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RESUMEN. En la literatura cientifica mundial, existen
muchos estudios que demuestran la capacidad antimi-
crobiana de diferentes hierbas, incluyendo el té verde.
No obstante, muchos resultados son divergentes o no
comparables. También, existen en el mercado muchas
formulaciones de t¢ verde, de las cuales hay poca infor-
macion respecto a su actividad. En el presente trabajo se
determind el potencial efecto antimicrobiano contra
cepas de Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Candida albi-
cans y Aspergillus niger de 50 muestras diferentes de té
verde seco y en infusion al 10%, distribuidas de manera
comercial en Costa Rica. Se contrasto su actividad con
la del té verde (Camellia sinensis) de origen chino. Se
evaluaron diferentes solventes para preparar extractos
ricos en polifenoles a partir del té verde. Los fenoles to-
tales se determinaron mediante el método espectrofoto-
métrico de Folin-Ciocalteu usando el acido galico como
material de referencia. La evaluacion de la capacidad
antimicrobiana del extracto y las infusiones de té verde
se llevo a cabo mediante el método de microplatos des-
crito por Breukink (2006). El etanol fue el solvente que
mostrd mayor eficiencia. No hubo efecto antimicrobiano
de las diferentes muestras contra los microorganismos
evaluados, excepto con Listeria monocytogenes, don-
dese evidencio un efecto inhibitorio en las concentra-
ciones de 10,5y 1,05 mg/mL de los extractos en el 70%
de marcas analizadas y en el control. Ninguna de las in-
fusiones evaluadas, incluyendo la del té control mostrd
efecto inhibitorio contra esta bacteria.

Palabras clave: T¢ verde, accion antimicrobiana, poli-
fenoles

INTRODUCCION.

Las sustancias naturales han sido utilizadas, desde
tiempos ancestrales, para el control de agentes de im-
portancia clinica en Salud Publica, asi como para pre-

SUMMARY. Determination of the antimicrobial capacity
of green tea (Camellia sinensis) against the potentially pa-
thogenic microorganisms Escherichia coli, Salmonella en-
terica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Candida albicans and Aspergillus niger. Many studies can
be found in scientific literature demonstrating the antimicro-
bial capacity of different herbs, including green tea. Never-
theless, many results are divergent or cannot be compared.
Several green tea formulations may be found in market, but
there is scarce or non-information about its activity. In this
work, the potential antimicrobial effect of 50 samples of dry
green tea and in 10% infusion against Escherichia coli, Sal-
monella enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Candida albicans and Aspergillus niger distributed
in the metropolitan area of Costa Rica, was determined. This
activity was compared with the effect produced by Chinese
origin green tea (Camellia sinensis). Different solvents were
evaluated for preparing polyphenol enriched extracts from
green tea samples. Total phenols were determined using the
Folin-Ciocalteu spectrophotometric methodology, using galic
acid as reference. Antimicrobial activity of green tea extracts
and infusions was evaluated using the microplate methodo-
logy described by Breuking (2006). Ethanol was the most ef-
ficient solvent used for the polyphenol extractions. There was
no antimicrobial effect of the different green tea extracts and
infusions against the microorganisms evaluated, except for
Listeria monocytogenes, where the extracts of 70% of sam-
ples analyzed and the control showed an inhibitory effect in
the 10,5 mg/mL and 1,05 mg/L concentrations. None of the
infusions tested, including the control, showed any effect
against this bacteria.
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venir el deterioro de productos alimenticios o controlar
la presencia de microorganismos patdogenos en estos.
Inicialmente, los productos naturales, incluyendo es-
pecias, plantas, hierbas y productos afines eran usados
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ampliamente con este fin. No obstante, estos fueron
sustituidos paulatinamente por los antibidticos (1,2).
A finales del siglo XX se empezo a asociar el uso de
estos ultimos con efectos adversos, incluyendo la apa-
ricion y dispersion de cepas resistentes, razon por la
cual los productos naturales recobraron fuerza como
uso alternativo o complementario en el control de di-
versas enfermedades, con el propdsito de mejorar y
disminuir el riesgo para la salud (3,4).

El té verde ha sido conocido, tradicionalmente, por
sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes (1).
Los principios bioactivos de éste incluyen bases tipo
xantina 'y polifenoles (flavonoides, catecoles, taninos
catéquicos y acidos fenoélicos) (5) considerandose las
catequinas como los agentes de mayor importancia y
actividad (6).

En la literatura cientifica mundial, existen muchos
estudios que demuestran la actividad antimicrobiana
de diferentes hierbas, incluyendo el té verde, contra
agentes microbianos de interés en la salud publica (7).
Ejemplos de ellos son los estudios de Bancirova (8)
quien compard la actividad ocasionada por infusiones
de té no fermentados (té verde) y fermentados (té
negro) sobre Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli,
concluyendo que no existen diferencias significativas
entre ambos. De manera contrastante, Almajano et
al.(9) al analizar las infusiones de varios tipos de té
contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus acidophilus, Candida albicans, estable-
cieron que la mayor actividad antimicrobiana era pro-
vocada por los té no fermentados relacionandolo con
una concentracion superior de polifenoles en las
muestras no fermentadas.

Por otro lado, Tzung ef al. (3) demostraron la acti-
vidad bactericida del té verde contra Streptococcus san-
guinis, S. mutans y S. sobrinus). De la misma manera,
Yoda et al. (10) reportan una mayor susceptibilidad
por parte de bacterias Gram positivas en comparacion
con Gram negativos al extracto del té verde.

En cuanto a la accion del té verde como conserva-
dor de alimentos, Kumudavally et al. (11) evaluaron
al extracto de té verde contra S. aureus, E. coli y Pseu-
domonas sp en carne fresca, demostrando un efecto
bacteriostatico sobre estas cepas, concluyendo que el
uso de té verde podria extender la vida 1til de este pro-
ducto hasta por 4 dias sin afectar sus caracteristicas fi-
sicas, quimicas y pardmetros organolépticos. De la
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misma manera, Chiu et al. (12) reportan que los ex-
tractos de té verde tienen un efecto inhibitorio sobre
bacterias Gram positivas asociadas a alimentos, inclu-
yendo L. monocytogenes, B. cereus y S. aureus.

Los diversos estudios realizados ponen de mani-
fiesto el hecho de que el té verde contiene sustancias
que le confieren caracteristicas antimicrobianas de po-
tencial uso a nivel terapéutico y de preservacion de ali-
mentos, no obstante, muchos resultados son
divergentes y no comparables. Por otro lado, son mu-
chas las formulaciones de té verde existentes en el
mercado, de las cuales hay poca informacion con res-
pecto a su actividad. Dado lo anterior, se pretendio
con este trabajo determinar el potencial efecto anti-
microbiano de los extractos de diversas marcas de té
verde seco y en infusion al 10%, distribuidas de ma-
nera comercial en el area metropolitana de Costa Rica
contra cepas de Escherichia coli, Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Can-
dida albicans y Aspergillus niger y contrastarlo con
el efecto dado el té verde (Camellia sinensis) de origen
chino, considerado estandar de comparacion.

MATERIALES Y METODOS

1. Adquisicion de las muestras de té verde

Se adquirieron en diferentes supermercados, mini-
super y tiendas de venta natural (Macrobioticas) ubica-
dos en el Area Metropolitana de San José, Costa Rica.
Al azar se seleccionaron 5 lotes de 10 marcas diferentes
de té verde comercial, los cuales fueron transportadas a
temperatura ambiente al Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos, Facultad de Microbiologia, Universidad
de Costa Rica para su posterior analisis.

Las hojas de Camellia sinensis (Estandar de Com-
paracion) cultivadas fueron adquiridas en la finca
“Arcas de las Hierbas” ubicada en Santa Barbara de
Heredia, Costa Rica (USJ-101844).

Extraccion de las muestras de té verde

Se prepararon extractos ricos en polifenoles del té
verde con extraccion en caliente y reflujo utilizando
diferentes disolventes para identificar aquel que extra-
jera mayor cantidad de polifenoles. Se utilizaron me-
tanol, acetona y etanol, todos al 50% v/v en agua, de
acuerdo la metodologia descrita por Perva Uzunalic
(6). Brevemente, se pesaron 10 g de las muestras de té
verde, y se realizo la extraccion con 100 ml de cada
uno de los solventes. Se calentd a temperatura de ebu-
llicion durante 2 horas. Luego de este tiempo, se fil-
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traron las muestras y se elimind el disolvente por rota
evaporacion. El material seco fue almacenado en via-
les estériles.

Cuantificacion de los polifenoles totales

presentes en las muestras de té verde

Los fenoles totales se determinaron mediante el
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Se uti-
lizo6 el acido galico como material de referencia. Bre-
vemente, se realizo una curva de referencia con acido
galico, utilizando concentraciones de 1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 100pug/mL y 150 pg/mL. La prueba
se realizé utilizando un microlector de placas de Biotek
Synergy HT, y una placa de 96 pocillos. A cada pocillo
se le agregd 100uL de carbonato de sodio (Na, CO5)
al 20%, 50 pL de la dilucién del extracto y 50 puL de
reactivo Folin-Ciocalteu 0,5 N. Se realizo la lectura a
una longitud de onda de 750 nm, después de un tiempo
de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente.

El andlisis estadistico del contenido de fenoles to-
tales se realizo con el programa IBM® SPSS® Statis-
tics v.19 (IBM Company© 2010), aplicando una
Analisis de Varianza (ANDEVA) con valor o = 0.05.

Preparacion de la infusion de las

muestras de té verde

Se sigui6 el método descrito por el fabricante. Bre-
vemente, se procedié a medir un volumen total de 250
mL de agua destilada en un Erlenmeyer estéril, el cual
fue llevado al punto de ebullicion, luego de lo cual se
procedié a agregar una bolsita de la muestra de té
verde dejandola en reposo por un tiempo de 3 minutos.
Transcurrido este tiempo se saco la bolsita de té. A par-
tir de esta infusion inicial se procedio6 a preparar dilu-
ciones seriadas decimales hasta 10+

Determinacion de la capacidad antimicrobiana

de las muestras de té verde

La evaluacion de la actividad antimicrobiana del
extracto y las infusiones de té verde se llevo a cabo
mediante el método en microplatos descrito por Breu-
kink (2010) (13).

Se utilizé una concentracioén 10 mg/ml del extracto,
concentracion escogida con base en el trabajo de
Tzung Hsun et al. (3). A partir de esta concentracion
se realizaron diluciones seriadas decimales hasta una
dilucion de 10 utilizando caldo Muller Hilton.

La evaluacion de la capacidad antimicrobiana de
las infusiones de las muestras de té verde, se realizo
siguiendo la misma metodologia. A partir de la infu-
sion inicial preparada tal y como se describi6 anterior-
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mente, también se prepararon diluciones decimales
seriadas hasta 10 utilizando caldo Miiller Hilton.

El extracto y la infusion del té verde fueron eva-
luados contra los siguientes microorganismos: Esche-
richia coli (ATCC 25922), Salmonella enteritis (ATCC
13076), Listeria monocytogenes (ATCC 19116),
Staphylococcus aureus(ATCC 25923), Apergillus
niger(Micoteca: UCR) y Candida albicans (ATCC
10231). Cada uno procedentes de cultivos de 24 horas
y llevados a una turbidez ajustada al standard de
McFarland 0,5.

El inéculo de C. albicans se prepar6 a partir de un
cultivo en agar glucosado de Sabouraud de 24 horas de
incubacion. Se realiz6 una suspension inicial de las le-
vaduras en 5 ml de solucion salina estéril y se procedio
a ajustar su densidad celular también con solucion sa-
lina estéril contra un estandar de McFarland de 0.,5.

El indculo estandarizado de A. niger se preparo6 a
partir de tubos inclinados de agar Sabouraud gluco-
sado, inoculados con el hongo e incubados por 7 dias
a 30°C. Para la obtencion de las conidias, se procedid
a agregar 1 ml de solucion salina estéril (0,85%) al
tubo, y las conidias fueron desprendidas pasando un
aplicador estéril sobre la superficie del cultivo. La sus-
pension de las esporas fue transferida con una pipeta
Pasteur estéril a un tubo cdnico estéril y el volumen se
ajustd a 5 ml con solucién salina estéril. Las esporas
en suspension fueron contadas utilizando una Camara
de Neubauer y se ajustd su concentracion al Standard
de McFarland 0,5 utilizando solucidn salina estéril.

Para la determinacion de la actividad antimicro-
biana, se procedio a agregar en cada pocillo de la placa
100 pL del cultivo bacteriano a evaluar asi como 100
uL de la dilucion seriada de la muestra de té verde a
evaluar. Las placas correspondientes a las bacterias y
levaduras fueron incubadas a 35°C por 18-24 h, y
las de 4. niger por 5 dias a temperatura ambiente. Asi
mismo, se evaluaron controles positivos de los micro-
organismos y controles negativos de los medios y de
la muestra.

La lectura de la prueba se realizé de manera cuali-
tativa, calificando en cruces el crecimiento y compor-
tamiento de los microorganismos seglin se detalla en
el Tabla 1.

RESULTADOS
Extraccion de las muestras de té verde y su conte-
nido de fenoles totales.
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TABLAL. Criterios para evaluar el efecto antimicrobiano del té verde contra los agentes
potencialmente patdgenos.

Resultado de crecimiento  Criterio de evaluacion

Negativo (-)
Positivo mas /menos (£)

Positivo (+)

En la muestra no hay crecimiento del agente potencialmente patogeno.

Hay efecto antimicrobiano

En la muestra hay un menor crecimiento con respecto al control positivo.
Presencia de efecto inhibitorio.

En la muestra hay igual o mayor crecimiento con respecto al control positivo.
No hay efecto antimicrobiano.

TABLA 2. Determinacion de los fenoles totales en
diferentes extractos de t¢€ verde (Camellia sinensis).

Equivalentes de

Solvente Acido oélico en Contenido de

(50%v/v) 1 g fenoles totales

en agua ¢l extracto (g EAG/100g)
(ng EAG/m)

Metanol 45,72 £ 0,02 18,1 £0,4

Acetona 59,59 £ 0,01 234+0,2

Etanol 91,14 +£ 0,25 33.4+83

El etanol fue el solvente que mostré mayor eficien-
cia en la extraccion de polifenoles a partir de las mues-
tras de té verde, tal y como se muestra en el Tabla 2.
Utilizando la extraccion con etanol al 50% v/v se
cuantificd el contenido de fenoles totales en cada
muestra, los resultados se muestran en la Figura 1.

El analisis por ANDEVA demostr6 diferencias sig-
nificativas en el contenido de compuestos fenolicos
totales entre los diferentes lotes de té verde comercia-
lizados en Costa Rica (p = 0.002).

El valor de compuestos fendlicos totales en la mues-
tra de té verde cultivado fue de 26.0 + 0.2 mgEAG/100g;
lo que muestra que el contenido de fenoles totales en las
diferentes marcas es similar o superior al encontrado en
las hojas de Camelia sinensis cultivada.

Determinacion de la capacidad antimicrobiana

de las diferentes muestras de té verde.

Los resultados obtenidos demuestran un efecto in-
hibitorio sobre Listeria monocytogenes, en la concen-
tracion de 10,5 mg/ml en los extractos de las diferentes
marcas asi como en el té control. Este efecto también
fue observado al evaluar la dilucion 10-1 de los ex-
tractos en el 70% de marcas analizadas y en el control.
No obstante, el efecto de las diferentes muestras de té
verde fue nulo contra Escherichia coli, Salmonella en-
terica, Staphylococcus aureus, Candida albicans y As-
pergillus niger, tanto en la modalidad de extracto
como de infusion (datos incluyen al té verde puro y
al estandar de comparacion).

DISCUSION

En los ultimos tiempos, se ha limitado el uso de
persevantes sintéticos en alimentos, razon por la cual
se ha generado una creciente atencion hacia el uso de
antimicrobianos naturales. Entre los antimicrobianos
naturales presentes en plantas mas estudiados se en-
cuentran los compuestos polifenolicos (14).

Cabe destacar que la mayoria de los estudios rela-
cionados con la extraccidon de polifenoles en alimentos
se basan en el uso de mezclas de solventes acuoso-or-
ganico y pH acidos, por sus caracteristicas fisicoqui-
micas que permiten un mejor rendimiento y estabilidad
de los componentes extraidos (15). La eleccion del sol-
vente con mejor capacidad de extraccion de compues-
tos fendlicos del té verde resulta primordial, ya que
diversas condiciones pueden influir en la eficacia y ren-
dimiento del material extraido, incluyendo la natura-
leza quimica del solvente, temperatura, pH, relacion
del disolvente, método utilizado, entre otros.

Los resultados del contenido que compuestos fe-
nolicos totales, concuerdan con los obtenidos por
Chan et al., (16), donde se demostraron diferencias
significativas entre diferentes marcas de té verde ob-
tenidas en supermercados. Dado que el contenido de
compuestos fendlicos varia de acuerdo a la marca de
té verde, es importante cuantificar el efecto antimicro-
biano de diferentes marcas comerciales distribuidas en
el mercado costarricense, pon el fin de determinar po-
sibles diferencias en su actividad biologica.

Varios estudios, incluyendo los de Perva Uzunalic
(6) y Nihal Turkmen (17), han probado varios solven-
tes y concentraciones de éstos para determinar el mas
eficiente en la extraccion de compuestos fenolicos. A
diferencia del presente estudio, ambos seleccionan a
la acetona, poniendo de manifiesto la influencia e im-
portancia de las condiciones de extraccién utilizadas
en el resultado final.

En cuanto a la accién antimicrobiana obtenida en
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FIGURA 1. Contenido de fenoles totales expresados como
equivalentes de acido galico (EAG) para las diferentes marcas

de té verde comercializadas en Costa Rica.

el presente estudio contra los diversos microorganis-
mos analizados, los resultados demuestran que no
hubo efecto contra Escherichia coli, Salmonella ente-
ritis, Staphylococcus aureus, Candida albicans y As-
pergillus niger, no obstante, se evidencio
susceptibilidad aumentada de Listeria monocytogenes
ante los polifenoles extraidos de las tisanas del té verde
y del té verde puro (estandar de comparacién). Se
mostré un efecto inhibitorio en la concentracion de
10.5 mg/mly en la dilucion 10-' en 7 de las 10 marcas
analizadas; este efecto no fue observado en las dilu-
ciones mayores ni en las infusiones de las diferentes
muestras, por lo que se podria decir que el efecto de
los polifenoles es dependiente de la concentracion, tal
y como es mencionado por Von Staszewski et al.(18).
Este dato es de gran importancia dada la ubicuidad de
este patdogeno, asi como su capacidad de sobrevivencia
en condiciones adversas. Resultados similares a los
descritos fueron obtenidos por Kim et al, (14) donde
todas las bacterias Gram negativas evaluadas mostra-
ron una resistencia a los extractos de té, en compara-
cion con las Gram positivas, incluyendo S. aureus y
L.monocytogenes que si mostraron inhibicion parcial.

Cabe destacar que todas las marcas de té verde eva-
luadas mostraron la misma efectividad que el estandar
de comparacion escogido, lo cual permite inducir que

mecanismo de accion de los polifenoles
contra diferentes microorganismos, y
de como interfieren en el crecimiento
ejerciendo ya sea un efecto bacteriosta-
tico o bactericida. Un estudio presen-
tado en el afio 2007 por Shimamura
(19) muestra que la galato de epigalo-
catequina (EGCG) se une al peptidogli-
cano de las bacterias y forma
precipitados, produciendo una interrup-
cion en el proceso de biosintesis de la
pared bacteriana. Por otro lado, Ara-
kawa (20) sugiere que la formacion de
peréxido de hidrogeno por la accion de
la EGCG con especies reactivas de oxi-
geno en presencia de la superdxido dis-
mutasa (SOD) causa dafio a Ia
membrana celular.

En cuanto a los hongos, algunos estudios mencio-
nan que la ECGC podria interferir en el metabolismo
de los folatos y de esta manera inhibir la produccion
del ergosterol, el cual es importante porque es uno de
los componentes esenciales de su pared celular (21).

Diversos autores describen que la susceptibilidad
de las bacterias patdogenas al té verde es divergente,
dependiendo de la especie y cepa bacteriana evaluada
(14). Se ha demostrado que la susceptibilidad hacia la
ECGC varia dependiendo de la composicion de la
pared celular de cada especie. Al respecto el estudio
de Yoda et al. (10), mostré que la ECGC presenta una
mayor facilidad para unirse directamente al peptido-
glicano, siendo las bacterias Gram positivas las mas
susceptibles debido a la ausencia de una membrana
externa. Lo anterior permite explicar el efecto inhibi-
torio observado contra L. monocytogenes en el pre-
sente trabajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo demues-
tran que no hubo accidn inhibitoria contra S. aureus,
a pesar de ser una bacteria Gram positiva. Al respecto,
algunos autores han reportado variacion en la activi-
dad inhibitoria de los compuestos fendlicos depen-
diendo del medio de crecimiento donde se determine
la actividad antimicrobiana del té verde. Se describe
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que medios sumamente ricos en nutrientes pueden en-
mascarar el efecto inhibitiorio de los polifenoles pre-
sentes en t¢ verde, especialmente aquellos dirigidos
contra bacterias Gram negativas y algunas bacterias
Gram positivas (22).

La efectividad antioxidante y antimicrobiana de las
infusiones de té puede verse afectadas por diferentes
varibles, incluyendo la temperatura y el tiempo de
preparacion, lo cual puede influir en la eficiciencia de
extraccion de los componentes bioactivos. Hilal y En-
gelhardt (23) demuestran que al realizar este procedi-
miento en bolsitas de té comerciales en un tiempo de
3 0 5 minutos a 100 °C laa cantidad de compuestos fe-
nolicos extraidos es menor, a diferencia si este es rea-
lizado a 80°C por 15 minutos en donde la cantidad de
compuestos es mayor. Por otro lado, de Almajano et
al, reportan que al realizar las infusiones a 100 °C por
5 min, se obtiene un efecto antimicrobiano sobre de-
terminados microorganismos incluyendo a L. mon-
cocytogenes y S. aereus. Los resultados de este estudio
evidencian que al realizar las infusiones del t¢ verde
de forma tal como lo sugiere el fabricante, no se logro
observar la efectividad de éste, ya que no evidencio
efecto alguno por parte de las infusiones sobre los di-
ferentes microorganismos analizados.

Todas las evaluaciones realizadas en el presente
trabajo fueron a una concentracion de 10,5 mg/ ml.
Probablemente, el uso de una concentracion mayor hu-
biera producido inhibicion en otros microorganismos.
La razén de utilizar esta concentracion es que se ha
demostrado que concentraciones mayores pueden re-
sultar inaceptables debido a la fuerte astringencia y
amargor que producen (14).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio evi-
dencian un grado de inhibicidn por parte del té verde
hacia Listeria monocytogenes, un patégeno de gran
importancia en Microbiologia de Alimentos. No obs-
tante, no se puede dejar de lado el hecho de que las
condiciones de crecimiento, recolecta, almacena-
miento y método de manufactura del té¢ verde pueden
afectar la cantidad, la estabilidad y efectividad de los
compuestos fenolicos presentes. Dado lo anterior,
aquellos alimentos en que se pretenda utilizar el té
verde como preservante deben de procesarse tratando
de conservar las propiedades de éste, de manera que
no se pierda su poder antioxidante, accién antimicro-
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biana, sabor, olor y color entre otros.
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