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Assessment of Antimicrobial Potential of Extracts
Derivedfrom Coffee Husk and Mucilage Using Three
Methods

Abstract

This study evaluated the antibacterial potential of coffee husk and mucilage against indicator
microorganisms for the quality of meat products and others. Previously characterized extracts were
used, considering their content of chlorogenic acids and antioxidant capacity. Three methods were
employed to determine the antibacterial capacity: disk diffusion, minimum inhibitory concentration
(MIC), and median inhibitory concentration (ICso). The enriched 97:3 extract (L5) demonstrated high
efficacy against S. aureus, achieving nearly 90% inhibition at 1.5 mg/mL and an IC50 of 0.087
mg/mL. However, the coffee husk extract (M) was not effective at concentrations below 2%, with
inhibition percentages below 30%. Overall, a positive correlation was observed between the evaluated
methodologies, although discrepancies may arise due to the substance's diffusion capacity and the
actual concentration in the culture medium.

Keywords: potential antibacterial, coffee husk, coffee mucilage, disk diffusion, minimum inhibitory
concentration, medianinhibitory concentration, indicator microorganisms for the quality.

Determinacion del Potencial antimicrobiano de
extractosderivados de la cascaray el mucilago
del café por tres métodos

Resumen

Este estudio evalu6 el potencial antibacteriano de la céascara y el mucilago de café, en
microorganismos indicadores de la calidad de productos cérnicos y otros. Se utilizaron extractos
previamente caracterizados en cuanto a su contenido de acidos clorogénicos y capacidad antioxidante.
Se emplearon tres métodos para determinar la capacidad antibacteriana: difusion en disco,
concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion media inhibitoria (ICso). El extracto CMC
enriquecido 97:3 (L5) mostrd una alta eficacia contra S. aureus, con una inhibicion de casi el 90% a
1,5 mg/mL y un ICsode 0,087 mg/mL. Sin embargo, el extracto de cascara de café (M) no fue efectivo
a concentraciones inferiores al 2%, con porcentajes de inhibicion por debajo del 30%. En general, se
observo una correlacién positiva entre las metodologias evaluadas, aunque las discrepancias pueden
deberse a la capacidad de difusién y la concentracién en el medio de cultivo.

Palabras clave: potencial antibacteriano, cascara de café, mucilago de café, inhibicion, difusion
en disco, concentracionminima inhibitoria, concentracion media inhibitoria, microorganismos
indicadores de calidad.

1. Introduccién

El café es uno de los principales productos industriales de Colombia, que destina mas del
80% de la produccion para el comercio internacional. En el 2019 la produccidén de café fue de
14,8 millones de sacos de 60 kilos, un 9% mas que el 2018, volumen de produccién que no se
registraba desde hace mas de 25 afios (1). En los paises productores de café, la disposicién
inadecuada de los desechos tiene un impacto negativo en el ambiente debido a su alta
concentracion en cafeina, polifenoles, taninos y alta acidez. La preocupacion por el medio
ambiente es cada vez mayor y se alienta a las industrias a formular productos ecoldgicos y
naturales para buscar economia circular, de tal forma que puedan ser usados y convertidos en
recursos de valor agregado. Sin embargo, mas del 50% de los frutos del café
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se descartan cuando podrian tener un uso potencial en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética. Por lo
tanto, la extraccion de bioactivos como los polifenoles del café es de gran valor (2).

Segun la FAO, entre los alimentos que se producen en todo el mundo se pierden entre el 30-50%, debido al
deterioro microbiano. Ademas, la carga mundial estimada de enfermedades transmitidas por alimentos es de unos
600 millones de personas, donde 420.000 llevan a la muerte (3). Las infecciones diarreicas son las mas cominmente
asociadas al consumo de alimentos contaminados, afectan cada afio a unos 550 millones de personas y provocan
230.000 muertes (4).

Hoy en dia, el nmero de empresas que se dedican a la fabricacién y procesamiento de alimentos ha incrementado
notablemente. Por lo cual, la contaminacién de los alimentos por microorganismos y la oxidacion desenfrenada por
especies reductoras de oxigeno son los principales causantes del deterioro de los alimentos procesados, durante el
procesamiento, transporte y almacenamiento, por tanto, la conservacion de los alimentos es fundamental (5).

Algunos de los conservantes naturales més utilizados son el acido ascérbico (vitamina C) y los tocoferoles
(vitamina E), que actian como antioxidantes (6). El extracto de romero, el &cido citrico y el &cido lactico también se
utilizan como conservantes naturales. Otros conservantes naturales incluyen la nisina, un péptido antimicrobiano, y
el extracto de té verde, rico en catequinas con propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Estos conservantes
naturales se consideran seguros y ofrecen una alternativa a los conservantes sintéticos en la industria alimentaria (7).

Los compuestos fendlicos son un grupo importante de metabolitos secundarios vegetales que presentan
actividades antioxidantes, antiproliferativas, antialérgicas, anticancerigenas, antimicrobianas, antitumorales,
antiinflamatorias y neuroprotectoras (8). El &cido protocatecuico como el acido clorogénico son &cidos fendlicos, que
se encuentran en los residuos del café y estos han mostrado una inhibicién eficaz para Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus cereus y especialmente L. monocytogenes con el &cido
protocatecuico. La capacidad inhibidora del &cido clorogénico es eficaz contra bacterias gramnegativas, incluidas
Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Shigella dysenteriae y bacterias grampositivas, como Bacillus subtilis,
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus (9).

La actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos aislados de fuentes naturales est4 asociada con proteinas
especificas de membrana (9). La interacciéon con la membrana externa de los microorganismos provoca varios
cambios en la permeabilidad celular, la cual es dependiente de la célula bacteriana y composicion de la pared (10).

En cuanto a las pruebas antimicrobianas, la literatura describe la concentracién minima inhibitoria (MIC)
realizada por micro dilucion en placas de pozos y la difusién en disco como las técnicas mas empleadas, debido a la
excelente correlacion entre las MIC y los valores de difusion en disco (11). La difusién en placa es un método
fenotipico para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos que combina simplicidad y rentabilidad. Otra
ventaja es que la visualizacion del crecimiento permite detectar la adecuacion del in6culo, los cultivos mixtos, la
heterorresistencia y las interacciones entre antibidticos. La desventaja de esta metodologia es que no esta
completamente automatizada yla interpretacion de los didmetros de la zona de inhibicion esté sujeta a variaciones
entre observadores, ademas no cuenta con estandarizado contra algunos microorganismos fastidiosos y/o de
crecimiento lento (11). La concentracion minima inhibitoria (MIC) se define como la concentracién minima en
(ug/ml) de un agente antimicrobiano que evitael crecimiento visible del microorganismo después de 24 horas de
incubaciéna 37 °C (12). El ICs es la concentracidnde farmaco requerida para una inhibicién del 50% (13).

Se ha demostrado que el café tiene actividad antimicrobiana contra una variedad de microorganismos, incluidos
los patdgenos transmitidos por los alimentos. Varias investigaciones resaltan el potencial de los residuos de la
industria del café en blsqueda de nuevas aplicaciones. Por lo anterior, el proposito de este trabajo fue evaluar el
potencial antibacteriano de subproductos del café contra algunos microorganismos indicadores de la calidad de
productos carnicos y lacteos, entre otros, a partir de tres métodos: i) antagonismo por difusién en disco, ii)
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) y iii) determinacion de la
concentracion media inhibitoria (1Cso).

2. Metodologia
2.1 Material biologico
2.1.1 Muestras de analisis

Para este estudio, se emplearon extractos de cascara de café y concentrado de mucilago de café, ademaés de
mezclas que consistian en concentrado de mucilago de café enriquecido con cascara de café em diferentes
proporciones, obtenidas de un centro de procesamiento de café de Salgar, Antioquia (5.94817 - 7595056).
En latabla 1 se describen las mezclas empleadas.
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Tabla 1.
Descripcion de muestras de ensayo

Codigo Descripcién Codigo
interno b fabricante
M Extracto cascara de café A3720M
rotaevaporador
Concentrado de mucilago de café
L1 (CMC) A3720L1
Mucilago de café enriquecido
L2 80:20 A3720L2
Mucilago de café enriquecido
L3 90:10 A3720L3
L4 Mucilago café enriquecido 95:5 A3720L4
L5 Mucilago café enriquecido 97:3 A3720L5

2.1.2 Microorganismos.

Los microorganismos seleccionados para la evaluacion antimicrobiana de los extractos de café fueron
determinados acorde a la NTC 1325 donde se indican los microorganismos obligatorios que se deben evaluar
para garantizar la calidad microbioldgica en productos carnicos y la resolucién 1407 de 2022 en la cual se
establecen los criterios microbiolégicos que deben cumplir los alimentos y bebidas destinados para consumo
humano. Las cepas evaluadas fueron: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9017, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 13932, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Bacillus cereus ATCC 14579. Estos microorganismos fueron obtenidos de la coleccion biolégica de la
Escuela de Microbiologia.

2.2 Metodologia para la determinacion del contenido de polifenoles totales (CPT)

Con el fin de correlacionar los datos suministrados por el fabricante de los extractos, se analiz6 el CPT por
em método de Folin-Ciocalteau, acorde al método reportado por Rojas et al (2021), empleando como estandar
una curva de acido gélico, expresada en pg equivalentes de &cido gélico por mililitro (ug GAE/mL). El rango
de la curva de calibracion se realiz6 entre 10-200 ug GAE/mL. La mezcla de reaccién estuvo conformada por
100 pL de muestra, 100 pL de Na,COs al 20% y 50 pL del reactivo de Folin (14), ajustados hasta un volumen
de 1 mL con agua destilada. Se incubaron las muestras durante 1 h en completa oscuridad y temperatura
ambiente y la absorbancia fue leida en espectrofotometro (SPECTRONIC GENESYS 2PC) a 760 nm.

2.3 Determinacion de la actividad antibacteriana

Para el desarrollo del trabajo se evaluaron tres métodos diferentes para la determinacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos.

2.3.1 Prueba de antagonismo

Para la determinacion de la actividad antibacteriana de los diferentes extractos de mucilago y cascara de
café contra todas las cepas evaluadas, se llevé a cabo el ensayo de difusién en disco en agar, para ello se
prepararon tres concentraciones diferentes de cada extracto (20, 50, 100 mg/ mL)) utilizando agua destilada
estéril como diluyente. Las cepas se cultivaron en caldo triptona de soya (TSB, acumedia) a 36°C, 120 rpm
durante 18 h. Las suspensiones preparadas se ajustaron al patron McFarland 0,5 (1,5 X108 CFU/mL). Se
sembraron masivamente las suspensiones bacterianas en Agar triptona de soya (TSA, MERK) utilizando un
hisopo estéril. Se colocaron discos estériles de papel filtro de 6 mm de didmetro impregnados con 15 L de
los extractos, asi mismo un control positivo (15 pL gentamicina 1,5 %) y negativo (15 pL solucion salina
0.9%). Los cultivos se incubaron a 36°C durante 24 horas, después se midi6 el diametro del halo de inhibicion
del crecimiento bacteriano alrededor de cada disco y se registré en milimetros. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.
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2.3.2 Metodologia para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

Se evalud la MIC de extractos de cascara y mucilago de café sobre microorganismos patégenos mediante
el método de micro dilucién en placas ELISA de 98 pozos. Segln (15) adaptado.

Se cultivaron las cepas bacterianas en caldo triptona de soya (TSB, Acumedia) a 36°C, 120 rpm durante
18 h. Las suspensiones preparadas se ajustaron al patron McFarland 0,5 (15 x10"8 CFU/mL), con el fin de
disminuir la carga bacteriana a 1,5x10° UFC se realizd una dilucién con caldo triptona de soya (TSB,
acumedia) como diluyente. Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas de cada extracto (desde 1,5 hasta
0,011 mg/mL) en TSB. En cada pozo se agreg6é 100 pL de extracto con 100 uL del indculo. Se incluyeron
pozos de control positivo (100 uL Inéculo y 100 uL TSB). Se evalud el antibiético comercial gentamicina a
las mismas concentraciones (desde 1,5 hasta 0,011 mg/mL) con el fin de comparar la actividad antimicrobiana.
Las placas se incubaron a 36°C por 24 horas, se agitaron y se midi6 la absorbancia a 600 nm utilizando un
lector de placas (Multiskan GO 1510-03778). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.3.3 Metodologia para la determinacidon de la ICsg

La ICsy fue determinada a partir del calculo del porcentaje de inhibicién para las diferentes
concentraciones de extracto evaluadas entre 1,5 mg/mL y 0,01 mg/mL, obtenidas por dilucién seriada con la
ec. (1) y posteriormente mediante ajuste modelo logaritmico de inhibicion dosis respuesta planteado en la ec.
(2). El analisis de los datos fue realizado mediante el paquete estadistico GraphPad Prism 5.0.

0] = fert=iat o 100 1)

Actri+

Donde %l es el porcentaje de inhibicion para cada concentracion (%), A+ €S la absorbancia del control
positivo para cada microorganismo evaluado y Aex €S absorbancia obtenida para cada microorganismo en
presencia de las diferentes concentraciones de extracto crudo.

0] = %lo+%I ¢ 2
0 T 1410UogC—logiCsq) (2)

Donde %l, es el porcentaje de inhibicidn inicial (%), %l+es el porcentaje de inhibicion final (%), C es la
concentracion de extracto crudo (mg/mL) y ICso es la concentracion de extracto crudo con la cual es alcanzado
el 50% de la inhibicion (mg/mL).

3.Resultados
3.1 Descripcion y determinacién del contenido de polifenoles totales de las muestras de ensayo

Al inicio del trabajo, se recibieron muestras previamente caracterizadas por el fabricante, acorde a la Tabla
2. Adicionalmente fueron realizados ensayos para la cuantificacion de polifenoles totales mediante el método
de Folin-Ciocalteau. Los resultados de la ANOVA indicaron diferencias significativas entre los diferentes
extractos de céascara y mucilago de café, a un nivel de confianza del 95 %, para el ensayo de contenido de
polifenoles totales. Anexo 1.

La informacion proporcionada en la tabla 2. nos muestra que el mayor contenido de &cido clorogénico se
encuentra en el extracto de cascara de café (M) con 135,035+1,230 mg/100 g de M// seguido por el extracto
CMC enriquecido 80:20 (L2), CMC enriquecido 90:10 (L3), CMC enriquecido 95:5 (L4) y CMC enriquecido
97:3 (L5), siendo el de menor contenido el CMC (L1) con 2,600+0,333 mg/100 g de M//. Por lo tanto, a mayor
contenido de extracto de céascara de café mayor serd el contenido de acido clorogénico. Por el contrario, el
porcentaje de s6lidos es mayor a medida que se tiene mayor contenido de mucilago concentrado, siendo este
el que presenta el porcentaje mayor de sélidos (76,1%) y el de menor contenido es el extracto de cascara de
café (10,7%).

La actividad antioxidante se determin6 con el valor ORAC, donde podemos observar que el extracto L3
contiene la mayor actividad antioxidante (18.230,01+434,91umol Trolox/100 g de M//), seguido del extracto
L1, L5, L4y L2. Respecto al CPT, L3 present6 el mayor contenido (29,711+0,851 mg GAE/mL) y M mostr6
el menor contenido (5,637+0,045 mg GAE/mL). Se observa que a mayor contenido de polifenoles totales es
mayor la actividad antioxidante. Aunque el extracto L2 tiene un contenido de polifenoles mas alto que L1, L4
y L5 (25,262+2,100 mg GAE/mL), muestra el valor mas bajo de actividad antioxidante (12.428,03 + 382,4
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umol Trolox/100 g de M//). Por otro lado, el extracto L1 tiene un contenido de polifenoles (21,776+0,320 mg
GAE/mL de M//) mas bajo que L5 (24,100+0,152), pero muestra una actividad antioxidante mayor
(15.814,87+398,82 umol Trolox/100 g de M//).

Tabla 2.
Descripcion de las muestras y contenido de polifenoles totales.
acido clorogénico Valor ORAC-Hidrofilico % de
Cadigo int Descripcion de | t dlid CPT (mg GAE/ML de M/
6digo interno escripcion de la muestra (/100 g de M) (umol Trolox/100 g de M) s6lidos (mg mL de M//)
M Extracto cascara de café 135,035+1,230 10,74 5,637+0,045
rotaevaporador
L1 Concentrado de mucilago de 2,600+0,333 15.814,87+398,82 76,1 21,776+0,320
café (CMC)
L2 CMC enriquecido 80:20 4.914+0,333 12.428,03+382 47 63,0 25,262+2,100
L3 CMC enriquecido 90:10 4.270+0,333 18.230,01+434,91 69,6 29,711+0,851
La cMmC eg”g_'g”ec'do 3.37340,333 15.132,86+247,29 728 21,345+0,434
L5 cMe egn;_'g”ec'do 2,999+0,296 15.579,47+0,333 74,1 24,100£0,152

Los datos se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). GAE: equivalentes de &cido galico. CPT: contenido de polifenoles totales

En la Fig. 1, se muestra el analisis de correlacién entre el contenido de polifenoles totales y el contenido de
acidos clorogénicos, donde se observa una correlacion inversa entre ambos factores. Mostrando que el acido
clorogénico disminuye a medida que aumentan los polifenoles totales, existe una correlacion negativa entre los
datos con un coeficiente de correlacion de Pearson de -0,9148.
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Figura 1. Analisis de correlacion entre el contenido de polifenoles totales y el contenido de acidos clorogénicos

3.2 Ensayo de antagonismo

Al evaluar los extractos de café frente a los seis microorganismos analizados, se observaron diferencias
significativas en su actividad antimicrobiana mediante los ensayos de difusion en disco. Se encontr6 que los
extractos mostraron un halo de inhibicién entre 2 mm y 13 mm. La figura 2 muestra un ejemplo de la
actividadantimicrobiana frente a L. monocytogenes ATCC 13932y S. aureus ATCC 6538.
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Figura 2. Resultados para la metodologia de difusién en disco. actividad antimicrobiana frente A. S. aureus
ATCC 6538y B. L. monocytogenes ATCC 13932

Se emple6é como control positivo gentamicina, lo que permiti6 establecer correlaciones para los resultados
obtenidos y de esta forma se hallaron los porcentajes de inhibicidn, los cuales se presentan en las figuras 3 y 4.
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Figura 3. Resultados de porcentaje de inhibicion en difusion en disco del extracto de cascara de café (M) y elCMC (L1) frente a cada uno
de los microorganismos evaluados.

En las figuras 3 y 4 podemos observar, que E. coli mostro tener inhibicién por la mayoria de los extractos,
siendo el CMC (L1) a 20 mg/mL el porcentaje més alto (30%). Por otro lado, P. aeruginosa presentd una
inhibicion de48,1% con el extracto de cascara de café (M) a 20 mg/mL de concentracién, siendo este el mayor
valor en comparacion con el porcentaje de inhibicion de los otros microorganismos Gram negativos. Sin
embargo, para S. typhimurium se alcanzd un 39,8% de inhibicién con el mismo extracto, pero con una
concentracion de 100 mg/mL. A pesar de que E.coli presenté sensibilidad a la mayoria de los extractos, no pudo
alcanzar una tasa de inhibicion tan alta como lospresentados por P. aeruginosa y S. typhimurium. Respecto a los
microorganismos gram positivos, se observa quesolo se presentd inhibicion por el extracto M y L1, siendo S.
aureus el que mostrd6 mayor sensibilidad, obteniendoun 54,1% con M a 50 mg/mL y un 51,2% con L1 a 20
mg/mL. Seguido de B. cereus con un 29,4% M a 20 mg/mL y 31,3% con L1 a 20 mg/mL y solo se obtuvo
inhibicidén de L. monocytogenes con M a 100 mg/mL.

Todas las cepas analizadas demostraron ser susceptibles al extracto de cascara de café (M) a 100 mg/mL.
Con relacion a CMC (L1), las concentraciones de 20 mg/mL mostraron el mayor porcentaje de inhibicién en
comparacion con las concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL. Mientras que los extractos enriquecidos, CMC
enriquecido 80:20 (L2), mostr6 actividad antimicrobiana contra dos microorganismos, E. coli presentd
susceptibilidad a todas las concentraciones de L2 evaluadas y B. cereus solo fue susceptible a una concentracion
de 20 mg/mL. Para extractos que presentan mayor proporcién de mucilago: CMC enriquecido 90:10 (L3), CMC
enriquecido 95:5 (L4) y CMC enriquecido 97:3 (L5), no se presenta inhibicion en la mayoria de los
microorganismos por este método de difusiénen disco.
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Figura 4. Resultados de porcentaje de inhibicién en difusion en disco de los extractos: CMC enriquecido 80:20 (L2), CMC enriquecido 90:10 (L3),
CMC enriguecido 95:5 (L4), CMC enriquecido 97:3 (L5) frente a cada uno de los microorganismos evaluados.

3.3 Concentracion Minima Inhibitoria

Con el fin de determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se realizaron ensayos por la técnica de
micro dilucion. Los resultados mostraron que no hay actividad bactericida contra los microorganismos evaluados.
Tabla 3

Tabla 3.

Actividad antibacteriana de los extractos de mucilago y cascara de café

Concentracion Minima inhibitoria (MIC)
Microorganismos
M L1 L2 L3 L4 L5 Control (mg/mL)

L. monocytogenes - - - - - -
B. cereus - - - - - 0,046
S. aureus - - - - - 0,375
E. coli — — — — - - 0,023
S. typhimurium - - - - - 0,023
P. aeruginosa — - - — - - 0,093

— No actividad bactericida, Control: Gentamicina

Los resultados de MIC en el cual se evaluaron concentraciones de (1.9, 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250
mg/mL) y con un inéculo de 1.5 x 108 CFU/mL, no se evidenci6 actividad bactericida y bacteriostatica.
Posterior a la estandarizacion donde se evaluaron concentraciones de 1.5, 0.75, 0.375, 0.187, 0.093, 0.046,
0.023, 0.011 mg/mL no se evidencid actividad bactericida, pero si una inhibicién moderada de crecimiento.

Con los resultados de la MIC del segundo ensayo se calcularon los porcentajes de inhibicién para cada extracto
frente a cada uno de los microorganismos evaluados (Figura 5 y 6). Luego se determino la IC50 para cada extracto.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de las bacterias Grampositivas: A) Bacillus cereus ATCC 14579. B). Listeria monocytogenes ATCC 13932.

C) Staphylococcus aureus ATCC 6538 frente a los extractos.
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Figura 6. Curva dosis-respuesta de las bacterias Gramnegativas: A) Pseudomonas aeruginosa ATCC 9017. B)Salmonella typhimurium
ATCC 14028. C) Escherichia coli ATCC 25922) frente a los extractos.

La actividad inhibitoria de los extractos varié dependiendo del microorganismo. Los extractos mostraron
un mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de microorganismos Gram positivos (B. cereus ATCC 14579,
L. monocytogenes ATCC 13932, S. aureus ATCC 6538), con porcentajes de inhibicion superiores al 60%,
mientras que no se observo tal efecto en las bacterias Gram negativas (E. coli ATCC 25922, S. typhimurium
ATCC 14028, P. aeruginosa ATCC 9017), las cuales presentan porcentajes de inhibicion menores al 60%.
Para L. monocytogenes, el extracto que mostrd el mayor porcentaje de inhibicién fue CMC enriquecido 95:5
(L4) con concentraciones en un rango de 1,5 - 0,01 mg/mL mostrando porcentajes de inhibicién del 40% y
casi el 80%. B. cereus presentd mayor susceptibilidad frente CMC (L1) con porcentajes de inhibicién hasta un
65%, mientras que para S. aureus el mejor fue CMC enriquecido 97:3 (L5) con porcentajes de inhibicién desde
el 45 % y casi el 90%. P. aeruginosa presentd mas sensibilidad frente al extracto CMC enriquecido 90:10 (L3)
con porcentajes de inhibicidn de casi el 30%, S. typhimurium frente L1 con porcentajes hasta casi el 26 % y
finalmente para E. coli L4 con porcentajes de inhibicion hasta el 60%.

3.3 Concentracién media inhibitoria (1C50)

Posteriormente se determin6 la ICso, lo que dio como resultado para L. monocytogenes con el extracto
CMC (L1) 0,539 mg/mL el cual obtuvo un IC50 menor, seguido de el extracto de cascara de café (M) con
0,683 mg/mL. Para B. cereus, CMC enriquecido 95:5 (L4) con 0,112 mg/mL y M (0,170 mg/mL), para S.
aureus L4 (0,077 mg/mL) y CMC enriquecido 97:3 (L5) con 0,087 mg/mL. S. typhimurium el CMC
enriquecido 80:20 (L2) con 0,026 mg/mL y CMC enriquecido 90:10 (L3) con 0,643 mg/mL, P. aeruginosa M
(0,672 mg/mL), y para E. coli M (0,178 mg/mL) y L1 (0,838 mg/mL). Ademas, se logré determinar que la
concentracion del extracto afecta sobre el crecimiento de los microorganismos. Cuanto menor sea la
concentracion del extracto, menor sera la inhibicion.

4.Discusion

Los polifenoles son compuestos bioactivos conocidos por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas
y antiinflamatorias. El &cido clorogénico es uno de los polifenoles mas abundantes en el café, aunque el café
también contiene muchos otros polifenoles como los acidos fertlico y cumarico, catequinas y flavonoides,
acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, cumarina, tanino, estilbeno y lignanos (16). Esto explicaria el hecho de
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que los extractos enriquecidos con granos de café tengan un mayor contenido total de polifenoles que de acidos
clorogénicos. Tabla 2.

En relacion a la actividad antioxidante, se ha demostrado que el contenido de polifenoles totales y la
actividad antioxidante estan altamente correlacionados (17), por lo que cuando aumenta el contenido de
polifenoles totales en el café, también lo hace su actividad antioxidante. Lo anterior concuerda con los
resultados, donde vemos que el CMC enriquecido 90:10 (L3) tiene el mayor contenido de polifenoles totales
y la mayor actividad antioxidante. A excepcion de los extractos CMC enriquecido 20:80 (L2) y el CMC (L1),
donde L2 tiene un mayor contenido de polifenoles (25,262+2,100 mg GAE/mL) a L1, CMC enriquecido 95:5
(L4) y CMC enriquecido 93:7 (L5), pero tiene el valor ORAC maés bajo de todos los extractos (12.428,03 +
382,4 umol Trolox/100 g de M//). Y L1 tiene un contenido de polifenoles menor a L5, pero una actividad
antioxidante mayor que L5, L4 y L2. Esto puede deberse a la proporcién de mucilago y de cascara de café.
Segun la literatura, el acido clorogénico tiene una actividad antioxidante significativa, aunque esta no es tan
fuerte como otros polifenoles presentes en el café. Samsonowicz et. Al (2019) reportaron que la presencia de
acido galico tenia un mayor impacto en la actividad antioxidante de infusiones de sustitutos de café que el
acido clorogénico. Lo que podria explicar por qué L2 tiene un alto CPT y una mayor proporcién de acido
clorogénico, pero tiene unabaja actividad antioxidante, lo que sugiere que no se ve afectado por altas
concentraciones de 4cido clorogénico. Por otro lado, L3 tiene una mayor actividad antioxidante que los otros
extractos, lo que sugiere que el resto de los polifenoles totales que no corresponde a cido clorogénico le
aportan un mayor impacto. Aunque M tiene un alto contenido de &cido clorogénico, pero es el de menor
CPT, esto puede deberse a la diferencia en la estructura quimica en la reactividad de cada compuesto
fendlico con el reactivo de Folin- Ciocalteau, lo cual determina si pueden reaccionar como donador o no de
electrones, influyendo en el poder reductor (18, 17).

Los métodos evaluados mostraron una mayor inhibicion de los extractos frente a microorganismos Gram
positivos. En cuanto a la difusion en disco, al comparar los resultados de la zona de inhibicion se evidencié
que todas las cepas analizadas fueron susceptibles al extracto de cdscara de café a una concentracién de 100
mg/mL.Estos resultados pueden explicarse por el porcentaje de solidos presentes en M (10,8%), que facilito la
difusionpor el agar. Asi mismo, a mayor contenido de mucilago serd mayor contenido de sélidos y por tanto
menor esla difusion, lo que explicaria por qué L3, L4 y L5 no presentaron zonas de inhibicion. Se sabe que el
diametrode la zona de inhibicién esta relacionado con la velocidad de difusion de los agentes antibacterianos
en agar, y que la sensibilidad de los microorganismos a la sustancia de prueba es mas importante que el
didametro de lazona de inhibicién (19). A pesar del alto contenido de sélidos del extracto L1, se observd
inhibicion frente a las cepas evaluadas, a excepcion de S. typhimurium. Este hallazgo sugiere que, la
proporcion de mucilago presente en los extractos tiene un impacto directo en la sensibilidad de los
microorganismos, ademas de que influye en la capacidad de difusion.

Los resultados obtenidos en los ensayos MIC y los célculos de 1C50 permitieron descartar la posibilidad
de que los microorganismos no estuvieran respondiendo debido a la presencia de sdlidos y no a los
componentes activos, debido a que CMC enriguecido 90:10 (L3), CMC enriquecido 95:5 (L4) y CMC
enriquecido 97:3 (L5) mostraron porcentajes de inhibicién relativamente alto frente a ciertos microorganismos,
como para S. aureus, el mejor extracto fue L5 con porcentajes de inhibicion desde el 45 % hasta casi el 90%
(Fig. 4.C). Por el contrario, P. aeruginosa presentd mas susceptibilidad frente al extracto L3 con porcentajes
de inhibicion del hasta casi el 30% (Fig. 5. A), S. typhimurium frente CMC (L1) con porcentajes hasta casi el
26 % (Fig. 5. B), y para E. coli L4 con porcentajes de inhibicion hasta el 60%. (Fig. 5.C). Esto indica que los
extractos derivados de la cascara y el mucilago de café podrian contener compuestos bioactivos con
propiedades antimicrobianas. Aunque no se observo ningun efecto actividad bactericida, se observé una
inhibicion moderada del crecimiento para todas las cepas bacterianas evaluadas.

Los resultados también muestran que la adicion de céascara de café al mucilago de café (L2, L3, L4y L5)
resulté en un aumento en el contenido de 4cido clorogénico y polifenoles totales, lo que puede explicar su
mayor actividad antimicrobiana. Ademas, se encontrd que el extracto L5 tiene el mayor porcentaje de
inhibicion para L. monocytogenes, lo que sugiere que la adicion de cascara de café en una proporcion de 95:5
al mucilago de café podria ser beneficioso para la inhibicion de esta bacteria al igual que para S. aureus.

La falta de actividad bactericida en nuestros resultados puede deberse al hecho de que se evaluaron
concentraciones subinhibitorias de los extractos (1,5 - 0,011 mg/mL), lo que puede haber limitado su eficacia
(20), informaron acerca del efecto antimicrobiano que tiene el extracto de Coffea arabica, sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus y Salmonella Typhimurium. Segun el estudio, la concentracion minima de inhibicién
(MIC) fue de 2 mg/mL y 15 mg/mL respectivamente. (19). Por otra parte, se ha demostrado que una
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concentracion de 75 mg/ml de extractos de pulpa de café seca, (3) 0 80 mg/ml de un extracto de café gastado
(21) fueron necesarios para obtener inhibicién en microorganismos gram negativos como P. aeruginosa y E.
coli. Ademas, se ha reportado una concentracion inhibitoria minima del extracto para B. cereus de 0,6
mg/mL (22). Algunos de los resultados reportados son superiores a las concentraciones evaluadas de los
extractos para la determinacién de la MIC.

En relacién con los valores de ICso, estos indican la concentracién de extracto necesaria para reducir el
crecimiento microbiano en un 50%. Los valores mas bajos indican una mayor eficacia del extracto en la
inhibicidn del crecimiento (23). En este estudio, se observa que algunos extractos como el extracto de cascara
de café (M) para B. cereus (0,1122 mg/mL) y S. aureus (0,5106 mg/mL), tienen un ICso relativamente bajo;
lo que indica una fuerte actividad antimicrobiana. Por otro lado, algunos extractos como L4 para P. aeruginosa
(11,52 mg/mL) y L. monocytogenes (14,82 mg/mL), tienen una ICso relativamente alto, lo que indica una
actividad antimicrobiana débil. Es importante destacar que los valores de 1Cso no siempre se correlacionan
directamente con la actividad antimicrobiana, ya que esta puede depender de multiples factores, incluyendo la
sensibilidad intrinseca de las cepas bacterianas evaluadas y la presencia de otros compuestos en el extracto
que puede influir en su actividad (23).

Es interesante notar que los extractos mas efectivos variaron segin el microorganismo evaluado, lo que
sugiere que la actividad antimicrobiana de los extractos esta influenciada por las caracteristicas especificas de
cada microorganismo. Segln estudios previos la composicién especifica de la estructura celular en
Grampositivas es clave en la interaccidon con los compuestos extraidos. El efecto inhibitorio puede estar
relacionado con diferencias en la constitucion de la pared celular del microorganismo, o incluso con la
actividad antioxidante de los radicales libres (19). Se sabe que los compuestos fendlicos tienen la capacidad
de afectar la permeabilidad de la membrana celular de los microorganismos y modificar diversas funciones
internas a traves de la formacion de enlaces de hidrdgeno con las enzimas. Ademas, estos compuestos pueden
alterar la rigidez de la pared celular, lo que puede provocar una pérdida de integridad de la membrana celular
debido a diferentes interacciones (24). Como resultado de este proceso, la membrana citoplasmética puede
sufrir dafios irreversibles y el contenido celular puede coagularse, lo que lleva a la detencidn de las actividades
enzimaticas y, en Ultima instancia, a la muerte celular (24). Este mecanismo es menos probable que ocurra en
las bacterias Gramnegativas debido a la conformacion de la pared celular.

En general, estos resultados proporcionan informacién valiosa sobre la capacidad de diferentes extractos
para inhibir el crecimiento microbiano y pueden ser Utiles en el desarrollo de tratamientos antimicrobianos.

5. Conclusion

Los extractos de cascara de café y mucilago de café evaluados en este estudio presentaron actividad
antimicrobiana moderada contra los microorganismos estudiados, con una mayor actividad contra las bacterias
Gram positivas. Los valores de ICs indican que los extractos tienen un potencial para ser utilizados como
agentes antibacterianos naturales. Sin embargo, se necesitan mas estudios para evaluar la actividad
antibacteriana de estos extractos in vivo y su seguridad para su uso como conservante en la industria
alimentaria.

En cuanto a la correlacion entre las metodologias evaluadas, se observd una tendencia positiva en algunos
casos. Por ejemplo, sustancias que generan grandes zonas de inhibicion en la difusién en disco. También
mostraron un porcentaje de inhibicién alto en la MIC y un ICsy bajo, indicando una alta actividad
antimicrobiana. Sin embargo, es importante tener en cuenta que pueden surgir discrepancias entre los
resultados debido a que la difusion en disco y la MIC pueden estar influenciadas por la capacidad de difusion
de la sustancia y la concentracion real en el medio de cultivo. Por lo tanto, la correlacion entre estas
metodologias puede variar dependiendo de los microorganismos y las condiciones experimentales. En general,
se recomienda utilizar estas metodologias en conjunto para obtener una evaluacién mas completa y precisa de
la actividad antimicrobiana.
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ANEXOS

Andlisis de varianza
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10.72 9.607 12.14
-0.1918 0.3647 ~3.001
0.6430 2316 ~ 1001
-13.00 -30.02 ~-7478

19.87 to 66.5. 20.91 to 777 (Very wide)
9.148 to 11.9' 6.999 ta 1161777

-0.6930 to 0.-0.5913 to 77 {Very wide)
0.2028 to 8.1 0.2563 to 277 [Very wide)

13 14 15

0.9107 0.8174 0.9437

15.49 67.54 16.84

1.091 2.196 1.059

D E E
L3 L4 L5

Ambiguous

~ 437284 182.1 92.86
-0.9900 -0.1872 2.244
~4.482 1.061 0.7842
~ 30348 .52 6.085
~-437285 1823 -90.62
(Very wide) 47.48 to 777 2913 t0 777
777 -1.366 t0 0.9109  0.3517 to 3.913
(Very wide)  0.3017 to 777 -0.04533 to 777
(Very wide) 2.003 to 777 0.9009 to 777
17 15 12
0.9087 0.9652 0.9339
85.00 36.35 47.89
2.236 1.857 1.998
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S.aureus
i Nonlin fit - E E L E F
Table of results M L1 L2 L3 L4 L5
4
1 log(inhibitor) vs. response {three parameters)
7 Bestfit values
3 Bottom 5434 99.81 78.20 103.4 80.50 95.72
4 Top 3.934 14.09 -9.503 -3.326 -9.225 2214
3 LogIC50 -0.2919 -0.5742 -0.9397 -0.8990 -1 -1.059
6 IC50 0.5106 0.2665 0.1149 0.1262 0.07752 0.08734
T Span 60.41 -85.72 -87.70 -106.7 -89.73 -73.58
2 95% CI (profile likelihood)
9 Bottom 42.02 to 8718 86.28 to 124.9 60.82 to 106.1 85.07 to 132.1 69.06 to 95.19 88.24to 104.5
10 Top -2.767 to 9.856 2759 to 23.68 -40.03 to 8.389 -21.01 to 8.660 -38.05 to 8.941 7.908 to 32.72
1" LogIC50 0.7186 to 0.2303  -0.9634 to -0.1547  -1.500 to -0.4061  -1.277t0o-0.5188  -1.552t0-0.7193  -1.359to -0.7703
12 IC50 0.1912 to 1.700 0.1088 to 0.7003 0.03164 to 0.3926  0.05283 to 0.3028  0.02604 to 0.1909  0.04379 to 0.1697
12 Goodness of Fit
14 Degrees of Freedom 7 8 19 1 12 17
15 R squared 0.9546 0.9704 0.7952 0.9527 0.9072 0.9251
16 Sum of Squares 84.19 257.0 3850 611.0 1006 813.8
17 Sy.x 3.468 5.668 14.24 7.453 9.158 6.919
E.coli
Tab sults 561 (M) %I (L1} %1 (L2) 951 {L3) %1 (L4) 51 (L5}
loglinhibitor) vs. response (three parameters)
Best-fit values
Bottom 1403 25.80 170.9 201.5 185.3 185.3
Top 11.54 25.45 16.14 2593 26.82 2433
LogICS0 -0.7454 -0.07832 0.002828 0.07832 -0.02354 -0.06859
IC50 01781 0.8388 1.007 1.182 0.9472 0.8539
Span -128.8 3.660 1347 1755 -1386 -161.0
95% Cl (profile likelihood)
Bottom 121310 167.3 2401 to 3383 108.3 to 777 123.0 to 777 125.4t0 1128 128.4to 674.0
Top -8.02810 27.02 2401 to 3383 1.983 to 28.39 10.50 to 39.32 12.72 to 39.26 §.785t0 37.12
LogICS0 -1.146 to -0.3550 77?7 -0.5648 to 777 -0.5381to 777 -0.54151t0 1.181 -0.5616 to 0.8885
IC50 0.07148 to 0.4027 77?7 0.2724 10 777 0.2857 to 777 0.2874t0 15.18 0.2744 1o 7.736
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 12 17 21 21 21 21
R squared 0.9365 0.005208 0.8047 0.7807 0.8124 0.8282
Sum of Squares 1989 1805 5605 7188 5895 5520
Syx 12.88 10.30 16.34 18.50 16.75 16.79
L. monocytogenes
i Nonlin fit = & £ D £ =
Table of results L1 L2 L3 L4 L5
V|
1 log(inhibitor) vs. response (three parameters) Ambiguous Ambiguous
2  Bestfit values
3 Bottom 80.49 82.67 37.46 ~ 275004 654 6 ~ 667452
4 Top 9.37 -0.7104 15.81 13.06 17.22 13.55
5 LoglC50 -0.1650 -0.2678 -0.1129 ~4.031 1171 ~4.193
6 IC50 0.6838 0.5398 0.7710 ~ 10743 1482 ~ 15594
i Span -71.12 -83.38 -21.65 ~ -274991 -637.4 ~ -667438
8 95% CI (profile likelihood)
9 Bottom 6211 to 127. 70.49 to 101, 26.55 to 7?7 (Very wide) 87.66to 777 (Very wide)
10 Top 3436to 14.3 -4 288 to 26° 6.238 to 19.5 7?77 8. 664 to 23.3 7?77
11 LoglC50 -0.5541 to 0.:-0.4840 to -0. -1.457 to ??? (Wery wide) -0.2287 to ?? (Very wide)
12 IC50 0.2792 to 2.0 0.3281 to 0.9 0.03181 to ?% (Wery wide)  0.5906 to 7?7 (Very wide)
13 Goodness of Fit
14 Degrees of Freedom 16 15 6 16 17 13
15 R squared 0.9279 0.9816 0.8858 0.9144 0.8453 0.9516
16 Sum of Squares 4412 176.5 3397 3104 1476 460.7
17 Sy.x 5251 3431 2372 4.404 9.319 5953



