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Abstract: Microbiological contamination and antimicrobial activity of cristalised cane sugar on some
medically important microorganisms in Costa Rica. Unrefined cristalised cane sugar, obtained after the fil-
tration and evaporation of sugar cane juice, is a nutritional product of traditional consumption in Costa Rica and
other Neotropical countries. It has been used in the topic treatment of infected wounds, with satisfactory results
even with some antibiotic-ressistant bacteria. We studied the microbiological quality of 50 commercial samples.
The analyses included total aerobic and anaerobic bacteria plate count; aerobic and anaerobic spore count; mold
and yeast count; total and fecal coliforms; and presence of Clostridium botulinum. The antimicrobial effect was
tested for Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (UCR 2902), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Listeria monocytogenes (ATCC
19116) and Aspergillus niger (Asni 06). Most of the samples (76 %) presented counts lower than 100 CFU/g
especially for sporulated forms (90 % lower than 20 CFU/g), the mold and yeast count was higher (38 % higher
than 10?> CFU/g), demonstrating the importance of these microorganisms in the spoilage of the product; 76 % of
the samples presented fecal contamination; C. botulinum was not isolated with the methodology employed. No
inhibitory effect was observed for 4. niger, but all samples han an inhibitory effect over the other species, espe-

cially for P. aeruginosa and S. aureus. Rev. Biol. Trop. 56 (2): 431-437. Epub 2008 June 30.

Key words: microbiological quality, antimicrobial activity, bacteria associated with wound infections.

La tapa de dulce, panela o papeldn, es el
producto obtenido de la filtracion y evapora-
cion del jugo de la cafia de azacar (Saccharum
officinarum). En Costa Rica y otros paises neo-
tropicales, constituye un producto alimenticio
de consumo tradicional. Aparte de su uso como
endulzante, al ser un producto con alta osmola-
ridad, ha sido utilizado terapéuticamente en heri-
das y quemaduras infectadas (Dawson 1996).

El jugo de la cana de azlcar esta consti-
tuido basicamente por agua y carbohidratos.
Estos se encuentran en forma insoluble en agua
(la fibra) y en forma soluble (sacarosa, glucosa,
fructuosa). Los contenidos de cenizas, lipidos
(extracto etéreo) y proteina son despreciables
(Asocana 2005).

La obtencion de la tapa de dulce se logra
en varios procesos (Sed6 2001). El primero
de ellos es la molienda de la cafia de azicar,
proceso mediante el cual se extrae el jugo de la
cafia. Posteriormente se realiza una prelimpie-
za, utilizando decantadores o sedimentadores,
cuyo objetivo es eliminar agentes colorantes
presentes en la tierra y que se activan con el
calor, por lo que deben separarse cuando el
jugo de cafia esta aun frio. El siguiente paso
es el calentamiento, donde se evapora cerca
del 90% del agua y se concentra el jugo de
cafla, hasta obtener el dulce. En esta fase los
microorganismos presentes seran destruidos
por el calor ya que el producto es sometido a
temperaturas de 100 °C o mayores por 100 min
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aproximadamente. Posteriormente se clarifica
con hidrosulfito de sodio o fosfato monocalci-
co. Finalmente, se le incorpora aire al producto,
de manera que el dulce adquiera porosidad,
obteniéndose una estructura compacta la cual
es moldeada (Calderon 1988, Sedo 2001).
El dulce debe ser empacado a temperatura
ambiente y no mientras esté caliente, pues ocu-
rre condensacion del vapor de agua en las pare-
des del empaque, por lo que el agua se podria
concentrar en alguna parte de la superficie del
producto, lo que favorece su contaminacion y
deterioro.

En Costa Rica, la produccion de la tapa de
dulce es parte de la agroindustria rural tradicio-
nal (Aymerich et al. 1998, Agiiero y Calderon
1999) y hay alrededor de 500 trapiches activos
en el pais (Aymerich et al. 1998, Gonzélez et
al. 2004). En promedio la produccion del dulce
en la region central es de 5 495.5 toneladas al
afio (Aymerich y Murillo 1998) y el consumo
per capita del dulce es alrededor de 3.0 kg al
afio. Se adquiere en el mercado en diversos
tipos de empaque, como bolsas de polietileno
transparentes, peliculas plasticas adheribles,
cajas transparentes de poliestireno, entre otras.
Estos empaques han dejado de lado la forma
tradicional de empacar las tapas de dulce,
donde cuatro tapas se envuelven en hojas secas
de cafia, formando lo que se conoce como
una “tamuga” y evitando asi la contaminacion
ambiental del producto (Sed6 2001).

Por otra parte, el aztcar granulada (sacaro-
sa) ha sido usada desde antes de la era cristiana
y de manera empirica, para la cicatrizacion
de heridas en seres humanos (Dawson 1996,
Gonzalez et al. 2004) Este tratamiento es con-
veniente y econdmico, aunque no es aséptico
(Chirife et al. 1983); sin embargo, algunos
autores describen las soluciones sobresaturadas
de azacar como antisépticas, no siendo necesa-
rios procesos de esterilizacion (Herszage et al.
1985, Haddad et al. 2000).

En Costa Rica se ha utilizado la tapa de
dulce rallada como alternativa en el tratamiento
topico de infecciones causadas por bacterias
resistentes a diversos antibidticos, con resulta-
dos satisfactorios. Dado lo anterior, se pretende
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con el presente trabajo, evaluar la calidad
microbioldgica de la tapa de dulce costarricen-
se, la presencia de Clostridium botulinum y el
espectro de inhibicion sobre algunos agentes de
importancia médica, a fin de contribuir a valo-
rar el riesgo o beneficio de esta practica.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: se analizaron 50 muestras de
tapa de dulce, provenientes de productores
nacionales, adquiridas directamente de los tra-
piches, en mercados y en supermercados de
diferentes zonas del pais. Las muestras fueron
transportadas al Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos, Facultad de Microbiologia.

Calidad microbiolodgica: se sigui6 la meto-
dologia descrita en el Manual de Microbiologia,
Food and Drug Administration (1995), para el
recuento total de bacterias aerobias y anaero-
bias, recuento de esporas aerobias y anaerobias,
recuento de hongos y levaduras.

De cada muestra se pes6 10 g y se dilu-
y6 en 90 mL de agua peptonada estéril 0.1%
(APE), homogeneizando en Stomacher®. A
partir de esta solucion se prepararon diluciones
decimales hasta 104 en APE.

De cada dilucion se inocul6, por duplicado
y esparcido, 0.5 mL en platos de agar estandar +
TTC (2, 3, 5 cloruro de trifenil tetrazolium), los
cuales fueron incubados a 35 °C, 48 h en aero-
biosis para el recuento total aerobio y en anae-
robiosis (jarra de anaerobiosis) para el recuento
total anaerobio. Se inoculd, ademas, por dupli-
cado, 1 mL de cada dilucion en placas de agar
papa dextrosa acidificado, para el recuento de
hongos y levaduras. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente por cuatro dias.

Para el recuento de esporulados, se hizo
una ebullicion inicial por 5 min de 10 g de
muestra homogeneizada en 90 mL de APE. A
partir de esta dilucion madre, se prepararon
diluciones decimales, las cuales fueron inocu-
ladas por duplicado y esparcido en agar estan-
dar + TTC e incubadas igual que en el recuento
total aerobio y anaerobio.
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Se  determin6 el nUimero mas
probable/g (NMP/g) de coliformes totales y
fecales en serie de tres tubos, utilizando caldo
lactosado simple como medio de enriquecimien-
to, caldo verde brillante y caldo Escherichia coli
como medios de confirmacion (Pouch 2001).

Se evalud la presencia de C. botulinum
siguiendo la metodologia descrita en Vanderzant
y Splittstoesser (Pouch 2001), de manera que 1
g de tapa de dulce se inoculd en cada uno de
dos tubos con 15 mL de medio carne cocida
prerreducido y se incubaron a 35 °C por cuatro
dias. Uno de ellos fue tratado con calor (80 °C
por 10 min) y ambos fueron inoculados en agar
yema de huevo e incubados en anaerobiosis a
35 °C por 48 h.

Determinacion de la actividad antimicro-
biana: se realizaron diluciones de cada muestra
de tapa de dulce en APE 0.1% para obtener con-
centraciones finales de 75%, 50%, 25% y 12.5%
v/v. Se prepararon suspensiones bacterianas 0.5
McFarland en APE a partir de cultivos de 24
h en placas de agar sangre de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (UCR
2902), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
E. coli (ATCC 25922), Salmonella enteriti-
dis (ATCC 13076) y Listeria monocytogenes
(ATCC 19116). En un lapso no mayor de 15 min
se introdujo un hisopo con algodon, se elimind
el exceso de liquido y se distribuy6 uniforme-
mente en tres direcciones sobre la superficie de
placas de Agar Muller-Hinton de 4 mm de gro-
sor, a las cuales previamente se les horadd cinco

pocillos. A cada pocillo se le agrego 0.30 mL
del producto concentrado y de cada una de las
concentraciones de tapa de dulce previamente
descritas. Todas las placas fueron incubadas a 35
°C por 18 h. En aquellas en las que se observo
un halo de inhibicion del crecimiento bacteriano,
se midio el diametro.

También se evaluo la actividad antimicro-
biana sobre A. niger, la cual se realizo segun el
método de difusion mencionado anteriormente
con las siguientes modificaciones: la suspen-
sion al 0.5 McFarland se realiz6 a partir de un
filtrado conteniendo tinicamente conidias de A.
niger 'y la incubacion se realizé por cuatro dias
a temperatura ambiente.

RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion de la
carga microbiologica de las muestras demos-
traron que los recuentos totales fueron bajos,
tanto para bacterias aerobias como anaerobias,
pues el 76% y el 90% de las muestras respecti-
vamente presentaron recuentos menores a 100
UFC/g (Cuadro 1). Igualmente, se encontré un
bajo recuento de bacterias esporuladas aerobias
y anaerobias, mas del 90% de las muestras
presentaron recuentos menores a 20 UFC/g
(Cuadro 1). Con respecto a hongos y levadu-
ras, se pudo observar recuentos importantes de
hasta 10°y 10* UFC/g para un 12% y 8% de las
muestras, el 62% de las muestras presentaron
recuentos inferiores a 10> UFC/g.

CUADRO 1
Calidad microbiologica de 50 muestras de tapa de dulce adquiridas en el mercado costarricense

TABLE 1
Microbiological quality analysis of 50 samples acquired in the Costa Rican market

Recuento
Recuento
. . total
Parametro total aerobio .
0 % anaerobio
n %
£20 UFC/g 29 (58%) 43 (86%)
20-100 UFC/g 9 (18%) 2 (4%)
> 100 UFC/g 12 (24%) 5 (10%)

Recuento Recuento Recuento
esporulados esporulados hongos y
aerobios anaerobios levaduras
n % n % n %
45 (90%) 47 (94%) 9 (18%)
4 (8%) 2 (4%) 31 (62%)

1 (2%) 1 (2%) 10 (20%)
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La evaluacion de coliformes demostrod que
un 82% (41 muestras), presentd un NMP de
coliformes totales/g de 3.0 hasta 460 y un 76%
(38 muestras) contaminacion con coliformes
fecales de 3.0 hasta 240.

En ninguna de las muestras se logro aislar
C. botulinum, hallazgo que correlaciona con
los bajos recuentos de esporulados anaerobios
mencionados anteriormente.

En el cuadro 2 se presentan los resultados
de la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de varias concentraciones de tapa de dulce
sobre el crecimiento de las especies de inte-
rés. Una concentracion menor de 25% de tapa
de dulce, no mostré halo de inhibicion para
ninguna de las especies bacterianas estudia-
das, demostrandose que conforme se diluye la
concentracion de tapa de dulce en la muestra,
el efecto inhibidor disminuye, pues aumenta
el Aw y desciende la osmolaridad, condicio-
nes que se consideran responsables del efecto
antimicrobiano. Cabe destacar que todos los
microorganismos evaluados, excepto 4. niger,
fueron inhibidos por la tapa de dulce sin diluir
(Cuadro 2).

Es importante resaltar los resultados obte-
nidos con S. aureus pues, ademas de su inhi-
bicion en concentraciones de 100% de tapa
de dulce, fue demostrado efecto inhibitorio en
concentraciones del 50% y del 25% (Cuadro
2). El porcentaje mas alto de inhibicion total,
lo presentd P. aeruginosa, (90% para la con-

centracion del 100%); sin embargo, diluciones
inferiores al 50% no la afectaron.

DISCUSION

Los datos obtenidos para la evaluacion
microbioldgica de las muestras de tapa de dulce
coinciden con lo esperado, dado que éste es un
producto cuyo proceso de evaporacion involu-
cra exposicion a altas temperaturas (superior
a 100 °C por mas de 100 min) (Sedo 2001)
y una baja humedad relativa (menor a 7.9%)
(Calderon 1988), condiciones que disminuyen
considerablemente la poblacion microbiana en
el producto terminado.

A pesar de que el porcentaje de humedad
de las tapas de dulce es bajo, sobreviven hon-
gos y levaduras, que se han descrito como los
principales agentes de deterioro en productos
dulces y de alta osmolaridad (Pouch 2001).
Por otra parte, hay que tener en cuenta que
la presencia de estos microorganismos podria
estar subestimada, ya que existen levaduras
osmofilicas que necesitan medios con alta
osmolaridad para ser aisladas.

Los valores obtenidos para los indica-
dores coliformes totales y fecales llevan a
considerar una posible contaminacion postpro-
ceso del producto, por condiciones inadecua-
das de manipulacion del producto terminado
para su empacado, lo que es de sumo cuidado

CUADRO 2
Porcentaje de muestras de tapa de dulce que mostraron halo de inhibicion sobre el crecimiento
diferentes bacterias (n=50)

TABLE 2
Proportion of samples that showed inhibition halums on the growth of different bacteria (n=50)

Concentracion L mono-
de tapa de dulce  S. aureus  S. epidermidis  P. aeruginosa E. coli . enteritidis ' A. niger
cytogenes
(% v/Iv)
100 86 84 90 78 80 16 0
75 34 12 22 8 12 4 0
50 4 0 18 0 0 0 0
25 2 0 0 0 0 0 0
<25 0 0 0 0 0 0 0
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considerando que es un producto para consumo
directo (Pouch 2001).

Se debe destacar que en ninguna de las
muestras se logré aislar C. botulinum, no obs-
tante, es importante tomar en cuenta que el
método utilizado es poco sensible considerando
que la cantidad de estas esporas en la tapa de
dulce podria ser muy baja. En Costa Rica, el
aislamiento de C. botulinum a partir de suelos
ha sido descrito (Gamboa et al. 1993a, 1993b)
al igual que en muchos otros paises (Nakano et
al. 1990, Schocken-Iturrino et al. 1999, Nevas
et al. 2002). Estudios japoneses (Kobayashi et
al. 1992) en muestras de suelo provenientes
de los campos de cultivo de la cafia de azlcar,
han demostrado la presencia de C. botulinum
en un 7.2% de 290 muestras analizadas, princi-
palmente del tipo C (5.9%). Por tanto, aunque
no se encontrd esta bacteria en ninguna de las
muestras, podria eventualmente estar presente
en la tapa de dulce. Se hace necesario enton-
ces algiin otro método mas sensible, como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, para
poder detectar esporas de esta bacteria, utilizar
algin proceso de concentracion para aumentar
la sensibilidad o aumentar la cantidad y nume-
ro de muestras a evaluar (Aranda ef al. 1991,
Chirife ef al. 1983, Nakano ef al. 1992).

A mediados de los afios 80’s se publicaron
diversos estudios, tanto in vitro, como in vivo,
que confirmaban la actividad antimicrobiana de
soluciones concentradas de azicar (sacarosa)
en heridas y quemaduras (Chirife e al. 1983,
Cohen 1985, Middleton y Seal 1985, Viau et
al. 1985, Briozzo et al. 1989, Grauwin et al.
1999, William 2002, Bowlwe et al. 2001). La
tapa de dulce es también un producto con altas
concentraciones de sacarosa e igualmente es
un producto con una alta osmolaridad y bajo
Aw, esperandose una actividad antimicrobiana
importante. Los datos obtenidos demuestran
una importante actividad contra S. aureus'y P.
aeruginosa, patogenos aislados frecuentemente
de heridas infectadas, causando problemas prin-
cipalmente a nivel intrahospitalario por nume-
rosas cepas resistentes a antibioticos (Cohen
1985, Gonzalez et al. 2005). De manera con-
traria, no hay una actividad importante contra

A. niger. Aunque el crecimiento bacteriano se
ve afectado por el bajo Aw de la tapa de dulce,
no es suficiente para alterar el crecimiento
de algunos hongos, microorganismos de gran
resistencia a este factor (Pouch 2001).

Cabe destacar que los resultados obtenidos
con las muestras analizadas corresponden a
estudios in vitro. Diversas publicaciones sugie-
ren que las soluciones de sacarosa en heridas,
in vivo, favorecen su cicatrizacion, aumentando
el nimero de macrofagos y de fibroblastos,
por mecanismos que no han sido esclarecidos
completamente (Cohen 1985, Middleton y Seal
1985, Viau et al. 1985, Grauwin et al. 1999).
De esta manera, se vuelve conveniente inves-
tigar este aspecto, pues de manera empirica se
han observado resultados satisfactorios con el
uso topico de la tapa de dulce. Por otra parte,
se abre la posibilidad de realizar estudios que
utilicen cepas bacterianas aisladas de heridas
infectadas, para evaluar y comparar la activi-
dad antimicrobiana de la tapa de dulce con este
tipo de aislamientos. No obstante, debe contro-
larse la contaminacion con coliformes totales y
fecales detectada, pues seria contraproducente
en el tratamiento topico de heridas y mas bien
representaria un punto de infeccion.

RESUMEN

La tapa de dulce o panela es un producto alimenticio
de consumo tradicional, tipico de paises neotropicales,
obtenido de la filtracion y evaporacion del jugo de la cafia
de azacar. Ademas de su uso clasico como endulzante, en
Costa Rica y otras partes del mundo se ha utilizado para el
tratamiento topico y empirico de heridas infectadas, con
resultados satisfactorios, atin en infecciones por bacterias
resistentes a diversos antibioticos. A fin de valorar el riesgo
o beneficio de esta practica, se evalu6 la calidad micro-
bioldgica de 50 muestras de tapa de dulce de produccion
nacional obtenidas en trapiches, mercados y supermerca-
dos. Se realizaron recuentos bacterianos aerobios y anaero-
bios, de bacterias esporuladas y no esporuladas y de hongos
y levaduras, se determin6 el nimero de coliformes totales y
fecales, la presencia de Clostridium botulinum y se evalud
el efecto antimicrobiano de este producto sobre algunos
patogenos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epi-
dermidis (UCR 2902), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Escherichia coli (ATCC25922), Salmonella enteriti-
dis (ATCC 13076), Listeria monocytogenes (ATCC 19116)
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y Aspergillus niger (Asni 06). La mayoria de las muestras
(76%) presentaron recuentos bacterianos menores de 100
UFC/g, especialmente de esporulados (90% menos de 20
UFC/g), y recuentos de hongos y levaduras elevados (20%
mayores a 100 UFC/g). Un alto porcentaje de las muestras
present6 contaminacion fecal (76%, NMP/g desde 3 hasta
460). No se logro aislar C. botulinum en ninguna de las
muestras. Todas las muestras del producto concentrado
desarrollaron halo de inhibicién sobre los cultivos, prin-
cipalmente sobre P. aeruginosa y S. aureus; pero no se
observo ningun tipo de inhibicion sobre A. niger:

Palabras clave: calidad microbioldgica, actividad antimi-
crobiana, bacterias asociadas a infecciones de piel.
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