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Efecto antimicrobiano del cacao

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano de extractos acuosos de cascara y semillas de cacao (Theobroma cacao) sobre
el Streptococcus mutans. Materiales y métodos: En el presente estudio experimental la muestra estuvo constituida por 20
placas petri inoculadas con Streptococcus mutans ATTCC 25175 los cuales fueron reactivados por 24 horas a 35 +/- 2°C
en agar sangre. Para la obtencion de los extractos acuosos se realizé el método de reflujo, utilizando agua destilada como
solvente, los extractos se concentraron al 12.5% y al 20%. Para el analisis de los datos se utiliz6 la prueba U de Mann Whit-
ney con un nivel de significancia del 5%. Resultados: No existieron diferencias significativas entre la media del halo de
inhibicion del extracto acuoso de cascara y de semilla al 12.5% (p=0,27) y al 20% (p= 0.94), por lo que estos dos extrac-
tos presentan igual efecto antimicrobiano. Conclusiones: Los extractos acuosos de cascara y semilla de cacao presentaron
efecto antimicrobiano sobre Streptococcus Mutans.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano; Streptococcus mutans; extractos de cacao.

ABSTRACT

Objective: Evaluate the antimicrobial effect of cocoa peels aqueous extracts and cocoa seeds (Theobroma Cacao) in a
Streptococcus Mutans strain. Methods and Equipment: In this experimental study, the sample consisted on 20 petri dishes
inoculated with Streptococcus mutans ATTCC 25175 that were reactivated in Agar blood for 24 hours and cultured at 35°C
+/- 2°C. A reflux method, using distilled water as a solvent, was used in order to obtain the aqueous extracts. These extracts
were fixed in a 12.5% and 20% concentration ratio. The Mann Whitney U test obtained a significance level of 5%. Results:
There were no meaningful differences between the peels aqueous extracts and the seed inhibition halo at a 12.5% concen-
tration (p=0,27) and at a 20% concentration (p= 0.94); these two extracts have the same antimicrobial effect. Conclusions:
The cocoa peels aqueous extracts and cocoa seeds showed antimicrobial effect over Streptococcus Mutans.

Keywords: Antimicrobial effect; Streptococcus mutans; cocoa extracts.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos aquosos de cascas e sementes de cacau (7heobroma Cacao) sobre
linhagen de Streptococcus Mutans. Materiais e Métodos: Neste estudo experimental a amostragem estava constituida
por 20 placas de Petri inoculadas com Streptococcus Mutans ATTCC 25175 os quais foram reativados durante 24 horas a
35 £2 °C em agar sangue. Para a obtencdo dos extratos aquosos o método de refluxo foi levado a cabo, utilizando agua
destilada como solvente, as concentracdes dos extratos foram de 12,5% e 20%. Os dados foram analisados através do teste
U de Mann Whitney com significancia de 5%. Resultados: Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as
médias do halo de inibi¢ao dos extrato aquoso de casca e semente ao 12,5% (p=0,27) e ao 20% (p=0,94), de modo que
os dois extratos apresentaram igual efeito antimicrobiano. Conclusdes: Os extratos aquosos de casca e semente de cacau
mostraram efeito antimicrobiano sobre Streptococcus Mutans.

Palavras chave: Efeito antimicrobiano; Streptococcus mutans, extratos de cacau.
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INTRODUCION

La caries dental es uno de los problemas de Salud
Publica, ya que ha afectado la calidad de vida del
hombre, se caracteriza por ser una enfermedad
multifactorial, dado por el desequilibrio entre el
proceso de desmineralizacion y remineralizacion,
conllevando a la cavitacion del esmalte; es multi-
factorial porque interactian varios factores como
el hospedero, el sustrato haciéndose énfasis al
consumo de sacarosa, los microorganismos entre
ellos se encuentra principalmente el Streptococ-
cus mutans, todos estos deben actuar sobre un
tiempo para ocasionar la lesion cariosa'>?.

El Streptococcus mutans es un microorganismo
Gram positivo, anaerobio facultativo, posee va-
rios factores de virulencia como la sintesis de glu-
cosiltransferasa, esta enzima metaboliza la saca-
rosa y elabora glucanos, basicos para el proceso
de adhesion de microorganismos al esmalte den-
tal, de modo que lo ideal serd descubrir una sus-

tancia que bloquee la funcién de la enzima, para
inhibir tal adhesion®.

Cabe destacar que a lo largo de los afios se han
empleado sustancias naturales, destinadas a la
prevencion de la caries dental, en este caso desti-
nadas al control del Streptococcus mutans. El em-
pleo de las plantas se debe a que presentan en su
composicion propiedades antimicrobianas y son
usadas como extractos, los mismos que se obtie-
nen con diferentes procedimientos y solventes™®.

El cacao un fruto tropical, cultivado por primera
vez por los Mayas, este se considera como materia
prima para la elaboracion de chocolates, sin em-
bargo en el Ecuador los Kichuas de Sucumbios y
Orellana lo emplean para tratar tumoraciones de
la piel, ellos elaboran una resina de la cascara
del cacao y lo aplican como cicatrizante para las
heridas, mientras que las semillas son usadas para
tratar la anemia, reumatismo, hemorragias, que-
maduras y la fiebre; en cuanto a la Odontologia,
cabe mencionar que una alimentacion rica en ca-
cao ayudaria en el tratamiento de la enfermedad
periodontal puesto que reduce el estrés oxidativo,
todas estas propiedades se dan debido a la presen-
cia de polifenoles como catequinas’®?.

En cuanto a los antecedentes cabe destacar el es-
tudio que realizé Ooshima et al. En el 2000 en el
que evaluo el efecto antimicrobiano de extractos
acuosos de 4 derivados del cacao como la mante-
ca de cacao, cacao en polvo, chocolate sin azlicar
y chocolate con azuicar, sobre el Streptococcus
mutans, empleando la técnica Kirby-Bauer, en-
contrando un efecto antimicrobiano de todos los
extractos!”.

Mariani & Fernandez, 2010°, encontraron que el
extracto acuoso de semillas de cacao a diferen-
tes concentraciones, evaluados mediante la técni-
ca Kirby- Bauer, sobre la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175, encontraron halos de inhi-
bicion, por lo tanto se concluye que dicho extrac-
to puede ser usado para prevencion de la caries.

En un estudio comparativo in vivo, se elabor6 un
extracto etandlico de la cascara de cacao y fue
comparado con el enjuague bucal de clorhexidi-
na al 0.2%, se aplicd en pacientes y al realizar
controles a la semana, al mes y a los dos meses,
se encontro que el extracto de cascara de cacao
presenta igual efecto al enjuague de clorhexidina,
esto dado por la disminucion de Streptococcus
mutans en la placa dental de los pacientes'!.

Ecuador es uno de los principales productores de
cacao a nivel mundial y pese a todas las propieda-
des medicinales que posee, no se cuenta con pro-
ductos destinados al area bucal como colutorios
o dentifricos, por otro lado la cascara de cacao
que resulta del tostado de la semilla constituye un
contaminante ambiental, ya que es muy dificil de
eliminarlo'?.

Por lo expuesto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto antimicrobiano de la cascara
y de la semilla del cacao sobre el Streptococcus
mutans.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio experimental se llevo a cabo
en el Laboratorio de Productos Naturales y en el
Laboratorio de Analisis Clinico de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Central del
Ecuador, en donde se obtuvo los extractos acuo-
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sos de cacao, al igual que se realizaron los cul-
tivos de las cepas de Streptococcus Mutans. La
muestra empleada estuvo constituida por 20 Cajas
Petri inoculadas de Streptococcus mutans ATCC
25175 no contaminadas.

Para obtener los extractos acuosos, se recolectd 4
mazorcas de cacao de tipo Forastero, se separaron
las cascaras de los granos de cacao, los mismos
que fueron despulpados, para posteriormente se-
carlos en un horno a una temperatura de 40°C por
7 dias, luego se llevo a cabo el tostado de las se-
millas por 35 min a 140°C, este paso se consi-
der6 basico puesto que se lleva a cabo un evento
quimico conocido como epimerizacion, en donde
las epicatequinas se transforman en catequinas,
consideradas el principio activo de los extractos'’.
(Figura N°1 ABCD,).

Figura N° 1. A Lavado de las mazorcas de cacao, B Des-

pulpado de los granos de cacao, C Secado de granos de
cacao, D Tostado de los granos de cacao.

Se separd la cascara de las semillas del cacao,
para llevar a cabo la molienda. Para el proceso
extractivo se pes6 100g de los respectivos polvos
y con 500ml de agua destilada, se colocaron en
un matraz aforado para ser sometidos a reflujo
por 30 min. Dichos extractos se filtraron al vacio,
para obtener la concentracion al 12.5% y al 20%
se empleo la formula de dilucién, en la que el vo-
lumen fue exactamente medido, con una pipeta
y un balon de aforo, ya obtenidos los extractos
estos se conservaron a 4°C, para su posterior uso®
(Figura N° 2 AB).

Figura N° 2. A Filtrado al vacio de los extractos en con-
centracion al 12.5% y al 20%, B Reflujo de los extractos
acuosos,

Para el método Kirby-Bauer (Difusion en dis-
co), se empleo la cepa de Streptococcus mutans
ATTCC 25175, que tras su activacioén se proce-
di6 a comparar de manera visual que el tubo de
ensayo con el Streptococcus mutans tenga igual
turbidez a la escala 0.5 Mc Farland, para proce-
der a sembrar un inoculo del microorganismo so-
bre la superficie del Agar Sangre'*.(Figura N° 3)

Figura N° 3. Escala 0.5 Mc Farland

Se embebid los discos de papel filtro con 20ul de
los extractos tanto de cdscara como de semilla en
las dos concentraciones, luego con una pinza es-
téril se colocaron los discos de papel sobre la su-
perficie del agar sangre, se colocaron 4 discos de
papel en cada caja Petri con un total de 20 repe-
ticiones de cada, se dejo reposar por 10 min para
que los extractos se difundan, y se colocaron las
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20 cajas Petri en la Jarra de Anaerobiosis para in-
cubarlas a 35+/- 2°C, a una concentracion del 5%
de CO2 por 24 horas. Se evaluo el efecto antimi-
crobiano por la medicion de halos de inhibicion
segiin Mariani & Ferndndez que consideran como
inhibicién leve a 6mm, moderada a 8mm y alta a
mas de 8mm® (Figura N°4y 5).

Figura N° 4. Método Kirby-Bauer

Figura N° 5. Medicion de los halos de inhibicion

Analisis estadistico: El andlisis se llevo a cabo
con el programa estadistico SPSS version 20. Para
conocer si la muestra tenia distribucién normal se
utilizaron de pruebas de Kolmogorov Smirnovg y
de Shapiro - Wilk, como no hay normalidad se apli-
c6 la prueba no paramétrica de U de Mann Whit-
ney con un Intervalo de Confianza a 95%.

RESULTADOS

Se encontraron halos de inhibicion, de 8 a 10 mm. (Tabla N°I).

CONCENTRACION N

EXTRACTO ACUOSO Media + DE
DE CACAO

. 12.5% 20 8,15 +0,49
CASCARA

20% 20 8,3 +0,73

12.5% 20 8,5 +0,83
SEMILLA

20% 20 8,2 +0,52

DE: Desviacion Estandar

Tabla N° 1. Media y desviacion estandar de los halos de inhibicion por grupo de estudio.
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EXTRACTO ACUOSO DE CACAO P

CASCARA 12.5%

SEMILLA 12.5%

0.277

Cuadro N° 1. Prueba U de Mann Whitney de las concentraciones del cacao al 12.5% (cascara, semilla).

El Cuadro N° 1 muestra que no existe diferencia estadisticamente significativa en el extracto acuoso

de cacao tanto de cascara y semilla al 12.5%

EXTRACTO ACUOSO DE CACAO P
CASCARA 20%
SEMILLA 20% 0.947

Cuadro 2. Prueba U de Mann Whitney de las concentraciones del cacao al 20% (cdscara, semilla).

Al evaluar la concentracion del 20% no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa. (Cuadro

N°2).

DISCUSION

El estudio de las plantas con fines terapéuticos en
Odontologia se ha incrementado en la actualidad,
en su mayoria destinados a controlar o eliminar el
principal agente causal de la caries dental como
es el Streptococcus mutans®.

Por los resultados obtenidos se demostrd que
tanto la cdscara como la semilla de cacao presen-
taron efecto antimicrobiano sobre el Streptococ-
cus mutans, sin influencia de la concentracion,
los resultados encontrados en este estudio coin-
ciden con otros estudios in vitro realizados por
otros investigadores®!®!!,

En un estudio realizado en Pert, utilizaron 4 de-
rivados del cacao como manteca de cacao, cho-
colate sin azlcar, chocolate azucarado y cacao en
polvo, en forma de extractos acuosos, los mismos
que presentaron efecto antimicrobiano sobre el
Streptococcus mutans, encontrando un halo de
inhibicion de 15 mm con la manteca de cacao y

un halo de 8 mm con el cacao en polvo, 8 mm con
el chocolate azucarado, y 9 mm para el chocola-
te sin azhcar'?, estos resultados coinciden con los
obtenidos en la presente investigacion, con rela-
cion al efecto antimicrobiano de extractos acuo-
sos de cascara y semillas de cacao.

Otro estudio realizado en Venezuela, evidencid
que el extracto acuoso de semillas de cacao, pre-
sentd efecto antimicrobiano sobre cepa de Strep-
tococcus mutans ATCC 25175, tras someter a
dicha cepa al extracto en concentraciones com-
prendidas entre 0.01 y 17,5%, encontraron halos
de inhibicion en todas las concentraciones, pero
mencionaron que las mejores fueron entre 10 y
12,5%, con las cuales encontraron halos de in-
hibicion®. Estos resultados concuerdan con este
estudio, en el que se emplearon concentraciones
de 12.5 y 20% del extracto acuoso de céscara y
semillas de cacao, hallandose un efecto antimi-
crobiano de los mismos.
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En un estudio comparativo entre el enjuague bu-
cal de clorhexidina al 0.2% versus un enjuague
bucal de extracto de cascara cacao al 0.1%, no
presentaron ninguna diferencia significativa, en
cuanto a la accion antimicrobiana'!, lo cual no fue
evaluado en la presente investigacion lo cual es
una limitacion del estudio al no evaluar y comparar
la clorhexidina como control positivo, de manera
que se recomienda realizarlo en proximos estudios.

CONCLUSION

Los extractos acuosos de céascara y semillas de
cacao presentan efecto antimicrobiano sobre las
cepa de Streptococcus mutans, no se observé di-
ferencias significativas al comparar los extractos
a concentraciones de 12.5% y al 20% por lo que
se puede sugerir el uso de estas soluciones en la
prevencion de la caries.
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