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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion trata sobre la “Determinacion de la actividad
antimicrobiana de la broza del Coffea arabica (café) variedad caturra y catuai mediante la prueba
de sensibilidad antimicrobiana in vitro y su aplicacion en la industria farmacéutica”. El objetivo de
esta investigacion es evaluar la actividad antimicrobiana de la broza del Coffea arabica (café)
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, microrganismos que
reportan ser de mayor virulencia y gran resistencia a los antibidticos, en lo que respecta a la

poblacidn costarricense.

Por medio de este estudio, se logra alcanzar una trascendencia ambiental, medicinal y
cultural; considerando que la utilizacién de este potencial natural, resulta ser favorable por las
propiedades antimicrobianas que presenta el extracto. Por lo tanto, este proyecto resolvié y
pretende seguir resolviendo las problematicas relacionadas con el impacto negativo en el ambiente,
que el residuo de la broza de café presenta, ademas, de reducir las emisiones de gases del efecto

invernadero que produce el manejo tradicional de la broza.

La investigacion llevd a cabo la extraccion y purificacion del extracto de la broza de Coffea
arabica mediante dos métodos de extraccion, con el fin de determinar cual método adquiria un
mejor rendimiento. Se realizaron, ademas, pruebas de caracterizacién quimica para la
determinacion de metabolitos activos presentes en el extracto, principalmente, la presencia de
taninos, especificamente los polifenoles, los cuales, de acuerdo con investigaciones anteriores se

ha determinado que estos presentan una actividad antimicrobiana.

Para la determinacion de la capacidad antimicrobiana se empled la prueba de sensibilidad
antimicrobiana (PSA), a traves de una placa de microtitulacion, también se utiliz6 medio de cultivo
tioglicolato, indculos bacterianos Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa y extracto puro de broza de café. Esta prueba dio como resultado la capacidad del

extracto de la broza de Coffea arabica de inhibir microorganismos.

Los datos obtenidos en este estudio indican que la caracterizacion quimica por medio de

pruebas de quimica-liquida y espectroscopicas detectaron la presencia del grupo funcional
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correspondiente a los fenoles, lo cual potencializa su propiedad antimicrobiana capaz de inhibir el

crecimiento bacteriano.

Palabras clave: Coffea aradbica, Soxhlet, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa, PSA.

CAPITULO I. INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

En el presente trabajo de investigacion se aborda el estudio de la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana que presentan los activos de la especie Coffea arabica (café). Tomando
en cuenta que la plantacion del café es comdn en Costa Rica, es de interés que la pulpa o broza de
café sea un subproducto util para estudiarlo, esto con el fin de dar a conocer su caracterizacién y
valoracion, asi como lo necesario para determinar su actividad farmacoldgica y como

consecuencia, sus principales aplicaciones en la industria farmacéutica.

El uso de plantas medicinales en Costa Rica proviene de tres grupos humanos: el grupo
indigena, caucasico y el afro costarricense, que a través del tiempo han conformado una variada
medicina tradicional. En el pais se usan aproximadamente 500 plantas medicinales provenientes
de diferentes regiones, de acuerdo con lo citado por Giraldo et al. (2015). Dicho autor hace énfasis
en el uso tradicional de plantas, al indicar que este ha logrado ser beneficioso y ampliamente

reconocido en los mercados populares (p.74).

La pulpa o como bien es conocido en Costa Rica la broza del café abarca aproximadamente
el 50 % de la fruta. Esta es muy particular y contiene una serie de compuestos que la hacen dificil
de degradar, como bien es sabido esta se desecha, siendo actualmente la causante de un gran
problema, pues entre mas grande es la escala de su procesamiento, mayor impacto ambiental
presenta, ya que la pulpa posee alrededor de un 80 % de humedad, asi como de una cantidad
importante de azUcares. Esta combinacion es la causante de la generacion de malos olores,
atraccion de moscas u otros insectos que afectan a las comunidades y al ambiente en los lugares de

mayor produccion de cafe.
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En lo que respecta a la resistencia microbiana de enfermedades o virus, esta ha aumentado
en todos los paises, y representa en la actualidad uno de los principales problemas de salud, que
afecta no solo al entorno hospitalario, sino también al resto del sistema sanitario de cada region.
Por esto es considerada como un peligro ante enfermedades infecciosas, las cuales han pasado a

una categoria principal de muerte (Martinez, 2016, p.8).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (2018), el aumento de resistencia a antibioticos
es un tema de preocupacion, tanto a nivel nacional como internacional, el cual provoca una mayor
prolongacion de las infecciones que permiten la transmisién de los microorganismos, tanto del
paciente infectado como a los que lo rodean. Posterior a estos procedimientos, es fundamental el
tratamiento con antibioticoterapia para evitar infecciones intrahospitalarias en este tipo de

pacientes.

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) tiene
actualmente aprobados un grupo muy pequefio de farmacos, entre los que se encuentran
antibidticos que son producidos a partir de material vegetal. Esta institucion destaca que existen
medicamentos a nivel natural ya documentados con maltiples beneficios que se presentan en este
fitoquimico y la actividad de estos extractos con hierbas que tienen una capacidad antibiética
conocida. El autor concluye que los productos naturales son fuente para innovar, y de esta manera
encontrar nuevas moléculas importantes de estudio. El uso de técnicas relacionadas como: el
aislamiento, la identificacion, la extraccion y la comercializacion provocaria que los productos sean

mas econdmicos, eficaces y rapidos en fabricacion. (Manhood, 2013, pp. 825-830)

Seguin Avalos (2015), aproximadamente 5000 bacterias infectan a la poblacion en un afio,
sin embargo, de las 20 bacterias méas prevalentes en Costa Rica, el Staphylococcus aureus es el
segundo microorganismo mas patdgeno, con 630 casos reportados de poblacién infectada de la
Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS), siendo uno de los principales temas en centros
médicos del pais. Esto ha generado un importante impacto y cada vez son mas las cepas que crean
resistencia al tratamiento estandar de la CCSS, provocando tomar medidas mas rigurosas (parr.2-
7).

La tesis aportara un resultado farmacologico que permitira favorecer a las personas
infectadas con el tratamiento de fitoterapia de forma segura y efectiva, de manera tal, que se dé el

aprovechamiento de los recursos naturales, lo cual es un beneficio dado que actualmente se buscan
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nuevas alternativas para el tratamiento de las enfermedades y cada vez mas se crea una tendencia
de optar por lo natural debido a la menor exposicion de efectos secundarios, entre otras ventajas

que los medicamentos naturales proporcionan.

En este trabajo se tratara de, dar respuestas a las interrogantes anteriores y a partir de lo
mencionado se visualiza el propdsito planteado de la investigacion, formulando la siguiente

pregunta:

¢ Es posible determinar la actividad antimicrobiana de la broza del Coffea arabica (café) en
la variedad Caturra y Catuai de Costa Rica frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa?

Objetivos
Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana de la broza del Coffea arabica (café) variedad Caturra
y Catuai de Costa Rica frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa.
Obijetivos especificos

Determinar el método de extraccion que brinde la mayor conveniencia en la obtencion del

extracto de la broza del café.

Evidenciar la presencia de los principales componentes reportados, de la broza del café,

mediante pruebas de quimica-liquida y espectroscépicas.

Evaluar la capacidad antimicrobiana del extracto de la broza del café sobre el
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa mediante la prueba

sensibilidad antimicrobiana.

Elaborar una crema a base del extracto de la broza del café con propiedades

antimicrobianas.
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Justificacion

La importancia de la investigacion radica en la especie en estudio, debido a su
familiarizacion a nivel nacional, asi mismo, que se ha logrado reconocer que el consumo de café
es muy elevado en la poblacion costarricense, por lo que, los microbeneficios que elaboran este
producto, se ven en la necesidad de procesar cada dia mas cantidad de esta planta, lo cual genera
una mayor cantidad de producto presente sin utilidad alguna.

A pesar de que la pulpa del café ha presentado y sigue presentando problemas de
contaminacion ambiental, que se agudiza conforme se producen y procesan mayores cantidades de
café, en los beneficios centralizados, las politicas de control de contaminacion ambiental han
jugado un papel insignificante en la promocion de investigaciones para encontrarle un uso a este

subproducto.

Las infecciones causadas por microorganismos establecen un aumento y una importante
diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos, llegando a ser de dificil manejo e incluso no
Ilegar a responder al tratamiento antimicrobiano. Estas infecciones provocadas por un agente causal

deben ser tratadas de manera eficaz y segura.

El desarrollo en la medicina natural antigua para mantener la salud es trascendental, puesto
que cada planta presenta su propio mecanismo para ser utilizado, lo cual hace que se mantenga un
equilibrio ecoldgico. Sin embargo, el ser humano a lo largo de los afios le ha dado un
aprovechamiento con el fin de combatir enfermedades y epidemias que radican en el entorno y que,
en terapias no convencionales, muchisimos productos quimicos pueden actuar de manera peligrosa

sobre el organismo (Rodriguez, Medina, Cabrera y Diaz, 2002, p.139).

El impacto que se presenta en la salud publica frente a los perfiles de resistencia de cepas
de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, se describe a través de una publicacion, la cual indica,
que estas bacterias presentan una serie de sintomatologias que comprometen al afectado con
sintomas que se van desde una intoxicacion hasta la muerte. DestacAndose también, que esas
intoxicaciones se derivan del uso excesivo de antibioticos, y que parte de los alimentos que se

consumen hoy en dia en la vida cotidiana del costarricense, estan correspondiendo como reservorio
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para poder llegar a almacenar la resistencia a determinados antibidticos (Alvarado, Mora, Arias,
Rojas y Chaves, 2011, p.103).

Orientado a la calidad de vida de los pacientes, la fitoterapia es uno de los métodos
innovadores de tratamiento que eligen las personas hoy en dia. El conjunto de resultados del
presente estudio servira como herramienta para futuros investigadores, de modo que puedan contar
con informacién de utilidad para la elaboracién de tratamientos efectivos mediante la fitoquimica,
los cuales son aceptables para las infecciones que son causadas por microorganismos. La
investigacion no solo favorece a la comunidad farmacéutica, sino también que colabora con el
desarrollo de medicamentos para los pacientes que son victimas de las infecciones por

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Al llevar a cabo la extraccion de la broza Coffea arédbica (café) en su variedad Caturra y
Catuai de Costa Rica, un material que es considerado como desecho, y que ha sido facilitado por
el Microbeneficio de COOPEDOTA, Santa Maria de Dota, Costa Rica. A partir de este material se
pueden obtener diferentes componentes de la planta. Este material contiene propiedades favorables
y que se pueden emplear de otras formas de igual o0 mayor importancia, no solo desde el enfoque
que se dara en esta investigacion, sino también a partir de futuros investigadores que a traves de
ensayos logren demostrar diversas propiedades, tales como antioxidante, fuente de energia y abono

organico en el campo agricola y ganadero.

Por otro lado, desde el punto de vista ambiental, es ideal que se pueda dar utilidad a la broza
del café. Y asi tratar el desecho de forma positiva a una escala mayor, pues bien, para este fin se
puede lograr una degradacion de la materia “comestible”, aztcares y demas compuestos simples a

cargo de microorganismos, ya sean que se encuentren presentes o sean agregados a la broza.

Lizano (2013) enfatiza que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales o extractos
que aparecen en los alimentos es de interés como alternativa natural, ya que se adquieren para
inhibir el deterioro de agentes patdgenos. Este autor por otro lado ha destacado que el reemplazar
preservantes sintéticos en los aceites esenciales extraidos de plantas como albahaca, rabano, clavo
de olor, ajo y tomillo han sido de ayuda necesaria, efectiva y segura para la poblacion en general.
(pp. 15-16).
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A través de los afios es importante tener presente nuevos principios activos, mediante
materia vegetal que pueda ser extraida por algin método, y con capacidad antimicrobiana, con el
fin de llegar a reducir la resistencia a los antibioticos ya formulados, que han sido muy utilizados

en infecciones tanto intrahospitalarios como en el ambiente.

Los resultados que se tendrén en esta investigacion pueden aportar de manera positiva con
la disponibilidad en la utilizacion de productos naturales que se encuentran a nuestro alcance en
Costa Rica, siempre buscando una mayor eficacia en el tratamiento de enfermedades frente a
agentes patdgenos provocados por Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa, ya que estos son los microorganismos de mas prevalencia en el pais.

De acuerdo con lo antes mencionado, se podrian fabricar, eventualmente antibi6ticos que
contengan el extracto de broza del café, mediante un completo proceso que permita el tratamiento

de infecciones y enfermedades a un bajo costo, de buena calidad y de manera efectiva.
Hipotesis
El extracto de la broza del café tiene eficacia como antibidtico contra Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Antecedentes

En la recoleccion de los antecedentes nacionales e internacionales relacionados con esta
investigacion se utilizaron una serie de estudios obtenidos en las bases de datos BINASS, CATIE,
Pubmed, EBSCO, BioMed, Medline, asi como a nivel nacional se encontraron articulos cientificos,
tesis y estudios clinicos en revistas cientificas electronicas de instituciones universitarias como la
Universidad de Costa Rica (UCR), la Universidad Iberoamérica (UNIBE) y la Universidad

Internacional de las Américas (UIA).

Después de la busqueda de informacion se lograron identificar antecedentes, tanto a nivel

internacional como nacional, los cuales se describiran a continuacion.

El estudio realizado por Gotteland y de Pablo (2007) en Chile, acerca de la relacion entre
el consumo del café y la salud. El articulo nombrado “Algunas verdades sobre el café¢” dando a

conocer el origen del café, este cultivo aparecid por primera vez en Etiopia, en la provincia de
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Keffa, de cuyo nombre se deriva el café en Africa Oriental, donde fue introducido en otros lugares
como Yemen, Arabia y Egipto. Més tarde fue trasladado a Europa por medio de Italia, sin embargo,

la llegada de este cultivo a América se dio a traves de los franceses (p.229).

El cultivo del café fue plantado en jardines botanicos en Amsterdam, Paris y Londres,
tiempo después se desarroll6 en América a comienzos del siglo X1X. Esta planta es una especie
autoalogama, lo cual implica que sus primeras plantaciones se fecundan y sus segundas presentan
una fecundacion entrecruzada para su produccion siguiente, es decir, que para las que se auto
fecundan la misma flor es fecundada sin intervencién de agentes polinizantes externos, mientras
que para la entrecruzada intervienen diversos agentes polinizadores como viento, agua, insectos
(Lépez, 2012, pp. 11-12).

La Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia (2010), indica que, el sistema radicular
del Coffea arabica (café) es el encargado en un 85- 90 % de la absorcién de nutrientes y de agua
para la planta. Esta afirmacion de la federacion es trascendental para poder entender la contribucion
que aporta esta planta para el soporte de sus raices, asi como desarrollar un mejor campo agricola

de manera que pueda generar abundantes beneficios (p.16).

En el mundo el café tiene un significativo valor comercial, en especial las especies de café
arabigo (Coffea arabica) y el café robusta (Coffea cachiporra), pues son de mayor produccion a
nivel mundial. Destacandose otras variedades no tan transcendentales como los liberianos, excelsos

y otras subespecies descendientes de estas (Raiza, 2011, p.22).

La variedad arabica representa el 75 % de la produccion mundial del café. Los granos de
este producto tienen una forma aplastada y alargada, es ovalada y presenta una raya divisoria en
forma de “S”. Esta variedad adquiere cualidades que le generan una bebida aromatica, de un mejor
sabor y calidad. Ademas, es importante destacar que los autores describen que el porcentaje de
cafeina de esta variedad, en comparacion con el robusta, es la mitad de la variedad arabica. La
produccion de café ardbica se da desde marzo hasta octubre (Raiza, 2011, p.22).

El Staphylococcus aureus es una bacteria que, fue descubierta por Alexander Ogston en
1880, la cual ha tenido un importante interés microbiologico, pues es la causante principal de
infecciones bacterianas a nivel mundial, lo que conlleva a caracterizarla como patdgenay virulenta,

tanto como para el ser humano como para los animales (Cervantes, Garcia y Salazar, 2014, p.25).
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El problema que presentd esta cepa bacteriana en los afios 60, tal como lo refiere el mismo
autor, fue haber creido que ya existia un tratamiento en especifico de infecciones causadas por S.
Aureus, el cual se relaciono con la penicilina semisintética o meticilina, y tiempo después presento

la habilidad de producir resistencia a este antibiético, dando lugar a un alto riesgo de mortalidad
(p.26).

La Pseudomonas aeruginosa fue encontrada mediante un cultivo puro de heridas cutaneas
en 1882, esto por Gessard. Esta bacteria presenta importantes factores de virulencia, y un amplio
campo en infecciones, asi como multiples mecanismos de resistencia para el ser humano (Lujan,
2014, p.2).

Por otro lado, Escherichia coli, es un agente patégeno que fue encontrado a través de la
materia fecal y aislada en un nifio en 1885 por el aleman bacteridlogo Theodor Von Escherich.
Actualmente, esta bacteria presenta un habitat gastrointestinal en los seres humanos y animales, y
otros agentes causantes de infectar a otros lugares del cuerpo humano, esto segun Salas (2014,
p.65).

A nivel internacional se lograron identificar los siguientes antecedentes:

La tesis de Dias realizada en el 2011 en Ecuador, titulada ‘“Pulpa de café: Coffea ardbica
L: Como fuente alternativa de antioxidantes” de la Universidad Catdlica, se fundamenta en
determinar cual es el mejor solvente para extraer los compuestos antioxidantes en la pulpa fresca
del café, ademas de sacar un mayor beneficio a la utilizacion de dicho residuo. Lo anterior fue
provechoso, ya que se exponen parametros que dan pie al empleo de dicha broza o pulpa del café,
reflejando un aprovechamiento Util, el que se dard a conocer en esta investigacion. El ensilaje de
la pulpa de café es una alternativa valida para poder utilizar y almacenar las cantidades mayores de
café que se producen en el fruto del café, por lo que es uno de los productos que presentan una

variedad de alternativas para ser recicladas en su totalidad (p.31).

El café es uno de los productos agricolas mas cultivados a nivel mundial, por lo que se han

extendido sus diversas variedades, asi como su utilidad en mdltiples campos de desarrollo.

El articulo cientifico “Actividad antibacteriana de té y café: sus extractos y preparaciones”
realizado por Singh, Jeet y Kau en el 2009, en la India, expone alguna teoria de como se

experimenta el efecto antibacteriano a bajas concentraciones de extractos de café y de té contra
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agentes patdgenos como lo son las bacterias. Esto se dio mediante la preparacion de un inéculo, se
tomd en cuenta la sensibilidad a la bacteria y la comparacion frente antibidticos. Se dio como
resultado que, frente a las seis cepas estudiadas, la P. Aeruginosa resulté resistente a la Ampicilina
y al Cotrimoxazol, siendo inhibida por el té y el café. Concluyeron que estas plantas, ademas de
presentar agentes antimicrobianas, su uso se hace posible como agente ante infecciones

nosocomiales (p.289).

Sotelo, Casas y Camelo en el 2010 en Colombia titularon su investigacion como
“Boroj6 (Borojoa patinoi): Fuente de Polifenoles con actividad Antimicrobiana”, donde
establecen la importancia de las propiedades antioxidantes, ricas en compuestos fenolicos.
En esta investigacion se logrd obtener un halo de inhibicion importante de los extractos
acuosos de polifenoles en comparacion con diferentes medios como agua, fenol, acido
galico y acido lactico frente a S. aureus y E. coli (p.331). Concluyeron que, mediante la
actividad microbiana para estas cepas, segun resultados de halos de inhibicion positiva son
de 8 mm, por tanto, se llegd a establecer que, a mayor halo de inhibicién, mayor contenido

de polifenoles y efecto antimicrobiano de los extractos (p.334).

En el 2013, Puertas, Villegas y Rojano, en Colombia, realizaron un estudio sobre la
recuperacion de compuestos fenolicos a partir de la borra (broza) de café. El articulo
nombrado “Borra de café colombiano (Coffea arabica) como fuente potencial de sustancias
con capacidad antirradicales libres in vitro” muestra como recuperaron compuestos
fendlicos para poder aportarle un valor agregado a un residuo de origen vegetal como fuente
de componentes con capacidad antirradicales libres in vitro, concluyendo que todos los

extractos mostraron una capacidad antioxidante, con extracto de etanol y agua.

Los mismos autores lograron identificar los avisos clorogénicos e isoclorogénicos,

como principales compuestos de la broza del café (p. 472).

Por otro lado, destacaron a la broza del café como el subproducto de residuo en el
grano tostado que se obtiene durante el proceso de molienda, donde destaca un alto
contenido significativo de compuestos polifenoles. Esto conlleva a que puedan ser usados

como material de inicio para el desarrollo de nuevos productos.
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El articulo cientifico “Capacidad Antioxidante y contenido de fenoles totales en café¢ y
subproductos del café¢ producido y comercializado en norte de Santander (Colombia)”, realizado
por Fonseca, Calderdn y Rivera en el 2014, en Colombia, explica la capacidad antioxidante y la
determinacion del contenido en fenoles en la produccion del café. Dichos autores enfatizan que
este pais es la cuna de la produccion del café, donde a lo largo de los afios han logrado desarrollar
investigaciones en estudios relacionados, pero no en cuanto a capacidad de fenoles totales en

produccién de café y en su comercializacion (p.230).

Los autores revelan que, ademéas de obtener un nimero de fenoles en estos productos y
subproductos, han encontrado un amplio potencial de los residuos del café como fuente natural
para otros empleos alternativos, como fuente de energia renovable, fertilizantes en agricultura,
sustitutos en los concentrados para ganado lechero, lo cual representa un alto impacto ambiental
con caracteristicas positivas, ya que hay un ahorro del 30 % en lo que respecta al costo de la
alimentacion del ganado lechero. Concluyeron que de las muestras utilizadas para este estudio tanto
comerciales como sin tostar, todas presentaron capacidad antioxidante y compuestos fenoles en su
totalidad (pp. 234).

El estudio realizado por Duangjaia, Suphromb, Wungrathc, Ontawonga, Nuengchamnongd
y Yosboonruange (2016) en Tailandia mostré la actividad antimicrobiana de la pulpa de café frente
a bacterias Gram positivo y Gram negativo como la Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Este proyecto fue llamado
“Comparacion de las actividades Antioxidantes, antimicrobianas y perfiles quimicos de tres
extractos acuosos de pulpa de café (Coffea arabica)”, en el cual analizaron las propiedades
antibacterianas mediante agar de Miller Hilton (MHB) y la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria y concentracion bactericida minima. Dando como resultado que la
concentracion de CPE; (Extracto de pulpa de café en la muestra nimero 1), inhibe el crecimiento
de bacterias Gram positivas en menor grado que la concentracion que inhibié las bacterias Gram

negativas (p.328).
A nivel nacional se llegaron a destacar los siguientes:

Dentro de las investigaciones que han logrado desarrollarse en cuanto a la actividad
antimicrobiana de la broza del cafe, han sido nulas en aspectos clinicos; sin embargo, Costa Rica

es un pais esencialmente agricola, en el que predomina el cultivo del café desde hace muchos afios.
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Segun el Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE), uno de los primeros paises a nivel de
Centroamericano que estableci6 el cultivo del café para su produccion fue Costa Rica. Asimismo,
personas prestigiosas ayudaron con el desarrollo de este cultivo y se asigno al padre Feliz Velarde
como el primer sembrador. Segun este instituto, conforme crecian las primeras plantas de este
cultivo se incrementaba el interés del pais, fue asi para 1821 la produccion del café contaba con 17
mil cafetos, esto conduce al pais una apertura econémica y social destacada.

En Costa Rica, la tesis de Rosales y Rodriguez (2018), “La utilizacion de pectinas del café
(biomasa) para generar geles de usos cosmético” se basé en la utilizacion de la cantidad de materia
organica del café, que abarca el residuo generado por consumos agricolas de todo tipo. Con el
objetivo de utilizar estos desechos para generar geles de formulacion cosmética para esto se realizo
una extraccion de pectinas a partir de la capa externa del café donde se encuentra el mucilago, se
llegé a la conclusion de que se origind un gel entrecruzado de las moléculas de acuerdo con la

interpretacion de analisis espectroscéopicos y cromatograficos (pp.12-61).

En el trabajo de investigacion “Evaluacion de la produccion de Biogas por medio de la
biodigestion anaerobia semicontinua utilizando residuos del beneficiado del café como sustrato”,
realizado por Rojas en la Universidad de Costa Rica en el 2015 se estudio el manejo de desechos
del café; sin embargo, ellos mencionan que el 27 de agosto de 1992, se firmo un acuerdo con varios
instituciones internacionales entre ellas ICAFE, Instituto costarricense de electricidad (ICE),
Ministerio de Salud (MINSA) y Acueductos y Alcantarilladlos (AyA), con el fin de implementar
un sistema de tratamiento para los residuos sélidos y agua de lavados del procesamiento del café
(p.26
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

En el presente capitulo se facilitara al lector una idea mas clara acerca del tema a estudiar,
basado en la microbiologia a partir de la sensibilidad presentada en antimicrobianos y en la
composicion fitoquimica de los componentes de la broza del Coffea arabica (café), variedad
Caturra y Catuai en Costa Rica, para su aplicacion en la industria farmacéutica. Se encontraran
conceptos basicos, complementarios y especificos al tema a desarrollar. Asi mismo, se explicaran
fundamentos sobre las técnicas y métodos que permiten llevar a cabo la extraccion, e identificacion

de los compuestos de la variedad de broza a estudiar.

Microbiologia

La microbiologia se define como el estudio de los microorganismos pertenecientes a un grupo
amplio que viven en forma de células aisladas o en grupos. Los microorganismos tienen un fuerte
impacto en el ambiente, en su composicion quimica y fisica, asi como los ciclos de carbono,

nitrégeno, azufre y oxigeno (Brooks, Carroll, Butel, Morse y Mietzner, 2011, p.1).

Mucho antes de que se descubriera el mundo microbiano, el hombre ya habia distinguido
la existencia de los microorganismos, debido a una continua interaccion con ellos. Antony Van
Leeuwenhoek, fue el primer observador y descriptor cientifico de microorganismos, ademas de
contruir microscopios sencillos a base de lentes de vidrio biconvexos, colocando placas de plata.
Sus microscopios llegaron a aumentar de 50 a 300 veces de tamafio, iluminandose con muestras
liquidas y colocando en piezas de vidrio, lo que permitid la observacion de las bacterias (Lansing,
2004).

En 1875 y 1910, fue un periodo muy importante para la microbilogia , ya que se
conceptualizaron muchas enfermedades bacterianas, asi como los microorganismos causantes de

cada enfermedad (Ryan, 2011, p.3).
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Figura 1. Cientifico Antony Van Leeuwenhoek
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Nota: Collard (1985)

Los microorganismos se sitlan en todas partes, en el aire que se respira, en el suelo, en las
aguas naturales, océanos, lagos, rios y en los alimentos de consumo diario. No obstante, solo una
pequefia parte de los microorganismos que han desarrollado habilidades de adaptacion para
sobrevivir dentro del organismo generan perjuicio o algun tipo de enfermedad. Tales
microorganismos se denominan agentes infecciosos o patégenos, la generalidad de los agentes
infecciosos que afectan al ser humano son bacterias, hongos y virus, siendo estos portadores de
enfermedades (p.2).
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Resistencia Bacteriana
Tipos de resistencia
A continuacion, se describirdn los tipos de resistencia bacteriana que existen, segun
Pérez y Robles (2013):
Resistencia natural.

Esta resistencia es aquella que es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano, por lo
que permite tener ciertas ventajas respecto otras cepas que pueden sobrevivir en caso de que se

utilice otro antibidtico (p.188).

Resistencia adquirida.

Es aquel tipo de resistencia en el que, las bacterias tienen una especialidad propia y que por
naturaliza son sensibles a algun antibidtico que ha sido modificado genéticamente, ya sea por

mutacion o por la adquisicion de genes de resistencia (p.188).

Resistencia cruzada.

Esta se manifiesta frente a diferentes antimicrobianos que tienen un mismo mecanismo de
accion, lo cual puede llegar a limitarse si se establece un diagnostico etiolégico correcto o si se

administran dosis adecuadas durante un tiempo indicado (p.188).

Estafilococos

Segun Brooks et al. (2011), los estafilococos son células de morfologia esférica dispuestas
en conjuntos irregulares, poseen una propiedad metabdlica, estos fermentan carbohidratos y
producen pigmentos que varian de acuerdo a su color. Se dice que estos pueden causar hemolisis,

coagular el plasma y producir diferentes enzimas y toxinas extracelulares (p.199).
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Cervantes, Garcia y Salazar (2014), hablan sobre este agente que es compuesto por 35
especies y 17 subespecies, entre ellas cabe destacar la importancia de patégenos de este grupo como
S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus y Staphylococcus

saprophyticus (p.101).

Figura 2. Observacion Microscépica S. aureus
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Nota: Pahissa (2009)

A nivel mundial, especies de estafilococos son comunes en la flora cutanea, pero las
enfermedades causantes por este son de baja intensidad, por lo que se somete a una intervencién

mecéanica en el hospedador, como la implantacion de un catéter permanente.

Staphyloccocus aureus

S. aureus pertenece al grupo de los estafilococos Gram positivos, siendo estos los agentes
patdgenos méas comunes en causas de infecciones de la piel y en ciertos casos de neumonia,
endocarditis y osteomielitis, también se le atribuye su capacidad de producir metastasis a distintos

organos del ser humano como en pulmaén, rifién, huesos, entre otros. Las infecciones cutaneas
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causadas por estos microorganismos suelen ser imprecisas destacandose el impétigo, como la
lesion méas importante y alcanzando la capacidad de llegar a producir hasta infecciones cutaneas
necrosantes graves (Bush, Schmidt y Pérez, 2018, parr. 1-9).

Los estafilococos en general son bacterias inmoviles, no forman esporas y a la vez poseen
capsulas; sin embargo, en raras ocasiones son anaerobias, necesitan medios para crecer o factores
de enriquecimiento como hemina y menadiona para su desarrollo. ElI microorganismo de
Staphyloccocus aureus presenta una caracteristica muy particular que las diferencia de las demas
especies, esta diferencia es la produccion de la enzima coagulasa, esta permite a la bacteria coagular
el plasma, ayudandole a que se agrupe a una denominacién diferente como coagulasa positiva
(Pahissa, 2009, pp. 18-19).

Segun Pahissa (2009), el 20 % de la poblacién es portadora permanente del Staphylococcus
aureus en las fosas nasales y aproximadamente un 30 % de manera intermitente, por lo que este

microorganismo puede llegar a colonizar otras areas como la piel y el tracto gastrointestinal (p.24).

Los factores determinantes a la virulencia del Staphylococcus aureus es regulada a través
de sistemas que son sensibles a las sefiales ambientales, segun lo establecen Brooks et al. (2011),
para regular la expresion de sus genes de virulencia codificados en islas de patogenicidad (pp. 203-
205).

Analisis microbioldgico del S. aureus.

El anélisis microbioldgico del Staphyloccocus aureus requiere de pruebas bioguimicas y
medios de cultivos especializados que logren su apta determinaciéon, por lo que se disefiaron medios
para aislar esta bacteria, dentro de ellos se encuentran: Agar Baird- Parker, agar salado manitol,
agar estafilococos N° 110 y agar DNAsa (Medina, Casado y Torrico, 2012).

Pseudomonas

El grupo de las pseudomonas presentan una amplia distribucién en el suelo y en el agua,

son invasivas y producen infecciones en poblaciones que presentan defensas anormales. Estos
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autores refieren también que la pseudomona es un patégeno muy comun en areas hospitalarias
(Brooks et al., 2011, p.245).

Pseudomonas aeruginosa

Este microorganismo pertenece a bacilos Gram negativos, son moviles y de necesidad
aerobia, suelen estar en pequefias cantidades en microflora intestinal normal y en la piel del ser
humano (Brooks et al., 2011).

Figura 3. Observacion Microscépica P. Aeruginosa
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Nota: Sabalete (2013)

Dentro de la epidemiologia de la Pseudomonas aeruginosa, estos agentes prefieren optar
por un ambiente himedo, afectando a pacientes intrahospitalizados, especificamente a pacientes
internados, y por sus caracteristicas comprometen diferentes sitios anatdmicos, tales como el tracto
urinario, huesos, oidos, tejidos subcutaneos, generando una puerta de entrada a la septicemia por
estos Gram negativos.
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Segln Lujan (2014), Pseudomona aeruginosa es resistente a diversas clases de antibidticos
que no guardan relacion organizada entre si, esto debido a la disminucion de la permeabilidad de
su membrana externa, a la expresion constitutiva de varias bombas de expulsion y a la produccion

de enzimas que inactivan a los antibiéticos (p.466).

Como lo indica el mismo autor, entre los mecanismos asociados a una resistencia a los
antibioticos para Pseudomonas aeruginosa destacan una resistencia intrinseca a varios de los cuales

se liga a una limitada terapia de tratamiento para el ser humano.

Entre los principales antibidticos con resistencia natural para Pseudomonas aeruginosa se
encuentran la ampicilina, amoxicilina / &cido clavulanico, cefalosporinas de primera generacion,
cefotaxima, ceftriaxona, Ertapenem, Trimetropima-sulfametoxazol, tetraciclina (Lujan, 2014,
p.467).

La resistencia antimicrobiana abarca una serie de fendmenos que contemplan una
curiosidad cientifica y una amenaza para la poblacion humana, es por esta razon que, en el caso de
los antibidticos, existe una preocupacion que puede llegar a convertirse en un problema en el
ambito extrahospitalarios, por lo que compromete el hecho de que se puedan erradicar o superar

las infecciones méas comunes en la poblacion mundial (Janilas, 2015, p.2).

Diaz (2003) detalla que la resistencia bacteriana es asociada a una serie de mecanismos de
defensa, siendo el méas importante el sistema de expulsion activa del antimicrobiano. Este consiste
en una especie de bomba expulsora que maneja bacterias utilizadas para la excrecién de residuos

o bien Ilamados tdxicos, con el fin de eliminar igualmente muchos de estos agentes antibacterianos
(p.45).

Escherichia Coli

Escherichia coli presenta en el laboratorio clinico una forma de cultivo favorable, pero la
identificacion de los diferentes genotipos patdgenos requiere de métodos de deteccidn de genes de
virulencia. Tiempo después del descubrimiento de este microrganismo se llegd a decir que, esta

bacteria habita en el suelo y en el agua, por resultado de contaminacion fecal. Clasicamente, su
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deteccion se ha utilizado como un indicador de agua no potable y mala calidad de los alimentos
(Salas, 2014, p.65).

Figura 4. Observacion Microscopica de E. coli

Nota: Garcia (2013)

Grupos patdgenos de E. coli

Escherichia coli, se encuentra presente en mayor concentracion en la microflora intestinal
normal del ser humano. Sin embargo, en otras partes del cuerpo E. coli puede causar enfermedades
graves, como infecciones de las vias urinarias, bacteriemia y meningitis (Oderiz, Leotta y Galli,

p.6).

La deteccion de E. coli es posible llevarla a cabo mediante un adecuado ensayo de ADN, el
cual es capaz de amplificar genes de virulencia especificos para cada uno de los tipos de E. coli
diarreogénicos (Estrada, Lopez, Saucedo, Thompson, Lopez, y Rosado, 2009, p.93).
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Resistencia de Escherichia coli a los antibioticos

Debido a la resistencia en la poblacién mundial, Mosquito, et al. (2011) analizaron la
importancia de revisar los mecanismos moleculares mas comunes de resistencia en la E. coli con
el fin de facilitar a personas del area biomédica, informacion actualizada y resumida sobre estos
mecanismos, para poder asi conocer e interpretar mejor este problema en la literatura médica. El
aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos complica el enfoque terapéutico de los
pacientes infectados, por lo que ha llegado a ser un problema a nivel mundial presente en maltiples
bacterias, en especial en la Escherichia coli, que tiene altos porcentajes de resistencia hacia
antibidticos reconocidos, lo que se convierte en una dificultad al momento de un tratamiento

antibidtico requerido. (p. 649).

Esto provoca que exista una adecuada vigilancia de resistencia, debido a que, si bien los
mecanismos de resistencia surgen ante el uso de un antibiético en especifico, estos ocasionan de
igual manera resistencia cruzada hacia otros antibiéticos de la misma clase o con el mismo
mecanismo de accion. Por lo que son piezas clave para politicas de control y uso adecuado de

antibidticos.

Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana

La prueba destinada para la deteccion de sensibilidad a los antimicrobianos es primordial
para la vigilancia frente a diferentes microrganismos, bajo la condicion de poder lograr un

adecuado uso de los antibi6ticos (Lopez, 2013, p.16).

Este tipo de prueba es in vitro, dirigida a agentes patdgenos de diversas especialidades, en
lo cual la hace una prueba significativa, ya que mide la concentracién del farmaco a requerir para
inhibir el crecimiento del microrganismo, ya sea la concentracion minima inhibitoria (CMI), que
esta se define como minima concentracion de antibidtico que inhibe el crecimiento posible de un
indculo bacteriano estandarizado; o la concentracién minima bactericida (CMB), que es la minima
concentracion de un antibiético que mata el 99,9 % de las bacterias de un indculo inicial. (Herrera,
2018, parr. 16)
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Una vez que el microorganismo se ha identificado, se puede llevar a cabo un estudio de la
sensibilidad a una bacteria contra el antibi6tico, a fin de determinar el tratamiento antibidtico
apropiado. No obstante, existen otros procedimientos como, por ejemplo, dilucion en agar, difusion

en disco a través del método epsilométrico (p.16).

Como lo indica Herrera (2018), para lograr llevar a cabo las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana, se cuenta en la actualidad con los siguientes métodos:

Difusion en agar (Técnica de Bauer & Kirby)
Dilucién en agar

Macrodilucion en caldo

Macrodilucién en caldo

Epsilon test (E test)

Métodos automatizados

N o o~ w nh e

Pruebas especiales.

Una vez seleccionado el método a emplear para la prueba de sensibilidad antimicrobiana

(PSA), se debe adecuar el medio de cultivo a emplear, el antibiotico y la cepa bacteriana.

Patrén o Escala de Mc Farland

El estandar o patron McFarland es utilizado como patrén de turbidez en la preparacion de
suspensiones de microrganismos. Este patron muestra una aplicacion particular en la preparacion
de indculos bacterianos, los cuales son adaptables para poder realizar una prueba de sensibilidad

antimicrobiana (Becton Dickinson and Companys, 2005, p.1).

La mayoria del estdndar de Mc Farland son preparados comercialmente por diversos
fabricantes. Ademas, la turbidez a través del estandar Mcfarland se puede preparar con la adicion
de cloruro de solucion de bario deshidratado, esta se debe almacenar a una temperatura ambiente

y sellar con un papel parafilm para evitar la evaporacién. (Medicina y laboratorio, 2009, p.9).

Por otra parte, los estandares McFarland son comparados visualmente con una suspension

de bacterias en solucion salina, es decir, si la suspension bacteriana es mas turbia, se puede diluir
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con mas diluyente ya sea por solucion salina o por caldo nutritivo. Si la suspensién no tiene la
suficiente turbidez, puede adicionarse méas cantidad de colonias. El patron de McFarland mas
utilizado es al 0.5 % y corresponde aproximadamente a una suspension homogénea de 1.5 x 108

células bacterianas por mililitro. (MDM Cientifica, s.f., p.1).

Figura 5. Composicion de la Turbidez Estdndar de McFarland

Numero de la Cloruro de bario Acido sulfarico (1%) Densidad de bacterias
turbidez estandar dihidratado (1,175%) aproximada correspondiente
0,5 0,5 mL 99,5 mL 1x108
1 0,1 mL 9,9 mL 3x108
2 0,2 mL 9,8 mL 6x10°8
3 0,3 mL 9,7 mL 9x108
4 0,4 mL 9,6 mL 12 x 108
5 0,5 mL 9,5 mL 15 x 108
6 0,6 mL 9,4 mL 18 x 10°
7 0,7 mL 9,3 mL 21 x 108
8 0,8 mL 9,2 mL 24 x 108
9 0,9 mL 9,1 mL 27 x 108
10 1,0 mL 9,0 mL 30 x 108

Nota: Medicina y Laboratorio
Medios de Cultivo en Microbiologia
Un medio de cultivo es aquella preparacion sélida o liquida empleada

para cultivar, transportar y almacenar microrganismos. Los ensayos de medios de cultivo
especializados son importantes en el aislamiento e identificacion de microrganismos, en ensayos

de sensibilidad a antibioticos, andlisis de alimentos y de agua (Castillo, 2013, p.8).

Estos medios se caracterizan por alimentar a un microorganismo de manera que se puedan

obtener los nutrientes necesarios para el crecimiento y el desarrollo de este (Montoya, 2008, p.203).
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Tioglicolato

Es un caldo que fue disefiado por Brewer, utilizado para el favorecimiento de anaerobios,
aerobios, microaerofilos y agentes patdgenos exigentes, comunmente es utilizado en la
microbiologia clinica. Igualmente, cabe destacar que este medio no solo reduce el potencial de
oxidacion- reduccion, sino que también adquiere capacidad de poder neutralizar la actividad

antibacteriana del compuesto relacionado con mercurio (Becton Dickinson and Companys, 2003,
p.1).

El caldo tioglicolato tiene un estricto control de calidad durante el proceso de producciény
al producto terminado, se le deben determinar ciertas especificaciones, tales como las que se

encuentran a continuacion (Cedefio, 2015, p.1).

Tabla 1. Aspectos Fisicoquimicos del Caldo Tioglicolato

Especificaciones Condiciones

Apariencia Medio liquido de color ambar ligeramente
opalescente con anillo de resazurina de

color rosado en la parte superior del tubo.

Color del medio sélido Ambar palido ligeramente opalescente.
pH 6,98 -7,2
Consistencia Debe ser limpido y puede presentar

algunas particulas pequefias en suspension
de color rojo oscuro, propias de la
presencia de resazurina en el medio. La
transparencia no es total debido a la

presencia de agar.

Volumen del medio 5 ml de caldo en un tubo de ensayo.

Caracteristicas del tubo Tubo de vidrio borosilicato, capacidad

para 9 ml, con una tapa de polipropileno.
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Cierre hermético del tubo El tubo debe estar sellado con banda
termo encogible y completamente cerrado.

Nota: Cedefio (2015)

Cabe destacar en la tabla anterior, que el anillo resazurina es un indicador redox, este
permite detectar la viabilidad de las células por la conversion de una tincion no fluorescente a un
color rojo altamente fluorescente en respuesta a una reduccion quimica del medio de cultivo

resultado del crecimiento celular (Cedefio, 2015, p.2).

Agar sangre

El agar sangre es un medio de cultivo utilizado principalmente para el crecimiento de
estreptococos. Consiste en un medio no selectivo y nutritivo enriquecido con otros nutrientes como

cloruro sadico (Cedefio, 2015, p.2).

La sangre empleada como aditivo para este método, es sangre de carnero diluida al 5 %,
también la sangre puede ser de caballo, conejo e incluso humana. El agar sangre facilita las
reacciones hemoliticas y puede o no contener sustancias inhibidoras del crecimiento de ciertos

microorganismaos.
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Figura 6. Cultivo de S. Aureus en Agar Sangre

Nota: Sanz et al. (s.f.)

Agar Baird- Parker

Este medio es completamente selectivo, el cual se compone de piruvato sodico, ayudando
a recuperar las bacterias lesionadas, asimismo, este posee un poder selectivo gracias a la presencia
de telurito, cloruro de litio y glicina. La caracteristica que indica la presencia de Staphylococcus
aureus es un aspecto negro, revelando la actividad lipolitica (Zendejas, Avalos y Soto (2014) y
Casado, Torrico, y Medina 2012).
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Figura 7. Cultivo de S. Aureus en Agar Sangre
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Piel

La piel esta constituida por epidermis superficial delgada y una dermis profunda mas
gruesa; debajo de esta se encuentra el tejido subcutaneo. La epidermis es avascular mientras la
dermis es vascularizada. El tejido subcutaneo también llamado hipodermis esta constituido por
tejido areolar y adiposo; aqui se almacena grasa y contiene vasos sanguineos grandes, cuya funcion

es irrigar la piel (Tortura y Derrickson, 2011, pp.153-177).
Caracteristicas generales

La piel es un 6rgano con multiples funcionalidades que son elaboradas por los tejidos que
la forman. Este 6rgano es el mas importante y amplio que se encuentra en el cuerpo humano
desarrollado a nivel superficial, esto hace que proteja la piel contra la pérdida de agua y contra la
invasion de microorganismos que causan diferentes enfermedades a lo largo de su extension (Stuart
Fox 2011, p.18).
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La piel es el 6rgano encargado de nutrir a los vasos sanguineos, sin embargo, la dermis
contiene leucocitos que se desplazan de un sitio a otro, ademas de otros tipos de células que la
protegen contra microorganismos invasivos que producen enfermedades. También contiene fibras

nerviosas y células adiposas, donde estas se agrupan y forman la hipodermis (Fox, 2011, p.18).

Figura 8. La Piel y Sus Estructuras Especializadas.

Palo

Piel superior

Poro sudoriparo
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Conducto sudoriparo N L — Y
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Glandula sudoripara

Nota: Tortura y Derrickson (2011)

Funciones de la piel

La piel es facilmente accesible, por eso posee uno de los adaptadores mas importantes en
el estado general de salud. Al mismo tiempo, tomando en consideracién un diagndstico diferencial
de casi todas las enfermedades, la piel desarrolla multiples funciones que hacen una importante

exploracion fisica (Moore, Dalley y Agur, 2010, p. 12).
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Proteccién.

La proteccion da lugar al cuerpo para enfrentarse a efectos ambientales como las erosiones,
pérdida de liquidos, sustancias nocivas, radiacion ultravioleta y microrganismos altamente

invasivos (Moore, Dalley y Agur, 2010, p. 12).

Contencion.

Esta categoria hace relacion a la contencion de estructuras corporales, como tejidos y
6rganos, también sustancias vitales como los liquidos extracelulares, previniendo la deshidratacion,
que pueden llegar a ser graves en las lesiones cutaneas extensas (Moore, Dalley y Agur, 2010, p.
12).

Regulacion térmica.

Se asocia con la evaporacion del sudor, el cual regula, ya sea la dilatacidn o constriccion de

los vasos sanguineos superficiales (Moore, Dalley y Agur, 2010, p. 12).
Sensibilidad.

Mediante los nervios superficiales desarrolla un papel importante como, ocasionar un
estimulo doloroso por una lesibn o por una quemadura, una vez ocurrido ese estimulo,
inmediatamente se envian sefiales al sistema nervioso central para activar la liberacion de
mediadores quimicos y dar inicio a la correccién de la lesion producida (Moore, Dalley y Agur,
2010, p. 12).

Flora normal de la piel

La flora cutanea fue detectada mediante cultivos microbiolégicos. La microflora de la piel
humana es analizada en cultivos microbiol6gicos con técnicas de frotis, rascado, lavado y contacto

directo. (Soria y Carrasco, 2007, p.1).

La flora de la piel se asocia a infecciones importantes que participan en la homeostasis e

intervienen en la defensa contra infecciones bacterianas a través de la interferencia bacteriana,
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cuyas ventajas es facilitar la degradacion de lipidos en la superficie cutdnea favoreciendo la funcién
de la barrera de la piel (Santamaria y Alvarado 2002, p.19).

La flora normal se obtiene con rapidez durante y poco después del nacimiento, cambiando

la forma continua durante el crecimiento. (Pelczar et al. 2011, p. 440).

Enfermedades de la Piel

Impétigo.

Es una lesion en la piel causada por Staphylococcus aureus, puede presentar una apariencia
de ampolla. Sin embargo, la forma ampollosa que ocasiona esta lesion es caracteristica de la
infeccion causada por este microrganismo o0 por Estreptococos aureus. En caso de que sea
producido, especialmente por S. aureus, este microrganismo elabora una toxina epidemiolégica
que da lugar al desarrollo de ampollas subcorneas que, al romperse producen exudacion en grandes
cantidades, llegando a producirse costras amarillas con restos de piel (Sellares y Moraga, s.f., p.27).
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Figura 9. Impétigo Estafilococico: Forma Neonatal

Nota: Sellares y Moraga (s.f.)

Celulitis.

La celulitis se define como una inflamacion de la dermis y el tejido celular subcutaneo,
causado por pidgenos debido a una lesion en la piel. La lesion causada en la zona afectada podria
encontrarse edematosa, eritematosa y con un aumento de la temperatura local de forma difusa

(Carrasco, Rojas y de la Torre, 2016, p.2).
Foliculitis.

Es una afeccién tipo inflamatoria del foliculo, el cual produce una pustula localizada en el
ostium folicular (Suarez, s.f., p.30).
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Foliculitis causada por pseudomonas.

Es una lesion causada por Pseudomonas aeruginosa, esta tiende a presentarse en el tronco,
multiples papulas eritematosas localizadas centralmente, su sintomatologia presenta un intenso
prurito y dolor al roce. Asimismo, este puede presentar brotes abundantes constantemente al entrar
en contracto temporalmente con la fuente de infeccion, ya sea desde el bafio, o hasta las actividades

cotidianas (Suarez, s.f., p.30).

Metabolitos Secundarios

Desde tiempos atras se ha logrado implementar la utilizacién de plantas vegetales, estas
aportan una variedad de compuestos como parte de la medicina tradicional, sin embargo, entre los
compuestos principales que poseen actividad antimicrobiana en las plantas se destacan moléculas
organicas elaboradas como sustancias de defensa y que no estan implicadas en el crecimiento y en
el desarrollo de un organismo, estas incluyen a los fenoles, acidos fenolicos, quinonas, saponinas,

flavonoides, taninos, terpenoides y alcaloides (Alban, 2017, p.8).

Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos tienen variaciones estructurales que se encuentran en la mayoria
de las plantas, dentro los principales componentes que forman parte de este grupo estan acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, acido cafeico y clorogénico; poseen actividad inhibitoria frente a
bacterias gram positivas, gram negativas, hongos y levaduras, en los seres humanos favorecen la

secrecion de bilis y reduce el colesterol (Alban, 2017, p.9).
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Coffea arabica

El cultivo del coffea arabica es el tipo de café mas delicado, menos productivo y esta
ubicada en tierras altas de montafia, entre los 900 y 2000 metros sobre nivel del mar. Este cultivo
es originario de Etiopia, también se desarrollan en paises de alto desarrollo como Brasil, Colombia,
Costa Rica, Cuba, Ecuador, Guatemala, Haiti, Jamaica, México, Peru, Puerto Rico, Republica

Dominicana, El Salvador, y Venezuela (Pérez, 2018, p.2).

Este fruto es una drupa verde que se torna roja al madurar. Cuando el grano es recolectado,
se pone en agua para quitarle la pulpa y esta se pueda fermentar; posteriormente el grano se

descascara, y se seca exponiéndolo al sol, para luego tostarlo y molerlo (Morales, 2009, p.58).

Este cafeto es un estimulante del Sistema Nervioso, disminuye el suefio y provoca fatiga.
Ademas, como lo indica Morales (2009) tiene propiedad diurética, gastrica, disminuyendo la
secrecion gastrica y la actividad cardiaca. Sin embargo, estudios han revelado que la tolerancia a

la cafeina varia segun la poblacion (Morales, 2009, p.58).

Clasificacion taxondmica

El café es una planta proveniente de la familia Rubiaceae, genero Coffea y especies C.
arabica y C.canephora, principalmente, ademas de C. Liberica (Alvarado y Rojas, 2007, p.11).
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Tabla 2. Clasificaciéon Taxonomica del Coffea arabica

Clasificacion Taxonémica
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Magnoliatea
Subclase Asteridae
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Coffea
Especie (s) Arabica, canephora, liberica

Morfologia del café
Raices.

En las raices presentan una variedad de clases como, pivotante, axiales, laterales y raicillas.
Estas presentan diferentes posiciones segun su suelo, sin embargo, se destaca que las raicillas son
las importantes, pues permiten a la planta una mayor absorcion de agua y nutrimientos a partir del
suelo (Alvarado y Rojas, 2007, p.11).
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Tallo.

Este es lefioso, erecto y de longitud variable, de acuerdo a las condiciones climatolégicas y
al tipo de suelo donde se cultive, presenta en su parte inferior una forma cilindrica, mientras que,
en su parte superior es cuadrangular y verde, sus esquinas son redondas y salidas. Ademas, tienen
la particularidad de presentar tres tipos de yemas: tallo, bandolas y hojas (Alvarado y Rojas, 2007,
p.11).

Figura 10. Morfologia de la Parte Superior del Café

Nota: Alvarado y Rojas (2007)
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Ramas o bandolas.

Estas se presentan de manera alterna y dan origen a las ramas secundarias. Por otro lado,
las ramas que son adaptadas lateralmente presentan un punto apical de crecimiento que va

formando nuevas hojas y entrenudos, toda esta descripcién. (Alvarado y Rojas, 2007, p.12).

Flores.

Estas presentan en su parte axial, yemas florales de 1 a 3 ejes, en los que se ramifican para
asi coronar cada una en una flor formadas por céliz, corola, estambres y pistilo (Alvarado y Rojas,
2007, p.12).

Fruto.

Es una superficie brillante y lisa, con una pulpa delgada, constituida por partes diferentes como el
pericarpio, dividiéndose en la cascara (epicarpio), pulpa y mucilago (mesocapio), y el pergamino
(endocarpio), el cual cubre cada una de las semillas pertenecientes, finalmente y en el interior de

cada una de las semillas se encuentra el germen o embrién (Alvarado y Rojas, 2007, p.13).

Tal como lo indica Salas (2000), el grano de café esta constituido por un albumen cérneo
cuyos tejidos contienen almidon, sustancias grasas, azlcares, sacarosa, taninos y cafeina, en un
extremo de esta planta se encuentra el embrion de la raicilla conica y cotiledones. Reciben el
albumen dos envolturas, la primera en el endocarpio (Parche), del fruto (drupa) y la segunda muy

fina es el tegumento seminal (Pelicula) (p.13).

Semilla.

Su principal composicion la hace en relacion con el endospermo, encontrandose en la parte

basal con un tamafio muy reducido. Esta se encuentra protegida por una cubierta muy delgada,
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conocida como pelicula plateada y que esta a su vez es protegida por el pergamino. (Alvarado y
Rojas 2007, p.13).

Figura 11. Estructura del Fruto de Café

Nota: COOPEDOTA (2018)

Procesamiento del café

Acufia, K., Argulello, J., Espinoza, J., Gonzédlez, M., Vega R. (2011) describen el
procedimiento de produccién del cultivo del café. Se obtuvo la siguiente informacién por parte de
COOPEDOTA (2018).
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Antes de establecer las compariias cafetaleras en Costa Rica, el procesamiento de café
existia como una produccion cafetalera familiar con respecto a una zona geografica, donde
utilizaban solo un tipo de método. Sin embargo, el primer método utilizado fue el seco por tener
un muy bajo costo, luego con el paso de los afios la evolucion propia del cafeto cambio de manera
radical a una mejor calidad y sabor empezando a utilizarse el método hiumedo (Acufia et al., 201,
p.25).

Proceso de la extraccion de la semilla en hiimedo.

A este proceso se la llama también, lavado o fermentado. Al café después de ser lavado, se
le retira la cascara y se despulpa la cereza, una vez que esto esta bien elaborado, se asegura que las

cualidades intimas de los granos de café logren tener una apta conservacion.

En este proceso, las cerezas después de ser recolectadas se depositan en un recibidor que
las conducira mecanicamente a una maquina encargada de retirar la cascara del grano. Las semillas,
antes de llegar a esta maquina separadora de céscara, presentan una fase de limpieza profunda
mediante drenajes donde se clasifican las semillas y la basura, por ejemplo, hojas de la planta de
café (Acufia, K., et al. p.25).

Proceso de torrefaccion.

Este proceso corresponde a la operacion en el cual son formados bajo calentamiento,
coccion y secado. Durante este proceso el pergamino que rodea el grano es retirado, al mismo

tiempo, se eligen los granos que iran al proceso de tostado (Acufia, K., et al. p.29).

Proceso de tostado.

En esta fase del proceso, el tostado es el mas dificil, ya que, si se excede el tiempo de tueste,
este originaria un sabor completamente distinto a lo deseado.

Los granos de café por medio del calor aumentan su tamafio y desperdician por completo
cualquier tipo de humedad que haya quedado, por lo que el calor también genera los aromas que

no existian previamente (Acufia et al. p.29).
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Proceso de molido.

En este proceso el café se muele dependiendo de las especificaciones de preparacion, ya
que puede ser de preparacion instantanea, expreso o para colar. Este es el Gltimo proceso, a partir
de acé esta listo para ser empacado en las diferentes presentaciones que puede ofrecer la industria,
asi como las diversas aplicaciones en otros campos que se le pueden dar (Acufia et al. p.29).

Composicion quimica del Coffea arabica
A continuacion, se presenta la composicion quimica del fruto del café segun Dorado (2013):

Tabla 3. Composicion Quimica del Café

Componente quimico Arabica (%)
Polisacaridos 50.8
Sacarosa 8.00
Azucares reductores 0.10
Proteinas 9.80
Aminoécidos 0.50
Cafeina 1.20
Trigonelina 1.00
Lipidos 16.20
Acidos alifaticos 1.10
Acidos clorogénicos 6.90
Minerales 4.20
Compuestos aromaticos trazas

Nota: Dorado (2013)
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Dorado (2013) define cada uno de los componentes quimicos que corresponden al café
ardbica, presentando diferentes caracteristicas, muy particulares en cada uno de ellos,

encontrandose:

Acidos grasos.

Los &cidos grasos que forman parte de los triglicéridos son los que adquieren capacidad
como aceite, de acuerdo al comportamiento como nutriente y adquieren un uso particular en la
industria. Ademas, los acidos grasos no son ramificados y contienen un par de &tomos de carbono
(Dorado, 2013, p.32).

Compuestos volatiles del cafeé.

Entre los distintos componentes aromaticos en el residuo de café, pueden destacarse los
siguientes: compuestos alifaticos (hidrocarburos, alcoholes y compuestos carbonilicos), que se
forman a través de la descomposicion de hidratos de carbono; los compuestos aromaticos, como
los fenoles, son procedentes de la degradacion de los &cidos clorogénicos, esteres y ésteres
fenolicos; y compuestos heterociclicos como los furanos, estos son procedentes de la pirolisis de

los azUcares, pirroles, tiofenos, oxazoles y tiazoles ( Dorado, 2013, p.35).

Entre las principales familias de compuestos presentes en el aroma de café tostado, se

encuentran:

Compuestos fenolicos.

Estos compuestos se encuentran en bajas concentraciones, incrementandose con el grado
de tueste. Son caracteristicos de los café robusta y los cafés de tueste fuerte, donde las

concentraciones de los fenoles alargan a ser relativamente altas (Dorado, 2013, p.36).
Pirazinas.

Estos compuestos por si mismos tienen un aroma a maiz dulce y amargo. La presencia de

un grupo tiol en las Pirazinas imparte un aroma a nuez y galleta (Dorado, 2013, p.35).
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El café ardbigo (Coffea ardbica) y robusta (Coffea canephora) se encuentra una
composicion idéntica a las pirazinas (Plasencia, 2012).
Piridinas.

Estos compuestos como tal, tienden a aumentar segun el grado de tostacion, por lo que se
dice que en los cafés arabigos al igual que en los robusta se presentan condiciones similares. Las

piridinas poseen unas notas amargas, astringentes y tostadas (Dorado, 2013, p.35).
Pirroles.

Los pirroles aumentan segun el grado de tueste. Se encuentran en mayor concentracion en

los cafés arabigos méas que en los robusta y poseen diferentes olores (Dorado, 2013, p.35).
Furanos.

Se forman por la degradacion pirolitica de azucares y tienen un aroma a caramelo o azucar

guemada. Se encuentran en una mayor cantidad en el café (Dorado, 2013, p.35).

Subproductos del café

Dentro de los diferentes subproductos que abarca el café se encuentran: la pulpa de café, el

mucilago y el pergamino, también llamado “cascarilla” (Alban, 2017, p.8)
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Figura 12. Subproducto del Café

Autor: Alban (2017)

Pulpa o broza del café.

Es el producto extraido durante todo el proceso del café, pasado por la etapa de tostado y

molido, en el cual se les ha extraido sus componentes solubles en agua.
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Figura 13. Pulpa o Broza del Café

Por otro lado, se descubren propiedades organolépticas asociadas a este subproducto,

mencionadas a continuacion (Calle y Mendoza, 2017):

Tabla 4. Composicion Fisica de la Broza del Café

Propiedad organoléptica Descripcion
Color Café claro
Olor Caracteristico a tostado
Aspecto Café tostado y molido
Densidad aparente 0.28 g/cm?®
Humedad 75-80 %
Contenido de aceite 10-15 %
Temperatura del agua para su 170-180 °C
extraccion
Presion 14- 16 Bares

Nota: Calle y Mendoza (2017)
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Composicion quimica del extracto del café arabica.

El extracto del café es uno de los productos que se logra obtener a través de un proceso, en
el que se hace pasar por agua caliente sobre su lecho fijo de café tostado y molido a determinada
temperatura y presion, con el fin de extraer solidos y componentes aromaticos del grano de café
(Conforme y Loor, 2016, p.12).

Segun el Centro Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE) (2011), se llevo a cabo
la determinacion de la composicion quimica mediante una taza del extracto de café arabica, que se

detalla a continuacion:

Tabla 5. Composicion Quimica del Extracto de Café Arabico

Composicién Descripcion
Agua 98.75 %
pH 4.89
Aporte cal6rico sin azucar 1 kcal/100 mL

Nota: Conforme y Loor (2016)

Tabla 6. Componentes Organicos Presentes en la Broza del Café

Porcentaje
Componente
Aceites 10-15 %
Taninos 0,78- 5,60 %
Lignina 8,72-9.15 %
Celulosa y hemicelulosa 36- 37 %
Carbohidratos 34-39 %

Nota: Calle y Mendoza (2017)
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Utilizacion de la broza o pulpa de cafe.

En la industria cafetera solo es utiliza el 9,5 % del grano para la elaboracién de la bebida,
el resto que es el 90,5 % corresponde a subproductos de café, encontrandose un 41 % de pulpa, un
16 % de mucilago y un 4 % de la cascarilla. Estos subproductos al no ser aprovechados generan
una gran contaminacion, por lo que seria de gran interés poderlos utilizar por la presencia de

compuestos como taninos, cafeina y acidos clorogénicos (Alban, 2017, p.19).

Fitofarmacos

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2017), los fitofarmacos son aquellos
productos adquiridos mediante métodos tecnoldgicos adecuados, donde se emplea materia prima
de origen vegetal. Se caracteriza por su eficacia y el conocimiento de los riesgos de su uso.

Si bien es cierto la falta de expansion localiza a los fitofarmacos en un mundo intermedio
entre la medicina formal y la medicina tradicional herbolaria, entre lo cientifico y lo empirico, lo
que provoca en el personal de ciencias de la salud, el desconocimiento acerca del lugar que deben
ocupar los fitofarmacos en la sociedad. El fitofarmaco es un recurso terapéutico de gran valor que
le garantiza al paciente que opte por esta alternativa, seguridad y eficacia mediante los estudios

realizados (Romero, Reyes, Herrera y Lozoya 2003, p.126).

Uso de Plantas Medicinales

Segun Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 80 % de la poblacién a nivel mundial,
especialmente en los paises en desarrollo, utiliza tratamientos tradicionales a base de plantas para
sus necesidades de atencion primaria de salud. No obstante, en esos paises ha ocurrido una pérdida
importante del conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales. Su disponibilidad se
ha visto reducida por la degradacién de los ambientes naturales u otros fenémenos que le pueden
Ilegar afectar (OMS, 2018).
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Por otra parte, en cuanto a la investigacion sobre el uso de plantas medicinales, esta forma
parte de la etnobotanica, que ha sido definida como el estudio de las interrelaciones entre el ser
humano y las plantas. Por su naturaleza interdisciplinaria abarca muchas areas: botanica, quimica,
medicina, farmacologia, toxicologia, nutricién, agronomia, ecologia, sociologia, historia y
arqueologia; lo cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones (Bermudez, Miranda y
Velazquez, 2005, p. 455).

El uso de plantas medicinales se viene dando desde la antigiiedad y esta relacionado con la
cultura indigena. El estudio de los componentes a traves de las plantas medicinales se engloba en
determinadas sustancias que ejercen una accién de farmacologia sobre el ser humano o los seres
vivos. Las sustancias o bien llamados principios activos pueden darse a partir de sustancias simples
como los alcaloides 0 mezclas complejas como resinas, aceite esenciales o extractos a partir de

plantas naturales (Pérez, 2008, p.4).

Tabla 7. Formas Mas Comunes de Uso de las Plantas con Propiedades Medicinales

Forma Propiedad medicinal

Aceites esenciales Antisépticos
Estimulantes

Expectorantes

Aguas aromaticas Relajantes
Antioxidantes

Hidratantes

Extractos Antioxidantes

Cicatrizantes

Nota: (Pérez 2008)
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Beneficio en el uso de plantas medicinales

La investigacion cientifica ha permitido descubrir una extensa variedad de principios
activos, de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud, son los aceites

esenciales, los alcaloides, los glucésidos o heterosidos, las gomas, y los taninos (Bruneton, 2001).

Bruneton (2001), describe que en las plantas se encuentran presentes principios activos
relevantes denominados nutrientes esenciales, como las vitaminas, minerales, aminoacidos,

carbohidratos y fibras, azlcares diversos, &cidos organicos, lipidos y los antibiéticos.

A pesar de que la finalidad terapéutica es natural, muchas de las personas que optan por la
fitoterapia no son conscientes de que todos los preparados que se utilizan son de forma preventiva,
curativa o para el alivio sintomatico, y que han sido elaborados a base de plantas medicinales, y
que a pesar de ello son medicamentos y que, por tanto, pueden interferir con la medicacion habitual

y un uso inadecuado puede tener riesgos para la salud (Mesenguez, 2007).

Consecuencias del uso de las plantas

Las interacciones farmacodinamicas como lo describen Vila (2009), resultan poseer efectos
aditivos, sinérgicos o antagonicos entre farmacos y plantas con las mismas propiedades
farmacoldgicas, es por eso por lo que una de las preocupaciones al desarrollar la fitoterapia es la
combinacién de medicinas tradicionales y farmacos modernos, ya que las creencias que rodea la

medicina tradicional a veces pueden interferir con los tratamientos modernos (p.23).

Seguln Vila (2009), la mayoria de las interacciones entre plantas y farmacos que afectan la
absorcion lo crean reduciendo los niveles del farmaco, ya sea por la alteracion del pH digestivo,

afectando la motilidad, o por la formacion de complejos no absorbibles (p.25).

Segun lo citado por el anterior autor, el metabolismo de farmacos es el mecanismo mas
importante de interacciones y una buena muestra de ello son los farmacos que ven afectados sus

niveles cuando se administran juntamente con hipérico, un inductor del citocromo P450 (p.25).

Se puede destacar que en la poblacion que presente un tipo de afeccion renal, pueden

acumular farmacos que se eliminan por excrecion renal, y plantas con propiedades diureticas
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acelerarian la excrecion, al igual que las que pueden alterar el pH urinario podrian influir en las

concentraciones urinarias de fA&rmacos que son &cidos o bases débiles (p.26).

Meétodos de Extraccion de Aceites Esenciales y de Extractos Vegetales

Segun Contreras y Ruiz (2012), para la obtencion de un extracto o aceite esencial respecto
a un material vegetal, se debe tomar en cuenta que existen diferentes métodos para extraer los
principios activos contenidos en determinada planta, los cuales necesitan de un liquido extractivo

que va a depender del procedimiento técnico y de la naturaleza quimica del principio activo (p.36).
A continuacion, se citaran los métodos de extraccion mas importantes:

Figura 14. Métodos Directos de Extraccion

- Productos

Método Procedimiento obtenidos
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Nota: Contreras, E y Ruiz, J. (2012).



Figura 15. Método de Extraccion a través de la Destilacion

Método Procedimiento Productos
» Directa
Arrastre con vapor Aceites
—— de agua (directo, esenciales y
b) Destilaciin indirecto, a presion, aguas
a vacio) aromaticas

Nota: Contreras y Ruiz (2012)

Destilacion - maceracion
(liberacion enzimatica de
agliconas en agua caliente)

Figura 16. Método de Extraccion a través de Solventes Organicos
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Método Soxhlet

La eleccion del método extractivo y del disolvente estd determinada por la naturaleza
fisicoquimica de los metabolitos que se quieren aislar y por la restriccion de no producir

alteraciones en ellos.

El método Soxhlet fue inventado por el quimico aleman Franz Ritter Von Soxhlet, en el
afio 1879, donde por primera vez, segin comenta Infante (2016) se hizo el experimento para
determinar la grasa de la leche, en la cual se utiliz6 un sifén a nivel constante que fue utilizado para
devolver el extracto a un matraz con disolvente después de la finalizacién de un ciclo determinado

de extraccion (p.26).

Este método como lo indica este autor es utilizado para la accién de separar a traves de un
liquido una fraccidon especifica de una determinada muestra, dejando el resto lo méas integro posible,

dandose la extraccion desde los tres estados de la materia (Infante, 2016: pp. 26-28).

1. Extraccion solida — liquido
2. Extraccion liquida- liquida

3. Extraccién Gas- Liquida

Funcidén del método Soxhlet.

Segun Caldas (2012), el equipo utilizado para la extraccion de materia vegetal en cualquiera
de sus tres estados tiene como funcion recircular los vapores condensados, con ayuda de un sifon,
a la fuente de disolvente que se encuentra en una evaporacion continua, arrastrando consigo los

principios activos de la materia prima contenida en los cartuchos desechables (p.19).



Figura 17. Equipo Soxhlet
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Calentador

Nota: Autor

Ventajas y desventajas de la extraccion Soxhlet segin (Caldas 2012, p.22):

Ventajas.

e Mayor capacidad de recuperacién y su instrumentacion es relativamente sencilla.

e El disolvente viene a partir de una condensacion, luego es liquido y se encuentra

caliente por lo que favorece la solubilidad del analito.

e El disolvente y la muestra por evaluar se encuentra siempre en contacto inseparable

y periodico, de manera que se mejora muchisimo mas la extraccion porque siempre

se emplea un disolvente limpio.

Desventajas.

e Esun proceso que requiere de mucho tiempo ya que es lento e imposible acelerar.
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e Se necesita de una cantidad de disolvente en cantidades mayores.
e No puede ser utilizado para analitos termolabiles y que se puedan llegar a

descomponer con el calor o reacciones entre ellos.

Etapas de extraccion Soxhlet.

Segln Nufiez (2008), la extraccion a partir de este método consiste en montar el sistema a

través de diferentes fases (p.2).

1.
2.

Colocacién del solvente de acuerdo con las condiciones del método en un balon.
Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.

Etapa donde el condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso
con la muestra en su interior.

Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se produce
el reflujo que retorna el solvente con el material extraido al balon.

Una vez originado este proceso la cantidad de veces necesaria para que la muestra quede

agotada. Lo extraido se va concentrando en el baldn del solvente.

Solventes mas convenientes para utilizar el método de extraccion Soxhlet.

Como lo refiere Caldas (2012), para seleccionar un solvente adecuado de manera que

proporcione un balance de acuerdo con las caracteristicas de la muestra se debe tener en cuenta las

siguientes condiciones (p.20):

e Alto limite de saturacion y selectividad respecto al soluto o al material vegetal a
extraer.

e Estabilidad quimica en las condiciones del proceso.

e Menor viscosidad y presion de vapor.

e Poca toxicidad e inflamabilidad.
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Otra condicidn importante en cuanto a la utilizacién del método de extraccion Soxhlet es el

tipo de solventes que presenta un carécter no polar, por lo tanto, pueden llegar mostrar alguna
dificultad segun lo describe Nufez (2009, p.2).

Tabla 8. Puntos de Ebullicién de los Solventes Utilizados con Mayor Frecuencia en el

Método Soxhlet

Solvente °C
Eter 35
Diclorometano 40
Cloroformo 62
Metanol 65
Hexano 69
Benceno 80
Etanol 78
Acido formico 101
Tolueno 111

Equipo por arrastre de vapor

Autor: Nufiez (2008)

Segun Peredo et al. (2009) se lleva a cabo a través de la vaporizacion selectiva del

componente volatil de una mezcla formada por este y otros “no volatiles”. Lo anterior se logra por

medio de la inyeccion de agua de manera directa en el seno de la mezcla, ya que la funcion de este

es condensar formando una fase miscible, por lo que cedera su calor latente a la mezcla a destilar

para lograr su evaporizacion (p.3).
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Por otro lado, una de las condiciones que menciona el mismo autor para que este tipo de
destilacion pueda ser aplicado es que tanto el componente volatil como una impureza sean

insolubles en agua.

Figura 18. Equipo Arrastre por Vapor

Destilacion por
Termometro Arrastre con VapOr

Entrada
Generador de vapor

de vapor

Alargadera

Menta

Matraz
colector

Calefaccion

Aceite de menta e
Agua\___/

Nota: Aguilar (2012)
Equipo Rotavapor

Lo particular de este equipo es que la utilizacion de la presion es reducida, es decir, que se
pueden llevar fluidos a ebullicion a temperaturas menores a las comunes y controladas. También,
se lleva a cabo una rotacion de los elementos, lo cual esta destinado para ampliar la superficie que
recibe el calor, haciendo de este procedimiento algo mas acelerado. La ventaja principal de ello se
ve en que es posible realizar estos procesos conservando las propiedades organolépticas, quimicas

y bioquimicas de las sustancias, sin afiadir aditivos y sin la presencia de variaciones en el producto.
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Figura 19. Equipo Rotavapor Yamato

L !

Nota: Cocina Intermedia

Solventes

Recinos (2004) habla de la caracterizacion de un solvente como aquel liquido que se
introduce en una 0 mas sustancias para construir una fase homogénea, es decir, la solucién. El autor
destaca que los solventes no van de acuerdo con alguna estructura quimica, sino que van en

condicion a su estado fisico y quimico.

Clasificacion de los solventes

La condicion que se engloba en la clasificacion de un disolvente va de acuerdo con la

polaridad, ya que crea una diferencia en la carga eléctrica sobre varias porciones de una molécula.
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Por lo que los solventes pueden catalogarse de dos maneras diferentes: polares y no polares
(Recinos, 2004, p. 6).

Solvente polar.

Estos solventes adquieren una mejor capacidad de solvatacion que el resto de los solventes.
Asimismo, es utilizado para formar soluciones con resinas vinilicas, acrilicas, nitro celulosicas,
epoxidos. Ademas, presenta una versatilidad que las hace muy importantes (Recinos, 2004, p.7).

Este autor a la vez hace pie a un ejemplo clésico de un solvente polar, muy utilizado
universalmente como lo es el agua. También pertenecen aquellos alcoholes que tengan un bajo

peso molecular.

Solvente no polar.

Son aquellos que presentan capacidad de disolver sustancias no hidrosolubles y que por sus
propiedades disolventes tienen multiples aplicaciones en varias tecnologias industriales. Algunos
disolventes convencionales de este tipo son el éter dietilico, cloroformo, benceno, tolueno, cetonas,
hexano (Recinos, 2004, p. 8).

Caracterizacion Quimica

La composicion que se logra dar en las diferentes materias vegetales es gracias a métodos
de identificacién de compuestos que pueden ser identificados, los que se detallaran a continuacion:

Pruebas de identificacion

Los extractos vegetales tienen la capacidad de disponer una serie de reacciones quimicas
que permiten caracterizar grupos funcionales. En algunos casos varios grupos funcionales pueden
dar una misma reaccién por lo que es necesario aplicar una u otra reaccion que sea caracteristica,

para saber realmente de la naturaleza de estos.
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A continuacion, se hace mencion de alguna de las pruebas de por grupo de metabolito secundario
que se pueden aplicar en el laboratorio (Marcano, 2000, p.32):

Alcaloides.

Este tipo de prueba de identificacion tiende a que la muestra se evapore hasta la sequedad,
si se llega a detectar olor de amoniaco, se puede determinar la presencia de alcaloides. Cuando la
muestra se seca, se le agrega HCI y se agita con un solvente inmiscible y se separa. La fase acuosa
se alcaliniza y se extrae y por ultimo se analizan las tres fases por separado (Marcano, 2000, p.32).

Saponinas y esteroles.

La muestra vegetal se hidroliza, se concentra y se extrae con acetato de etilo o bien con
cloroformo. La fase organica es la que debe poseer las saponinas al agregarle el reactivo de
Liebermann- Burchard, este debe producir un cambio de coloracion azul o violeta (Marcano, 2000,
p.32).

Flavonoides.

En este el material vegetal se lleva a sequedad y se desgrasa con éter de petréleo, luego se
trata con HCI concentrado y se espera una coloracion roja al dejar en reposo la reaccion al menos
de unos 10 — 20 minutos (Marcano, 2000, p.32).

Taninos y polifenoles.

Se debe evaporar la muestra del extracto y se le agrega agua, por ultimo, se le agrega cloruro
férrico, esto produce una coloracién marrén; esta es la prueba positiva a la presencia de taninos y

polifenoles (Marcano, 2000, p.32).

Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja ha llegado a ser una de las técnicas mas importantes para la
determinacion de la estructura molecular. Al mismo tiempo, sus aplicaciones de tipo analitico la

han convertido en una herramienta indispensable en el laboratorio quimico.
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Skoog (2015) enfatiza los extractos IR de las sustancias quimicas como instrumentos para
la determinacion de la identidad de un compuesto, donde la regién comprendida entre los 3600cm-
1 a 1250cm-1 son utilizados para la identificacion de grupos funcionales comunes, y la regién que
se encuentra entre los 1200cm-1 a 600cm-1 es conocida como “huella dactilar”, donde pequefias
diferencias en la estructura y la constitucion de las moléculas dan lugar a cambios significativos en
el espectro IR (p. 573).

Existen a nivel mundial tablas, donde se enlistan valores mas especificos de las longitudes
de onda para cada grupo funcional, principalmente de especies organicas. Es importante tener claro
que el grado de pureza de la muestra, la concentracion y el equipo puede incurrir en las sefiales

obtenidas a nivel experimental (Skoog, 2015).
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Tabla 9. Frecuencia Cercana a la que se Encuentran Grupos Funcionales en un Espectro

Infrarrojo

Grupo funcional

Tipo de vibracion

Frecuencia (cm-1)

Alcanos (estiramiento) 3000-2850
CHzs (flexion) 1450-1375

CH2 (flexion) 1465
Alquenos (estiramiento) 3100-3000
Aromaticos (estiramiento) 3150-3050
C-H Aldehido 2900-2800
Alqueno 1680-1600
Cc=C Aromaético 1600-1475
C=C Alquino 2250-2100
Aldehido 1740-1720
Cetona 1725-1705
Acido carboxilico 1725-1700
C=0 Ester 1750-1730
Alcohol, Fenoles 3650-3200
O-H Acido carboxilico 3400-2400
N-H Aminas primarias y secundarias, amidas 3500-1550
C-N Aminas 1350-1000
N=0 Nitro 1550-1350

Skoog (2015)
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Anélisis cromatografia de gases

Segun Marques (2015), la cromatografia de gases es una de las técnicas mas versatiles y
ubicuas en los laboratorios, y se usa mucho en la determinacion de compuestos organicos. Con esta

técnica se pueden separar mezclas muy complejas (p.17).

En cromatografia de gases, la muestra pasa al estado de vapor inyectandola a un puerto
calentado, y el eluyente es un gas. EIl factor méas importante en la cromatografia de gases es la
seleccion de la columna adecuada (fase estacionaria) para la separacién particular sobre la que se

desea experimentar (p.17).

Figura 20. Diagrama de un Cromatografo de Gases
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Divisor de flufo T oo | Electrémetro
Septum, [ Detector o puente
Reqgulador . s
de fluje =,
Reguladar DAC
de presion
Py
A T Ordenador
g Rotametro
Columna
Gas portador

Horno termostatizado

Nota: Marqués (2015)
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Formas Farmacéuticas

Segun la USP (2015), las formas farmacéuticas se definen como la combinacion de uno o
mas farmacos y/o excipientes para poder facilitar la dosificacion y administracion del medicamento

en un paciente determinado (p.1398).

Por otro lado, en cuanto al disefio, materiales y andlisis al que se someten las diferentes
formas farmacéuticas, estos se toman en cuentan en la calidad de cada producto, por lo que se
deben considerar desde las propiedades fisicas, quimicas, biologicas y hasta las vias de

administracion que se utilizaran (USP, 2015, p.1398).

Formas farmacéuticas semisolidas

Este tipo de formas relne todos los sistemas farmacéuticos en su formulacion, es decir,
utilizan materias primas tanto solidas como liquidas. Dentro de estas se encuentran la descripcion
a continuacion (USP, 2015).
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Tabla 10. Tipos de Formas Farmacéuticas Semisoélidas

Tipos Caracteristicas Via de administracion
Emulsion que a menudo
contiene mas de un 20 % de Tdpica
Cremas agua Yy sustancias volatiles y/o Mucosas
menos de 50 % de
hidrocarburos, ceras o polioles
como vehiculos para el
farmaco.
Preparaciones destinadas para
Unguentos la aplicacién externa sobre la Local
piel 0 membranas de mucosas. Sistémica
Suspensiones de particulas
inorganicas pequefias o de
moléculas  organicas Inter Tépica
Geles penetradas por un liquido. Estos Mucosa
pueden clasificarse ~ como
sistemas de una fase o sistemas
de dos fases
Preparaciones de consistencia
Pastas firme que contienen un alto Local
porcentaje y solidos finamente Mucosa

dispersos. Estas no fluyen a

temperatura corporal.

Nota: Autor
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Via de administracion tépica

Esta via se define como la aplicacién directa de los farmacos sobre la piel y las mucosas en

los orificios, de manera que su fin sea ejercer un efecto local sobre el sitio de aplicacion.

Como lo refiere Doménech, Martinez y Delfina (2007), quienes indican que aquellos
farmacos que hagan contacto con organos o bien tejidos sobre los que debe haber un efecto

terapéutico, deben atravesar la piel o las mucosas, ya sea por una forma directa o indirecta.

La administracion topica es el medio por el cual se aplica un medicamento semisélido o
liquido, directamente a mucosas o a piel. La absorcién se da mediante vasos sanguineos localizados
en estas zonas descritas, que van a permitir una rapida accién ocal, Dentro de este tipo de aplicacién

se encuentran la cuténea, transdérmica, oftalmica, 6tica y nasal (Martin, 2018, parr. 1-3).

De acuerdo con lo citado por Ferradis (2013), la via cutdnea permite que un medicamento
actué a nivel local. Sin embargo, dependiendo de la afectacion y la zona de la lesion en el tejido de
la piel puede darse una accion sistémica, por tanto, se debe tener cuidado al momento de hacer una
prescripcién o recomendacion a ese tipo de via de administracion, ya que un determinado
medicamento a través de esta via puede provocar efectos no deseados si ingresa al torrente

circulatorio (pp. 58-59).
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CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO

En el siguiente capitulo se describira lo referente a los procedimientos para llevar a cabo el
estudio experimental en el laboratorio y el andlisis de resultados principales para el cumplimiento

de los objetivos y dar respuesta a la interrogante expuesta en el planteamiento del problema.

Enfoque

El enfoque de la presente investigacion es de tipo cuantitativo, debido a la utilizacion de
diversas variables que logran ser medibles a determinado tiempo. Asi mismo, se disefiard un
instrumento para recolectar datos, los cuales son traducidos en datos numéricos, tabulados,
generando resultados con la aplicacion de una herramienta estadistica, e interpretados con el fin de
resolver el problema planteado. Hernandez, Fernandez y Baptista, (2014, p.4) definen este enfoque
como “la recoleccion de datos para probar hipétesis con base en la medicion numérica y el analisis
estadistico, con el fin establecer pautas de comportamiento y probar teorias”. Ya que el presente
estudio pretende comprobar de forma experimental el resultado antimicrobiano que se obtiene al
colocar el extracto de la broza del café sobre agentes patdgenos como Staphylococcus aureus, E.

coli y Pseudomonas aeruginosa.

Método

El método de la investigacion es de tipo experimental, ya que como lo afirman Hernandez
et al. (2014) “La esencia de esta concepcion de experimento es que requiere la manipulacion
intencional de una accion para analizar sus posibles resultados” (p.129). Este trabajo requiere la
seleccion de un método para obtener el extracto de una planta, para analizarlo frente a diversos

microorganismos y determinar si posee actividad antimicrobiana.
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Las placas con el agar y las cepas del microorganismo Staphylococcus aureus, Escherichia

Coli y Pseudomonas aeruginosa. Dicha prueba se hara en el Hospital Nacional de Nifios, San Jose,

Costa Rica.

Objetos de Estudio

A continuacion, se detallan los recursos fundamentales con los cuales se llevé a cabo la

parte experimental del trabajo de investigacion.

Broza del café, variedad Caturra y Catuai en Costa Rica

Equipo Soxhlet

Equipo de arrastre por vapor

Equipo Rotavapor Yamato BM500

Cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia Coli y Pseudomonas aeruginosa.
Medio de cultivo Tioglicolato

Espectro Infrarrojo

Cromatografia de Gases

Placas Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana

Concentraciones del extracto

Resultados del extracto de Coffea arabica

La parte experimental del trabajo de investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de la

Universidad Internacional de las Américas, San José, Costa Rica; en donde se obtuvo el extracto

de la planta, también se ensay6 su efecto sobre los agentes patdgenos de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en las instalaciones del Laboratorio Microbioldgico

del Hospital Nacional de Nifios, esto para lograr cumplir con los objetivos planteados en el proyecto

de investigacion.
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Instrumentos y técnicas de recoleccion.

En el apartado que se presentara a continuacion se mencionaran los recursos necesarios para
desarrollar el proyecto de investigacion, los cuales incluyen equipo y cristaleria que se debera

utilizar.

Obtencion del extracto del Coffea arabica

La broza del café utilizada para la extraccion se obtuvo del Micro beneficio COOPEDOTA,

Santa Maria Dota en el mes de diciembre 2017, ya que es la época de su procesamiento.

Para realizar una adecuada extraccion del extracto de la broza del café es importante
conocer los materiales y reactivos que se requieren para desarrollar los procedimientos, por lo cual

cada instrumento necesario para la obtencién del extracto se menciona en la siguiente lista:

Material y Equipo.
Balanza granataria Ballar WTB 2000
Broza del café, variedad Caturra y Catuai.
Beaker de 250 mL
Guantes de latex
Equipo Soxhlet
Equipo de arrastre por vapor
Beaker de 400 mL
Beaker de 100 mL
Beaker de 500 mL

Calentador-agitador Corning PC-420D
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Pastillas de agitacion magnética
Termdmetros

Rotavapor Yamato MB500

Reactivos.
Agua destilada
Etanol al 96%
Cloruro Férrico al 20 %
Gelatina y Sal (Cloruro de Sodio)

Acetato de Plomo Il al 10 %

Pruebas de identificacion

Para determinar la presencia de los principales metabolitos activos del extracto de la broza
del Coffea arabica se requiere de diversas pruebas que ante la presencia de un compuesto cambian

de color al agregar determinado reactivo.

Materiales y Equipo
Tubos de ensayo
Goteros

Gradilla

Probeta 10 mL

Reactivos
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Extracto de broza del Coffea arabica, variedad Caturra y Catuai
Etanol al 96 %

Cloruro Ferrico al 20 %

Reactivo de Gelatina y Sal (Cloruro de Sodio)

Acetato de plomo Il al 10 %

Preparacion de microdiluciones de la broza del Coffea arabica.
Material y Equipo
Extracto de broza del café
Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
Guantes de latex
Tubos de ensayo
Incubadora EQ-019. Selecta P.

Placas plasticas estériles de 96 pocillos

Reactivos
Caldo de Tioglicolato

Solucién Salina de Mc Farland al 0,5 %
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Procedimiento de recoleccién y analisis de datos

El proceso de recoleccion y analisis de los datos de la investigacion se realiza en los
laboratorios de quimica de la Universidad Internacional de las Américas (UIA) y en el Hospital

Nacional de Nifios, San José, Costa Rica, durante el segundo y tercer cuatrimestre del 2018.

A continuacion, se describiré el procedimiento a seguir, el cual se dividird en diferentes
fases, con el objetivo de lograr un orden logico y adecuado, de manera que pueda permitir una
mejor comprension de la metodologia empleada.

Recoleccion y almacenamiento de la materia prima vegetal

La recoleccion de la broza del Coffea arabica (café) se realiz6 durante el mes de noviembre

y diciembre del 2017. Para la extraccion de la materia prima se sigui6 el siguiente procedimiento:

Obtencion del extracto de la broza del café
Extraccion Soxhlet.

Se armo el equipo de Soxhlet mostrado en la figura 21. La materia prima vegetal se coloc6 en
un mortero para poder triturar en trozos mas pequefios, posterior a esto, con la ayuda de un beaker
de 250 mL, se pesé en una balanza granataria 30 g de broza del café, como se muestra en la figura
22. Una vez pesada la broza, se introdujo el cartucho del Soxhlet, se le coloco un filtro para coffe
maker. Inmediatamente, se coloc6 un soporte universal, posicionando el calentador y agitador de
manera vertical y asegurandose que se colocara el balén de fondo plano de 500 mL que contenia
250 mL de alcohol etilico al 96 %.

La materia vegetal y el condensador se colocaron en posicion de reflujo y se ajustaron
mangueras de entrada y salida al condensador; la de entrada estuvo conectada a una bomba de
inmersion sumergida en un bafio de agua-hielo dentro de una hielera pequefia, la de salida se

sumergio en la misma hielera, esto para poder mantener un ahorro del agua.



Figura 21. Equipo Soxhlet
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Se calentd a una temperatura de 315 °C de manera que se verificaré que el solvente no se
volatilizara con ayuda de un termometro, para efectuar la extraccion por un espacio de 7 horas.
Una vez que se termino la extraccion, se trasvaso el extracto contenido en el balon de fondo plano
de 500 mL del Soxhlet, con ayuda de un embudo de espiga, al balén de fondo redondo de 500 mL
del equipo de rotavapor y se elimind el etanol calentando a una temperatura de 80°C.

En el momento que se puso en el rotavapor se dejo que destilara el disolvente hasta que se
Ilego a observar que ya no destilaba y no caia méas etanol en el baldn recolector, después se detuvo
el equipo de rotavapor, como se observa en la Figura 23.

Seguidamente, se trasvaso el aceite, con ayuda de una pipeta graduada hacia una probeta de
20 mL para medir el volumen obtenido. Posterior a la medida, se traslado el extracto de la probeta

a un envase trasparente, protegiéndolo de la luz con papel aluminio.

Finalmente, se determind el porcentaje de rendimiento alcanzado por el método de Soxhlet,

utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Rendimiento Experimental en el Método Soxhlet

o » g obtenidos al final del proceso
Rendimiento de extraccion = x 100
g de la broza colocadas en el Soxhlet
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Figura 23. Equipo Rotavapor Yamato BM500

1

Extraccion arrastre por vapor.

Se realiz6 un montaje del equipo arrastre por vapor, como se muestra en la figura 24. Dentro
de un beaker de 25 mL se pesé 50 g de broza del café sobre una balanza granataria. Luego, se
coloco la broza del café en un balon de tres bocas de 500 mL junto con 10 mL de agua destilada;
adicionalmente, en un balén de fondo plano de 500 mL se agregd 300 mL de agua destilada. Con
ayuda de un soporte universal, se coloco el calentador- agitador y en forma horizontal se armo el

equipo por arrastre de vapor.

Como se observa en la figura 24, el bal6n de fondo plano de 500 mL se conect6 por medio
de una manguera, que contenia en ambos extremos un tapon para las bocas de los balones, al balén
de tres bocas que contenia la broza del café. EI condensador se incorporo a la tercera boca del balon
con la materia vegetal, y se conectd al condensador la manguera de entrada de agua conectada a la
bomba de flujo sumergida en agua hielo, dentro de una hielera, y la manguera de la posicion de

salida del refrigerante dentro de la misma manguera.
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Figura 24. Equipo Arrastre por Vapor

Posteriormente, la muestra fue recogida en un beaker, se le agreg6 sulfato de sodio anhidro,
se mezclo y se decantd por gravedad. Se le realizaron extracciones con diclorometano al extracto
de la broza de café sin ningln otro compuesto, como se puede observar en la figura 25. Finalmente,
se expuso la mezcla obtenida a una separacion por medio del rotavapor para eliminar por completo
algin otro componente que haya quedado, por altimo, se trasvasé el aceite obtenido a un envase

limpio y seco para su posterior analisis.
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Figura 25. Eliminacion de Agua a la Broza del Café

Finalmente, se determiné el porcentaje de rendimiento alcanzado por el método arrastre por

vapor a través de la siguiente ecuacion:
Ecuacion 2.Rendimiento Experimental de Método Arrastre por Vapor.

Rendimiento de ext o g obtenidos al final del proceso 100
endimiento de extraccion = g de la broza colocadas en el arrastre por vapor X

Caracterizacion y cuantificaciéon de los componentes de la broza del Coffea arabica

Para determinar componentes activos del extracto vegetal obtenido, se procedio a realizar
pruebas de identificacion para fenoles, utilizando los reactivos mostrados en la figura 26.
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Figura 26. Reactivos para la Prueba de Identificacion

Identificacion de Fenoles.
Prueba de Cloruro Férrico (FeCls) al 10 %.

Se agreg6 1 mL del extracto de broza del café en un tubo de ensayo con 1 mL de Cloruro

férrico FeCls.

Prueba de Gelatina- sal.

Se agreg6 1 mL de la muestra del extracto de broza del café en un tubo de ensayo, y 1 mL

de la solucion gelatina-sal.
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Prueba de acetato de plomo Pb(C2H302). al 10 %.

En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de la muestra del extracto de la broza del café y se

adiciono 1 mL de acetato de plomo Il al 10 %.

Preparacion para la prueba de sensibilidad antimicrobiana mediante microtitulacion.

Se procedio a realizar el montaje de una concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante la
técnica de la microtitulacion, utilizando una placa plastica, estéril, con tapa, de 96 pozos y un fondo
en U, donde se encontraba rotulado horizontalmente del pozo 1 al 12 y verticalmente del pozo A
al H (Figura 27). Una vez verificadas las posiciones, se colocé 50 puL del medio de cultivo en cada
uno de los pozos de la placa a emplear del 1-10, exceptuando el pozo 11-12.

Figura 27. Placa Estéril para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana (PSA)
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Se colocaron 50 pL del extracto de la broza del café, simulandose como concentracion
madre de un antibidtico. Se realiz6 una dilucion 1:2, por lo que la concentracion del extracto como
solucion madre fue de 301,2 g/mL, para el primer pozo se tuvo una concentracion real de 150.6
g/mL, luego se procedio a realizar diluciones dobles hasta los pozos 10 (tabla 11), dejando el pozo
11 como control de crecimiento negativo y al pozo 12 de control positivo de crecimiento, es decir,
el control positivo tuvo medio de cultivo mas el indculo bacteriano y el control negativo tuvo medio
de cultivo y antibiotico (extracto de la broza del café), para un volumen final de 100 uL en ambos

pOZO0S.

Tabla 11. Diluciones a partir del extracto de la broza del café

Concentracion del extracto puro de la broza del café: 301,2 g/mL
NUmero de pozo Dilucion Concentracion
g/mL
Pozo 1 Dilucion 1:2 150,6
Pozo 2 Dilucion 1:4 75,3
Pozo 3 Dilucion 1:8 37,7
Pozo 4 Dilucién 1:16 18,8
Pozo 5 Dilucién 1:32 9,4
Pozo 6 Dilucion 1:64 4,7
Pozo 7 Dilucion 1:128 2,4
Pozo 8 Dilucion 1:256 11
Pozo 9 Dilucion 1:512 0,6
Pozo 10 Dilucion 1:1024 0,3
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Figura 28. Diluciones Dobles del Extracto

Una vez realizadas las diluciones seriadas dobles, en los pozos de 1 a 10 (con excepcion de
pozos 11y 12), se colocd 50 uL del extracto de broza de café en el primer pozo y se realizaron
diluciones dobles hasta el pozo 10, del cual se eliminé 50 uL, para un volumen de 50 uL en cada
pozo. Continuamente, se colocaron 50 uL del indculo bacteriano estandarizado en medio
Mcfarland, a cada pozo de la placa estéril, bajo condiciones de turbidez, pureza y crecimiento, por
lo que se tomaron cepas bacterianas de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa. Para esta parte del
procedimiento se asignaron en los pozos A-B para S. aureus, pozo C-D para E. coli y el pozo E-F
para P. aeruginosa (Figura 24).
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Figura 29. In6culo Bacteriano Estandarizado en Medio McFarland

Una vez lista la placa, se incuba a 35 °C por 24 horas, con la tapa de la placa protegiéndola de
su permeabilidad al oxigeno, ademas de evitar la evaporacion del medio de cultivo cuando se

incubaron. (Figura. 30).

Figura 30. Incubacién Bajo Condiciones Adecuadas por 24 horas
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Finalmente, después del periodo de incubacidn, se realizo la interpretacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y se determin0 observandose en cual pozo no hubo crecimiento
bacteriano, usando como referencia el control positivo (Figura 31).

Figura 31. Control Positivo y Negativo (11-12)
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La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue la concentracion del ultimo pozo, en el cual no
hubo crecimiento microbiano, esta observacién para la interpretacion de resultados se realizé

mediante un lector con espejo, en el que refleja la parte inferior de la placa de microtitulacion
(Figura 32).
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Figura 32. Interpretacion a través del Lector con Espejo.

Nota: Autor

Determinacion de la propiedad bactericida de la broza del café

Para la determinacion de la concentracién minima bactericida o bacteriostatica (CMB), se
extrajeron 10 pL de la placa utilizada PSA y se inocularon en el medio de cultivo agar sangre,
donde se incubaron por 24 horas para determinar la cantidad de colonias que crecieron.



95

Elaboracion de la crema antimicrobiana

Tabla 12. Formulacién de la crema

% de reactivo utilizado
Reactivo para la elaboracion de 75 g Fase a la que pertenece
de crema
Alcohol cetilico 2% Fase acuosa
Acido estearico 7% Fase acuosa
Butilhidroxitolueno (BHT) 0,02 % Fase acuosa
Glicerina 10 % Fase oleosa
Metilparabenos 0,15 % Fase oleosa
Propilparabenos 0,05 % Fase acuosa
Aceite mineral 20 % Fase acuosa
Trietanolamina 2% Fase oleosa
Extracto de Coffea arabica 5%
Agua destilada c.s.p. 53,78 %

Se dispenso cada uno de los reactivos de la fase | (fase acuosa) y la fase Il (fase oleosa),
una vez dispensada la materia prima se fundio de la fase | el &cido estearico y el alcohol cetilico a

una temperatura de 70 °C en un beaker sobre un calentador, se procedié a adicionar el aceite
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mineral para poder disolver el propilparabeno y se continu¢ calentando hasta una temperatura de

75 °C, mezclando con una agitacion constante por medio de la pastilla de agitacion por 35 minutos.

En otro beaker se afiadié el agua destilada, glicerina y la trietanolamina a una temperatura
de 80 °C, se disolvio el metilparabeno a estos componentes, manteniendo la temperatura la
temperatura a 80 °C mezclando con agitacion constante y por un tiempo de 30 minutos

aproximadamente.

Una vez lista la fase acuosa y la fase oleosa en agitacion constante, se mezclé ambas fases
por un tiempo de 30 minutos, se disminuyd a una temperatura entre 40 °C y 45 °C vy se fue
adicionando el extracto de la broza de Coffea arabica manteniendo la agitacion de manera

constante.

Finalmente, se trasvasé la crema a su empaque primario, utilizando un tubo de metal de 75

g, con el fin de proteger la formulacion.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos, se ordena y se estructura toda la
informacion obtenida durante la elaboracion del proyecto. Ademas, se analizan los elementos y
datos alcanzados en funcién de cada una de las variables planeadas. También se desea orientar la
interpretacion de la informacidn obtenida, facilitando el cruzamiento de los datos y, ademas,
contribuyendo al alcance de los objetivos de la investigacion. Finalmente, se desea demostrar el
valor cientifico de la informacion recopilada y confirmar la teoria sobre las propiedades

antimicrobianas de la especie vegetal analizada.

Obtencidn del extracto de la broza del café

Inicialmente, la broza del Coffea ardbica se adquirié en el beneficio de COOPEDOTA,
Santa Maria de Dota, San José en el mes de noviembre y diciembre del 2017, ya que en Costa Rica

la cosecha de produccion es en el ultimo trimestre de cada afio.

Se selecciono la broza de café, que fue una broza microlote, este tipo es un perfil triple A,
es decir, el café y la broza, presenta una calidad maxima, con condiciones de maduracion 6ptimas
al momento de recoleccion de la fruta, ademas de variedades permitidas, de tal manera que no
afecte la calidad. Cabe destacar que las condiciones a las que se somete la broza microlote, entre
otras, se ubica sobre una altura de 1550 metros sobre el nivel del mar, debemos tomar en cuenta
que la altura a la que se encuentra interviene en la calidad del producto, ya que se fundamenta que

este tipo de maduracion es consecuencia de esta.

La forma de almacenamiento que se dio de la broza fue en una bolsa hermética, a una
temperatura de entre 25 y 30 °C, a una altura de 20 cm sobre el suelo, para esto se utiliz6 una tarima

de metal con el fin de que no adquiriera humedad y se mantuviera en condiciones favorables.

La recoleccion de la broza del Coffea arabica fue de aproximadamente 6 kilogramos. Para

la extraccion se emplearon dos métodos de extraccidn con diferentes solventes para cada uno,



98

previo a las extracciones, se selecciond la broza del café en condiciones aptas de almacenamiento
y se tritur6 para poder obtener trozos méas pequefios y poder alcanzar una gran cantidad de muestra,

tal como se muestra en la figura 33.

Figura 33. Broza de Coffea arédbica Triturado para las Extracciones

Con el objetivo de evaluar el mejor proceso para la extraccién del Coffea arabica, se
evaluaron las técnicas por el método Soxhlet con etanol como disolvente y en arrastre por vapor.
En ambos casos se emplearon cantidades diferentes de la materia vegetal. Los resultados de esta
evaluacion se mostraron en la tabla 13.



Tabla 13. Porcentajes de Extraccion Resultantes de las Dos Técnicas Evaluadas en la
Obtencién del Extracto (Coffea arabica)

Meétodo de Masa inicial de | Masa de extracto Porcentaje de
extraccion materia vegetal extraido (g) extraccion (%0)
(9)
Soxhlet 30 14,05 47
Arrastre por vapor 50 13, 05 29
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Para la seleccion del solvente se efectud un andlisis previo, de acuerdo con el trabajo de
Calle y Mendoza (2017), se realizé la extraccion del aceite de la broza del café utilizando solventes
como agua, metanol, hexano y etanol. Estos concluyeron que el etanol al 96% es el solvente
adecuado, pues es de facil manejo, menos toxico, no presenta reacciones indeseadas al momento

de la extraccion, y produce un mayor rendimiento en la extraccion.

Se colocaron, aproximadamente 30 g de la broza del café en el equipo Soxhlet para cada
extraccion realizada en el laboratorio, la cual fue la cantidad que se ajustaba al equipo empleado.
La extraccion se realiz6 por triplicado con el fin de obtener cantidades suficientes de extracto
vegetal. Cabe destacar que, con la extraccion con etanol se logré apreciar una tonalidad mas café

conforme el proceso se iba realizando.

En la obtencidn del extracto por este método se utilizd6 como solvente el alcohol etilico al
96 %, a una temperatura superior al punto de ebullicion del solvente hasta obtener de 4 a 5 vueltas,
es decir, cuando el solvente con el extracto fluye de vuelta al balon con un tiempo de duracion de

6 horas.

Posterior a este tiempo y con ayuda de un embudo de espiga, se trasvaso el contenido de
extracto alcoholico a un balon de fondo redondo y el disolvente se elimind por destilacion reducida

mediante el uso de un rotavapor. Este equipo consiste en la evaporacion mediante una combinacion
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de temperatura suministrada por un bafio de calentamiento y una generacién de presion al vacio, el
procedimiento se mantuvo a una temperatura constante de 80 °C para confirmar una completa

evaporacion del etanol (Carrién y Garcia, 2010).

A la hora de utilizar el rotavapor se pudo notar que, al quedar poca cantidad del extracto
oleoso en el baldn, este se debio extraer del balon rapidamente, ya que, se solidifica de inmediato
sin la aplicacion de calor, se trasvaso a una probeta de 20 mL y posterior a la medicion se guardo

en un vial color &mbar con el fin de darle proteccion de la luz.

Figura 34. Extractos de Broza de Café Obtenidos con el Equipo Soxhlet utilizando etanol al
96%
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Una vez concentrado el extracto obtenido a partir del solvente etanol, se procedi6 a calcular

el porcentaje de rendimiento de la siguiente manera:
Ecuacion 3. Rendimiento Obtenido en el Método Soxhlet.

Rendimiento de ext o 14,05 g de extracto 100
EREMIERTo e eraccion =30 g de broza de café en equipo Soxhlet X

Rendimiento de extraccién: 47 %

Tabla 14. Caracteristicas Organolépticas del Extracto Obtenido

Caracteristica organoléptica Resultado obtenido
Apariencia Café oscuro
Aroma Caracteristico a la broza de café.
Consistencia Viscosa al tacto

El otro método utilizado para la extraccion de la broza del Coffea arédbica fue a través de
una destilacion de arrastre por vapor. Se utilizd una muestra de aproximadamente 45 g de la broza
triturada con la ayuda de un mortero, colocado en un balén de 500 mL y el agua del condensador
bajo una temperatura de 15 °C. El proceso tuvo una duracién aproximada de 7 horas. El destilado
se almaceno en un Erlenmeyer de 250 mL, como se observa en la figura 35.
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Figura 35. Obtencion del Extracto de Broza de Coffea arabica por el Método Arrastre por

Vapor

Es importante resaltar que este método de extraccion es una manera facil, efectiva y segura
de obtener un extracto vegetal, debido a que el agua y el extracto son insolubles, lo que facilita su
separacion, ya que el producto que va a ser destilado (volatil) formaré dos fases al condensarse,
por lo que permitiré la separacion del producto y el agua de una manera fécil (Peredo, 2009).

Una vez obtenido el destilado, se procedié a la separacion de las dos fases, la acuosa y el
extracto. Esto se realizg, en primera instancia, con la saturacion de la fase acuosa con cloruro de
sodio sélido, este procedimiento favorecio la separacion del extracto que se encontraba disperso en
el agua. Seguido de esto, se le adiciono diclorometano, medio en el que se disolveria el extracto de

la broza y se separd por decantacion, este procedimiento se realiz6 dos ocasiones mas.

La parte parcialmente soluble en agua se puede separar totalmente con la adicion de una
sal, la cual deja finalmente dos fases. Por tanto, la fase no soluble se decanta y después se puede
destilar para luego hacer su fraccionamiento y caracterizacion. (Cano, Godinez, Chavez y
Barrientos, 2001, p.17)

Finalmente, a la mezcla obtenida del rotavapor se trasvasé el extracto obtenido sin
disolvente, a un envase limpio. El obtenido del extracto fue de 1,5 mL para una masa de 13,05 g

de extracto y un rendimiento de extraccion de 29 %.
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Figura 36. Obtencion del Extracto de Broza de Coffea arabica por el Método Arrastre por

Vapor

Una vez alcanzado el extracto obtenido a partir del solvente agua, se procedi6 a obtener el

rendimiento que fue calculado de la siguiente manera:

Ecuacion 4. Rendimiento Obtenido del Método Arrastre por Vapor.

o » 13,05 g de extracto
Rendimiento de extraccion = - x 100
45 g de broza de café en el arrastre por vapor

Rendimiento de extraccién: 29 %
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Debido a la baja cantidad obtenida por este método de extraccion, el extracto resultante fue
utilizado dnicamente para realizar las pruebas microbiologicas. Por esta razon, se descarto la
posibilidad de realizar las pruebas de identificacion, ya que para llevar a cabo la caracterizacion

quimica se necesita de 1 mL para cada una de estas.

Tabla 15. Caracteristicas Organolépticas del Extracto Obtenido

Caracteristica Resultado obtenido
organoléptica

Apariencia Transparente
Aroma Caracteristico a la broza de
café.
Consistencia Viscosa al tacto

Caracterizacion y cuantificacion de los compuestos de la broza del Coffea arabica a

traves de pruebas de identificacion

La determinacion de los componentes activos del extracto de broza de Coffea ardbica por
el método de extraccion Soxhlet, se llevo a cabo por medio de pruebas de identificacion a traves
de una serie de reacciones quimicas de coloracion y de precipitacion. En este caso las pruebas de
caracterizacion se realizaron con el objetivo de evidenciar la presencia de taninos, la clase de
taninos existentes en el extracto de la broza de café y la identificacion de polifenoles. Para ello se

realizaron tres pruebas: acetato de plomo (I1) al 10 %, gelatina- sal y cloruro férrico al 10 %.
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Tabla 16. Resultados de las Pruebas de Caracterizacion del Extracto de Coffea arabica
Obtenido por el Método Soxhlet

Prueba de Resultados Observaciones
identificacion
Acetato de plomo al 10 Negativa No hubo formacion de
% un precipitado
Gelatina- sal Negativa No hubo formacion de
precipitado
Cloruro férrico al 10 % Positiva Coloracién verde

Figura 37. Resultados de la Prueba de Acetato de Plomo al 10 %
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Figura 38. Prueba del Blanco con Etanol y Acetato de Plomo al 10 %

Figura 39. Reaccion de Tanino con Acetato de Plomo (I1)

OH — _ -
O

+ (CH3COO)2Pb — | P

2

Como se observa en la tabla 12, para la prueba de acetato de plomo (II) al 10 % en la
identificacion de fenoles, esta resultd positiva. Se observé un precipitado blanco, como se muestra
en la figura 37. La prueba con acetato de plomo se fundamenta en una reaccion de precipitacion, y
se aplica Unicamente para el reconocimiento de taninos hidrolizables, por lo que al formarse un
precipitado blanco se indican resultados positivos para los taninos. El acetato de plomo precipita
los taninos como sales de plomo, por lo que puede ser usado como método de extraccion y de

separacién (Dominguez, 2011, p.100).
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Figura 40. Resultados de la Prueba Gelatina- Sal

Figura 41. Prueba del Blanco con Etanol y Gelatina y Sal
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La prueba gelatina- sal para la identificacion de fenoles resulto negativa. No se observo la
formacion de un precipitado, lo cual indica la presencia de taninos hidrolizables como se observa
en la figura 38. El reactivo gelatina- sal consiste en una solucion saturada de cloruro de sodio en
agua, acompafada con gelatina neutra, provocando la hidrolisis en los taninos hidrolizables,

ayudando a la precipitacion e indicando presencia de taninos (Dominguez, 2011, p.101).

Figura 42. Resultados de la Prueba de Cloruro Férrico al 10%

Figura 43. Prueba del Blanco con Etanol y Cloruro Férrico al 10 %
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Figura 44. Reaccion de Tanino con Cloruro Férrico

OH _ _ _
0

F
+ Fecl, —> | ¢ * 3HCI

Complejo coloreado

Para la prueba de cloruro férrico al 10 %, se observo una coloracion verde, resultando
positivo como se muestra en la figura 39. Cabe destacar que el resultado podria darse a un falso
real, o bien a un falso positivo ya que la manera en que se observa, no se ve traslucido y este podria
confundirse con el color del extracto en el momento de la prueba realizada.

La reaccion de cloruro férrico es una prueba colorimétrica que tiene como objetivo
diferenciar la clase de tanino presente, pues los taninos se mezclan con sales de hierro,
reaccionando y presentando una coloracion caracteristica de cada clase de taninos. Esto se debe al
ataque presentado por parte del ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo. (Dominguez, 2011,
p.102).

Caracterizacion Espectroscopica mediante Cromatografia de Gases Acoplado a Masas del
Extracto de Coffea Arabica Extraido con el Equipo Soxhlet

Para la comprobacion de cada uno de los componentes presentes en el extracto de la Coffea
arabica, se realiz6 un analisis por cromatografia de gases a través de un detector de masas (GC-
MS). Este método de caracterizacion quimica es considerada confiable para la identificacion y

determinacion de los componentes importantes de la broza del café.



110

Figura 45. Caracterizacion Espectroscopica Mediante Cromatografia de Gases Acoplado a

Masas del Extracto de Coffea arabica Extraido en Equipo Soxhlet
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Tabla 17. Resultados Obtenidos mediante el Analisis de CG- MS a través de un Detector de

Masas
Estructura Componente | Tiempo de | Probabilidad | Porcentaje
retencion de del
(min) coincidencia | compuesto en
(%) el extracto
(%)
Ftalato de dietilo 8,910 84,5 13,96

o / Cafeina 10,979 98,2 44,26
AN N
N
o T N

2,2'- 16,292 89,9 0,46

@ @ metilenbis[6-

(1,1-dimetiletil)-
4-metilfenol

La tabla 17, muestra los componentes de mayor proporcion en el extracto, que fueron
determinados a los 8,910 minutos, los cuales corresponden al ftalato de dietilo, con una
probabilidad de un 97 %, luego sigue la cafeina determinada a un tiempo de 10,979 minutos y, por

ultimo, siendo el no menos importante, se encontrd el 6,6'-metilenbis(2-(zert-butil)-3-metilfenol).

El 6,6'-metilenbis(2-(tert-butil)-3-metilfenol) podria mostrar actividad antimicrobiana, ya

gue existen reportes sobre esta propiedad de los compuestos fendlicos, los que actdan
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principalmente sobre la membrana de bacterias gram positivas. Esto conduce a la pérdida de la

estructura celular induciendo a su muerte programada (Alban, 2017).

Anélisis mediante Espectroscopia Infrarroja del Extracto de Coffea arabica Obtenido
por Método Soxhlet

Una vez determinados los principales componentes del extracto, ademas de sus porcentajes
en la muestra, se complement6 el analisis por caracterizacion de los grupos funcionales mediante
espectroscopia infrarroja. Esto se realiz6 para cada uno de los extractos obtenidos por los distintos

procesos, los resultados se muestran en las figuras 42 y 43.

Figura 46. Espectro Infrarrojo del Extracto de Coffea arabica Extraido Mediante el Equipo

Soxhlet
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Figura 47. Espectro Infrarrojo del Extracto de Coffe Ardbica Extraido Mediante el Equipo

Arrastre por Vapor
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Tabla 18. Asignacion de Grupos Funcionales al Espectro Infrarrojo del Extracto de Broza

T L T
2500 2000
Wavenumber (cm-1)

de Coffea arabica Obtenido mediante el Equipo Soxhlet

Sefal detectada por

el método Soxhlet

Grupo funcional

correspondiente

Rango aproximado
de la sefial tedrica

1040

C-0 alcohol

(cm™) (cm™)
3266 O-H fenol estiramiento 3200-3650
2975 C-H alcano estiramiento 3000-2850
1638 C=C alquenos 1680-1610

1409 C-H CHs (flexion) 1470-1340
1300-1050
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 18, se obtuvieron diferentes sefiales que
coinciden con el espectro IR, debido a que el componente de mayor importancia del extracto de
Coffea arabica es la sefial de fenol. Se analizaron las sefiales obtenidas en el espectro IR de la

muestra del extracto con la tabla de principios de anélisis instrumental de Skoog (2015).

Segun el espectro IR, las sefiales que se obtuvieron representan grupos funcionales
presentes en el extracto de la broza del café. La primera sefial de mayor importancia que se observa
en el espectro IR corresponde a la region comprendida entre los 3200 cm™ y los 3650 cm™. Esta
sefial pertenece al grupo hidroxilo (OH) caracteristico del grupo fenol (Skoog, 2015).

De acuerdo con la sefial reportada respecto al grupo fenol, los compuestos bioactivos como
los polifenoles estan relacionados con la actividad antimicrobiana debido a la mezcla etanol y agua,

que resulta con una mayor extraccion del mismo (Albén, 2017).

La sefial mostrada en 2975 cm, es tipica del estiramiento C-H de grupos saturados como
los alcanos, que pueden atribuirse a las cadenas laterales del compuesto fendlico identificado por
espectroscopia de masas. Otra sefial que puede atribuirse al mismo grupo funcional es la que
aparece a 1409 cm™, solo que en este caso es una vibracion de flexion C-H. A 1638 cm™ se visualiza
una sefial atribuible a la tension C=C de alqueno o aromatico, siendo esta Gltima consistente con la
estructura del compuesto fendlico. Finalmente, la sefial a 1040 cm™ que podria asignarse a la

vibracion C-O del grupo fendlico presente en el extracto.

Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana Mediante Microtitulacién del extracto de la broza

de Coffea arabica (café)

Una vez caracterizado el extracto en cuanto a composicion, con la determinacion de los
componentes principales y su contenido porcentual, la siguiente etapa correspondio al analisis de

la actividad del extracto. Para esto, primeramente, se evalud la capacidad antimicrobiana del
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extracto de Coffea ardbica (café) contra las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa obtenidas en el Hospital Nacional de Nifios, Costa

Rica, las que fueron cultivadas en agar sangre, medio preparado dias antes de las pruebas.

Con el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico, se disefid un
experimento en el que se determind la capacidad del extracto de la broza del café para poder inhibir
el crecimiento de microorganismos a través de la prueba de sensibilidad antimicrobiana (PSA). La
finalidad de una prueba de sensibilidad antimicrobiana es, predecir el comportamiento de una cepa
bacteriana en el laboratorio para que esto se pueda extrapolar, es decir, la probabilidad de que la
bacteria sea eliminada y que el paciente pueda responder en forma adecuada a la terapia con

determinado antibiotico (Herrera, 2004).

Figura 48. Cepas Bacterianas en Agar Sangre Obtenidas en el Hospital Nacional de Nifios

Una vez obtenidas las cepas bacterianas en su respectivo medio, se procedio a realizar un

montaje de prueba de sensibilidad antimicrobiana por medio de la técnica de microtitulacion. Esta
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técnica se por medio de sistemas de inoculacion multiple, donde se han popularizado mediante
métodos automatizados de microdiluciones en caldo, estas son facilmente integrables en sistemas

semiautomaticos de lectura e interpretacion de resultados (Taroco, Seija y Vignoli, s.f., p.688).

Para llevar a cabo la PSA, utilizando la técnica por microtitulacion, se colocod 50 pl del
medio de cultivo tioglicolato en cada uno de los pozos de la placa a emplear. Estudios realizados
en el Hospital Nacional de Nifios reportan que a través de la técnica por microtitulacién, se han
podido obtener resultados exitosos para determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI), también que el tioglicolato es un caldo enriquecedor para las bacterias que se utilizaron en
esta investigacion. De acuerdo con la interpretacion de resultados analiticos a la hora de utilizar el
caldo de tioglicolato, cualquier tipo de crecimiento microbiano en este medio se evidenciara

conforme a la turbidez de este (Cedefio, 2015, p.2).

Siguiendo con la técnica de PSA, se coloco 50 pL del extracto de la broza de Coffea arabica
por medio de una pipeta electrénica en el primer pozo de cada letra. Una vez colocado el extracto,
se procedid a realizar las diluciones dobles del pozo 1 al pozo 10, estas fueron 1:2 hasta llegar a la
dilucion 1:256 (Tabla 11).

Para la realizacién de las diluciones fue necesario ir homogenizando cada pozo para
asegurar la dilucion completa en cada uno de estos. La concentracién madre del extracto fue de
301,2 g/mL, para el primer pozo donde fue una dilucion seriada 1:2, se obtuvo una concentracién
real de 150,6 g/mL, luego se realiz6 la dilucion doble hasta el pozo 10, en la que se utilizé una
micropipeta multiple, como se observa en la tabla 11, seguidamente se descarté 50 pL, con el fin
de que se tuviera un volumen de 50 uL en cada pozo. Cabe destacar que la concentracion del
extracto fue completamente pura, con el fin de obtener resultados 6ptimos y exactos del extracto
analizado, ademas de conocer el comportamiento de la actividad antimicrobiana ante cepas de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (figura 44).



Figura 49. Colocacion del Extracto Puro a la Placa de Microtitulacion

Tabla 19. Diluciones a partir del Extracto de la Broza del Café

Concentracion del extracto puro de la broza del café: 301,2 g/ml

NUmero de pozo Dilucién Concentracién
g/mL
Pozo 1 Dilucion 1:2 150,6
Pozo 2 Dilucién 1:4 75,3
Pozo 3 Dilucion 1:8 37,6
Pozo 4 Dilucion 1:16 18,8
Pozo 5 Dilucién 1:32 9,4
Pozo 6 Dilucion 1:64 47
Pozo 7 Dilucion 1:128 2,3
Pozo 8 Dilucion 1:256 1,2
Pozo 9 Dilucion 1:512 0,6
Pozo 10 Dilucion 1:1024 0,3
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El pozo numero 11 se desarroll6 para el control negativo y el pozo nimero 12 para el control
positivo. El control positivo tuvo medio de cultivo mas el indculo bacteriano y el control negativo
tuvo medio de cultivo y extracto puro de broza de café, para un volumen final de 100 uLL en ambos

pOZos.

Para la preparacion del indculo bacteriano, se tomo con un asa una pequefia cantidad de
crecimiento bacteriano en placa de agar sangre de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, se coloc6 5 mL de solucion salina al 0.85 %. Se ajustaron las
concentraciones con el patron McFarland y se agit6 vigorosamente para luego medir por medio de
un nefelémetro la turbidez hasta llegar a alcanzar un 0.5 % de concentracion final, como se observa
en la figura 43. El patron de turbidez McFarland 0.5 % es utilizado para preparacion de indculos
en dilucién de agar estandarizado, procedimientos de macro y microdilucion (Becton Dickinson

and Companys, 2005, p.1).

Figura 50. Preparacion del Indculo Bacteriano por el Patron McFarland

S IR
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Por tultimo, se colocod 50 pL del indculo bacteriano estandarizado en cada pozo, se asigno
la Fila A-B para la bacteria de Staphylococcus aureus, la fila C-D para Escherichia coli y la fila E-

F para Pseudomonas aeruginosa, quedando la F-G libres.

Finalmente, se incub6 a 35 °C por 24 horas, cubierta con la tapa de la placa permeable al
oxigeno. Las placas de microdilucion se deben tapar o sellar con adhesivo para evitar la

evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben (Picazo, 2000, 23).

Interpretacion de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por microtitulacion para el

método Soxhlet

Luego del periodo de incubacion se realizo la interpretacion de los resultados obtenidos. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se determin6 tomando como referencia el crecimiento
observado en el pozo nimero 11, utilizado como control positivo. En el caso de las placas de

microdilucion, los controles positivos deben presentar una clara turbidez (Picazo, 2000, 23).

La concentracion minima inhibitoria se determiné (CMI) viendo en cual pozo no hubo
crecimiento, usando como referencia el control positivo, en el cual si hubo crecimiento. Basado en
este criterio, los resultados obtenidos de turbidez presentados en la placa sefialaron una CMI que
result6 a partir del pocillo 7 hasta el pocillo 10, y alcanzé una concentracion de 2,353 g/mL 1,176
g/ml, 0,588 g/ml, respectivamente (figura 44). Adicionalmente, se debe de tomar en cuenta que los
métodos manuales para la CMI son los méas fidedignos para predecir el comportamiento de un
antibidtico sobre una cepa en el paciente y existen varias formas de realizarlo. EI primer método
es la dilucién en agar, el otro es la microtitulacion y el método mas reciente es el E-test (Herrera,
2004).
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Figura 51. Observacion de la Turbidez Tomando como Referencia el Control Positivo (Pozo

11), Extracto Obtenido a través de Método Soxhlet

Para la observacion del crecimiento de los pocillos, resulté necesario limpiar la parte
inferior de la placa para poder hacer la observacion mediante un espejo lector. La lectura es mas
sencilla utilizando un lector con espejo (también usado en las técnicas de diagnostico seroldgico)
en el que se refleja la parte inferior de la placa de microtitulacion, como se observa en la figura 48

(Picazo, 2000, 23).
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Figura 52. Interpretacion de Resultados a través de un Espejo Lector

Esto deja en evidencia que el Coffea arabica, es un fitofarmaco potencial para ser utilizado
como antibi6tico, ya que al inhibir ampliamente las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa, las hace considerablemente sensibles al extracto vegetal, se debe

tomar en consideracion que estas bacterias presentan una alta capacidad de resistencia.

Al haber reportado las bacterias como sensibles al extracto de la broza del café y observar
gue no hay crecimiento bacteriano, es decir, se evidencia una actividad antimicrobiana eficaz y
aceptable por parte del extracto de Coffea arabica, por lo tanto, se puede destinar este tipo de PSA
en relacion con las cepas bacterianas estudiadas, una adecuada via de administracion del
antibiotico, una biodisponibilidad y el tipo de infeccién que puede ser hallada en el paciente.
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Figura 53. Observacion de la Turbidez Tomando como Referencia el Control Positivo (pozo

11), Arrastre por Vapor

En la figura anterior se muestra que, para esta prueba a través del método de extraccion por

arrastre por vapor, la bacteria de Pseudomonas aeruginosa no logrd inhibir el crecimiento
bacteriano, dado que en el pozo D y en el pozo F se muestra una coloracién verde y fluorescente.
Cabe destacar que Pseudomonas aeruginosa Se caracteriza por producir una variedad de pigmentos,
como la piocianina, de coloracion azul verdosa. La piocianina es un metabolito secundario de
coloracion azul con la capacidad de oxidar y reducir otras moléculas y, por lo tanto, puede matar a

los microbios que compiten contra Pseudomonas aeruginosa. (Merino, 2007).

El compuesto fendlico se encontré en el extracto por arrastre por vapor, este fue identificado
por medio del infrarrojo, por lo que se debe puntualizar que, la diferencia en esta prueba realizada
por arrastre por vapor se dio debido a que el solvente que se utilizé fue el agua, por lo que este
pudo haber ocasionado cambios que hagan descartar el método de extraccion para la determinacion
de la actividad antimicrobiana.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en la prueba de

Microtitulacién

La CMI fue interpretada como la concentracion de antimicrobiano, contenida en el pozo de
la serie que inhibio el crecimiento visible de la bacteria, para lo cual fue necesario comparar cada

uno de los pozos con los controles positivo y negativo.

Los métodos de microtitulacion, son una técnica util para determinar CMI en un gran
nimero de muestras. La ventaja de este método es que, radica en un aumento de la sensibilidad
para cantidades pequefias, por lo que es importante cuando se trabaja con productos naturales,
ademas que permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (Stella, L y Marin, D,
2009, 265).

Figura 54. Turbidez de los Pozos para Hallar la CMI
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Tabla 20. Resultado Obtenido de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por

Microtitulacion

NuUmero de pozo Dilucion Concentracién minima
Inhibitoria (CMI)
(g/ml)
Pozo 6 Dilucion 1:64 4,706

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 16, se obtuvo una concentracion
minima inhibitoria a partir del sexto pozo. Para llevar a cabo la CMI, esta se determind con la
observacion del dltimo pozo, donde no hubo crecimiento, y usando como referencia el control
positivo, en el cual si hubo crecimiento. La CMI se define como la minima concentracion de
antimicrobiano, ya sea en pg/ mL o g/mL que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo

después de 24 horas de incubacion a 37 °C (Horna, Silva, Vicente y Tamariz, 2005, p. 3)

En un estudio realizado por Pruthviraj et al. (2011) se evalud la actividad antimicrobiana
del extracto etandlico del grano de café ante bacterias gram negativos de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, ademas de bacterias gran positivas como Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, en dicho estudio se obtuvieron valores de CMI de 65,5 a 250,0 pg/mL.

Por otro lado, en estudios realizados en subproductos de bebida de café se obtuvo una CMI
de 400 a 4000 pg/mL contra Escherichia coli, utilizando una concentracion de 122 mg/mL, la
diferencia en cuanto a los resultados obtenidos pueden estar relacionados por la diferencia
estructural entre las bacterias gram negativas y gram positivas, ademas otro factor que puede
afectar, es la variacion de las concentraciones de los compuestos fitoquimicos presentes en los

extractos de café (Monente, 2005).
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Determinacion de la propiedad bactericida del extracto de la broza del café

Para la determinacion de la concentracion minima bactericida o bacteriostatica (CMB), se
extrajeron 10 pL de la placa utilizada PSA, utilizando el pozo 7A-7B, 7C-7D correspondientes a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente. Una vez apartada cada placa para cada
bacteria, estas se inocularon en el medio de cultivo agar sangre, donde se incubaron por 24 horas

para determinar la cantidad de colonias que crecieron.

Figura 55. Observacion de la Propiedad Bactericida del Extracto de la Broza del Café

Frente a Cepas Bacterianas

P aeruginosa
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De acuerdo con la figura mostrada anteriormente, se observé inhibicion para la
Pseudomonas aeruginosa, es decir, se inhibid el crecimiento y se murio la bacteria en un 99,9 %.
La Concentracion Minima Bactericida (CMB) se define como la minima concentracién de
antimicrobiano que elimina mas del 99,9 % de los microorganismos viables después 24 horas de

incubacion (Herrera, 2004).

Por otro lado, se observa gque para Staphylococcus aureus y Escherichia coli se adquiere
una propiedad bacteriostéatica, es decir, que, aunque el efecto del extracto no produce
completamente la muerte de este tipo de bacterias, estas impiden la reproduccion, por lo que la

bacteria envejece y muere sin dejar descendencia alguna.

Tabla 21. Resultado Obtenido de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) por

Microtitulacién

NUmero de pozo Dilucién Concentracion minima
Inhibitoria (CMI)
(9/mL)
Pozo 6 Dilucion 1:64 4,706

Elaboracién de una crema a base del extracto de la broza de Coffea arabica

Para este apartado se procedio a elaborar una crema, segun lo indicado en la USP. Para esto
se dispensaron los reactivos por separado, se mezclaron y se agitaron conforme al tiempo
establecido en el proceso por la farmacopea. Se realizd una crema con el extracto puro de la broza
del café con el fin de determinar la inhibicion del crecimiento del microrganismo y no del extracto

como tal.

Se prepararon 75 gramos de crema con extracto de la broza de café, la crema se realiz6 con
una concentracién de extracto de 5 %, ya que esta concentracion fue cercana a la CMI. Para ello,
primeramente, se fundieron los materiales grasos, de manera que no se descuidara el punto de
fusion de cada uno de ellos, una vez fundida, tanto la fase acuosa como la fase oleosa, se agrego la
cantidad del extracto determinado y se dejo en agitacion por aproximadamente 20 minutos, con el

fin de obtener una mezcla completamente homogénea.



Tabla 22. Porcentajes de los Reactivos Utilizados para la Elaboracion de la Crema.

Masa de reactivo basado

Reactivo en 75 g de formulacion/ g Fase a la que pertenece
Alcohol cetilico 2 Acuosa
Acido estearico 7 Acuosa

Butilhidroxitolueno 0,02 Acuosa
(BHT)

Glicerina 10 Oleosa
Metilparabenos 0,15 Oleosa
Propilparabenos 0,05 Acuosa
Aceite mineral 20 Acuosa
Trietanolamina 2 Oleosa

Extracto de Coffea 5
arabica
Agua destilada c.s.p. 759

Tabla 23. Caracteristicas de la Crema elaborada.

Caracteristicas

Resultados obtenidos

Olor

Caracteristico a la broza del café

Color

Café claro

Consistencia

Viscosa, consistencia agradable
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Figura 56. Apariencia de la Crema a Base del Extracto de Broza de Coffea arabica

Como resultado final, se obtuvo una crema de aspecto brillante, color crema, con un leve
aroma caracteristico de la broza del Coffea arabica, suave al tacto, cremoso y con facilidad de
extender a través de la piel, lo cual ideal para el tratamiento topico de las afecciones cutaneas
ocasionadas por alguna infeccién por Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa.

Como envase primario se eligié un tubo con 75 gramos de crema de manera que sea
provechoso para 30 dias, dependiendo de la afeccidn cutanea que se pueda presentar, ademas, este
tipo de envase presenta una mayor facilidad y comodidad de aplicacion y almacenamiento para el

paciente en el momento en que se requiera su aplicacion.
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Figura 57. Envase Primario de la Crema

Con el fin de brindar una descripcion detallada de la crema y sus ingredientes se realizd una
etiqueta que indica el nombre de la formulacion como “Broza de Coffea ardbica”; la cual contiene
la combinacion del nombre cientifico de la materia prima junto con la parte de la planta utilizada,
ya que se pretende visibilizar el hecho de darle una utilidad a un residuo que hoy en dia genera un

grave impacto ambiental producto del efecto invernadero.

En cuanto a los colores de la etiqueta, esta es de fondo claro, y muestra un logo que
representa la broza del Coffea arabica, ademas, contiene toda la informacion necesaria para su

debida aplicacion.
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Figura 58. Envase Secundario de la Crema
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Determinacion de la eficacia de la crema (fitofarmaco), extracto de la broza del Coffea

arabica (café) de manera experimental mediante una PSA por microtitulacién

Para la realizacién de la crema antimicrobiana con propiedad antibidtica fue necesario la
obtencidon de las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa en la facultad de Bacteriologia del Hospital Nacional de Nifios, Costa Rica.

Para llevar a cabo la PSA, utilizando la técnica por microtitulacion, se colocd 50 pL del
medio de cultivo tioglicolato en cada uno de los pozos de la placa a emplear. Posteriormente, se
realizd la solucién de la crema, de manera que se tomé con una jeringa 5 mL de crema y se diluyd

en 9 mL de solucion salina, luego se agit6 para la completa homogenizacion. Una vez colocado el
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extracto, se procedio a realizar las diluciones dobles del pozo 1 al pozo 10, estas fueron 1:2 hasta
llegar a la dilucion 1:256.

El pozo nimero 11 se desarrolld para el control negativo y el pozo numero 12 para el control
positivo. El control positivo tuvo medio de cultivo mas el indculo bacteriano y el control negativo

tuvo medio de cultivo y crema en solucion salina, para un volumen final de 100 uL. en ambos pozos.

Para la preparacion del indculo bacteriano, se tomo con un asa una pequefia cantidad de
crecimiento bacteriano en placa de agar sangre de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, posteriormente se colocé 5mL de solucién salina al 0.85 %. Se ajustaron
las concentraciones con el patron McFarland y se agito vigorosamente para luego medir por medio

de un nefelémetro la turbidez hasta llegar a alcanzar un 0.5 % de concentracion final.

Por altimo, se colocaron 50 pL del indculo bacteriano estandarizado en cada pozo, se asignd
la Fila A-B para la bacteria de Staphylococcus aureus, la fila C-D para Escherichia coli y la fila E-
F para Pseudomonas aeruginosa, quedando la F-G libre.

Finalmente, todo se incubd a 37 °C por 24 horas, cubierto con la tapa de la placa permeable

al oxigeno.

Interpretacion de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por microtitulacion para crema

a base de Coffea arabica (café)

Para llevar a cabo la determinacion de la crema como antibiético mediante la prueba de
sensibilidad antimicrobiana por microtitulacion se realiz6 la lectura a través de un espejo lector

como se observa en la figura 59.
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Figura 59. Observacion de la PSA para la Crema a Base de extracto de Coffea arabica(Cafe)
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Después de 24 horas de incubacion a una temperatura controlada, se logro visualizar que el
tipo de lectura para la determinacion de la eficacia de la crema a base de extracto de broza de café
no es favorable, dado que la turbidez que se present6 en la mayoria de los pozos de la placa de
microtitulacion se podria confundir con el crecimiento bacteriano. La turbidez que se present6 en
cada uno de los pozos de la placa podria llegar a ser propiamente de la crema, como se observa en
la figura 59, pues el control positivo y el control negativo se encontraron turbios a lo largo de toda
la interpretacion de lectura.

Ademas de ese problema de turbidez, la crema deberia contemplar un blanco solamente con
la crema sin extracto, debido a que en la formulacion se indicé la adicion de parabenos, los cuales
tienen la funcién de evitar el crecimiento bacteriano en la crema, por lo tanto, si la prueba hubiera

sido positiva, tenia que haberse descartado que fueran por lo parabenos, u otro ingrediente adicional
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Este capitulo recopila las conclusiones alcanzadas luego de la revision de los datos
obtenidos. Por otro lado, formula recomendaciones basadas en las deficiencias percibidas a lo largo

de la investigacion.

En esta investigacion se describi6 la composicidn fitoquimica del extracto obtenido de la
broza del Coffea arabica (café), predominando principalmente los aceites, de un 10 aun 15
%, asi como también los taninos de un 0.78 % a un 5,60 %, por lo que se encuentra la pulpa

significativa para el potencial antimicrobiano.

Se determind que el método de extraccion con mayor rendimiento fue el equipo Soxhlet

con un 47 %, obteniendo 15 mL de extracto puro de broza de café con una masa de 14,05
g.

Las pruebas empleadas para la identificacion de metabolitos activos fueron: acetato de
plomo al 10 % y cloruro férrico al 10 %. Estas pruebas demuestran la presencia de taninos
en el extracto de la broza de café y la identificacion de polifenoles.

Con base en los resultados obtenidos por espectroscopia infrarroja se detecto la presencia
de los principales grupos funcionales del extracto del café, correspondientes a los
compuestos de fendlicos a los que se les atribuye la actividad.

La técnica de prueba de sensibilidad antimicrobiana por medio de la microtitulacion resultd
ser un método efectivo, pues los resultados fueron rapidos, dando a futuros campos clinicos
la posibilidad de un cambio oportuno de terapia antibacteriana, lo que se traduce en una
importante reduccidn de los costos totales en cuanto a dias de hospitalizacion y examenes
de laboratorio, también confiere un control de estandarizacion y reproducibilidad de los

resultados.
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La prueba de sensibilidad antimicrobiana (PSA) resulto positiva frente los microorganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, con una actividad
antimicrobiana en los pozos del 1 al 6, es decir, con una concentracion de 150,6 g/mL, 75
g/mL, 37,6 g/mL, 18,8 g/mL, 9,4 g/mL y 4,7 g/mL. Esto evidencid la capacidad del extracto
puro de la broza de Coffea arabica para inhibir el crecimiento de las bacterias tomando

como referencia el control positivo y negativo de la placa de microtitulacion.

Se obtuvo una crema con propiedades organolépticas Optimas para ser utilizada en la piel,
de facil absorcion y facil de remover.

La determinacion de la eficacia de la crema a base de extracto de broza de café no fue
favorable, dado que la turbidez presentada en cada uno de los pozos de la placa de
microtitulacion podria llegar a ser propiamente de la crema y podria ser confuso con el

crecimiento bacteriano.

Finalmente, se estableci6 que, el conocimiento de los fitoquimicos, de la estructura
bioquimica y propiedades farmacoldgicas para el aislamiento de metabolitos activos en la
especie del Coffea ardbica de Costa Rica es de suma importancia en la industria
farmacéutica especializada en la elaboracion de productos en el area de extractos naturales,
de manera que el desecho de broza del café pueda ser tratado a una escala mayor y de este
modo se puedan desarrollar nuevas formas farmacéuticas a partir de los extractos naturales

obtenidos.
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Recomendaciones

Se recomienda realizar la extraccion utilizando otras técnicas, con el fin de realizar una
comparacion y obtener cuél técnica adquiere una mejor pureza y mejor rendimiento del

extracto.

Para evitar que la muestra pueda sufrir algin cambio despues de la extraccion, es de suma
importancia que el aceite se cubra con papel aluminio, de manera que se le dé proteccion

de la luz y se mantenga en condiciones de temperatura favorables.

Se recomienda tener en consideracion, para las pruebas microbiologicas, el tipo de café por
separado, ya que, a la hora de realizar la PSA por el método de extraccion por el arrastre
por vapor, los resultados no fueron positivos lo cual podria ser un indicativo de la variedad

del café.

Se invita a los profesionales en farmacia dar a conocer a la poblacion el valor
antimicrobiano del Coffea arébica a través de extractos de productos naturales, con el
objetivo de reducir el impacto negativo en el ambiente de este abundante residuo y a la vez
disminuir las emisiones de gases del efecto invernadero que produce el manejo tradicional

de la broza.

Se sugiere realizar otros tipos de pruebas de sensibilidad antimicrobiana, adicionalmente,
con un nimero mayor de especies de bacterias para confirmar una mejor respuesta de la
capacidad antimicrobiana de la broza de Coffea arabica (café), siendo estas bien realizadas
y en un tiempo aceptable. Esto permitiria al médico tomar una serie de decisiones vitales
para el buen manejo de la farmacoterapia al paciente y no asi a una cepa que el paciente sea

resistente al antibiotico escogido por parte del médico.
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