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Resumen

Introduccién: La utilizacion de antimicrobianos es un desafio permanente ya que se enfrenta en todo mo-
mento a la capacidad de las bacterias para desarrollar mecanismos de resistencia. Objetivo: el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos polifenolicos presentes en la corona
Ananas comosus. Materiales y Métodos: se recolectaron 3,5 kg de hojas de coronas de pifia Ananas como-
sus para ello se llevaron a un secador de charolas, para reducir humedad, posteriormente, se realizé la
molienda hasta obtener una harina fina, para el proceso de extraccion del extracto oleaginoso se utilizé un
equipo Soxhlet utilizando etanol al 70 % como solvente, la identificacién de compuestos fendlicos se realizd
por cromatografia liquida de ultra-alta resolucion con detector de masas Orbitrap,el analisis microbiolégico
se evalué mediante el método estandarizado de difusién con discos utilizando agar Mueller-Hinton, para
lo cual se utilizo la cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923), utilizando como control positivo oxacilina y
como control negativo (DMSO). Resultados: del secado obtenido se disminuyé la humedad en 50 %, con
el cual la materia seca obtenida fue molida y utilizada para realizar el proceso de extraccion del extracto
oleaginoso obteniendo 63ml del cual se identificaron de 27 compuestos fendlicos. En cuanto al analisis
microbioldgico realizado, se observaron halos de inhibicion variables entre 4,5 mm y 6,0 mm. Conclusién:
finalmente se concluyé que los polifenoles presentes en el extracto de Ananas comosus presentaron activi-
dad antibacteriana en Staphylococcus aureus observandose mayor efecto de inhibicidn al aplicar de mayor
concentracion del extracto.

Abstract

Introduction: The use of antimicrobials is a permanent challenge as it is constantly confronted with the
ability of bacteria to develop resistance mechanisms. Objective: The objective of this research was to
evaluate the antimicrobial effect of polyphenolic extracts present in Ananas comosus crown. Materials
and Methods: 3.5 kg of Ananas comosus pineapple crown leaves were collected and taken to a tray dr-
yer to reduce humidity, then, they were milled until a fine flour was obtained, for the extraction process
of the oleaginous extract a Soxhlet equipment was used, using 70% ethanol as solvent, The identifica-
tion of phenolic compounds was carried out by ultra-high resolution liquid chromatography with an
Orbitrap mass detector. The microbiological analysis was evaluated by the standardized method of di-
ffusion with discs using Mueller-Hinton agar, for which the Staphylococcus aureus strain (ATCC 25923)
was used, using oxacillin as a positive control and DMSO as a negative control. Results: from the drying
obtained, the humidity was reduced by 50%, with which the dry matter obtained was ground and used
to carry out the extraction process of the oleaginous extract, obtaining 63 ml of which 27 phenolic
compounds were identified. As for the microbiological analysis carried out, inhibition halos varying be-
tween 4.5 mm and 6.0 mm were observed. Conclusion: Finally, it was concluded that the polyphenols
present in the extract of Ananas comosus showed antibacterial activity on Staphylococcus aureus, with
a greater inhibition effect observed when a higher concentration of the extract was applied.
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¢Por qué se llevo a cabo?

Esta investigacion se realizd con el fin de conocer el posible efecto antimicrobiano de los compuestos polifendlicos presentes
en el extracto oleaginoso de Ananas comosus (pifia), teniendo en cuenta que este tipo de fruta es rica en compuestos polife-

ndlicos, por lo que se evalud en el aplicabilidad de este en Staphylococcus aureus (ATCC 25923), microorganismo causante de
muchas enfermedades e infecciones respiratorias, pero actualmente algunos microorganismos han adquirido resistencia a los
antibiéticos comunes, por lo que la investigacién busca ser una alternativa antimicrobiana para este tipo de microorganismos.

¢Cuales fueron los resultados mas relevantes?
Entre los resultados mas importantes estuvo la presencia de 27 compuestos polifendlicos en el extracto oleaginoso de Ananas
comosus, siendo la cafeina, el cido vainilico y el 4cido p-cumarico los de mayor proporcién, por otro lado, también se en-

contré que el efecto de inhibicién con halos que van desde entre 4.5 y 6.0 mm resultados que se presentaron al aumentar la
concentracion del extracto.

¢Qué aportan estos resultados?

Estos resultados son importantes porque presentan los compuestos polifendlicos como una posible alternativa antimicrobiana
debido a la resistencia a los antibiéticos que podrian presentar microorganismos como Staphylococcus aureus.

Graphical Abstract
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Introduccion

La utilizacion de diversas sustancias antimicrobianas que retardan el crecimiento microbiano (1),

y que ademas combaten diversas infecciones se ha convertido en todo un desafio (2), es por ello
que las sustancias antioxidantes juegan un papel fundamental en la salud de las personas, ya

que éstas actuan en la proteccion contra agentes patdgenos, reacciones de oxidacion e incluso
retrasan el crecimiento de los microorganismos (3), se ha comprobado que los antioxidantes

son sustancias que se encuentran presentes en las frutas y en las verduras (4), es por ello que

para disminuir el impacto generado por los radicales libres, las industrias como las de productos
cosmeéticos han incluido dentro de sus componentes la utilizacion de estas sustancias asi como lo
menciona (5) en su investigacion. En el caso de las frutas son potenciales productores de una gran
cantidad de antioxidantes que retrasan los procesos oxidativos (6);(7), la presencia de vitaminas

y otras sustancias bioactivas son también principales antioxidantes (8), autores como (9);(10),
mencionan en sus investigaciones que los grupos hidroxilo de los compuestos fendélicos son los
responsables del deterioro de los radicales libres durante el proceso oxidativo, Ananas comosus
(pifia) es una de las frutas de gran importancia por su alto contenido de de compuestos bioactivos
(vitamina C, B-caroteno y compuestos fendlicos), ademas, los residuos generados de la pifia como
la cascara y la corona son fuente importante de fibra dietética y fenoles (11). La prevencion de
enfermedades respiratorias son derivados del atrapamiento de los radicales libres y las especies
reactivas de oxigeno (ROS), como es el caso de los polifenoles (12);(13), por lo cual son importantes
en la prevenciéon de enfermedades en el caso de S. aureus es uno de los microorganismos que
frecuentemente aisla en hospitales ademas es uno de los patégenos nosocomiales de mayor
importancia, responsable de infecciones y enfermedades (14), sin embargo, este tipo de
microorganismos han adquirido importancia por haber desarrollado resistencia a antibiéticos

(15), los cuales en la década de los 60 indujeron la resistencia a la meticilina (MRSA) como lo
afirman.(16), el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos
polifenolicos presentes Ananas comosus.

Materiales y métodos

Recoleccion y adecuacion

Se recolectaron las coronas de pifia (Ananas comosus) a partir de los desechos encontrados en la
central de abastos de la ciudad, se tomaron 3,5 kg de hojas de corona de la pifia de la cual se
realizd un proceso de limpieza de estas, utilizando una solucion salina al 0.9 %, posteriormente se
pesaron.

Secado y molienda

Para el proceso de secado se utilizé un secador de charolas, modelo PS-ECE-001/PE y serie
GEN-0412-237 durante 72 horas a 55 °C. para reducir la mayor cantidad de humedad posible,
posteriormente se llevo a la molienda hasta obtener una harina fina para lo cual se utilizé un
molino de granos.

Extraccion e identificacién de compuestos fendlicos

En el proceso de obtencidn del extracto oleaginoso se utilizd un equipo Soxhlet en una extraccion
solido-liquido, por siete horas empleando etanol al 96 % como solvente, seguidamente se realizd
una destilacion simple por un tiempo de 60 minutos para la obtencion del extracto mas puroy
evaporar el solvente, posteriormente, se calculé el rendimiento obtenido del extracto utilizando la
ecuacion 1:

(Ecuacion 1)
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PI-PF
* 100
PI %R=

La identificacion de compuestos fendlicos se llevo a cabo mediante cromatografia liquida de
ultra-alta resolucion con detector de masas Orbitrap (UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS), las muestras
analizadas disolvieron en una mezcla de metanol: agua (1:1 v/v) con acido formico 0.2 % v/v, vortex
(5 min) y sonicacion (5 min) y posterior inyeccién al equipo cromatografico. Como estandares

de referencia se utilizaron las xantinas: cafeina (Part N° C8960-250G, Sigma-Aldrich), teobromina
(Part N° T4500-25G, Sigma-Aldrich) y teofilina (Part N° T1633-25G, Sigma-Aldrich); las catequinas:
(x)-catequina (C) (Part N° C1788-500MG, Sigma-Aldrich), (-)-epigalocateqina galato (EGCG)

(Part N° E4143-50MG, Sigma-Aldrich), (-)-epicateqina (EC) (Part N° E1753-1G, Sigma-Aldrich),
(-)-epicateqgina galato (ECG) (Part N° E3893-10MG, SigmaAldrich), (-)-epigalocateqgina (EGC) (Part
N° E3768-5MG, Sigma-Aldrich); los flavonoides: acido caféico (Part N° C0625, Sigma-Aldrich), acido
p-cumarico (Part N° C9008, Sigma-Aldrich), acido rosmarinico (Part N° 536954-5G, Sigma-Aldrich),
quercetina (Part N° Q4951-10G, Sigma-Aldrich), naringenina (Part N° N5893-1G, Sigma-Aldrich),
luteolina (Part N° L9283-10MG, Sigma-Aldrich), kaempferol (Part N° KO133-50MG, Sigma-Aldrich),
pinocembrina (Part N° P5239, Sigma-Aldrich), apigenina (Part N° A3145-25MG, Sigma-Aldrich); las
antocianinas: cianidina 3-rutinosido (Part N° G36428, Sigma-Aldrich), pelargonidina 3-glucésido
(Part N° 53489, Sigma-Aldrich). Cromatdgrafo liquido de ultra-alta eficiencia (UHPLC), Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), equipado con una bomba binaria

de gradiente (HP G3400RS), un inyector automatico de muestras (WPS 300TRS) y una unidad
termostada para la columna (TCC 3000). La interfaz del LC-MS fue la electronebulizacion (ESI) y el
espectrémetro de masas fue de alta resolucion con un sistema de deteccion de corrientes de iones
Obitrap. Operado en modo positivo con un voltaje de capilar de 3,5 kV. Se utilizé una Columna
Hypersil GOLD Aqg (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100 x 2.1 mm, 1.9 um de tamafio de
particula) a 30 °C. La fase movil fue A: una solucion de acido formico 0,2 % v/v en agua, y B: acido
férmico 0,2 % v/v en acetonitrilo. La condicién inicial de gradiente fue de 100 % A, cambiando
linealmente hasta 100 % B (8 min); se mantuvo durante 4 min; el retorné a las condiciones iniciales
en 1 min; el tiempo total de corrida fue de 13 min, con tres min para post-corrida. La identificacion
de los compuestos se realizé usando el modo de adquisicion full scan y la extraccidn de corrientes
idnicas (EIC) correspondientes a los [M+H]+ de compuestos de interés, medicion de masas

con exactitud y precisién de Appm < 1y usando una solucién-mix estandar de los compuestos
(material de referencia certificado), para la cuantificacion de los analitos de interés se usé el
método de estandarizacion externa.

Analisis microbiologicos

Para el analisis microbiologico se siguié la metodologia planteada por (17), con algunas
modificaciones, en la cual la susceptibilidad antimicrobiana se evalué mediante el método
estandarizado de difusion con discos (Método Bauer-Kirby), utilizando agar Mueller-Hinton de
acuerdo a las normas establecidas por el Instituto de normas clinicas y de laboratorio Clinical and
Laboratory Standards Institute. CLSI (2017). Para ello se utilizo la cepa Staphylococcus aureus (ATCC
25923), usando como control positivo oxacilina (10 pL), y como control negativo (DMSO), en la
elaboracion de los tratamientos de Ananas comosus se implement6 la metodologia utilizada por.
(18) y (19), en donde se diluyd el extracto de en dimetilsulfoxido (DMSO), con tres replicas por cada
tratamiento aplicado, con el in6culo aplicado, las placas se prepararon a concentraciones de 25, 50,
75y 100 mg/ml respectivamente ver (tabla 1).
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Tabla 1. Preparacién de tratamientos

Tratamiento Concentracion Extracto (ul) DMSO (ul)
mg/ml
1 25 250 750
2 50 500 500
3 75 750 250
4 100 1000 0

Asi mismo, la turbidez del medio se fijo en 0,5 unidades (1,5x10® UFC/ml) de acuerdo con el patrén
de escala Mc Farland, el cual se correlaciona con el nimero de bacterias presentes (20), del mismo
modo, se verificd su absorbancia a una longitud de onda 625nm, seguidamente se procedi6 a la
siembra en agar, vertiendo 25 pL del extracto y los controles en discos de papel filtro (Whatman
No. 42), estos se colocaron en la placa de agar con una pinza estéril a 15 mm del borde de la
placa, presionando sobre el agar para su adherencia con tres repeticiones por cada tratamiento
aplicado, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h de manera invertida, posteriormente se
midieron los halos de inhibicién incluyendo el diametro de los discos.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico Anova 1 factor de los datos obtenidos en cada tratamiento,
determinando las diferencias significativas entre ellos, se utilizé como pardmetro los halos de
inhibicion presentes encada tratamiento donde se tuvo como base de confianza el 95 % y un
porcentaje de error del 5 %, mostrando el tratamiento de mejores resultados en el proceso.

Resultados y discusiones

Tras finalizar el proceso de secado de las coronas de pifias se obtuvo de 1766 g de corona de pifia.

3500- 1766
— P — (v
wR= amm " 100 = 49.5%

Con el cual se obtuvo un rendimiento cercano al 50 %, posteriormente, se realizé la molienda del
material obtenido del cual se obtuvo 900 g de harina fina, observandose una disminucién de la
humedad presente en la corona de pifia, que de acuerdo con (21), la humedad depende del riego
antes de la cosecha y por el estado de conservacion de la fruta.

Extraccion e identificacidon de los compuestos fendlicos

De acuerdo con (22-23) la extraccion con solventes es el método mas comun para la extraccién
de compuestos fendlicos, se utilizé como disolvente etanol, usando el método de extraccion

por Soxhlet, el cual de acuerdo con lo sefialado por (24), se le puede atribuir varios factores

gue influyen en el rendimiento de la extraccion, entre los que se destacan la temperatura de
extraccion, el tiempo de extraccion y el tipo de solvente utilizado, en este proceso se logré
obtener un volumen de 63 ml de extracto de hojas secas de corona de pifia, en este caso se utilizd
como solvente etanol al 96 %. Se realiz6 un analisis cromatografico de tipo HPLC/DAD utilizando
una muestra de 25 ml del extracto obtenido, donde se hizo un andlisis de tipo cualitativo para
identificar la presencia de los compuestos fendlicos presentes en el extracto, el cual se reportan a
continuacioén en la (tabla 2).
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Tabla 2. Compuestos fendlicos identificados en la nuestra de Ananas comosus

Concentracion en las muestras,
mg kg-1

t NMC*,
Compuesto m?'n mg Kg” 993315-01-EB
Muestra de extracto de corona de
pifna Ananas comosus

Teobromina 2,3 0,1 28
Teofilina 2,5 0,1 51
Epigalocatequina (EGC) 2,6 0,1 0,5
Catequina (C) 2,7 0,1 <0,1
Epicatequina (EC) 2,9 0,1 1,7

Acido p-hidroxibenzoico 2,9 0,1 <0,1

Cafeina 2,8 0,1 4899

Acido cafeico 37 0,1 <01
Acido vanilico 2,9 0,1 108
Epigalocatequina galato (EGCG) 3,0 0,1 <0,1
Acido p-cumarico 33 0,1 193
Epicatequina galato (ECQ) 34 0,1 <0,1
Acido ferulico 34 0,1 9,5
Quercetina 32 0,1 52

Acido rosmarinico 3,7 2,0 <20
Cianidina 3,5 0,1 1,0
Luteolina 4,2 0,1 04
Kaempferol 4,6 0,1 0,1
Acido trans-cindmico 4,4 04 19
Naringenina 4,6 0,1 0,3
Apigenina 4,5 0,1 0,6
Pinocembrina 5,5 0,1 0,1
Acido ursélico 84 0,1 6,9

Cianidina 3-rutinosido 2,7 0,1 < 0,1

Pelargonidinagg 3-glucdsido 2,8 0,1 <0,1
Kaempferol 3-glucosido 3,5 0,1 0,8
Rutina 32 0,1 21

Acido gélico 1,9 0,1 <0,1
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Se identificaron 27 compuestos fendlicos entre ellos la cafeina, acido vanilico y acido p-cumarico
siendo estos los de mayor concentracion. Ademas, se detectaron otras estructuras relacionadas
con polifenoles, como el acido galico y la quercetina, estos compuestos poseen un alto potencial
para ser utilizados como antioxidantes y antibacterianos, segun lo han sefialado estudios previos
realizados por (25), que al ser comparados estos resultados con el proceso de extraccion llevado

a cabo por (26) en los que se identificd un total de 27 compuestos polifendlicos predominaron

el acido galico, acido vanilico, acido protocatecuico, acido 2,5-dihidroxibenzoico y acido
4-hidroxibenzoico. En particular, el acido rosmarinico fue reportado como el compuesto de mayor
concentracion presente en el extracto, el cual es un polifenol conocido por sus propiedades
antioxidantes y se ha asociado con diversos beneficios para la salud, que de acuerdo con Ramirez
et al. (27), la concentracién de acido rosmarinico (AR) aumenta con el incremento del K, lo que
pueden tener un impacto significativo en la composicion fendlica, contribuyendo a la capacidad
antioxidante (28), asi mismo, se puede mencionar que uno de los posibles mecanismos propuestos
para el efecto antimicrobiano de los compuestos fendlicos es que pueden romper la integridad de
dicha membrana y causar pérdida de la integridad de la célula y una eventual muerte en esta (29),

(30).
Analisis microbioldgico

Se realizd la medida de la absorbancia del cultivo de S. aureus obteniendo un valor promedio de
0.142 en la escala de McFarland, el cual se encuentra dentro del rango establecido por (31), en
su investigacion de validacion de la técnica por filtracion por membrana. Asi mismo, se observé
los tratamientos aplicados y los halos de inhibicion generados por el extracto de Ananas comosus
en sus diferentes concentraciones y las réplicas de cada tratamiento frente a la cepa de S aureus
incluyendo los controles positivos y negativos correspondientes a cada ensayo (fig. 1).

Tratamiento 1
concentracion
25mg/ml

Tratamiento 2
concentracion
50mg/ml

Tratamiento 3
concentracion
75 mg/ml

[/ )
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Tratamiento 4
concentracion
100 mg/ml

Control positivo
y negativo.

Figura 1. Halos de inhibicion presentes en cada tratamiento aplicado por replica

De igual manera se midieron y se registraron los didametros de cada halo generado (tabla 3).

Tabla 3. Diametro de década halo obtenido por cada replica

Diametro obtenido en mm por

Tratamiento cada replica Promedio
de medidas
R1 R2 R3
T1 25 yl 0 0 0 0
T2 50 ul 5 4 45 4,5
T3 75 ul 5 6 6 56
T4 100 pl 6.2 6 6 6,0
Control 43,5 45 41 43,1

positivo

Cabe resaltar que en el proceso evaluativo solo se enfocé a observar el posible efecto de inhibicion
por lo que no se realizé el analisis de dosis respuesta, seguidamente se calcul6 el promedio de los
halos de inhibicidon generados por el extracto de corona de pifia en S aureus, obteniendo diametros
que oscilan entre 4,5 mm y 6,0 mm, donde el analisis de varianza mostré que con respecto al
control positivo y los tratamientos aplicados determin¢ la diferencia, teniendo en cuenta el valor-p,
que de acuerdo con (32), este valor indica la probabilidad de obtener por azar, una diferencia
mayor a la observada en el proceso, es asi como el valor obtenido de p = 5.80E-13, el cual fue
inferior a 0.05, por lo que existe una diferencia significativa en el analisis de varianza de halos de
inhibicion (tabla 4).
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Tabla 4. Anélisis de varianza de los halos de inhibicion

Grados Promedio Valor
Origende las Suma de de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 374056 4 935,14 999,08 3.80E-13 3,47
Dentro de los
grupos 9,36 10 0,93
Total 3749,92 14

Por otra parte, el analisis microbiologico realizado mostré una variabilidad en los halos de
inhibicién la cual es significativa por lo que de acuerdo con (33) se han reportado resultados
previos de halos de inhibicion de 28 y 18 mm como lo reporta (34), y (35) asi mismo, en la
investigacion realizada por (36), establece que las bacterias tienden a producir mecanismos de
resistencia frente a los antimicrobianos que para el caso de Staphylococcus aureus estan relacionados
con la activacion de una sintesis de la pared celular, con produccion de proteinas, las cuales

una vez son activados estos mecanismos de resistencia, crea una mayor firmeza frente al agente
aplicado. Se observo ademas que el tratamiento tres, corresponde a la mayor concentracién del
extracto de corona de pifia, siendo el mas representativo en términos de capacidad inhibidora, esto
indica una capacidad de inhibicion gradual, observandose a menor concentracion del extracto un
halo de inhibicién mas pequefio. Estos resultados son consistentes con los hallazgos reportados
por (37), quienes indicaron que los tratamientos con mayores concentraciones suelen generar
halos de inhibicion mas grandes, demostrando una accién directa y efectiva en la supresion

de microorganismos patdgenos, por lo que en esta investigacion se establece que la actividad
antimicrobiana del extracto es proporcional a su concentracion.

Conclusiones

Los polifenoles presentes en el extracto de coronas de pifia Ananas comosus presentaron una
actividad antibacteriana en Staphylococcus aureus observandose mayor efecto de inhibicion al aplicar
de mayor concentracion del extracto de corona de pifia Ananas comosus sobre el sensidisco en
Staphylococcus aureus, lo que sugiere que la actividad antimicrobiana del extracto es proporcional a
su concentracion.
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