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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the antimi-
crobial and antioxidant properties of polyphenols extracted
from Macambo (Theobroma bicolor) seeds using two extrac-
tion methods: ultrasound and agitation. Two parts of the
seed (shell and cotyledon) were used as sources for the ex-
tracts, and three hydroalcoholic solutions (1:3, 1:1, 3:1) were
tested. The results showed that maceration by agitation with
a 1:3 hydroalcoholic ratio was the most effective, achieving
the highest extraction yields for both the shell (60.35 %) and
the cotyledon (68.06 %). Additionally, both sources of the
extract presented high polyphenol content and significant
antioxidant activity, underscoring the potential of Macambo
polyphenols as natural antioxidants. Specifically, high po-
lyphenol content was observed in the shell (17.31 mg GAE/qg)
and cotyledon (10.40 mg GAE/qg) extracts using maceration
by agitation and ultrasound, respectively, at the 1:3 solvent
ratio. The extracts exhibited notable antioxidant activity,
particularly in the shell (23119.24 umol TE/100 g) and the co-
tyledon (96943.78 umol TE/100 g) under ultrasound extrac-
tion with the same solvent ratio. The antimicrobial activity,
evaluated against Salmonella and E. coli, showed inhibition
values of up to 88.97 %, making these extracts a promising
option for the development of preservatives or antimicrobial
treatments and offering an alternative for the sustainable use
of natural resources.

Keywords: Theobroma bicolor, polyphenols, antioxidant
activity, antimicrobial activity.

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar las propie-
dades antimicrobianas y antioxidantes de los polifenoles
extraidos de la semilla de macambo (Theobroma bicolor), me-
diante dos métodos de extraccion: ultrasonido y agitacion,
aplicando dos fuentes para el extracto: Semillas, cascara y
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cotileddn, bajo tres soluciones hidroalcohdlicas (1:3, 1:1, 3:1).
Se encontrd que el tratamiento de maceracion por agitacion
con una proporcién hidroalcohdlica de 1:3 fue el mas efecti-
vo, logrando mayores rendimientos de extraccién tanto de
la céscara (60,35 %) como del cotileddn (68,06 %). Ademas,
se presentd un alto contenido de polifenoles y una significa-
tiva actividad antioxidante para ambas fuentes de extracto,
destacando el potencial de los polifenoles de Macambo
como antioxidantes naturales. Se observo alto contenido de
polifenoles en los extractos de cascara (17,31 mg EAG/g) y
cotiledén (10,40 mg EAG/g) bajo maceracién por agitacion
y ultrasonido, respectivamente, en relacion hidroalcohdlica
1:3. los extractos mostraron una significativa actividad anti-
oxidante, especialmente en cascara (23119,24 umol ET/100
g) y cotiledén (96943,78 umol ET/100 g) por ultrasonido en
la misma relacidn solvente. La actividad antimicrobiana eva-
luada contra Salmonella entericay E. coli demostré valores de
inhibicion de hasta 88,97 %, resultando Util para el desarrollo
de conservantes o tratamientos antimicrobianos y una alter-
nativa para el aprovechamiento de recursos naturales.
Palabras clave: Theobroma bicolor, polifenoles, actividad
antioxidante, actividad antimicrobiana.

INTRODUCCION

En la actualidad, la busqueda de alternativas naturales para
el tratamiento y prevencién de enfermedades microbia-
nas (Stan et al, 2021) y el estrés oxidativo ha cobrado un
interés significativo dentro de la comunidad cientifica y la
industria alimentaria (Cervantes-Valencia et al., 2024), por
lo que se han realizado estudios en donde los compuestos
poli fendlicos, presentes en diversas fuentes vegetales, han
demostrado poseer potentes propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, convirtiéndolos en candidatos ideales para
su aplicacion en el desarrollo de nuevos productos naturales
(Cruz et al.,, 2022). Entre las diversas fuentes de polifenoles,
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las semillas de Macambo (Theobroma bicolor) representan
un recurso poco explotado pero prometedor debido al po-
tencial valor nutricional y medicinal de su fruto ya que se ha
utilizado tradicionalmente como alimento y medicina por las
comunidades indigenas (Salazar et al., 2021); sin embargo, el
aprovechamiento de estos compuestos requiere de métodos
de extraccion eficientes que permitan obtener extractos de
alta calidad sin comprometer sus propiedades. La importan-
cia de desarrollar y optimizar técnicas de extraccion radica
en la necesidad de maximizar el rendimiento de compuestos
bioactivos, preservando su actividad antioxidante y antimi-
crobiana (Haido et al., 2024); es asi como la extraccién por
ultrasonido y la maceracién por agitacion se han presentado
como alternativas viables, ofreciendo resultados prometedo-
res en la obtencion de extractos vegetales ricos en polifeno-
les (Peng et al., 2023). A pesar de los avances en el campo,
existe una limitada investigacion sobre la eficacia de estos
métodos aplicados a la semilla de Macambo, lo que subraya
la necesidad de explorar su potencial y contribuir un mayor
conocimiento.

Con base en lo expuesto, se formulé la hipotesis de que
la aplicacion de las técnicas de extraccion descritas afecta
de manera significativa tanto el rendimiento de los extrac-
tos obtenidos como su actividad bioldgica, Derivado de lo
anterior se planteo el siguiente objetivo, evaluar la actividad
antimicrobiana y antioxidante de polifenoles extraidos de la
semilla de Macambo mediante los métodos de extraccién de
ultrasonido y maceracion por agitacion, efectuandose asi la
evaluacién comparativa de ambos métodos, la determina-
cion de las actividades bioldgicas previamente sefialadas de
los extractos, y la identificacién de las condiciones éptimas
para la extraccion de polifenoles.

De esta forma se justifica la investigaciéon en la nece-
sidad de determinar el efecto de las técnicas de extraccion
de polifenoles a partir de las semillas de Theobroma bicolor,
considerando el potencial de estos compuestos en la capa-
cidad de mejorar la calidad, seguridad y valor nutricional
de los productos alimenticios al actuar como antioxidantes
y contrarrestar el crecimiento bacterias patégenas como
Escherichia coli y Salmonella entérica, responsables de
gastroenteritis y otras infecciones entéricas en la poblacion
general, con especial impacto en grupos vulnerables como
nifos, ancianos y personas inmunodeprimidas., asi como
proporcionar propiedades sensoriales mejoradas y reem-
plazar aditivos sintéticos en alimentos procesados; ademas,
se responde a la creciente demanda de investigaciones
centradas en la identificacion y aprovechamiento de recursos
naturales sostenibles, que no solo contribuyan a la salud hu-
mana sino también al desarrollo de la industria alimentaria y
farmacéutica de forma sustentable.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Broma-
tologia y Microbiologia de la Finca Experimental “La Maria”
perteneciente al campus de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo y localizada en el Recinto San Felipe a 7 %2 km en
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la ruta Quevedo - El Empalme, dentro de la jurisdiccion del
Canton Mocache, Provincia de Los Rios, Ecuador.

Muestreo y preparacion de las muestras

Durante la temporada de cosecha (verano) del afo 2025, se
recolectaron mazorcas de macambo con un indice de madu-
rez comercial en plantaciones de Theobroma bicolor situadas
en la finca “El Remanso’, en el cantén Buena Fe, provincia de
Los Rios, de las cuales se extrajeron los granos y se retiré la
mayor cantidad posible de mucilago. Se colocaron las semi-
llas en bolsas de polipropileno para fermentar durante 48
horas a una temperatura entre 30 °C y 35 °C. y minimizar la
posterior accién oxidativa.

Cumplido el tiempo de fermentacién, los granos fueron
secados en una estufa de aire forzado por un tiempo de 48 h
a60°C, posterior a ello se descascarillé de forma manual cada
una de las semillas, se molieron a fin de mejorar la superficie
de contacto al momento de realizar la extraccién y almace-
naron a temperatura de congelacion (-18 °C) preservando la
ausencia de luz y oxigeno que permita reducir la oxidacion
de compuestos fendlicos.

La extraccidon de compuestos bioactivos se realizé segun
las técnicas de obtencién de extractos vegetales descritas
por Cacique et al. (2020) y Kumar et al. (2021), con ciertas mo-
dificaciones. Se empled una maceracion en relacion sélido/
liquido de 1:10, en base a esto, se prepararon tres soluciones
de 100 mL con diferentes concentraciones hidroalcohdlicas
(1:3, 1:1 y 3:1) y se adicion6 en un matraz que contenia 10 g
de la muestra de semillas molidas previamente pesadas, los
matraces se taparon para evitar la oxidacién del compuesto
bioactivo durante el proceso y pasé a colocarse en el equi-
po respectivo al método de extraccidén sugerido en cada
tratamiento. En el caso de la extraccién por maceracién con
agitador, se colocé los matraces en un agitador vaivén con
velocidad de 200 rpm y temperatura de 21 - 23 °C durante 24
h; en la extraccién asistida por ultrasonido, se colocaron los
matraces en una tina ultrasénica con agua destilada con una
temperatura del bano de 28 - 30 °C, a una frecuencia de 40
kHz y durante 90 min. Posteriormente, se filtré el macerado
y se sometid a un proceso de centrifugacion a 4000 rpm du-
rante 5 min, el sobrenadante obtenido se destilé6 mediante
un rotavapor a 128 rpm con temperatura del bafio de 50 °C
durante 1 h, hasta que se evaporé del macerado el solvente
organico utilizado. A la solucién obtenida del rotavapor se le
realizd nuevamente una centrifugacion con los parametros
antes mencionados y se filtr6 al vacio, obteniéndose la mues-
tra para el analisis de actividad antioxidante y antimicrobiana.

Actividad antioxidante

Se cuantificaron los polifenoles presentes en los extractos
mediante espectrofotometria UV-Visible, utilizando un
espectrofotometro Thermo Fisher Scientific GENESYS 10S
UV-Vis. Inicialmente, se identificé la longitud de onda corres-
pondiente al pico maximo de absorbancia, asegurando una
adecuada difusién de los compuestos, y posteriormente se
siguié la metodologia descrita por Dominguez et al. (2023).
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Para tomar el volumen exacto de las soluciones se empleé
una micropipeta con set de puntas desechables que facilitd
la toma de las muestras y adicion a celdas de cuarzo limpias,
con ello se accioné el equipo que generé los datos requeri-
dosy se anoté los valores de absorbancia y longitud de onda
para el clculo de mg EAG/g.

La capacidad antioxidante se determiné a los trata-
mientos que presentaron mejor contenido de polifenoles,
para esto se siguié el método de decoloracién del catién
radical ABTS+ propuesto por Dong et al. (2015), con breves
adaptaciones, en donde se prepar6 una fuente de radicales
empleando disolucion de persulfato de potasio (2.45 mM)
y disolucién de ABTS+ (7 mM) en una relacién 1:1 y se dejo
reposar por 16 horas a temperatura ambiente y oscuridad.
A partir de la fuente de radicales se preparé una disolucion
de trabajo en una proporcién 1:25 con una disolucién amor-
tiguadora de fosfatos pH 7.0 (75 mmol- L-1 fosfato de sodio
monobasico 0.2 mol- L-1y fosfato de sodio dibasico 0.02 mol
«L-1), hasta obtener una lectura de absorbancia de 1.1 £ 0.01
a 734 nm. Para la determinacién de la actividad antioxidante
se transfirié en un tubo de vidrio un volumen de 200 pL de
extracto bruto debidamente diluido con 3800 pL de la diso-
lucién de trabajo. Con ayuda de un agitador se homogenizé
los tubos y se dej6 reposar durante 45 min a temperatura
ambiente y oscuridad. La cuantificacién de la actividad antio-
xidante se realizé por espectrofotometria UV-VIS frente a una
curva estandar de Trolox (0 - 800 umol- L-1). Los resultados se
expresan como UM TE. mL-1 de muestra.

Actividad antimicrobiana

Se efectud un ensayo de sensibilidad por el método de Kirby-
Bauer adaptado de (Furtado y Medeiros, 1980), determinan-
do la existencia o ausencia de inhibicién del extracto puro en
las dos cepas de estudio, para ello, se prepard un medio de
cultivo Agar papa dextrosa (PDA), tanto para Escherichia coli
como para Salmonella enterica, y se esterilizé en autoclave a
121 °C por 15 min. Se colocé en las cajas Petri 10 mL del me-
dio de cultivo esterilizado y se dejé solidificar en la camara de
flujo laminar con el UV encendido durante 15 minutos; a su
vez, se impregné los papeles filtros redondos con el extracto
puro en tubos Eppendorf y luego de solidificado el agar, se
realizo la difusion en placa de la cepa bacteriana con un asa
Drigalsky, mismas a las que se les colocé los sensidiscos res-
pectivos y que posteriormente se sometieron a incubacion
por 24 horas a 35 °C. Tras finalizar el tiempo de incubacién,
se extrajeron las placas Petri del ambiente controlado y se
procedié con la medicién del didmetro en milimetros, con
una regla, de cada halo de inhibicién.

Una vez que se determind la existencia de inhibicién
con el extracto en estudio, se realiz6 un ensayo turbidimétri-
co adaptado de la metodologia de (Ramirez y Marin, 2009),
para lo cual se prepard el medio liquido LB Miller y llevé a
la autoclave a una temperatura de 121 °C Durante 40 min.
Completado esto, se procedid a realizar las diluciones del
extracto en matraces Erlenmeyer adicionando en el mismo
el medio liquido y el extracto de acuerdo con las concentra-

ciones planteadas del estudio para 20 mL; adicionalmente, se
prepard una muestra control (testigo) solo con medio liquido
y se inoculd con la cepa bacteriana respectiva cada uno de
los matraces, los cuales se cubrieron con papel de aluminio
y colocaron en un agitador vaivén a 200 rpm. La capacidad
inhibitoria se determiné a partir de la lectura de absorbancia
a 650 nm segun Naughton et al. (2001), en un espectro-
fotometro cada 24 h por 4 d, estableciendo el crecimiento
bacteriano para cada bacteria a distintas concentraciones del
extracto.

Elresultado se interpreté como porcentaje de inhibicién:

AB5_—AB5;

Ge I = =100

c
Dénde:
ABS : Absorbancia muestra control.
ABS,: Absorbancia tratamiento.

Tratamientos de estudio

En la Tabla 1 se presentan los doce tratamientos experimen-
tales aplicados, los cuales resultan de la combinacién de:
Factor A: Dos métodos de extraccion: agitacién (maceracién
mecanica) y ultrasonido.

Factor B: Dos fracciones de semilla: cascara y cotiledén.
Factor C: Tres relaciones hidroalcohdlicas (v/v): 1:3, 1:1y 3:1.
Cada tratamiento ha sido codificado como T1 aT12 para faci-
litar su identificacion en el analisis de rendimientos, conteni-
do de polifenoles y actividad antioxidante y antimicrobiana.

Diserio estadistico

Se utilizé el software STATGRAPHICS para el analisis esta-
distico por ANOVA, empleando la prueba de significancia
de Tukey en un disefo factorial A x B x C, a fin de constatar
que existio variacion en el contenido de polifenoles segun
la fuente del extracto, el tipo de método de extraccion y la
relacion hidroalcohdlica aplicada. De igual manera se realizé
un tratamiento de datos con disefio factorial A x B x C para
determinar la actividad antimicrobiana del extracto en rela-
cién con las concentraciones aplicadas, tipo de bacterias en
estudio y tiempo de lectura. Para ambos andlisis, se identifico
el tratamiento con mayor efectividad considerando un nivel
de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extractos vegetales

El calculo del rendimiento de las muestras de semillas de
macambo maceradas, de la cascara cascara (episperma) y
el cotileddn, presentaron diferencias significativas (Figura 1)
siendo que al aplicar una extraccién por agitacion con rela-
cién hidroalcohdlica 1:3 existe un mayor rendimiento para
ambas partes de la semilla luego del filtrado (cascara: 60.35
%, cotileddén: 68.06 %); ademas de ello, se logré visualizar
que para todos los tratamientos, en funcion del método de
extraccion y la relacién hidroalcohdlica, el rendimiento del
extracto es mayor en el cotiledén yendo desde 48.56 % a
68.06 %, en contraste de la cascara que fue desde 15.92 %
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Tabla1. Codificacion de los tratamientos experimentales para la extraccion de polifenoles de semillas de macambo.
Table 1. Coding of the experimental treatments for polyphenols extraction from macambo seeds.

FACTORA

fratemicnto Método de extraccion

T1 Agitacion
T2 Agitacion
T3 Agitacion
T4 Agitacion
T5 Agitacion
T6 Agitacion
T7 Ultrasonido
T8 Ultrasonido
T9 Ultrasonido
T10 Ultrasonido
T11 Ultrasonido
T12 Ultrasonido

FACTOR B FACTOR C
Fraccion de semilla Relacion hidroalcohdlica (v/v)
Cascara 1:3
Céscara 1:1
Cascara 3:1
Cotiledon 1:3
Cotiled6n 1:1
Cotiledon 3:1
Céscara 1:3
Céscara 1:1
Cascara 3:1
Cotiled6n 1:3
Cotileddn 1:1
Cotiledon 3:1

Fuente: elaboracion propia. Source: own elaboration

Figura 1. Efecto de los factores de estudio en el porcentaje de rendimiento del extracto macerado.
Figure 1. Effect of the study factors on the percentage yield of the macerated extract.

a 60.35 %. Esta diferencia del rendimiento es muy notoria
cuando se compara ambas fuentes bajo una extraccién en
solucién hidroalcohdlica 3:1 ya sea por ultrasonido (T3, T9) o
agitacion (T6, T12), dando por el primer método 26.99 % en
cascaray 50.71 % en cotileddn, mientras que por el segundo
método se obtuvo 15.92 % para céscara y para el cotiledén
51.25 %.

La variacidon en los porcentajes de rendimiento para
ambas fuentes de extracto bajo una relacién hidroalcohdlica
1:3, comprendida entre 38.03 y 68.06 % después de la mace-
racion, contrasta notablemente con los hallazgos de Benitez
et al. (2020), quienes informaron un rendimiento mas bajo,
situdndose entre un 37-40 %; esta diferencia puede atribuirse
a la influencia de la relacién hidroalcohdlica utilizada en el
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procesoy la fuente de extraccion, ya que, en el presente estu-
dio, la combinacién de solventes en dicha relacién demostré
ser mas eficiente. Cabe destacar también que la discordancia
persiste al analizar los resultados especificos de la cascara
de la semilla; mientras que Benitez et al. (2020) indican
rendimientos de 40 % para una relacién hidroalcohdlica
3:1, en este estudio se reveld valores mas bajos, entre 15.92
y 26.99 %, fendmeno que ocurre ya que esta fuente del ex-
tracto presenta componentes como proteinas, polisacaridos
y polifenoles que al interactuar entre si durante el proceso
de extraccidn, genera un efecto en las propiedades de ge-
lificaciéon, como lo menciona Ma y Chen (2023); ademas, el
uso de una relacién con alta proporcién de agua, de acuerdo
con Tannir et al. (2024), también afecta a la solubilizacion de
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compuestos fendlicos ya que se extraen otros compuestos
no deseados que contribuyen a la formacién de geles.

Determinacion del contenido de polifenoles totales
Existié diferencia significativa en la interaccion de los tres fac-
tores de estudio (fuente del extracto, método de extraccion
y relacion hidroalcohdlica), demostrando que el compuesto
bioactivo del extracto vegetal de las semillas de macambo
presentd un mayor contenido de polifenoles en el grupo
homogéneo “e” (Figura 2) correspondiente al tratamiento
4 (Cascara + maceracion por agitacién + relacién hidroal-
cohdlica 1:3) y el tratamiento 5 (Cascara + maceracién por
agitacion + relacién hidroalcohdlica 1:1), con 17,31 y 16.82
mg EAG/g respectivamente; a diferencia del grupo “a” com-
prendido entre los tratamientos 11 (Cotiledén + maceracién
por agitacién + relacién hidroalcohdlica 1:1), 9 (Cotiledén +
maceracién por ultrasonido + relacién hidroalcohélica 3:1),
12 (Cotileddn + maceracién por agitacion + relacién hidroal-
cohdlica 3:1) y 8 (Cotileddn + maceracion por ultrasonido +
relacion hidroalcohdlica 1:1), los cuales reflejaron el menor
contenido polifendlico siendo este de 1.39, 1.53, 1.67 y 2.48
mg EAG/qg respectivamente.

El contraste en los resultados antes establecidos puede
deberse a razones como que la composicidon quimica de la
cascara frente al cotiledon es considerablemente diferente,
ya que los compuestos fendlicos son metabolitos secunda-
rios que suelen estar asociados con la defensa de la plantas
contra herbivoros, patdgenos y radiaciéon UV, por lo que en
las cascaras de semillas su concentracién suele ser mayor,
como lo explica Lim et al. (2021); a diferencia del cotileddn
que al ser una estructura embrionaria que almacena nutrien-

Fuente: elaboracion propia. Source: own elaboration

tes esenciales para el crecimiento de la planta, puede tener
una menor concentracion de dichos compuestos (Attree et
al., 2015). Ademas de lo anterior, la eficacia de la extraccion
de compuestos fendlicos puede variar significativamente
con la técnica de extraccion utilizada, incluida la relacion
hidroalcohdlica, por lo que las relaciones hidroalcohdlicas
mas concentradas, como 1:3y 1:1, pueden extraer una mayor
cantidad de compuestos fendlicos de la cascara, lo que es
consistente con los hallazgos de Xia et al. (2024), quienes
demostraron que solventes con mayor polaridad pueden
extraer mas eficientemente estos compuestos, lo que podria
explicar los altos niveles de polifenoles en los tratamientos
4y5.

Las discrepancias observadas también se atribuyen a
la variabilidad inherente de las muestras vegetales y a las
diferencias en la eficiencia de la maceraciéon por agitacion,
ya que, como lo mencionan Andishmand et al. (2023), la
agitacion constante facilita la disolucion y el transporte de
los metabolitos desde la matriz vegetal hacia el solvente,
resultando en mayor efectividad, sin embargo, esto también
varia segun el tipo de material vegetal y las condiciones es-
pecificas de extraccion.

Determinacién de la actividad antioxidante

Se eligio a los mejores tratamientos en funcion de la relacion
hidroalcohdlica que dio el mayor contenido de polifenoles y
de mayor frecuencia (1:3), permitiendo la comparacién entre
las dos fuentes de extracto y los dos métodos de extraccion
en estudio: T10 (Cotiledén + Agitacion + 1:3), T7 (Cotiledén
+ Ultrasonido + 1:3), T1 (Cascara + Ultrasonido + 1:3) y T4
(Cascara + Agitacion + 1:3).

Figura 2. Contenido de polifenoles bajo la prueba de Tukey HSD (P<0,05) considerando la interacciéon de

los Factores A*B*C.

Figure 2. Polyphenol content under the Tukey HSD test (P<0.05) considering the interaction of Factors

A*B*C.
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Los resultados del ANOVA demostraron que existié
diferencia significativa entre los factores de estudio (fuente
del extracto y método de extraccién) (Tabla 1), indicando que
el extracto del T7 conformado por la muestra del cotileddn
sometido a ultrasonido con una relacién hidroalcohélica de
1:3 mostrd la mayor capacidad antioxidante siendo esta de
96943.78 umol ET/100 g, seguido del tratamiento 10 (coti-
leddn + agitaciéon + 1:3) con 75916.81 umol ET/100 g. Por el
contrario, los extractos obtenidos de la céscara, ya sea por
agitacién (T4) o ultrasonido (T1), presentaron las capaci-
dades antioxidantes mas bajas, siendo estas de 15680.61 y
23119.24 umol ET/100 g respectivamente; ademas, entre los
métodos de extraccion se presencia que existio diferencia
significativa, misma que se denota en la variable respuesta ya
que tanto la cdscara como el cotiledén bajo una extraccion
por agitaciéon (T4, T10) presentan cantidades inferiores a las
obtenidas cuando dichas fuentes del extracto se someten a
una extraccién por ultrasonido (T1,T7).

Conforme a lo anterior, Tafurt et al. (2021), determind
en el extracto vegetal de granos de cacao sin fermentar una
capacidad antioxidante de 198000 umol ET/100 g muestra,
siendo este valor superior en un 51.03 % al compararlo con
el mejor tratamiento del extracto vegetal de las semillas de
macambo en este estudio (96943.78 umol ET/100 g); sin em-
bargo, dicho valor es relativamente alto en comparacién con
los datos proporcionados por otras investigaciones como las
deYuetal. (2021) y Hernandez et al. (2024) cuyos extractos de
menta, romero, ruda y residuos de cacao, poseen una capaci-
dad antioxidante inferior a 42000 pmol ET/100 g; con ello se
sugiere que la superioridad del extracto con el tratamiento 7
puede atribuirse a la efectividad del ultrasonido para liberar
dichos compuestos del material vegetal, de acuerdo con lo
reportado en estudios previos de Teffane et al. (2021), en
donde menciona que el ultrasonido mejora la extraccion
debido al efecto de la cavitacion que al generar fuerzas de
cizallamiento y turbulencia puede romper las paredes celu-
lares y facilitar la liberacién de compuestos como enzimas
antioxidantes o antioxidantes nutricionales; al contrario del
método convencional por agitacién que resulta menos efi-
ciente en la extraccidon de compuestos antioxidantes debido
a que su fuerza impulsora se basa en la difusion de estos
compuestos hacia el solvente por el contacto del material
vegetal con este y por ende no se genera la ruptura de las pa-
redes celulares como en el caso del otro método de estudio.

El criterio antes mencionado no atribuye a que el con-
tenido polifendlico actue de forma similar al resultado de la
capacidad antioxidante ya que en el caso de este estudio, la
cantidad de polifenoles para ambos métodos de extraccion
resulté similar, no existié diferencia significativa (Factor B:
p-valor = 0,1440 > 0,05), estableciendo que ambos métodos
resultan suficientemente eficaces para liberar polifenoles,
aspecto que no ocurre en la liberacion de los antioxidantes
ya que la presencia del fenémeno de cavitacion y ruptura de
paredes celulares si tiene influencia, y por ende, el contenido
de polifenoles no siempre se correlaciona directamente con
la capacidad antioxidante, debido a que otros factores como
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la estructura y la actividad de las moléculas también pueden
influir en la capacidad antioxidante de la muestra, como lo
mencionan Burnaz (2021) y Heckmann et al. (2024).

Al realizar la comparacién entre el contenido polifendli-
co y la capacidad antioxidante atribuida a los tratamientos 7
y 4, se logré visualizar que aunque T7 present6 la capacidad
antioxidante mas alta (96943.78 umol ET/100 g) y T4 la mas
baja (15680.61 umol ET/100 g), el contenido polifendlico fue
viceversa, T7 presentd el menor contenido de polifenoles
(10.4 mg EAG/g) mientras que T4 fue el mayor (17.31 mg
EAG/qg); esto se atribuye a que, independientemente del mé-
todo de extraccién y la relacién hidroalcohdlica aplicada, el
materia vegetal empleado en T4 fue la cascara mientras que
enT7 fue el cotileddn. Conforme a lo anterior, se fundamento
en base a la investigacion de Islam y Dhaubhadel (2023),
Keivani et al. (2024) y Galgano et al. (2021), que la menor
capacidad antioxidante atribuida a la cdscara puede deberse
a la presencia de polifenoles especificos como las procianidi-
nas, las cuales tienen una actividad antioxidante mas baja en
comparacién con otros polifenoles, ademas, la cascara con-
tiene mayores cantidades de taninos que contribuyen a un
mayor contenido de polifenoles, sin embargo, estos tienden
a tener una capacidad antioxidante mas limitada debido a su
estructura moleculary a su interaccion con otros compuestos
antioxidantes como flavonoides, vitaminas y minerales, los
cuales reducen su actividad general al actuar como agentes
reductores o formar complejos con iones metalicos que los
taninos necesitan para ejercer su actividad antioxidante.

Por otra parte, en relacién a lo anterior y el estudio de
(Lim et al., 2021), el cotiledén puede tener un menor conte-
nido total de polifenoles pero una mayor capacidad antio-
xidante atribuida a la presencia de polifenoles especificos
como flavanoles y flavonoles, ya que estos son conocidos
por sus fuertes propiedades antioxidantes que les permiten
neutralizar los radicales y proteger las células del dafio oxi-
dativo de manera mas efectiva; ademas, esta fuente también
contiene otros compuestos antioxidantes como vitaminas
y minerales que podrian contribuir a su mayor capacidad
antioxidante general.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

1. Ensayo de sensibilidad o antibiograma

Se investigd la actividad antimicrobiana del extracto de
cascara de macambo contra dos especies bacterianas de
patégenos por 72 h, en donde el mayor halo de inhibicién
registrado fue contra Salmonella (> 10 mm) hasta las 48 h de
lectura, por el contrario, frente a Escherichia coli el extracto
presenté una actividad mediana (8 - 10 mm) desde las 24 h
de lectura (Tabla 2).

El comportamiento antes planteado puede atribuirse a
causas bioldgicas y fisicoquimicas como las diferencias en la
composicién de la pared celular entre gram-positivas y gram-
negativas, las cuales podrian influir en la permeabilidad del
extracto, siendo asi que, de acuerdo con lo descrito por
Tavares et al. 2020 en su estudio referente a la actividad de
biomoléculas especializadas contra bacterias Gram positivas
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Tabla 2. Resultados del analisis de comparacion de la capacidad antioxidante
de los extractos seleccionados.

Table 2. Comparison analysis results of the antioxidant capacity of the
selected extracts.

Extracto seleccionado Capacidad antioxidante (pmol

ET/100 g)
T4: Cascara + Agitacion + 1:3 15680,614
T1: Céscara + Ultrasonido + 1:3 23119,248
T10: Cotileddn + Agitacion + 1:3 75916,81¢
T7: Cotileddn + Ultrasonido + 1:3 96943,78P

Fuente: elaboracion propia. Source: own elaboration

y Gram negativas, las cepas de Salmonella (gram-negativas)
tienen una membrana externa mas permeable que puede ser
mas susceptible a los compuestos bioactivos del extracto en
comparacion con Escherichia coli (también gram-negativa),
los cuales poseen mecanismos de resistencia mas efectivos;
ademas de ello, las diferencias en la composicién lipidica de
las membranas externas pueden afectar la susceptibilidad a
antimicrobianos.

2. Ensayo turbidimétrico

Curvas de crecimiento microbiano

Las curvas de crecimiento para las concentraciones del
extracto frente a las cepas de Salmonella y Escherichia coli
reflejan diferentes perfiles de crecimiento y sensibilidad
(Figura 3); asi, para la muestra control, la curva en Salmone-
lla (A) evidencia que la fase de crecimiento exponencial se
extiende hasta las 48 h, punto tras el cual la curva comienza
a mostrar un ascenso menos pronunciado, lo que sugiere el
inicio de la siguiente fase; por el contrario, en la curva de E.
coli (B) se muestra un patrén diferente, ya que la absorbancia
en la control contintia en ascenso incluso luego de las 96 h de
andlisis, lo que indica que la primera fase de crecimiento es
mas prolongada o que la entrada a la fase estacionaria es mas
tardia en comparacion con la otra cepa en estudio.

En el caso de las concentraciones, para Salmonella, la
concentracion del 75 % muestra una tendencia general de
aumento de la absorbancia con el tiempo, con una disminu-
cién leve entre las 48-72 h antes de aumentar nuevamente
entre las 72 y 96 h, indicando que las bacterias son capaces
de crecer sustancialmente en presencia del extracto al prin-
cipio, pero el crecimiento se ralentiza ligeramente antes de
reanudarse en un momento posterior; por otra parte, la con-
centracién al 50 % refleja un aumento constante de la absor-
bancia con el tiempo, presentando una fase de crecimiento
mas larga; mientras que al 25 % demuestra una curva similar
a la control pero con valores de absorbancia menores, incu-
rriendo en la no afectacién a las fases de crecimiento pero sia
la carga bacteriana ya que esta fue inferior a la testigo.

Para Escherichia coli, la aplicacién del extracto refleja una
mayor influencia en las fases de crecimiento y carga bacte-
riana de esta cepa, ya que los valores de absorbancia fueron
menores a los de Salmonella en todas las concentraciones.
En consecuencia, podemos visualizar en la figura B que esta
bacteria a una concentracion del 75 % muestra una tenden-
cia similar a Salmonella con un aumento inicial de la absor-

A)

B)

Fuente: elaboracion propia. Source: own elaboration

Figura 3. Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas de ensayo frente
a las variaciones de concentracion del extracto. Salmonella (A), Escherichia
coli (B).

Figure 3. Growth curves of the test bacterial strains against variations in
extract concentration. Salmonella (A), Escherichia coli (B).

bancia seguido de una disminucién leve y una reanudacion
del crecimiento; sin embargo, las concentraciones del 50 y
25 % muestran un patron diferente, con una disminucion de
la absorbancia en las 48-72 h y un aumento en las 72 - 96 h.
De manera general se ha visualizado que el crecimiento
de las bacterias en estudio ha disminuido conforme a la
concentracién de extracto vegetal aplicado, implicando que
esta variabilidad en la fase de crecimiento exponencial y la
entrada a la fase estacionaria entre ambas cepas resulte de
las diferencias en la fisiologia y la genética de estas, compor-
tamiento que se menciona en estudios como los de Baran et
al. (2023), quienes han planteado que las variaciones en la
composicion de la pared celular y mecanismos de resistencia
intrinsecos pueden influir significativamente en la sensibili-
dad a compuestos antimicrobianos.
Porcentaje de inhibicion
Se encontré diferencia significativa entre los factores de
estudio de las concentraciones aplicadas del extracto, tipo
de bacterias evaluada y tiempo de lectura, indicando una re-
lacion directa entre la cantidad de extracto y la capacidad de
inhibir el crecimiento en las dos cepas de estudio (Figura 4).
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Tabla 3. Zonas de inhibicion (mm) mostradas por el extracto de cascara de
macambo frente a las cepas utilizadas.

Table 3. Inhibition zones (mm) shown by macambo peel extract against the
strains used.

Inhibicion
Bacterias
24h 48 h 72h
Salmonella ++ ++ +
Escherichia coli + + +

Fuente: elaboracion propia. Source: own elaboration

Nota. Actividad de acuerdo con el didmetro de la zona de inhibicion: (-) < 5
mm débil; (+) 5-10 mm mediana; (++) 10-20 mm fuerte; (+++) > 20 mm muy
fuerte. Especificaciones adoptadas de (Sanam et al., 2022).

En el caso de E. coli, se presencié que la inhibicién es
mas pronunciada que frente a Salmonella para todas las
concentraciones, siendo particularmente notable a la mayor
concentracion (75 %) ya que alcanzé valores de 88.89 - 88.97
% de inhibicién alas 96y 72 h de ensayo, en comparacién de
la otra cepa que fue de 50.24 % en su mayor apogeo a las 72
h de lectura. Por otra parte, se observa una disminucién mar-
cada de esta variable para Salmonella en la concentracién de
25 %, denotando durante los 4 d de lectura valores de 10.35
a 12.53 %, en contraste de Escherichia coli que a dicha con-
centracion presentd valores de 30.26 % a las 48 h de lectura,
hasta 61.28 % de inhibicion a las 96 h. Dicho resultado implica
que la resistencia de Salmonella es mayor a concentraciones
bajas, sugiriendo la tenencia de mecanismos de defensa mas
fuerte frente a las propiedades antimicrobianas del extracto
o que el extracto pierde eficacia a concentraciones menores;
mientras que para E. coli resulta efectiva tanto a bajas como
altas concentraciones, siendo en este ultimo la mejor.

Conforme a los resultados antes mencionados, se de-
termind que E. coli resulta mas susceptible que Salmonella

Fuente: elaboracién propia. Source: own elaboration

debido a factores como su fisiologia y afectacion ante la
presencia de los compuestos bioactivos del extracto, ya que,
basados en los estudios de Soni et al. (2024), Alodaini et al.
(2024), y Punchihewage et al. (2024), en cuanto a su fisiologia
y genética, E. coli puede mostrarse mas susceptible debido
a que posee una capa de peptidoglicano mas delgada en
su pared celular y expresa niveles mas altos de porinas de
membrana externa que facilita la entrada de agentes antimi-
crobianos en la célula bacteriana; por el contrario, Salmonella
tiene una membrana externa mas resistente y compacta que
actia como una barrera mas efectiva frente a compuestos
extrafos, ademas de poseer mecanismos de resistencia a
estos agentes como bombas de eflujo que expulsan sustan-
cias toxicas de la célula o modificaciones estructurales que
impiden la unién de los compuestos antimicrobianos.
Sumado a lo anterior, los compuestos activos presentes
en el extracto de cascara de Theobroma bicolor, pueden in-
fluenciar de igual manera ya que basados en investigaciones
previas como la de Reddy et al. (2008), se ha demostrado que
la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en los
extractos vegetales contribuyen a su capacidad antimicro-
biana, y estos compuestos fendlicos presentes en el extracto
resultan mas efectivos contra E. coli debido a su capacidad
para danar la membrana celular y alterar funciones vitales,
ademas de que la presencia de acidos organicos puede crear
un ambiente acido que es desfavorable para su crecimiento,
accion que se fundamenta con el estudio de Také et al. (2020),
quienes indicaron que los extractos ricos en polifenoles pue-
den penetrar la membrana externa de E. coli, interfiriendo
con la sintesis de proteinas y el ADN bacteriano; adicional
a ello, la resistencia observada en Salmonella incluso a altas
concentraciones, de acuerdo con la investigacién de Spec-
tor y Kenyon, 2012, puede ser el resultado de mecanismos

Figura 4. Porcentaje de inhibicidn frente a Salmonella y E. coli a partir de tres concentraciones del extracto vegetal y distintas horas

de andlisis.

Figure 4. Percentage of inhibition against Salmonella and E. coli from three concentrations of the plant extract and different hours

of analysis.
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adaptativos como la alteracion de sus vias metabdlicas y
la formacién de biopeliculas que reducen la eficacia de los
compuestos activos que actlian como antimicrobianos en el
extracto.

CONCLUSIONES
Se obtuvieron los extractos de la céscara y el cotiledén de
la semilla de Theobroma bicolor mediante ultrasonido y
maceracién con agitacién, siendo el método de extraccion
por maceracion con agitacion y relacién hidroalcohélica 1:3
el mas eficaz, obteniendo los mayores rendimientos tanto en
cascara (60.35 %) como en cotiledén (68.06 %) de la semilla
de Theobroma bicolor. La seleccién cuidadosa del método
y la proporcién de solvente son cruciales para maximizar
la eficiencia de extraccién de compuestos bioactivos. Con
respecto a la actividad antioxidante el extracto de cotiledén
por ultrasonido mostré la mayor capacidad antioxidante
(96943.78 umol ET/1009g) y contenido de polifenoles (10,40
mg EAG/qg), aunque no hubo relacién directa entre estos dos
factores, el contenido polifendlico varié entre cascara y coti-
ledon, la capacidad antioxidante fue mas alta en el cotiledén.
Los extractos de semillas de Theobroma bicolor demos-
traron actividad antimicrobiana contra Salmonella y E. coli,
siendo mas efectivos contra E. coli (88.89 % de inhibicién al
75 % de extracto) que contra Salmonella (48.26 % de inhibi-
cion al 75 %). Los resultados resaltan el potencial de los ex-
tractos de Theobroma bicolor como antioxidantes y agentes
antimicrobianos naturales, con aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica.
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