria

Variables fijas
* Tipo de microorganismo: Escherichia coli ATCC 25922

*  Concentracién de microorganismos: Un millén

*  Temperatura de operacién (Incubacién): 37 °C

Variable de respuesta

Didmetro del halo de Inhibicién. Puesto que no existe una reglamentacién ni
estandarizacién de la metodologia para la evaluacién de la capacidad inhibitoria
de extractos de plantas, como si existe para los antibidticos, los halos de inhibi-
cién de referencia para determinar la capacidad inhibitoria de la algarroba fueron
también los que se emplean en pruebas para antibiogramas. Se considera que hay
sensibilidad a una sustancia en el caso de Enterobacterias como la Escherichia coli
si se presentan halos entre 15 y 25 mm?®® ¥,

Rangos de operacién

Se trabaj6 con un disefio de experimentos factorial en donde las variables fijas son
los solventes, y las variables independientes son el didmetro del halo de inhibicién
y la concentracién del extracto.

Concentracion del extracto. 10% a 90%, con avances de 5% en 5%
Tipo de solvente. Etanol y agua.
Este es un experimento de 2%, donde la base son las variables fijas que son los

tipos de solventes, alcohol y agua; el exponente son la variables independientes
que son el didmetro del halo de inhibicién y concentracién del extracto.
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Tiempo de accién inhibitoria. Los ensayos en este paso se realizaron con el
solvente escogido segtin los rangos de operacién establecidos y se consignaron en
la tabla correspondiente.

Resultados

Andlisis microbiolégico a la materia prima

Los resultados de los andlisis microbioldgicos realizados a la materia prima se
describen en la tabla 3.

Tabla 3. Resultado de analisis microbiolégicos a materia prima

Pardmetro Polvo Céscaras Semillas
Mésofilos UFC/ gr <10 <10 <10
Coliformes fecales NMP/gr <3 <3 <3
Coliformes totales NMP/gr <3 <3 <3
Mohos y levaduras UFC <10 <10 <10

Fuente: Elaborada por las autoras.

Definicion de los extractos

Los primeros ensayos fueron realizados con los extractos de la pulpa de la fruta
del algarrobo, tanto en fase acuosa como alcohdlica, sin obtenerse ningtin halo de
inhibicién, por lo que se desecharon los consecutivos andlisis con esta parte de la
fruta. Para los ensayos siguientes y bajo los mismos pardmetros, se trabajé con los
extractos acuosos y alcohdlico tanto de las cdscaras como de las semillas.

Los resultados con las cdscaras fueron también desechados debido a que no se
obtuvieron halos de inhibicién significativos (entre 15 y 25 mm) o los resultados
fueron inconsistentes.

Finalmente, se realizé el disefio de experimentos con el extracto alcohdlico y acuoso

de las semillas; sin embargo, con el primer ensayo se pudo descartar el extracto acuoso
para las siguientes pruebas debido a que no se obtuvieron halos de inhibicién.

Estandarizacién de la prueba de determinacion de la capacidad anti-
microbiana

Con los ensayos preliminares se pudo determinar que el método en el cual pre-
sentaba mejor difusién el extracto fue en el que se combind la difusién en pozos
con discos impregnados sin utilizar doble capa.
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Determinacién de la capacidad antimicrobiana

De acuerdo con el disefio de experimentos realizado, se obtuvieron los resultados
que pueden observarse en las tablas 4 y 5. En la tabla 4 se observan los datos
obtenidos para diferentes concentraciones y extractos de la semilla; en las con-
centraciones de 25-50% en el extracto acuoso no se pudieron realizar los ensayos
debido a que el agua absorbié toda la semilla y no queda fase acuosa para la prue-

ba. Los datos de la tabla 4 fueron graficados mediante el programa MATLAB 7.0,

tal como se aprecian en las graficas 1 y 2.

Tabla 4. Resultados segln el solvente utilizado

O ———- Didmetro del halo de inhibicién (mm)

del Extracto (%)  Ex¢racto en Agua  Extracto en Etanol

Control 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 15 15 17
15 0 0 0 17 20 14
20 0 0 0 16 15 14
25 14 17 15
30 20 23 17
35 11 13 17
40 21 15 19
45 21 22 20
50 24 20 25

Fuente: Elaborada por las autoras.

El control utilizado fue agua para los extractos acuosos y etanol para los ex-
tractos alcohdlicos.
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Grafica 1 Diametros de halos de inhibicion obtenidos en t=0 horas

Fuente: Elaborada por las autoras.

Didmetro Proemedio del Halo de Inhibicién para t=0 horas

25

E R?=0,255
£ >
s 20
2 A"
3
=
=
R s e T N
°
s
x
3 10 -
2
o
@
£
S 5 -
5
g
H
s O
o
0 10 20 30 40 50

Concentracién del extracto (%)

Grafica 2. Coeficiente de determinacién (R?) parat = 0

Fuente: Elaborada por las autoras.

Determinacién de la capacidad inhibitoria de
los extractos a través del tiempo

La prueba que se realizé tuvo como variable el tiempo con la finalidad de deter-
minar si los extractos conservaban sus actividades antimicrobianas después de
pasar algunos dfas de su preparacién, tiempos que se tomaron desde cero horas
hasta 1032. Se presenta el coeficiente de determinacién como la prueba de causa
efecto entre las variables didmetro del halo y tiempo en horas.
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El didmetro del halo de inhibicién tiende a disminuir a los pocos dias de prepara-
ci6n del extracto, pero vuelve a aumentar después de varios dfas. Esto puede deberse a
que el solvente contintia con su accién extractora a través del tiempo, siendo mejor su
resultado a mayor nimero de horas, en este caso, después de las 1032 horas.

Determinacién de la propiedad inhibitoria en
concentraciones menores al 10%

Para determinar si habfa una concentracién minima inhibitoria menor al 10%,
se realizd un ensayo adicional con concentraciones entre 1 al 9%. Los resultados
de dicho ensayo se pueden apreciar en la tabla 6.

Tabla 6. Diametro del halo de inhibicién para
tiempo = 0 horas, de los extractos entre el 1 y el 9 %

Didmetro del halo de inhibicién (mm)
Concentracién del Extracto (%)
Extracto en Etanol

Blanco 0 0
1 9 10
2 10 9
3 11 12 13
4 12 13 10
5 14 12 13
6 13 12 12
7 15 15 12
8 16 15 13
9 14 14 18

Fuente: Elaborada por las autoras.

Conclusiones

La pulpa no posee actividad inhibitoria, la cdscara presenta una discreta actividad
inhibitoria en el extracto alcohdlico y el extracto de semillas de algarrobo tiene
un alto poder inhibitorio.

Es posible que exista una CMI menor al 20% debido a que el principio activo
que da la caracteristica inhibitoria no ha sido identificado ni purificado.

Se presume que las sustancias quimicas con poder antimicrobiano presentes
en las semillas del algarrobo no son hidrosolubles ya que sélo se lograron resulta-
dos positivos en los extractos alcohdlicos.
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Estadisticamente se concluye que los promedios de las réplicas no son repre-
sentativos debido a una desviacién estdndar alta, la cual es posible resultado de
una distribucién aleatoria de la sustancia inhibitoria en el extracto, motivo por
el cual se presentan halos de inhibicién diferentes entre las repeticiones a iguales
condiciones.

Los resultados del coeficiente de determinacién (R2) indican que hay una
relacién causa-efecto entre la concentracién del extracto investigado y el poder
inhibitorio.

En este caso en particular, el método de difusién en pozos modificado no per-
miti6 una réplica uniforme por lo cual se obtiene una desviacién estdndar alta. Sin
embargo, por los resultados positivos de los halos y su tamafo mayor a 15 mm, la
tesis queda demostrada: la fruta del algarrobo tiene propiedades conservantes.

Puesto que no existe una reglamentacion ni estandarizacién de la metodologia
para la evaluacién de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas, como si
existe para los antibidticos, los ensayos preliminares se realizaron basados en estas
pruebas con varias modificaciones, y se llegé a la conclusién de que la mejor mo-
dificacién para el extracto del algarrobo es la combinacién de difusién en pozos
con discos impregnados.

Los halos de inhibicién de referencia para determinar la capacidad inhibitoria
de la algarroba fueron también los que se emplean en pruebas para antibiogramas.
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