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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la actividad antibacteriana de diferentes fracciones de la céscara de cacao
(Theobroma cacao L.). Materiales y métodos. Se evalud la actividad antibacteriana mediante
el método de difusion en agar de diferentes fracciones de la cascara de cacao, empleando cepas
autoctonas y de referencia ATCC. Posteriormente, se hizo un analisis de estas fracciones por
cromatografia liquida de alta eficiencia y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Resultados. La fraccién cloroférmica presenté actividad antibacteriana frente a Bacillus cereus ATCC
11778 y Streptococcus agalactiae (autdctona), con porcentajes de inhibicion de 34.90% (100 pg/ul)
y 52.40% (100 pg/ul) respectivamente. También se evidencid una concentracidon minima inhibitoria
de 512 pg/ml frente a Bacillus cereus ATCC 11778 y de 128 ug/ml frente a Streptococcus agalactiae.
Conclusiones. Este trabajo es el primer reporte a saber en Colombia sobre actividad antibacteriana
in vitro de la cascara de cacao, el cual resulta ser un avance importante para esta agroindustria.
Esta investigacion abre paso a otros estudios relacionados para establecer el espectro de inhibicion
frente a otros microorganismos.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Bacillus cereus, Streptococcus agalactiae (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objective. To test the antibacterial activity of different fractions of cacao bean husk (Theobroma
cacao L.). Materials and methods. Antibacterial activity of different fractions of cacao bean husk
was analyzed using agar diffusion method with native and ATCC strains. These fractions were studied
by HPLC and GC/MS. Results. The Chloroform fraction exhibited antibacterial activity through an
inhibition percentage of 34.90% (100 pg/pl) for Bacillus cereus ATCC 11778 and 52.40% (100 pg/ul)
for Streptococcus agalactiae (native). It also showed 512 ug/ml as a minimum inhibitory concentration
for Bacillus cereus and 128 pg/ml for Streptococcus agalactiae. Conclusions. This research is the
first report known in Colombia about cacao bean husk exhibiting in vitro antibacterial activity, which
is an important advance for the cacao industry. This work opens the door for further related studies
to determine the spectrum of inhibition with other microorganisms.

Key words: Antibacterial activity, Bacillus cereus, Streptococcus agalactiae (Source: DeCS).
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la
familia Sterculiaceae, es una planta que crece
en una franja geografica fundamentalmente
tropical y se extiende 20° de latitud hacia ambos
hemisferios. Se clasifica en dos grandes grupos:
Criollo y Forastero y segun la Organizacion
Internacional del Cacao (ICCO), esta ultima
es una variedad con gran crecimiento, debido
a la mayor facilidad para su siembra y manejo
(1). El cacao se utiliza principalmente para la
produccion de chocolate siendo el continente
Africano el mayor productor con el 59% de la
oferta mundial, liderado por Costa de Marfil con
1.000.000 de toneladas que representan el 34%
de la produccion mundial (2).

El grano de cacao y las hojas del arbol han sido
estudiados por diversos autores en lo que se
refiere a la composicion quimica de fenoles,
alcaloides, acidos grasos y carbohidratos (3,4),
también se han reportado estudios de actividad
antioxidante (5), de la caracterizaciéon quimica
de la manteca de cacao asi como de sus
aplicaciones (6). Respecto a la cascara de cacao
que es el principal desecho de esta industria,
se han desarrollado estudios donde se utiliza
para la alimentacion de porcinos y gallos (7,8),
como fuente comercial de pectinas (9), en la
produccion de espumas de poliuretano para
uso horticola (10) y algunos hacen referencia
a la actividad antibacteriana de extractos de la
cascara de cacao frente a Streptococcus mutans
(11,12).

En Colombia, el 25% del cacao producido
se clasifica como de sabor y fino aroma, el
cual se emplea para darle caracteristicas
especiales a los chocolates. El departamento
que tradicionalmente ha concentrado la mayor
produccidn de cacao es Santander con el 30.06%
de participacion del total de la produccion en el
afno 2010 de 68.987 toneladas. En ese mismo
afno 69.7% de las exportaciones de Colombia se
dirigieron principalmente a paises del continente
americano como Ecuador, Panama, Venezuela y
Estados Unidos (13).

La manteca de cacao producida en Colombia
se utiliza como ingrediente en la elaboracion
de productos de chocolateria, y la cascara
de cacao que se genera luego del proceso de
tostado es el principal desecho en la cadena de
produccion de chocolate representando el 10%
(14). El contenido de teobromina en la cascara
de cacao restringe la proporcidon en que puede
ser suministrada como complemento en la
nutricion de rumiantes, debido a la toxicidad de
este alcaloide (15).
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Investigaciones recientes en Colombia, indican
que la cascara de cacao puede ser utilizada
como ingrediente principal en la formulacion de
galletas para personas con estrefiimiento (16),
adicionalmente el mucilago de este desecho
puede ser una alternativa para la clarificacion de
jugos en la industria panelera (17).

El objetivo del presente trabajo fue buscar nuevas
posibilidades de uso del principal desecho en la
produccidn de chocolate: la cascara, evaluando la
actividad antibacteriana de diferentes fracciones,
utilizando cepas ATCC y autdctonas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se empled cascara residual
molida de cacao, Theobroma cacao L. (mezcla de
diferentes tipos de granos tostados) suministrada
por la empresa Casa Luker. Esta fue llevada al
Laboratorio de Oleoquimica de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira, donde se almacend en
bolsas plasticas a 4°C.

Obtencién y fraccionamiento del extracto
etanol absoluto: agua (1:1) de la cascara de
cacao. La extraccion se llevo a cabo con cascara
de cacao molida previamente desengrasada con
hexano. Se utiliz6 como solvente una mezcla
de etanol absoluto:agua (1:1). Se emplearon
20 gramos de cascara y 100 ml de solvente,
usando agitacién magnética, una temperatura
de 259°C y un tiempo de extraccidn de 2 horas. El
extracto crudo se filtro al vacio a través de papel
filtro Whatman No. 4 vy el filtrado se conservé
protegido de la luz a 4°C.

Se hizo un fraccionamiento liquido-liquido
del extracto crudo empleando cloroformo,
acetato de etilo y n-butanol. En cada caso se
realizaron extracciones sucesivas por triplicado
con una relacion 1:1 de volumen de extracto
vs., volumen de solvente. Las fases organicas
obtenidas se filtraron al vacio, se concentraron
por rota-evaporacion y el solvente residual se
elimind por corriente de nitrégeno.

Actividad antibacteriana. Se utilizé como
blanco dimetilsulféxido (DMSO) al 99% y como
control de inhibicién se empled ampicilina (25
Mg/ul) para Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853; amoxicilina (5 pg/ul) para Bacillus
cereus ATCC 11778 y Streptococcus agalactiae
aislado de un paciente en el Laboratorio Clinico
Patolégico Lépez Correa (Pereira, Colombia);
ciprofloxacina (0.125 pg/ul) para Escherichia
coli “resistente a amoxicilina” aislada de pollo
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y micostatina (5 pg/ul) para Candida albicans
ATCC 10231. La fraccidén cloroférmica, en acetato
de etilo y butandlica se solubilizaron en DMSO
al 99% a las concentraciones de 100, 50 y 25
Mg/ul. El bioensayo se realizé por el método de
difusién en agar, una modificacién del método
desarrollado por Kirby-Bauer (18). Cada
bacteria fue replicada en dos tubos de ensayo
con el medio liquido infusién-cerebro-corazon
(BHI) y caldo Sauboraud para Candida albicans
ATCC 10231.

Se ajusto la absorbancia a 0.1, que
corresponde a 0.5 en la escala Mc Farland con
una concentraciéon de 1.5:108 UFC/ml de las
bacterias y del hongo a una longitud de onda
de 540 y 490 nm respectivamente, empleando
un espectrofotoémetro Génesis 10 (Marca:
Termospectronic, Fabricante: Termospectronic,
Ciudad: New York, Pais: USA), y usando como
blanco el medio liquido respectivo. Se adicionaron
100 pl de la bacteria u hongo segun el caso a
una caja de Petri, luego se afladieron 25 ml de
agar Mdueller-Hinton a 50°C. Se homogenizo,
se perforaron 5 pozos los cuales se sellaron
con 20 pl del mismo agar. En el pozo central se
adiciono 10 pl de DMSO al 99% (como blanco),
a los cuatro pozos restantes en su orden de
izquierda a derecha se adicion6 10 ul del
antibiotico respectivo y la fraccidon cloroférmica,
en acetato de etilo y butandlica en cada caso a
las concentraciones establecidas anteriormente.
Se incubd por 24 horas a una temperatura de
37°C, utilizando una incubadora VELP (Marca:
Scientifica, Fabricante: Scientifica, Ciudad:
Milano, Pais: Italia). Se hizo la medicién del
didmetro del halo de inhibicion de la fraccion
que fue objeto de estudio con respecto al del
control para permitir un control estadistico del
factor inhibitorio.

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria. Se utilizo ciprofloxacina como
control positivo de inhibicion en DMSO al 99%
para Bacillus cereus ATCC 11778 y amoxicilina
para Streptococcus agalactiae autdctona. La
concentracion minima inhibitoria se realizd por
dilucion en microplaca de 96 pozos (19). Se
prepard una solucion stock de cada fraccion a una
concentraciéon de 64000 pg/ml en DMSO al 99%,
a partir de esta se hicieron diluciones sucesivas
desde 1024 hasta 1 pg/ml. Se transfirieron
20 pl de cada una de las concentraciones a
los pozos de una fila enumerados del 1 al 11
y se adicioné el blanco en el pozo nimero 12
(DMSO al 99%). Cada fraccidn se repitio en tres
filas, se adiciond a cada pozo 220 pl de medio
de cultivo liquido (caldo nutritivo) y 10 ul del
microorganismo ajustado a 0.1 de absorbancia.
La lectura inicial se hizo a contra luz observando
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turbidez o transparencia después de 4 horas de
incubacion a 37°C, se tomd como valor de CMI
la concentracion del primer pozo que presento
transparencia en cada fila. Posteriormente se
adicionaron 25 pl de Bromuro de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT) (con una
concentracion de 0.8 mg/ml) utilizando como
medio dispersante Triton (con una concentracion
de 0.1 g/ml) a cada uno de los pozos con
el microorganismo y se incubd a 37°C. La
segunda lectura se hizo a través de un método
colorimétrico. Como prueba confirmatoria se hizo
una siembra por superficie en caja Petri con agar
nutritivo, se adicion6 20 pl del contenido del pozo
y se incubd por 24 horas a 37°C, posteriormente
se realizé la lectura observando inhibicion o
crecimiento.

Analisis preliminar por cromatografia de
capa delgada. Las fracciones cloroférmicas, en
acetato de etilo y butandlicas fueron evaluadas
preliminarmente mediante cromatografia de
capa delgada. Para evaluar la presencia de
alcaloides, se empledé como fase estacionaria
silica gel 60 F,,,, un sistema de elucién
cloroformo:metanol (9:1), estandares de
teobromina (Sigma =99%, T4500), cafeina
(Sigma Reference Standard, C1778) y teofilina
(Sigma Anhydrous = 99%, T1633). Para los
compuestos fendlicos se utilizé como sistema de
elucion cloroformo:metanol:agua en proporcion
(7:13:8), un estandar de acido ferulico (Aldrich
99%, 128708). En ambos casos se reveld con luz
ultravioleta a longitud de onda corta (270nm).

Analisis de alcaloides y compuestos
fenolicos por cromatografia liquida de alta
eficiencia. Para el analisis de las diferentes
fracciones se empled un equipo marca Jasco
HPLC 2000 Plus (Fabricante: Jasco Corporation,
Ciudad: Tokyo, Pais: Japdn), equipado con una
bomba de gradiente cuaternario (PU-2089PIus),
automuestreador (AS-2059 Plus), horno para
columna (CO-2065 Plus), detector de arreglo de
diodos (MD-2015 Plus), controlado por software
EZCrhom Elite. Se utilizd una Columna Ultra-
Aqueous RP-18 RESTEK. Se empled como fase
movil acido fosforico al 0.05% (A) y acetonitrilo
al 5% (B). Se hizo una elucidén isocratica con
95% de A los primeros 5 minutos, luego con
gradiente lineal hasta alcanzar 75% a los 15
minutos y finalmente se mantuvo isocratico por 5
minutos mas para un tiempo total de analisis de
20 minutos. Se empled un tiempo de re-equilibrio
de 5 minutos entre cada corrida. La columna se
mantuvo a 40°C, se utilizd un flujo de 0.5 ml/
min, un volumen de inyeccion de 10 pl y un rango
de longitud de onda para la adquisicion de datos
entre 230 a 450 nm.
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Deteccidon y cuantificacion de alcaloides
y compuestos fendlicos. La deteccion
de alcaloides en las fracciones se hizo por
comparacién con el tiempo de retencién de
estandares de teobromina (Sigma =99% T4500),
cafeina (Sigma Reference Standard, C1778)
y teofilina (Sigma anhydrous =99%, T1633),
eluidos en las mismas condiciones. Para los
compuestos fendlicos la deteccion se realizd
empleando un estandar de acido ferulico (Aldrich
99%, 128708) que fue analizado bajo las mismas
condiciones.

La cuantificacién de alcaloides y compuestos de
tipo fendlico se hizo por el método del estandar
externo. Se realizaron curvas de calibracion por
triplicado, empleando un rango de concentraciones
de 6.25 a 200 pg/ml con los estandares
respectivos. Los parametros estadisticos fueron:
teobromina: Y=87684.9x+135855, R>=0.999292,
D.S=4875.78, LD=0.16 pg/ml, LC=0.55 pg/ml;
teofilina: Y=61342.1x4+91287.2, R?=0.999189,
D.S=3285.51, LD=0.16 pg/ml, LC=0.54 pg/mil;
cafeina: Y=62519.4x+107980, R?=0.999212,
D.5=3890.13, LD=0.19 pg/ml, LC=0.64
Mg/ml; acido ferulico: Y=32520,6x+42144,
R?=0.999336, D.5=1980.09, LD=0.18 ug/
ml, LC=0.61 pg/ml. (LD= Limite de deteccion,
LC= Limite de cuantificacion, D.S= Desviacion
estandar).

Analisis por cromatografia de gases/
espectrometria de masas de la fraccion de
alcaloides. Se empled un cromatografo marca
Shimadzu QP-2010 (Fabricante: Shimadzu
Corporation, Ciudad: Kioto, Pais: Japon), equipado
con un autoinyector (AOC20i)/ automuestreador
(AOC-20s, Split 1:20), acoplado a un detector
de masas, modo de ionizacion de impacto
electréonico a 70eV, controlado por software
GC-MS solution. Se utilizd una Columna capilar
Rtx-5 Sil MS. El horno se programd con una
temperatura inicial de 100°C por 2 minutos,
luego se increment6 en una tasa de 10°C por
minuto hasta alcanzar una temperatura final de
320°C que se mantuvo por 10 minutos para un
tiempo total de analisis de 34 minutos.

RESULTADOS

Actividad antibacteriana de la fraccién
cloroformica. El porcentaje de inhibicién
frente a B. cereus fue de 34.90% con la fraccion
cloroférmica empleando una concentracion de
100 pg/pl y 31.70% a una concentracion de 50

Mg/ul (Figura 1A).

Como se aprecia en la figura 1B, la fraccion
cloroférmica frente a S. agalactiae presentd
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Figura 1. Actividad antibacteriana de la fraccidn
cloroférmica frente a: (A) Bacillus cereus
ATCC 11778, (B) Streptococcus agalactiae
nativa

porcentajes de inhibicion del 33.30% (25 ug/
pl), 47.80% (50 pg/ul) y del 52.40% (100 pg/
pl), destacdndose que no hubo gran diferencia
entre los dos ultimos; lo que podria indicar
que a concentraciones mayores de 50 pg/ul
no se obtendria un incremento considerable
de la actividad inhibitoria; sin embargo, se
requiere de un estudio detallado frente a este
microorganismo que permita establecer con
certeza este comportamiento.

En cuanto a los resultados de concentracion
minima inhibitoria, la fraccion cloroférmica
presenté frente a Bacillus cereus un valor de
512 pg/ml, mientras que frente a Streptococcus
agalactiae fue de 128 pg/ml, apreciandose que
esta Ultima bacteria es mas sensible que B.
cereus al momento de ser evaluada su capacidad
para reproducirse, en presencia de componentes
antimicrobianos en su medio.
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La fraccion cloroférmica generd un efecto
bacteriostatico sobre la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (Figura 2) en cada una de
las concentraciones empleadas, se encontré un
halo con algunas colonias bacterianas alrededor
de cada una uno de los pozos, disminuyendo el
crecimiento de esta bacteria.

Figura 2. Efecto bacteriostdtico de la fraccidén

cloroférmica frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853

Analisis quimico de la fraccion cloroférmica.
Segun el andlisis preliminar por cromatografia de
capa delgada esta fraccidon contiene alcaloides.
Se evidencié la presencia de teobromina de
R, de 0.85 y de teofilina con un R, de 0.36
segun los estandares analizados en las mismas
condiciones.

Analisis por CLAE de la fraccion
cloroférmica. Como se aprecia en la figura
3, en el perfil cromatografico por CLAE de la
fraccion cloroférmica, se encontraron teofilina,
teobromina y cafeina con base en los tiempos
de retencién de los estédndares y el espectro
ultravioleta caracteristico de alcaloides a 270 nm.

__ 1:200nm, 4 hm
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Figura 3. Perfil cromatografico por CLAE de la
fraccion cloroférmica de cascara de cacao
(Theobroma cacao L.)
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Los resultados del analisis cuantitativo (Tabla
1), indicaron que el compuesto mayoritario
en la fraccion cloroférmica fue la cafeina. La
teobromina se identificé pero no fue posible su
cuantificacion porque la concentracion estuvo por
debajo del limite de cuantificacion del método.

Tabla 1. Cuantificaciéon de alcaloides por CLAE de la
fraccion cloroférmica de cascara de cacao
(Theobroma cacao L.). t,=Tiempo de
retencién. Conc.= Concentracién. NC= No
cuantificada. %RSD= Desviaciéon estandar

relativa.

Compuesto t, (min) (p‘::;o/n;]_) %RSD
Teofilina 5.24 6.41 5.13
Teobromina 12.75 NC 5.29
Cafeina 13.86 10.31 5.91

Analisis por CG/EM de la fraccién
cloroférmica. El analisis se hizo de manera
complementaria. En el perfil obtenido (Figura
4), se aprecia un pico bien resuelto con un
tiempo de retencion de 14 minutos que segun
la comparacién con la base de datos Willey
7 versién 2 correspondia a cafeina con un
porcentaje de similitud del 96% y el espectro de
masas presentd los fragmentos caracteristicos
de la cafeina m/z 194 (pico base), m/z 165, m/z
137, m/z 109, m/z 82, m/z 67 y m/z 55.
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Figura 4. Perfil por CG de la fraccion cloroférmica
de céascara de cacao (Theobroma cacao L.)

Analisis quimico de las fracciones de
acetato de etilo y butandlica. Segun el analisis
preliminar por cromatografia de capa delgada, se
evidencié en ambos casos una mancha de R, 0.84
revelada con luz ultravioleta y el acido ferulico
empleado como referencia revel6 con R, 0.87, lo
que podria indicar la presencia de compuestos
de tipo fendlico.

Analisis por CLAE de las fracciones de
acetato de etilo y butandélica. Como se
aprecia en la figura 5, las dos fracciones



Cuéllar - Actividad antibacteriana del extracto etanol:agua de la cascara de cacao

presentaron perfiles cromatograficos similares.
En ambos se encontraron 5 picos comunes,
cuatro de ellos con tiempos de retencidn entre
1.3 a 2.7 minutos que de acuerdo con su espectro
ultravioleta (maximos de absorbancia entre 250
y 380 nm), pueden corresponder a compuestos
de tipo fendlico y un compuesto de tiempo de
retencion de 5.1 minutos el cual fue identificado
segun su espectro (maximo de absorbancia a 270
nm) como un alcaloide y por comparacion con el
tiempo de retencién del estédndar como teofilina.

___ Spectrum Max Plot (A)
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5,100

Minutes

Figura 5. Perfil cromatografico por CLAE de las
fracciones: (A) Acetato de etilo y (B)
Butandlica de la cascara de cacao
(Theobroma cacao L.)

Segun la cuantificacion de estos compuestos
(Tabla 2), el mayoritario (5.1* min) fue la
teofilina y las concentraciones de los compuestos
de tipo fendlico se encontraron en un rango de
3.31 pg/ml a 14.32 pg/ml.

Tabla 2. Cuantificacién de compuestos de tipo
fendlico por CLAE de las fracciones de
acetato de etilo y butandlica de cascara de
cacao (Theobroma cacao L.). t,=Tiempo
de retencién. Conc. A= Concentracion en
la fraccion de Acetato de etilo. Conc. B=
Concentracién en la fraccién butandlica.

(:‘?n) (f:;'};f) Conc. B (pg/mL)
1.3 10.76 8.66
1.5 14.32 10.85
1.8 13.78 9.86
2.7 3.31 5.63

5.1% 188.64 104.32
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Actividad antibacteriana de las fracciones de
acetato de etilo y butanodlica. Estas fracciones
no presentaron ningun efecto inhibitorio sobre los
microorganismos objeto de estudio.

DISCUSION

La fraccion cloroférmica resulté promisoria ya
que presentd actividad antibacteriana frente a
los microorganismos Gram positivos estudiados.
De acuerdo con los valores de concentracion
minima inhibitoria encontrados (512 pg/ml
frente a Bacillus cereus ATCC 11778 y 128 pg/
ml frente a Streptococcus agalactiae, segun la
clasificaciéon de otros autores (20), esta fraccién
se consideraria como un potente inhibidor. La
actividad bioldgica que exhibidé esta fraccion
puede atribuirse en parte al efecto sinérgico de los
alcaloides que la constituyen puesto que existen
reportes que evidencian esta caracteristica de
este grupo de compuestos (21,22); sin embargo,
se requieren otros estudios para profundizar
sobre esta actividad.

De otra parte, la fraccion cloroférmica presento
efecto bacteriostatico frente al microorganismo
Gram negativo P. aeruginosa ATCC 27853,
observandose en cada pozo un halo circundante
de color brillante con presencia de algunas
colonias bacterianas observandose que se inhibio
el crecimiento de esta bacteria; este resultado
concuerda con lo reportado por otros autores
(23), que indican, que este microorganismo
presenta una alta resistencia a los agentes
antimicrobianos; luego seria importante en
proximos estudios evaluar concentraciones
diferentes de esta fraccion a las utilizadas en
el presente trabajo que permitan establecer su
potencial bactericida.

Los resultados del analisis cuantitativo por
CLAE de la fraccion cloroférmica de la cascara
de cacao, indicaron que el alcaloide mayoritario
fue la cafeina, otros autores han reportado a la
teobromina como el alcaloide principal en todo
el grano de cacao (24), pero no se encontraron
estudios de la distribucion de estas metilxantinas
en la cascara; Sin embargo, como indican otros
autores (25), la baja solubilidad de la teobromina
en solventes polares favorecio el enriquecimiento
de cafeina y teofilina en el extracto etanol agua
1:1 obtenido. Ademas, segun estudios muy
recientes (26) la cafeina y teofilina forman un
complejo con caracteristicas quimicas que podria
llegar a correlacionarse en estudios posteriores
con la actividad antibacteriana exhibida por esta
fraccion.
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El andlisis por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas confirmé la presencia
de cafeina como el alcaloide mayoritario en la
fraccion cloroférmica, segln sus fragmentos
caracteristicos (27).

Las fracciones en acetato de etilo y butandlica no
presentaron actividad antibacteriana. Si bien fue
posible evidenciar la presencia de compuestos de
tipo fendlico con base en su espectro ultravioleta
(28), los cuales segun reportes de otros autores
han exhibido actividad antibacteriana (29);
es probable que la concentraciéon de estos
compuestos en las fracciones estudiadas y/o
el hecho de que puedan encontrarse formando
glicédsidos como lo han indicado estudios previos
en el cacao (30), afecte de alguna forma su
actividad. Luego seria conveniente realizar
nuevos analisis llevando a cabo una hidrélisis de
la cascara de cacao, previa a la extraccién para
evaluar su actividad.

En conclusidn, la fracciéon cloroférmica resultd
promisoria inhibiendo el crecimiento de
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Bacillus cereus ATCC 11778 y Streptococcus
agalactiae, por tanto, este trabajo es el primer
reporte conocido en Colombia sobre actividad
antibacteriana in vitro de la fraccién cloroférmica
de la cascara de cacao; el cual resulta ser un
avance importante para esta agroindustria.
Esta investigacién abre paso a otros estudios
relacionados para establecer el espectro de
inhibicion frente a otros microorganismos.
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