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RESUMEN

Se investigd el potencial antimicrobiano de polifenoles y melanoidinas extraidos de
residuos de café gastados (SCG). Se identificaron y cuantificaron los compuestos
bioactivos y se evalu6 su actividad antimicrobiana in vitro mediante la técnica de placa
multipozos utilizando las bacterias Escherichia coli, Salmonella entérica serovariedad
Typhimurium y Staphylococcus aureus. Se realizd una comparacion con antibioticos de
amplio espectro (tetraciclina y trimetoprim sulfametoxazol). La Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) se estableci6 a partir de mediciones de densidad éptica (absorbancia) en
tiempos de 0, 2, 6 y 24 horas. Los datos obtenidos fueron analizados mediante un
Analisis de Varianza de tres factores (ANOVA) utilizando el programa estadistico R. De
los extractos de SCG se obtuvo un promedio de 199.04 mg/100 mL de polifenoles y
2316.11 mg/100mL de melanoidinas. Todas las concentraciones evaluadas de
polifenoles mostraron una baja efectividad antimicrobiana en todas las bacterias
estudiadas y las concentraciones de melanoidinas una efectividad moderada para E. coli
(4000 y 5000 pg/mL), para Salmonella Typhimurium (2000, 3000, 4000 y 5000 pg/mL)y
para S. aureus (3000, 5000 y 8000 ug/mL) en comparacion con los antibidticos
tetraciclina y trimetoprim sulfametoxazol que presentaron una alta efectividad. El Analisis
de varianza permitio identificar que tanto la concentracion como el tratamiento tienen un
efecto significativo sobre la variable de respuesta, y que existe una interaccion
significativa entre la concentraciéon y el tratamiento. Por tanto, bajo las condiciones de
este estudio, la actividad antimicrobiana presentada por los polifenoles y melanoidinas,
con respecto a la presentada por los antibioticos de referencia, fue baja y/o moderada
respectivamente, por lo que se considera que no podria utilizarse como agente
terapéutico contra las bacterias estudiadas y que las melanoidinas, tienen potencial
antimicrobiano para el desarrollo de un producto que pueda ser evaluado para fines no

terapéuticos (aditivos alimentarios, desinfectantes naturales, entre otros).
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1.0 INTRODUCCION

En la actualidad diferentes estudios han reportado el uso de antimicrobianos como
conservantes de alimentos para extender su vida util, al controlar el crecimiento
bacteriano en los productos finales, por ello se hacen esfuerzos por encontrar sustancias

bioactivas efectivas contra bacterias patégenas en alimentos (Kukuminato, et al. 2021).

Los residuos de café gastados o Spent Coffee Grounds (SCG) son una fuente
considerable de compuestos bioactivos como polifenoles y melanoidinas. A nivel mundial
se generan alrededor de 6.000.000 toneladas de SCG. En la actualidad se estudian
muchas aplicaciones de los SCG relacionadas con la inocuidad alimentaria por su alto
potencial antimicrobiano demostrando ser eficaces contra bacterias y virus de relevancia

sanitaria y alimentaria, incluyendo patégenos multirresistentes (Castro-Diaz et al. 2025).

Los polifenoles (PF) son moléculas naturales del metabolismo secundario de las
plantas. Se consideran como compuestos bioactivos mas abundantes en frutas, verduras
y bebidas derivadas de algunas plantas. El café es una fuente considerable de
compuestos polifendlicos, encontrados mayormente en el grano, pulpa y en los SCG.
Los polifenoles son objeto de investigacion debido a sus diversas funciones incluyendo

la actividad antimicrobiana.

Asi mismo, las melanoidinas del café han sido estudiadas en los SCG y son
polimeros anidnicos de color marrdn que se forman durante la reaccion de Maillard entre
azucares reductores y aminoacidos a altas temperaturas como ocurre en el tostado del

café. Estan formadas principalmente por un esqueleto de carbohidratos con pocos anillos
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insaturados y un pequefio componente de nitrogeno (Rufian-Henares y Morales 2008).
La estructura quimica es compleja y aun se desconoce, su estudio en los ultimos afios
esta basado en muchas propiedades siendo la actividad antimicrobiana una de ellas

(Rufian-Henares y Morales 2007).

La investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana de
polifenoles y melanoidinas extraidos de residuos de Coffea arabica en bacterias
patdgenas. Para ello se llevd a cabo la recoleccion y secado de los SCG obtenidos del
café utilizado de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad de El
Salvador. Luego se procedio al aislamiento, extraccion y cuantificacion de polifenoles y
melanoidinas, realizado en el Laboratorio de la Planta Piloto de la Escuela de Ingenieria
Quimica e Ingenieria de Alimentos. El analisis in vitro de los polifenoles y melanoidinas
en bacterias patégenas se desarrollo en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia

del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).

Para el analisis in vitro del efecto antimicrobiano de los polifenoles y melanoidinas
se utilizaron las bacterias Escherichia coli, Salmonella Typhimurium y Staphylococcus
aureus, determinando la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) por la técnica de
microdilucién y el método modificado de pozos de agar M-H. Y para establecer el
comportamiento que cada una de las variables en el analisis de datos se aplico un

Analisis de Varianza de tres factores en el paquete estadistico R de acceso libre.

El Analisis de varianza (ANOVA) permitio evaluar el efecto de la concentracion, el
tipo de tratamiento y la bacteria, asi como sus interacciones, sobre una variable de

respuesta (inhibicion). Los resultados indicaron que tanto la concentracion (F = 8.792, p
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< 0.001), como el tratamiento (F = 87.626, p < 0.001) ejercieron un efecto significativo.
En contraste, la variable “bacteria” no mostro un efecto significativo (F = 0.047, p = 0.954).
Ademas, se observo una interaccion significativa entre la concentracion y el tratamiento

aplicado (melanoidinas o polifenoles).

En conclusion, el estudio permitié identificar polifenoles y melanoidinas en los
residuos de café gastados (SCG) de Coffea arabica, cuyos compuestos bioactivos

demostraron baja y/o moderada actividad antimicrobiana en las tres bacterias evaluadas.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Determinar la actividad antimicrobiana de polifenoles y melanoidinas, extraidos de

residuos de Coffea arabica en bacterias patogenas.

2.2 Objetivos especificos
1. Identificar la presencia de polifenoles y melanoidinas en residuos gastados de
Coffea arabica.
2. Cuantificar los polifenoles y melanoidinas obtenidos de residuos gastados de
Coffea arabica.
3. Determinar la actividad antimicrobiana de los polifenoles y melanoidinas extraidos

de residuos gastados de Coffea arabica.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Origenes del café

El café es un producto agricola perteneciente a la familia Rubiaceae, género
Coffea. con mas de 70 especies, solo Coffea arabica (Arabica), constituye casi el 75%,
y Coffee canephora (Robusta), que representa el 23-24% de la produccion de café a nivel
mundial (Arya, et al. 2022). En los ultimos afios, se ha comercializado alrededor del
mundo y es producido en mas de 80 paises con zonas tropicales (Olmos-Padilla, et al.

2019).

Segun investigaciones de Conteras et al. (2024) el café tiene sus origenes en
Etiopia, en Kaffa, siendo la introduccion del café en América en 1720 de manera
paulatina principalmente por la demanda de Europa, empezando por la colonia
holandesa de Surinam y seguida por plantaciones en la Guyana Francesa. En 1730 los
britanicos introdujeron el café en Jamaica y, posteriormente se extendio al resto del Sur
y Centroamérica e introducido en El Salvador a mediados del siglo XVIII entre los afos

1800 y 1815 y en 1970 se dio la introduccion la variedad Typica, de la especie Arabica.

El fruto de café es definido por Roa et al. (1999), como una baya drupacea,
conformada por la pulpa, epidermis o exocarpio, y el mucilago o mesocarpio, que es una
sustancia azucarada y gelatinosa, que forma una capa de 0,5 mm de espesor promedio
(Fig. 1), recubiertos por dos capas, una llamada pergamino o endocarpio, la cual es dura

y fragil, y la segunda, una membrana fina llamada espermodermo o pelicula plateada.
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Figura 1

Partes de un grano de café.

Semillas

" Grano
Pergamino

Mucilo Piel plateada

La especie, la madurez, la fermentacion, el secado, el almacenamiento, la
tostacion y el método de preparacién de la bebida influyen en la composicién quimica y
en la calidad del sabor, acidez, cuerpo, amargo, dulzor y aromas de la taza de café
(Puerta, 2011). Chaves-Ulate y Esquivel-Rodriguez (2019) afirman que “diversos
investigadores han atribuido al consumo de café, y a muchos de sus componentes,
efectos beneficiosos para el ser humano que van desde propiedades antioxidantes hasta
actividad antimicrobiana” lo que le atribuye propiedades importantes de interés para

estudiar en el control microbiano de algunas bacterias.

En ElI Salvador, en el periodo 2019/2020 se reporté una produccion de café de
740,100 quintales de café oro uva, siendo este cultivo uno de los mas importantes en el

pais (Consejo Salvadorefio del Café [CSC], 2021 citado por Castillo et al. 2021).

Se ha estimado que el consumo mundial del café para el afio 2014 fue de 149,3

millones de sacos de café de 60 kg, para el periodo 2015/2016 fue de 151,3 millones de
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sacos y para el afio 2021 fue de hasta 175.5 millones de sacos, estimando que alrededor
del 90 % del café preparado termina en SCG (Castro-Diaz et al. 2025, Kourmentza et al.
2018 y Magalhaes et al. 2016). Debido al consumo de esta bebida, e incluso una
costumbre cultural en muchos paises, la demanda del café ha aumentado continuamente
a nivel mundial, generando enormes cantidades de residuos solidos (Kourmentza et al.

2018 y Magalhaes et al. 2016).

Para Arya et al. (2022) los SCG se encuentran en la naturaleza y suelen originarse
en el punto de consumo, son los residuos sélidos obtenidos después de preparar la
bebida de café. La produccion de SCG se distribuye en la industria del café molido, que
utiliza alrededor del 50 % de la cosecha mundial de café, y en las cafeterias y los
consumidores, que representan el 50 % restante y se generan en cantidades de hasta

6.000.000 toneladas anuales (De Otalora et al. 2020).

Segun Jiménez-Zamora et al. (2015) los SCG son un subproducto con
granulometria fina, alta carga organica y humedad “Su composicién quimica se basa en
celulosa, hemicelulosa, proteinas, grasas, polifenoles, minerales y diferentes productos
formados por la reaccidon de Maillard durante el proceso de tostado, como las
melanoidinas” Sin embargo, algunas moléculas bioactivas naturales, como ciertos

polifenoles, también pueden perderse o modificarse (Diaz et al. 2017)

3.2 Compuestos bioactivos en SCG

Los SCG son una importante fuente de compuestos bioactivos y se caracterizan
por un alto contenido organico en forma de polisacaridos insolubles unidos al material,

acidos grasos y aminoacidos, polifenoles y minerales (Kouame et al. 2023, Franca y
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Oliveira 2022., Kourmentza et al. 2018, Magalh&es et al. 2016 y Jiménez-Zamora et al.

2015).

En la actualidad se estudian muchas aplicaciones de los SCG de interés
relacionadas con la inocuidad alimentaria. Los compuestos bioactivos tienen un alto
potencial antimicrobiano y han demostrado ser eficaces contra bacterias y virus de
relevancia sanitaria y alimentaria, incluyendo patdégenos multirresistentes (Castro-Diaz
et al. 2025), junto con las melanoidinas le confieren al café propiedades antioxidantes,

neuroestimulantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, entre otras (Gallardo et al. 2023).

Estudios demuestran que el contenido de sustancias fendlicas en los productos
tostados esta en el rango de 322.80 a 334.42 mg equivalentes de acido galico/ 100 mL
de bebida (Londorfio et al. 2013) y los valores de melanoidinas en un 23% en café tostado

(Esquivel y Jiménez 2012).

3.2.1 Polifenoles

Castro-Diaz et al. (2025) indican que los SCG contienen compuestos fendlicos
como los acidos clorogénico, cafeico, galico, ferulico, elagico, p-cumarico,
protocatequiico y tanico, asi como catequina, epicatequina, quercetina y rutina, y
alcaloides como trigonelina y cafeina cuando se utilizan solventes polares o

moderadamente polares, como etanol y metanol, en combinacién con agua desionizada.

Los polifenoles son los compuestos bioactivos mas abundantes en frutas,
verduras y bebidas derivadas de algunas plantas (Belguidoum et al. 2014). Segun Meng

et al. (2018) los polifenoles son objeto de investigacion debido a sus diversas funciones
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como la asimilacion de nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica, fotosintesis,
formacion de componentes estructurales, defensa ante los factores adversos del
ambiente como la agresion por patdgenos e insectos y actividad antimicrobiana, entre
otras.

Los polifenoles (PF) son moléculas naturales del metabolismo secundario de las
plantas que derivan de las vias de Shiquimato y de los fenilpropanoides (figura 2)
(Valencia et al. 2017). Segun Quifiones et al. (2012) “La biosintesis de los polifenoles
como producto del metabolismo secundario de las plantas tiene lugar a través de dos
importantes rutas primarias: la ruta del acido shikimico y la ruta de los poliacetatos. La
ruta del acido shikimico proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina) y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles

sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano)”.

El contenido de polifenoles en las plantas y frutos tiene variaciones que dependen
del genotipo, especie, condiciones ambientales, exposicion a la luz, grado de madurez,
composicion del suelo, grado de conservacion, ubicacion geografica y condiciones de
almacenamiento; participan en la funcion fisioldgica de los vegetales y son componentes
importantes de la dieta humana, aunque no se consideran como nutrientes (Grundhofer

et al. 2001, Valencia et al. 2017., Jiménez-Zamora et al. 2015 y Quifiones et al. 2012).

3.2.1.2 Los polifenoles y actividad antimicrobiana.

El café es una fuente considerable de compuestos polifendlicos (Vega et al. 2017),
encontrados mayormente en el grano, pulpa y en los SCG (Chaves-Ulate y Rodriguez

2019). Investigadores y grandes industrias han mostrado un gran interés en estas
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moléculas, lo que ha llevado a realizar diversos estudios con el fin de encontrar
polifenoles con propiedades antimicrobianas en las que se ha dejado en evidencia que
inhibe y llega a destruir la estructura celular del microorganismo facultando actividad

bactericida (Rufian-Henares y Morales, 2007).

Martin-Gordo (2018), describe que algunos investigadores atribuyen la actividad
antibacterial y antifungica de los polifenoles a la capacidad de inhibir el crecimiento
mediante mecanismos como la oxidacidon de enzimas especificas para inhibir la
respiracion, o por la unién a las cadenas de ADN interrumpiendo la reproduccion o la
sintesis de proteinas y elementos vitales para los microorganismos, mientras que otros
polifenoles tienen la capacidad de romper las membranas celulares de algunos

microorganismos, produciendo una apoptosis celular.

3.2.2 Clasificacion de los polifenoles

Los polifenoles son polihidroxifenoles tienen las caracteristicas de multiples
unidades estructurales fendlicas, de ahi su nombre. Presentan una estructura molecular
caracterizada por tener anillos aromaticos con al menos un grupo hidroxilo enlazado. Su
diversidad estructural implica que exista un amplio grupo de moléculas pertenecientes a
este grupo los cuales van desde estructuras simples hasta compuestos complejos. De
manera general, se clasificacion en: flavonoides (F) y no flavonoides (NF), Estas
categorias se subdividen en varias subclases basadas en la estructura y el numero de
grupos sustituyentes en las unidades fendlicas y los tipos de enlace (De Rossi et al. 2025
y Valencia et al. 2017), siendo el objetivo de interés los polifenoles no flavonoides en la

gue se encuentran las sustancias bioactivas.
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De Rossi et al. (2025) destacan que con base en las interacciones, los polifenoles
se pueden dividir en dos categorias principales: (i) flavonoides libres (FF), que abarcan
tanto agliconas de flavonoides libres como acidos fendlicos libres, que también pueden
presentarse en formas conjugadas unidas a compuestos de bajo peso molecular como
azucares, lo que los hace mas disponibles; y (ii) fendlicos unidos insolubles (IBP), que
son solubles (unidos de forma no covalente a la matriz) o insolubles (unidos

covalentemente al sustrato).

3.2.2.1 Polifenoles Flavonoides.

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase mas abundante dentro del reino vegetal. Se
descubrieron en el siglo pasado cuando se aisl6 de la cascara de limén una sustancia la
citrina, y se demostré6 que su consumo regulaba la permeabilidad de los capilares.

(Quifiones et al. (2012).

Segun Castro (2019), los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun difenilpirano (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos
fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico. Se encuentran
mayoritariamente como glucosidos, pero también pueden aparecer en forma libre
(también llamados agliconas flavonoides) y, ademas, se pueden presentar con sulfatos,

dimeros o polimeros.
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3.2.2.2 Polifenoles no flavonoides.

Los polifenoles no flavonoides se dividen en dos subgrupos: acidos benzoicos o
cinamicos y sus derivados. Los derivados mas importantes del acido benzoico son el
acido galico y elagico presentes en distintos tipos de bayas y nueces. Sin embargo, los
derivados mas comunes del acido cindamico son los acidos cumaricos, cafeico, ferulico y

sinapico (Huerta et al. 2022).

Estos compuestos organicos con un anillo fendlico y un grupo carboxilico asociado
forman una estructura en carbono C6 y C1. Se encuentran ademas muy frecuentemente
en las frutas en forma de ésteres. Los acidos hidroxicinamicos con un esqueleto en el
carbono C6 y C3, se encuentran principalmente como acido cafeico y ferulico conjugados
con Aacido tartarico o acido quinico y en raras ocasiones en estado libre, estos
compuestos presentes en un 10% en granos de café (Coffea canephora) son la principal
ingesta de grupos fendlicos en consumidores regulares (Yuxi 2024, Singla et al. 2019,

Valencia et al. 2017 y Pefarrieta et al. 2014)

3.2.2.2.1 Acido gdlico.

Diversos estudios han demostrado que el acido galico posee una notable actividad
antimicrobiana. Diaz (2012), reveldé que este compuesto exhibe actividad bactericida
contra Helicobacter pylori y Escherichia coli. (Nifo et al. 2020) evaluaron la actividad
antimicrobiana de polifenoles de diversas fuentes, incluido el acido galico, frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas, encontraron que los efectos obtenidos
dependian de la concentracién del compuesto, del tipo de polifenol utilizado y de la cepa

bacteriana evaluada.
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Figura 2
Formacion del acido shikimico a partir de fosfoenolpiruvato. Fuente: Martin-

Gordon.D.A.2017.
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3.2.2. Las melanoidinas
Las melanoidinas del café son el material polimérico aniénico de color marrén
que estan formadas principalmente por un esqueleto de carbohidratos con pocos anillos

insaturados y un pequefio componente de nitrogeno. Son los productos finales de la



32

reaccion de Maillard, que tiene lugar durante el procesamiento térmico (coccion,
horneado y asado) de alimentos que contienen azucares reductores y compuestos que
poseen grupos amino libres (Langner y Rzeski 2013). La estructura quimica es compleja
y aun se desconoce, su estudio en los ultimos afios esta basado en muchas propiedades

siendo la actividad antimicrobiana una de ellas (Rufian-Henares y Morales 2008 y 2007).

Langner y Rzeski (2013) establecen que “la composicidon de las melanoidinas
depende de los polisacaridos (galactomananos y arabinogalactanos), aminoacidos,
proteinas y compuestos fendlicos (acidos clorogénico, cafeico o ferulico) presentes en el
café. Algunos de los compuestos fendlicos estan unidos al nucleo de las melanoidinas
mediante interaccién covalente, mientras que otros lo estan mediante enlaces no
covalentes”. Ademas, que los grupos fendlicos en la fraccidn de alto peso molecular
(HMw) del café muestran una correlacion con la concentracion de melanoidinas

(Bekedam et al. 2006).

Mesias y Delgado (2017) describen que, aunque desde un punto de vista
quimico, el conocimiento de su estructura aun es incierto, se asume que se encuentran
dos tipologias principales en los alimentos: melanoidinas de tipo polisacarido, como las
presentes en el café, y melanoidinas de tipo proteinico, conocidas como

melanoproteinas, predominantes en productos de panaderia

Segun Langner y Rzeski (2013) Las melanoidinas de bajo peso molecular
(LMW) constituyen hasta el 41% de todas las melanoidinas del café, y el resto (59%) son
melanoidinas de alto peso molecular (HMW). El tiempo que se tarda en tostar los granos

de café juega un papel crucial en su formaciéon. Un tostado prolongado del café aumenta
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la formacién de melanoidinas de alto peso molecular (APM), mientras que el nivel de

melanoidinas de bajo peso molecular (BPM) parece mantenerse inalterado

3.2.2.1 Las melanoidinas y actividad antimicrobiana.

Las melanoidinas tienen la capacidad de absorber luz en longitudes de onda de
hasta 420 nm y son las principales responsables del color marrén caracteristico de
alimentos como el café. Segun Rufian-Henares y De la Cueva (2009), las melanoidinas
podrian desarrollar la actividad antimicrobiana mediante la unidon a metales esenciales
como el hierro o0 su accién a la captacion de serina, glucosa y oxigeno inhibiendo las

enzimas catabolizadoras de azucares de los microorganismos.

Rufian-Henares y De la Cueva (2009) han estudiado la actividad antimicrobiana
de las melanoidinas del café contra diferentes bacterias patéogenas, encontrando que
dicha actividad se debe a sus propiedades quelantes de metales. Y han observado tres
mecanismos de accidn de las melanoidinas: a bajas concentraciones, ejercen actividad
bacteriostatica al quelar el hierro del medio de cultivo; en bacterias que producen
siderdforos, las melanoidinas quelan el complejo sideroforo-Fe®*, lo que podria reducir la
virulencia; y a altas concentraciones, las melanoidinas del café muestran actividad
bactericida al eliminar cationes Mg?* de la membrana externa, causando disrupcion

celular y liberacion de moléculas intracelulares.

Entre la actividad microbiana estudiada de las melanoidinas Langner y Rzeski
(2013) describen que pueden inhibir el crecimiento de bacterias patdégenas
como Helicobacter pylori, Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium.
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Figura 3

Mecanismos de la actividad antimicrobiana de las melanoidinas del café (Fuente: Rufian-
Henares y De la Cueva, 2009)
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4.0 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudio

El estudio realizado fue experimental con el propésito de identificar, cuantificar y
determinar la actividad antimicrobiana de los polifenoles y melanoidinas de los SCG en
bacterias. Las variables del estudio fueron los componentes (Polifenoles y melanoidinas),
las concentraciones de los componentes bioactivos y las bacterias (Escherichia coli,
Salmonella entérica subespecie entérica serovar Typhimurium y Staphylococcus

aureus).

La extraccion y cuantificacién de los polifenoles y melanoidinas de realizé en el
Laboratorio de la Planta Piloto de Ingenieria de alimentos de la Facultad de Ingenieria y
Arquitectura y el analisis microbioldégico in vitro de la actividad antimicrobiana de los
componentes activos en las bacterias se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD). Fue
prospectivo ya que los resultados se fueron registrando a medida se fueron obteniendo
los principios bioactivos del residuo del café y realizando los ensayos para comprobar el

efecto inhibitorio de los principios activos in vitro.

El diseno experimental fue factorial ya que se manipularon dos variables de
principio activo y concentracién para evidenciar el nivel de inhibicidon que tiene sobre los

microorganismos en estudio.
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4.2 Criterios de seleccion

La metodologia utilizada consisti6 en recolectar los SCG inmediatamente después
de la preparacion del café de la mafana. Se retiraron los residuos de la cafetera sin
demora para evitar una exposicién prolongada a altas temperaturas y se almacenaron
en una bolsa estéril. Es importante destacar que los SCG recolectados no contenian

aditivos.

4.3 Parte experimental

La parte experimental se desarrollé en dos fases, en la primera se obtuvieron los
componentes activos (polifenoles y melanoidina) de los residuos de café gastados (SCG)
y la segunda etapa consistié en el analisis in vitro de los componentes bioactivos de los

polifenoles y melanoidinas en las bacterias.

4.3.1 Obtencién de compuestos bioactivos

4.3.1.1 Preparacion de los residuos de café gastados (SCG).
A la muestra de café molido sin usar se le calcul6 el porcentaje de SCG generados
a partir de 454 g después de preparada la bebida de café, a partir de la ecuacion:

% = Cantidad de residuos de peso seco del café x 100

Café molido sin usar

Una vez recolectados los SCG, se colocaban en una estufa a temperatura de
110°C hasta obtener peso constante, se le determiné la humedad con una balanza de

humedad.
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4.3.1.2. Extraccion de polifenoles.

El método que se utiliz para extraer los polifenoles y su cuantificacion fue a partir
de los estudios realizados por Garcia et al. (2015), con algunas modificaciones. Para el
aislamiento de polifenoles se utilizé un beaker de 250 mL en el que se colocaron 30 g de
SCG y 100 mL de agua destilada. Se mezclo y se procedio a calentar en un Hot plate a
una temperatura de 70° C durante 30 minutos. Posteriormente, se procedi6 a filtrar
utilizando papel filtro Whatman No. 4 y se recolecto el extracto en un Erlenmeyer de 250

mL.

4.3.1.2.1 Presencia de polifenoles por método de Folin-Ciocalteu utilizando

acido galico como patrén.

4.3.1.2.1.1 Preparacion de curva de calibracion.

Para preparar la solucion patrén de la curva de calibracién se procedié a pesar 2
mg de acido galico y se disolvieron en agua bidestilada llevando a aforo en un balén
volumétrico de 10 mL. Posteriormente, a partir de la solucion de acido galico se procedio
a preparar los diferentes patrones de concentraciones: 75, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125
ppm. Una vez realizadas las soluciones patrén se prepararon las diluciones en celda
descartables para UV-Vis con 80 uL patrén, 40 uL reactivo Folin Ciocalteu, 400 yL de
agua bidestilada y 480 pyL de Carbonato de Sodio a 10.75%, protegiendo cada cubeta de
la luz con envoltura de papel aluminio y dejando reposar por 30 minutos (Pérez et al.

2023)
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4.3.1.2.1.2 Preparacion del blanco.

Se agrego 480 uL de agua bidestilada, 40 yL de solucion Folin-Ciocalteu a una
cubeta descartable para UV-vis, preservando la cubeta para finalmente agregarle 480

solucién de Carbonato de Sodio 10.75%.

4.3.1.2.1.3 Cuantificacion de polifenoles en la muestra.

Una vez preparada la solucion de la muestra de extraccion de polifenoles se tomé
una alicuota de 120 uL y se aford a 20 mL en un balén volumétrico, para la preparacion
de las muestras se agregaron: 80 uL de muestra, 400 pyL de agua bidestilada, agregando
40 uL de solucién Folin-Ciocalteu y luego 480 pL de una solucion de carbonato de sodio
al 10.75% m/v y finalmente se dejé en reposo durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

Una vez preparadas las soluciones, los estandares y el blanco se procedi6 primero
a la calibracion del espectrofotdmetro UV-vis con los estandares a una longitud de onda
de 760 nm; para luego establecer la concentracion de las muestras. Se utilizd el
espectrofotometro UV-VIS modelo UV-1800 marca Shimadzu, este equipo genera la
curva de calibracion especificando el coeficiente de correlacion al graficar los puntos

obtenidos.

Para la obtencién de la concentracidn de polifenoles el espectrofotometro utilizado
en la muestra se procedi6 a utilizar las siguientes ecuaciones:

Fa=Vt/Va

Donde:

Fd: factor de dilucion
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Vt: volumen total de baldn

Va: volumen de alicuota

Por lo que la concentracion total obtenida de la extraccién fue:
Ct=Cl/Fd

Donde:

Ct: concentracion total

ClI: concentracion leida

Fd: factor de dilucion

Y finalmente se midié el pH con un pHmetro de laboratorio a la solucion extraida.

4.3.1.3 Melanoidinas.

4.3.1.3.1 Extraccion de melanoidinas.

El método que se utilizdé para extraer las melanoidinas y su cuantificacion fue a
partir de los estudios realizados por Pérez et al. (2012) y Bartel et al. (2015). Dado que
la estructura molecular de las melanoidinas aun no se ha determinado por completo, no
existe un estandar comercialmente disponible. Por esta razon, se utilizaron las curvas de
absorcion y calibracidon elaboradas a partir de un extracto de café molido sin usar como
solucién madre de melanoidinas. Se cuantifico espectrofotométricamente a una longitud
de onda de maxima absorcién (405 nm) mediante un barrido espectral en las regiones
del UV-VIS determinando la absorbancia de cada dilucién, utilizando un

espectrofotometro UV-Vis que su fundamenta es la férmula de Lambert-Beer.
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4.3.1.3.2 Preparacion de solucion madre.

La solucion madre de melanoidinas se preparo utilizando 30 g de café molido sin
usar que se tamizo con un tamiz mesh 25 y se le afiadieron 100 mL de agua bidestilada,
se procedio a calentar a una temperatura de 70° C durante 30 minutos. Se filtr6 con

bomba de vacio y un micro poro de 0.45 pm.

4.3.1.3.3 Preparacion de curva de calibracion.

Con la solucién obtenida de la solucion madre de melanoidinas se prepararon los
patrones a las concentraciones de 500, 400, 300, 200 y 100 ppm para trabajar la curva
de calibracién y se elaboré graficando los valores de absorbancia obtenidos por cada
dilucion seriada contra la concentracion de melanoidinas en las muestras. Se utilizo el
espectrofotometro UV-VIS modelo UV-1800 marca Shimadzu, este equipo genera la
curva de calibracion especificando el porcentaje de reproducibilidad que se ha obtenido

al graficar los puntos obtenidos.

4.3.1.3.4 Preparacion del blanco.

Para este caso el blanco consistié en agua bidestilada y una vez preparadas las

disoluciones de patrones se procedié a calibrar el espectrofotometro UV-Vis.

4.3.1.3.5 Cuantificacion de melanoidinas en la muestra.

Para la cuantificacion de las melanoidinas se preparé una solucién con los SCG
de la misma manera que lo indicado en el apartado 4.3.1.2. Posteriormente de la solucién

se tomo una alicuota de 187 uL aforando a 20 mL, se coloco en la celda una alicuota
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para leer la concentracion de melanoidinas obtenidas en la muestra a una longitud de

onda de 405 nm y se le midié el pH con un pHmetro de laboratorio

4.3.2 Analisis in vitro de polifenoles y melanoidinas extraidas de SCG en bacterias

patégenas

Para realizar el analisis in vitro de los polifenoles y melanoidinas extraidos de los
SCG se utilizaron las bacterias: Escherichia coli, Salmonella Typhimurium vy
Staphylococcus aureus y se utilizo el Método para determinar la actividad bactericida de
los agentes antimicrobianos; directrices aprobadas de NCCLS (1999), con algunas

modificaciones.

4.3.2.1 Estandarizacion del in6culo.

Se inoculd la bacteria en 3 tubos de ensayo conteniendo 10 mL de agar nutritivo
inclinado, luego se incubaron a 37° C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se agrego
solucion salina estéril a cada uno de los tubos con crecimiento agitando vigorosamente
por 2 minutos para arrastrar el cultivo bacteriano obtenido en la superficie del agar.
Obtenida la suspension de cada bacteria se transfirié a un tubo estéril y se procedio a la
lectura de la transmitancia utilizando un espectrofotdmetro a 580 nm de longitud de onda
y haciendo las diluciones necesarias hasta obtener una transmitancia entre 25 —35% T
con una concentracion de bacteria de 108 UFC/ mL. De la suspension bacteriana se
procedio a realizar diluciones seriadas de 1/1000 UFC/mL hasta llegar a concentracion

102 UFC/mL.



43

Para confirmar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la suspension
bacteriana se procedio a colocar 0.1 mL y 1 mL de la concentracion 102 en placas Petri
y se agrego agar Plate Count mediante la técnica de placa vertida, finalmente se incub6
a 37 °C por 24 horas. Posteriormente se contaban las colonias y se realizaban los
célculos para verificar si la concentracion utilizada era de 108 UFC/mL y dependiendo del
resultado o se procedia a utilizar la muestra o a realizar mas diluciones para ajustar la

muestra

4.3.2.2 Determinaciéon de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) por

microdiluciéon para melanoidinas y polifenoles.

Para contar con un parametro de las concentraciones a utilizar, se tom6é como
base las concentraciones de la investigacion de Nifio et al. (2020), siendo para
polifenoles (acido galico) una CIM de 62.5 yg/mL y para melanoidinas 2000 pg/mL

(Rufian-Henares y Morales, 2007).

Las concentraciones utilizadas para determinar la CIM de melanoidinas fueron:
1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 y 8000 ug/mL y para polifenoles: 62.5, 125,

250, 500, 700, 900, 1000 y 1100 pg/mL de acido galico.

Para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de polifenoles
extraidos y melanoidinas de SCG, se utiliz6 el método de microdilucion en caldo,
conforme a las recomendaciones establecidas por el Clinical and Laboratory Standards
Instite (CLSI, 2023). Este método permite evaluar de manera cuantitativa la inhibicion del

crecimiento bacteriano frente a concentraciones crecientes de un agente antimicrobiano.
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Como controles positivos se incluyeron los antibidticos tetraciclina y trimetoprim
sulfametoxazol, ambos de uso clinico frecuente y con actividad conocida sobre las
bacterias evaluadas (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium y Staphylococcus
aureus). Las concentraciones de estos antibioticos se prepararon siguiendo el principio
de diluciones seriadas en base dos, en concordancia con el protocolo M07-A11 de la
CLSI, lo que permitié establecer un punto de comparacion valido frente a los compuestos
bioactivos naturales evaluados.

Para realizar el experimento, se utilizaron placas estériles de 96 pocillos. En cada
uno de los pocillos se agregd 90 pyL de caldo Muller Hinton, 10 pyL de la bacteria en
estudio y 100 pL de uno de los componentes o antibidticos (polifenoles, melanoidinas,

tetraciclina o trimetoprim sulfametoxazol).

Se inicié colocando 90 pL de caldo Muller Hinton en todos los pocillos de 3 placas.
Posteriormente en las columnas 1, 2 y 3 de las tres placas se coloc6 10 yL de una
bacteria y 100 yL de melanoidinas, y asi en las columnas 4, 5 y 6 contenian medio-
bacteria-polifenol; en las columnas 7, 8 y 9 medio-bacteria-tetraciclina y finalmente las
columnas 10, 11 y 12 medio-bacteria-trimetoprim sulfametoxazol, haciendo por triplicado

cada concentracion.

En la placa 4 unicamente se agregd medio- E. coli en las columnas 1, 2 y 3; medio-
S. Typhimurium en columnas 4, 5 y 6; medio- S. aureus en las columnas 7, 8 y 9 y como
control negativo las columnas 10, 11 y 12 unicamente medio. En la placa 5 se colocaron
en las columnas 1, 2 y 3 medio-melanoidina; en las columnas 4, 5 y 6 medio-polifenol;

en las columnas 7, 8, y 9 medio-tetraciclina y en las columnas 10, 11 y 12 medio-
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trimetoprim sulfametoxazol. Este proceso se utilizé para las 3 repeticiones del

experimento (Ver anexo 1).

En cada una de las filas de las placas se colocaron las 8 diferentes
concentraciones de los componentes o antibidticos. Una vez se completd se procedia a
tapar la placa para posteriormente tomar la lectura de absorbancia a las 0 horas e incubar
hasta 24 horas. Las lecturas de absorbancia se realizaron utilizando un
espectrofotometro de ELISA y fueron tomadas en diferentes tiempos de incubacion a las

0, 2, 6 y 24 horas, tomando en consideracion la jornada de trabajo.

4.3.2.3 Determinaciéon de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) por

método modificado en pozos en agar Muller Hinton.

En la determinacién de la CIM también se utilizé el método modificado en pozos
en placa de agar Muller Hinton por triplicado, para ello se utilizaron placas Petri con medio
de cultivo, se sembré la bacteria por la técnica masiva y posteriormente se realizaron
perforaciones en el medio de cultivo utilizando horadadores estériles. En cada uno de las
perforaciones se agregd 25 pyL de cada una de las concentraciones de uno de los
componentes y las placas se incubaron de manera invertida a 37° C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a medir el halo de inhibicién en cada

una de las bacterias.

4.4 Analisis y tratamiento estadistico de los datos.

Para el tratamiento de datos se realizé un analisis de varianza de tres factores
(ANOVA) utilizando el programa estadistico R de acceso libre; las variables en estudio

fueron los tratamientos, las concentraciones y las bacterias.
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Se analizaron los datos de absorbancia a 0, 2, 6 y 24 horas, se graficaron los
promedios de los tiempos de crecimientos, el efecto antimicrobiano de los componentes

activos y antibiéticos y la Concentracién Inhibitoria Minima para cada microorganismo.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION RESULTADOS
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5.0. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de la presencia y
cuantificacion de polifenoles y melanoidinas extraidos de SCG de Coffea arabica, asi
como también los del analisis in vitro del efecto antimicrobiano de los polifenoles vy
melanoidinas en las tres bacterias patdgenas. Durante el estudio se determind el
porcentaje de residuos de café gastados, pH y la humedad de la los SCG. Los datos de
presencia y cuantificacion de polifenoles y melanoidinas se presentan para los tres

analisis y el promedio correspondiente.

De los resultados de la determinacion de la actividad antimicrobiana de polifenoles
y melanoidinas se presentan los datos de estandarizacion de microorganismos, el
comportamiento del crecimiento de las tres bacterias a las 24 h ante el efecto de
polifenoles y melanoidinas y los antibioticos, los porcentajes del efecto antimicrobiano en
las bacterias y la Concentracion Inhibitoria Minima y el analisis de varianza de tres

factores de las concentraciones de los tratamientos.

5.1 Extraccion de compuestos bioactivos de los SCG
5.1.1 SCG utilizados como muestra

El porcentaje de residuos de café gastados de una muestra utilizados en el estudio
fue de 79 % utilizando 360 g de base seca del residuo generados a partir de 454 g de

café molido sin usar, el cual se calcul6 de la siguiente manera:

% = Cantidad de residuos de peso seco del café x 100

Café molido sin usar
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% = 360 g base seca de residuo de café x 100
454 g

% =79

5.1.2 pH de los compuestos bioactivos

Se midi6 para una muestra el pH y se obtuvo que el pH de los componentes
activos en solucion fue de 5.33 para melanoidinas y 5.51 para polifenoles, presentando

similares condiciones de acides ambos componentes.

5.1.3 Humedad de Ia muestra

En la tabla 1 se presentan los valores de porcentaje de humedad de las muestras

utilizadas, obteniendo un valor promedio de 8.62 %, en total se utilizaron 3 muestras.

Tabla 1

Valor promedio de humedad de la muestra seca de SCG

No. de muestra Valor de Humedad (%)
1 9.26
2 8.24
3 8.36
Promedio 8.62

Los resultados muestran que el porcentaje de SCG que se genero a partir de 454
g de café puro sin gastar es alto, tomando en cuenta que estos pasan a ser desechados
al medio ambiente y sin ningun tratamiento. Por tanto, el uso de los residuos de café
gastados es de vital importancia, comparando con volumenes a nivel mundial de la
produccion promedio anual, segun Urrego y Godoy (2021) se tienen alrededor de 7
millones de toneladas de granos de café y en la agroindustria del café se generan

residuos o subproductos los cuales pueden sumar entre el 30%-50% de la produccion
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total, desechos que contribuye en gran escala a la contaminacién y problemas

ambientales.

Diversos estudios han evidenciado un significativo porcentaje de desperdicio en
la produccion de café. Jiménez-Zamora et al. (2015) expresan que las empresas
cafeteras producen anualmente mas de 2 millones de toneladas de subproducto como
los SCG. Adicionalmente, De Otalora, et al. (2020) establecen que, por cada kilogramo
de café utilizado, se generan 50% de desperdicio. El estudio realizado por Morales y
Pérez (2020) sobre valorizacion de desperdicios de café gastados generados en la
Universidad de EL Salvador se obtuvo el 70.91%. En investigaciones realizadas sobre la
revalorizacion de desperdicios generados por los productos de café, el 95% son residuos
organicos en los que estan presentes los componentes de polifenoles y melanoidinas

(Arya et al. 2021).

En relacion a la humedad relativa de la muestra del estudio, este dato coincide
con el estudio realizado por Mondragén et al. (2018), en el que la humedad relativa es
de 8.3%, en la que se destaca que todos los subproductos rondan por el porcentaje de
humedad de aproximadamente un 10%, y Diaz et al. (2017) en el que el material de
residuos de café se seco a 37 °C hasta un 10% de contenido de humedad, teniendo
como fundamento el favorecimiento de la extraccion de los componentes bioactivos y la

disminucién de contaminacion bacteriolégica de la muestra.

Segun Garcia-Garcia et al. (2019), el pH del café molido es otro factor importante
que se relaciona estrechamente con la acidez del producto este debe encontrase en

valores de 4.9 y 5.2. Brewer (2023) establece que después de la infusion, el pH del
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residuo es casi neutro, entre 6.5 y 6.8. Para este estudio los residuos de café gastados

presentaron un pH de 5.33 para melanoidinas y 5.51 la muestra de polifenoles.

5.1.4 Presencia de polifenoles

En la tabla 2 se presentan las concentraciones utilizadas, los datos de
absorbancia de cada una y los diferentes analisis que se realizaron para llegar a

establecer la presencia de polifenoles como se muestra en la figura 4.

Tabla 2

Curva de calibracion de polifenoles en los SCG a partir de estandarizacion con acido

galico.
Concentracién (ppm) Analisis 1 Analisis 2 Analisis 3
Absorbancia (nm) Absorbancia (nm) Absorbancia (nm)

75 0.731 1.008 0.399

50 0.458 0.674 0.261

25 0.221 0.338 0.123

12 0.114 0.197 0.054

6.25 0.045 0.100 0.019

3.12 0.014 0.071 0.002
Valor de R? R? 0.9987 R? 0.9995 R? 0.9965
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Figura 4

Espectro de presencia de polifenoles en los SCG. a) curva de calibraciéon a una longitud
de onda de 760 nm b) Estandarizacion del acido galico c¢) Curva de calibracion de acido

galico y d) Ecuacion y coeficiente de correlacion.
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5.1.5. Presencia de melanoidinas

La tabla 3 y figura 5 presentan las concentraciones utilizadas y absorbancia de
cada una. La concentracion inicial de la solucion madre de extracto puro de café sin
gastar fue de 157,400 ppm como patrén. Se trabajaron cuatro concentraciones y cada

analisis presento diferencias en los datos de absorbancia teniendo muy poca diferencia

del valor de R2 entre los andlisis.

Tabla 3

Curva de calibracion de melanoidinas en los SCG a partir solucion madre de café molido

sin usar.

Concentracién (ppm)

Analisis 1

Absorbancia (nm)

Analisis 2

Absorbancia (nm)

Analisis 3

Absorbancia (nm)

500
300
200
100

Valor de R2

0.037
0.026
0.019
0.009

R2 0.9953

0.041
0.030
0.02
0.007

R? 0.9996

0.035
0.028
0.015
0.010

R?0.9737
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Figura 5

Espectro de presencia de melanoidinas en los SCG: a) Curva de calibracion a una
longitud de onda de 405 nm b) Estandarizaciéon de melanoidinas c) Curva de calibracion

de melanoidinas d) Ecuacion y coeficiente de correlacion.
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Con relacién al aislamiento y presencia de polifenoles como se muestra en la tabla
2, se estimoé un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9995, siendo comparable con los
datos del estudio de Chacua y Rodriguez (2018) sobre evaluacion de los polifenoles
extraidos a partir de residuos de Coffea arabica para la produccion de un coagulante

natural el valor estimado de del coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.9975.

Los resultados de la presencia de melanoidinas son comparables con los estudios

realizados por Pérez et al. (2012) y Bekedam et al. (2006) en los cuales establecieron
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que la presencia de melanoidinas se determinaba midiendo la absorcién a una longitud
de onda entre 400-420 nm y que la longitud de 405 nm es basicamente un parametro

que describe la obtencion de las melanoidinas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, son similares a los obtenidos por
Bekedam (2008), a pesar de la diferencia en los solventes utilizados, lo cual es atribuible

a la solubilidad de las melanoidinas tanto en agua como en etanol.

5.2 Cuantificacion de polifenoles y melanoidinas obtenidos del residuo de Coffea

arabica con método de espectrofotometria UV-Vis.

5.2.1 Cuantificacion de polifenoles

La tabla 4 se presentan los datos de polifenoles de cada una de los analisis a

diferentes concentraciones, registrandose un promedio de 199.04 mg/L en polifenoles.

Tabla 4

Cuantificacion de polifenoles extraidos de SCG.

Polifenoles
Cl(ppm) Fd  Ct(mg/100 mL)

Andlisis 1 | 23.045 106.7 245.89
Analisis 2 28.43 50 142.15
Analisis 3 13.38 156.2 209.08
Promedio

199. 04
mg/100mL

Cl: Concentracion leida en el espectrémetro Fd: Factor de dilucion Ct: Concentracion total
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5.2.2 Cuantificacion de melanoidinas
En la tabla 5 se presentan los datos de las concentraciones de melanoidinas de
cada una de los analisis, registrandose un promedio de 2316.11 mg/100mL en

melanoidinas.

Tabla 5

Cuantificaciéon de melanoidinas extraidas de SCG.

Melanoidinas

Cl(ppm) Fd  Ct(mg/100 mL)

Andlisis 1 | 1870.43 66.6 3,737.12
Andlisis 2 | 712.54 50 1,068.81
Andlisis 3 | 457.19 156.2 2,142.39
Promedio

2316.11
mg/100mL

Cl: Concentracion leida en el espectrometro Fd: Factor de dilucion Ct: Concentracion total

El promedio de polifenoles para este estudio fue de 199.04 mg/100mL, siendo
menor que lo reportado por Chacua y Rodriguez (2018) en su trabajo sobre evaluacién
de los polifenoles extraidos de residuos de Coffea arabica determinaron que el contenido
total de estuvo en el intervalo de 17.79- 66.95 mg/g y similar condicién con lo reportado

por Panusa et al (2013) un valor de 35.52 mg/g de polifenoles.

El promedio de melanoidinas de este estudio fue de 2316.11 mg/ 100mL,
obteniéndose un valor mayor comparado con lo reportado por Montemurro et al. (2024)
un valor de 11.92 mg/g. asi también por Jiménez-Zamora et al. (2015) 1500 mg/100 g

de materia seca en su estudio sobre revalorizacion de subproductos del café: prebidtico,
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antimicrobiano y propiedades antioxidantes. Contrario a lo reportado por Castaldo et al.

(2021) con un mayor valor promedio de 10,80 g/100 g en CSG.

5.3 Determinacién de la actividad antimicrobiana de los polifenoles y melanoidinas
extraidos del residuo de Coffea arabica.

5.3.1 Estandarizacion de bacterias

La tabla 6 contiene los datos de las concentraciones de bacterias luego de la
estandarizacion en el espectrofotometro a una transmitancia entre 25-35% y el recuento

de UFC/mL para cada bacteria.

Tabla 6

Estandarizacion de bacterias.

Estandarizacion del inéculo promedio
Microorganismo Analisis 1 Analisis 2 Analisis 3
%T UFC/mL %T UFC/mL %T UFC/mL
Escherichia coli 35.9 4.3x108 34.6 5.2 x 108 35.1 5.5x 108
Salmonella Typhimurium | 34.7 4.1x 108 35.1 2.3 x 108 34.5 2.2x 108
Staphylococcus aureus 34.9 6.6 x 108 34.6 2.5x108 34.1 2.6x108

5.3.2 Comportamiento del crecimiento microbiano

Durante el estudio se tomaron cuatro lecturas (0, 2,6 y 24 horas) de la absorbancia
en el periodo de incubacioén de las bacterias para conocer el efecto antimicrobiano de los
componentes de melanoidinas y polifenoles extraidos de los SCG. Durante las primeras

3 lecturas no se identificaron diferencias significativas de absorbancia tomando en cuenta
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las etapas del crecimiento microbiano, la etapa de latencia relacionada con la adaptacion

de la bacteria con el medio (ver anexos del 2 al 24).

La tabla 7 presenta los valores de absorbancia obtenidos para los componentes
activos extraidos de SCG y para los antibioticos utilizados como controles positivos. Los
valores de absorbancia del control (sin tratamiento) para cada bacteria fueron los
siguientes: E. coli (0.984), S. Typhimurium (1.344) y Staphylococcus aureus (1.003). En
las muestras tratadas con polifenoles, se observé que la concentracion de 125 pg/mL
exhibié una actividad similar contra las tres bacterias. En contraste, para las muestras
tratadas con melanoidinas, el menor crecimiento de E. coli se evidenci6 a la
concentracion de 4000 pg/mL. Y para S. Typhimurium y S. aureus, fue a una

concentracion de 3000 pg/mL.

Tabla 7

Comportamiento del crecimiento microbiano en 24 h.

Conc . _— . Trimetoprim
(ug/mL) Polifenoles Conc Melanoidinas Conc Tetraciclina Conc sulfametoxazol

/mL) (ng/mL) (ug/mL)
(24h) E. S. S. (Hg E. S. S. . E. S. S. " E. S. S.
coli Typhi aureus [Tiem (h) coli Typhi aureus [Tiem (h) coli Typhi aureus [Tiem (h) coli Typhi aureus

Control {0.984 1.344 1.003 Control 0.984 1.344 1.003 Control 0.984 1.344 1.003 Control 0.984 1.344 1.003
C1 62.5 |0.966 1.036 0.844 1000 0.820 0.891 0.579 1000 0.081 0.071 0.078 360 0.067 0.199 0.079
C2 125 |0.753 0.732 0.756 1500 0.994 0.965 0.883 2000 0.089 0.094 0.095 600 0.077 0.055 0.084
C3 250 |0.908 1.109 0.896 2000 0.736 0.611 0.680 3000 0.084 0.101 0.115 1200 0.106 0.112 0.274
C4 500 |1.001 1.129 1.064 2500 0.801 0.892 0.703 4000 0.079 0.099 0.125 1800 0.236 0.066 0.369
C5 700 |1.108 1.197 1.097 3000 0.778 0.505 0.373 5000 0.109 0.152 0.129 2400 0.403 0.356 0.334
C6 900 |1.038 1.110 1.080 4000 0.384 0.638 0.533 6000 0.116 0.176 0.131 3000 0.482 0.110 0.566
C7 1000 | 1.253 1.298 1.231 5000 0.409 0.660 0.435 8000 0.166 0.274 0.231 3600 0.425 0.422 0.605
C8 1100 |0.899 1.268 1.127 8000 0.608 0.697 0.478 10000 0.265 0.314 0.308 3840 0.241 0.265 0.413
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5.3.2.1 Comportamiento del crecimiento microbiano en 24 h ante el efecto de
polifenoles.

En la figura 6 se ilustra el crecimiento de las bacterias sin tratamiento en
comparacién con su crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de
polifenoles. El efecto de las diversas concentraciones de polifenoles fue similar en las

tres especies bacterianas evaluadas.

Figura 6

Crecimiento de bacterias a las 24 horas ante el efecto de polifenoles.
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5.3.2.2 Comportamiento del crecimiento de bacterias a las 24 horas ante el

efecto de melanoidinas.

En la figura 7 se muestra la actividad de las melanoidinas a diferentes
concentraciones sobre cada una de las bacterias. A diferencia de los polifenoles, la
actividad de las melanoidinas varié tanto con la concentracion como con la especie

bacteriana. Se evidencia una inhibicion del crecimiento para las tres bacterias incluso a
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la concentracién mas baja, siendo esta inhibicibn mayor a medida que la concentracion

de melanoidinas aumenta.

Figura 7

Crecimiento de bacterias a las 24 horas ante el efecto de melanoidinas.
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5.4 Porcentaje del efecto inhibitorio de compuestos bioactivos y antibiéticos en las

bacterias

En la tabla 8 se presenta el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento bacteriano
generado por los compuestos bioactivos extraidos y por los antibiéticos utilizados como
control positivo. En general, los componentes activos demostraron un efecto inhibitorio
sobre las bacterias evaluadas. En el caso de los polifenoles, solo tres concentraciones
lograron inhibir el crecimiento de E. coliy S. aureus, mientras que para S. Typhimurium
todas las concentraciones presentaron un porcentaje de inhibicion. La inhibicién mayor
se observé en la concentracion C2 (125 pg/mL), donde E. coli registré un 23.48%, S.

Typhimurium un 45.54% y St. aureus un 24.63%.
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Adicionalmente, se enfatiza que S. Typhimurium fue susceptible en todas las
concentraciones de polifenoles utilizadas. Por otro lado, todas las concentraciones de
melanoidinas causaron inhibicion de crecimiento de S. Typhimurium y S. aureus, y para
E. colino se observo efecto inhibitorio unicamente en la concentracion C2, (1500 pg/mL).
El mayor porcentaje de inhibicidon se registrd en la concentracion C6 (4000 ug/mL) para
E. coli, mientras que en S. Typhimurium y S. aureus se registré en la concentracion C5

(3000 pg/mL).

Tabla 8

Porcentaje del efecto antimicrobiano de los compuestos bioactivos en las bacterias.

Trimetoprim
Polifenoles Melanoidinas Tetraciclina sulfametoxazol

Conc

i:)g‘l‘mL E. coli Tfp-hi auféus E. coli Tfp-hi auféus E. coli Tfp;hi auféus E. coli Tfp-hi auféus

Control | 100.00 100.00 100.00 | 100.00 100.00 100.00 | 100.00 100.00 100.00 | 100.00 100.00 100.00
C1 98.17 77.08 84.15| 8333 66.29 57.73 8.23  5.28 7.78 6.81  14.81 7.88
c2 76.52 5446 75.37| 101.02 71.80 88.04 9.04  6.99 9.47 7.83 4.09 8.37
C3 92.28 8251 89.33| 7480 4546 67.80 854 751 11.47 10.77 8.33  27.32
C4 101.73  84.00 106.08| 8140 66.37  70.09 8.03 7.37 1246 23.98 491  36.79
C5 112.60 89.06 109.37| 79.07 3757 37.19| 11.08 1131 1286 40.96 26.49  33.30
Ccé 105.49 8259 107.68| 39.02 4747 53.14| 1179 1310 13.06 48.98 8.18  56.43
c7 127.34  96.58 122.73| 41.57 4911 43.37| 16.87 2039 23.03 4319 3140 60.32
cs 91.36 9435 112.36| 61.79 51.86 47.66| 26.93 23.36  30.71 2449 1972  41.18

5.4.1 Porcentaje de efecto de inhibicién de los compuestos bioactivos de

SCG y antibiéticos en Escherichia coli

La Figura 8 presenta una comparacion del efecto de inhibicion del crecimiento de
la bacteria E. coli entre los componentes activos extraidos (melanoidinas y polifenoles) y
los antibioticos utilizados como control. Se observo que la concentracion C2 (125 pyg/mL)
de polifenoles registrd el mayor porcentaje de inhibicion, mientras que para melanoidinas

fue la concentracidon que no presento efecto inhibitorio. No obstante, las concentraciones
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mas elevadas de polifenoles no mostraron un efecto inhibitorio, y se evidencié un
aumento en el crecimiento bacteriano, llegando a ser superior al observado en la muestra
control. En contraste, las melanoidinas exhibieron un efecto inhibitorio en todas las
concentraciones probadas, con una tendencia a una mayor inhibicion a concentraciones
mas altas. Al comparar con los antibiéticos control, se observd que las concentraciones

mayores disminuyeron el efecto inhibitorio.

Figura 8
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5.4.2 Porcentaje de efecto de inhibiciéon de los compuestos bioactivos de SCG y

antibioticos en Salmonella Typhimurium

La Figura 9 muestra una comparacién de los porcentajes de inhibicion del
crecimiento de la bacteria S. Typhimurium entre los componentes activos extraidos
(melanoidinas y polifenoles) y los antibidticos utilizados como control. Se observé que la

concentracion C2 (125 pg/mL) de polifenoles registré el mayor porcentaje de inhibicién
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mientras que para melanoidinas fue la concentracidon que presentd menor efecto
inhibitorio. No obstante, las concentraciones mas elevadas de polifenoles mostraron un
efecto inhibitorio menor conforme la concentracion aumentaba; pero todas las
concentraciones tienen un porcentaje de inhibicion. En contraste, las melanoidinas se
evidencio efecto inhibitorio desde la concentracion C1 (1000 ug/mL), el mayor efecto de
inhibicion se observé en la concentracion C5 (3000 pg/mL), mientras que las
concentraciones C6, C7 y C8 (4000, 5000 y 8000 pug/mL) presentaron similares datos de

efecto inhibitorio.

Figura 9

Efecto antimicrobiano de compuestos bioactivos de SCG y antibioticos en Salmonella

Typhimurium.
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5.4.3 Porcentaje de efecto de inhibicion de los compuestos bioactivos de SCG y

antibioticos en Staphylococcus aureus

La Figura 10 presenta una comparacion del efecto de inhibicion del crecimiento
de la bacteria S. aureus entre los compuestos bioactivos (melanoidinas y polifenoles) y

los antibioticos utilizados como control. Se observo que la concentracion C2 (125 pyg/mL)
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de polifenoles registré el mayor porcentaje de inhibicién, mientras que para melanoidinas

fue la concentracion que presentd el menor efecto inhibitorio.

En polifenoles unicamente las 3 concentraciones menores tuvieron un efecto
inhibitorio. En el caso de melanoidinas exhibieron un efecto inhibitorio en todas las
concentraciones, con una tendencia a mayor inhibicion a concentraciones mas altas.
Registrandose el mayor efecto en la concentracion C5 (3000 ug/mL), mientras que las
concentraciones C6, C7 y C8 (4000, 5000 y 8000 pg/mL) presentaron similares datos de

efecto inhibitorio.

Al comparar con los antibiéticos control, se observaron resultados similares entre
melanoidinas y trimetoprim sulfametoxazol en la concentracion C6 (4000 pg/mL) y aun

mayor en C7 (5000 pg/mL).

Figura 10

Efecto antimicrobiano de compuestos bioactivos de SCG y antibiéticos en

Staphylococcus aureus.
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5.5 Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

5.5.1 Concentracion Inhibitoria Minima por la técnica de placas multipozos

En la tabla 9 muestra los rangos de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del
efecto inhibitorio de las melanoidinas y los polifenoles frente a cada una de las bacterias
estudiadas. Se determind que el rango de CIM de los polifenoles fue de 62.5 a 125 ug/mL
para las tres bacterias (E. coli, S. Typhimurium y S. aureus). En cuanto a las
melanoidinas, S. Typhimurium y S. aureus presentaron el mismo rango de CIM que fue
de 2500 a 3000 ug/mL, mientras que para E. coli en melanoidinas se encontré en un

rango ligeramente superior, de 3000 a 4000 ug/mL.

Tabla 9

Concentracién Inhibitoria Minima

Componente Polifenol  Melanoidina
Microorganismo | CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)

E. coli 62.5-125 3000 a 4000
S. Typhimurium 62.5-125 2500 a 3000

S. aureus 62.5-125 2500 a 3000

La figura 11 ilustra los rangos de CIM de los polifenoles para cada una de las
bacterias estudiadas. Se identifica que las tres bacterias presentaron el mismo rango de
CIM. Mientras que, la Figura 12 muestra el comportamiento de la CIM de las
melanoidinas en cada una de las bacterias. Se observa que S. Typhimuriumy S. aureus

exhibieron una CIM en concentraciones mas bajas en comparacion con E. coli. Sin
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embargo, en las tres bacterias se evidencia una tendencia general de mayor inhibicién a

medida que la concentracién de melanoidinas aumenta.

Figura 11

Concentracion Inhibitoria Minima del efecto de polifenoles en las bacterias.

1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Absorbancia (nm)

Control 62.5 125 250 500 700 900 1000 1100

Concentraciones (um/mL)

—=@=F. coli =@=S. Typhi ==@=St. aureus

Figura 12

Concentracion Inhibitoria Minima del efecto de melanoidinas en las bacterias.
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5.5.2. Concentracion Inhibitoria Minima por el método modificado de pozos en agar

Muller Hinton

En la tabla 10 se muestran los resultados de los halos de inhibicion del efecto de
polifenoles y melanoidinas en las bacterias. En polifenoles para E. coli las
concentraciones C6 y C7 registraron halos de inhibicion. Para S. Typhimurium las
concentraciones C3, C4 y C5, C6 y C8, registrandose en C8 el halo de mayor tamano, y
para S. aureus las concentraciones C4, C5, C6 y C7, siendo en C4 el halo de mayor
tamafo. En melanoidinas para E. coli las concentraciones C1 y C2 registraron halos de
inhibicién, siendo mayor en C1. Para S. Typhimurium unicamente las concentraciones
C6, y para S. aureus las concentraciones C1, C6, C7 y C8, siendo en C6 el halo de mayor

tamano.

Tabla 10

Datos de halos de inhibicion utilizando el método modificado de pozos de agar M-H

Polifenoles (mM) Melanoidinas (mM)

Conc |E.coli S. S. Conc E coli S. S.
(ug/mL) Typhimurium aureus (ug/mL) Typhimurium aureus
/mM) /mM)

62.5 0 0 0 1000 11.3 0 17.3

125 0 0 0 1500 5 0 15

250 0 10.5 0 2000 0 0 0

500 0 12.5 9.5 2500 0 0 0

700 0 6.5 8 3000 0 0 0

900 1.8 8 3 4000 0 55 24.8

1000 2.8 0 2.8 5000 0 0 26.7
1100 0 13.5 0 8000 0 10.7

En la figura 13 se muestran los halos de inhibicion del efecto de polifenoles en la

que se mayor sensibilidad se observé desde la concentracion C3 en S. Typhimurium.
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Figura 13

Halos de inhibicién del efecto antimicrobiano de polifenoles en las bacterias.

Polifenoles /E. coli Polifenoles /S. Typhi Polifenoles /St. aureus

En la figura 14 se muestran los halos de inhibicion del efecto de melanoidinas, se

observé mayor sensibilidad desde la concentracion C6 en S. aureus.

Figura 14

Halos de inhibicién del efecto antimicrobiano de melanoidinas en las bacterias

Melanoidinas /E. coli Melanoidinas /S. aureus

Melanoidinas /S.Typhi

5.6 Analisis estadistico

El analisis de varianza de tres factores que se muestra en la tabla 11, evaluo el

efecto de la concentracion, tratamientos y la bacteria, asi como sus interacciones, sobre
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una variable de respuesta. Registrandose que la concentracion tiene un efecto
significativo (F = 8.792, p < 0.001), el tratamiento tiene un efecto significativo (F = 87.626,
p < 0.001), mientras que la bacteria no tiene un efecto significativo (F = 0.047, p = 0.954);
por tanto se pudo observar que, las interacciones entre Concentracion y Tratamiento es
significativa (F = 3.728, p < 0.001), las interacciones entre Concentracion y Bacteria (F =
0.14, p = 1), Tratamiento y Bacteria (F = 0.249, p = 0.959), y Concentracién, Tratamiento

y Bacteria (F = 0.069, p = 1) no son significativas.

Tabla 11

Analisis de varianza de tres factores de las concentraciones de los tratamientos en las

diferentes bacterias en estudio.

Sum  Mean F
Variables Df sq Sq value Pr(>F)
Concentracion 8 4394 0549 8.792 6.85e-11***
Tratamiento 3 16.424 5475 87.626 <2e-16™***
Bacteria 2 0.006 0.003 0.047 0.954
Concentracion:Tratamiento 24 559 0.233 3.728 3.35e-08 ***
Concentracion:Bacteria 16 0.14 0.009 0.14 1
Tratamientos:Bacteria 6 0.093 0.016 0.249 0.959
Concentracion:Tratamiento:Bacteria | 48 0.206 0.004  0.069 1
Residuals 324 20.243 0.062

Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 ** 0.05 0.1 "1

Los resultados de este estudio muestran que los compuestos bioactivos extraidos
de SCG tienen actividad antimicrobiana en las bacterias utilizadas. Segun
investigaciones realizados por Chai et al. (2019) y Aguilar-Villalva et al. (2021) establecen
que la actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos aislados de fuentes

naturales como los SCG esta asociada con proteinas especificas de membrana y la
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interacciéon con la membrana externa de los microorganismos provocando varios
cambios en la permeabilidad celular, la cual es dependiente de la célula bacteriana y
composicion de la pared. Asi mismo Pérez y Tuberquia (2023) describen que el café
tiene actividad antimicrobiana contra una variedad de microorganismos, incluidos los

patogenos transmitidos por los alimentos.

Los polifenoles extraidos de SCG presentaron efecto inhibitorio en E. coli a una
concentracion de 125 ug/mL. Estos datos no concuerdan con lo reportado en el estudio
por Diaz, (2012) sobre la aplicacion de polifenoles con caracteristicas antimicrobianas en

Escherichia coli, en el que encontraron una mayor concentracion de 2.5 mg/mL.

Todas las concentraciones de polifenoles extraidos de SCG presentaron efecto
inhibitorio en S. Typhimurium, siendo mayor en la concentracion de 125 ug/mL, con esta
bacteria no fue posible comparar con otros estudios de SCG. Sin embargo, Mendoza et
al. (2017) en el estudio evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana de los extractos

acuosos de las semillas de Coffea arabica reportaron un valor mayor de 20 mg/mL.

Los polifenoles extraidos de SCG presentaron efecto inhibitorio en S. aureus a
una concentracion de 125 ug/mL, este dato difiere de lo reportado por Sousa et al. (2015)

en el que establecieron la concentracion de 1 mg/mL.

Las melanoidinas extraidas de SCG presentaron actividad antimicrobiana para las
3 bacterias, registrandose el mayor efecto en las concentraciones mas altas, en las que
a la concentracion 3000 ug/mL se registr6 el mayor efecto en S. Typhimurium y S.
aureus, y para E. coli a una concentracion de 4000 ug/mL Estos datos fueron muy
similares con lo reportado por Rufian-Henares y de la Cueva (2009) donde para E. coli

fue de 5 mg/mL, S. Typhimurium de 4.5 mg/mL,y S. aureus de 2 mg/mL,
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El efecto antimicrobiano que se evidencid en las tres bacterias con caracteristicas
de grosor de pared celular en las que se especifica como Gram (-) y/o (+), segun el
comportamiento obtenido tienen efecto sobre ellos estableciendo caracteristicas
bacteriostaticas y bactericidas (Rufian-Henares y De la Cueva 2009), en su articulo
destacan propiedades quelantes, en la que se establece que las propiedades sideréforos
puede eliminar el crecimiento bacteriano utilizando elementos esenciales como el hierro
y el magnesio que elementos fundamentales para el desarrollo y crecimiento bacteriano

qgue los componentes los captan para inhibir o eliminar a estos.

Resultados obtenidos en la investigacidon en la que se compararon con los
antibidticos tetraciclina (Calvo y Martinez-Martinez, 2008) posee caracteristicas
bacteriostaticas que inhiben la sintesis de proteinas bacterianas y trimetoprim
sulfametoxazol que es la combinacibn de trimetoprima con caracteristicas
bacteriostaticas y sulfametoxazol que posee una accion intermedia (ANMAT, 2012)
combinadas origina un déficit metabdlico en la bacteria, facilitando su muerte e
impidiendo su reproduccién, por lo que es considerado como un antibidtico

bacteriostatico.

Al utilizarlos como antibiéticos comparativos se establece el comportamiento en
el que senalan la actividad que poseen tanto los polifenoles como las melanoidinas,
encontrandose diferencias significativas en la actividad inhibitoria que tienen cada
componente sobre las bacterias en estudio, pero no asi, entre el comportamiento de
inhibicion de las bacterias analizadas por componente, se establece dicha diferencia
aplicando analisis ANOVA de tres variables, tipo de bacteria, concentracion vy

tratamiento; del cual se obtienen los resultados en cuanto a concentracion si hay
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diferencia significativas entre la utilizadas con un valor de F de 8.792; en cuanto a tipo
de bacteria se tiene que no hay diferencia significativa obteniendo un valor de F de 0.047,
considerando el tratamiento, si existe diferencia significativa ya que se obtiene un valor

de F de 87.662.

Con estos resultados se puede establecer que el tratamiento se considera muy
determinante a la hora de utilizar estos componentes como una posible alternativa para

disminuir de manera significativa el desarrollo de los microorganismos tratados.

Tomando en cuenta los resultados de los antibioticos de referencia para las 3
bacterias la inhibicion se evidencio para tetraciclina a una concentracion de 1 mg/mL y

para trimetoprim sulfametoxazol de 0.3 mg/mL.

Tomando en cuenta lo que menciona Pérez (1998) que todos los componentes
con efecto antimicrobiano tienen mecanismos de accion de los antibiéticos son diversos
y a veces multiples, pero todos operan en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la
sintesis de acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular o bien alterando la

membrana celular de la bacteria sobre la que actuan.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES



74

6.0 CONCLUSIONES

Se identifico polifenoles y melanoidinas presentes en los residuos de café
gastados de la especie Coffea arabica a pesar de que estos residuos fueron

sometidos a altas temperaturas durante la elaboracion del café.

El método utilizado para la cuantificacion de polifenoles y melanoidinas en los

residuos de café gastados permitio la obtencion de los resultados esperados.

Los polifenoles mostraron una baja actividad antimicrobiana unicamente en las
concentraciones bajas en todas las bacterias estudiadas con respecto a los

antibioticos de referencia.

Las melanoidinas presentaron una moderada actividad antimicrobiana en todas
las concentraciones y las bacterias estudiadas, con respecto a los antibiéticos de

referencia, siendo mas efectivas a concentraciones mas elevadas.

La Concentracién Inhibitoria Minima establecida para polifenoles mostré ser
similar en las tres bacterias evaluadas y para melanoidinas registro leves

diferencias dependiendo de la bacteria.

El analisis de varianza permitié identificar que tanto la concentracién como el
tratamiento tienen un efecto significativo sobre la variable de respuesta

(inhibicion); sin embargo, la bacteria no tiene un efecto significativo.

Bajo las condiciones de este estudio, la actividad antimicrobiana presentada por

los polifenoles y melanoidinas, con respecto a la presentada por los antibioticos
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de referencia, fue baja y/o moderada respectivamente, por lo que se considera

que no podria utilizarse como agente terapéutico contra las bacterias estudiadas.

Las melanoidinas, obtenidos bajo las condiciones de este estudio, tienen potencial
antimicrobiano para el desarrollo de un producto que pueda ser evaluado para

fines no terapéuticos (aditivos alimentarios, desinfectantes naturales, entre otros).



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

6.1Realizar estudios del grado de efectividad antimicrobiana que poseen los

polifenoles y melanoidinas con diferentes tiempos de almacenamiento.

6.2Evaluar el efecto antimicrobiano de las polifenoles y melanoidinas presentes

en el café no utilizado versus los residuos de café gastados.

6.3 Evaluar otros residuos alimenticios como fuentes de polifenoles y melanoidinas

y su posible actividad antimicrobiana.

6.4Estudiar la efectividad de la actividad antimicrobiana de polifenoles y
melanoidinas extraidas de los SCG como aditivos alimentarios, desinfectantes

naturales o en la prevencion de resistencia a antibioticos.

6.5Desarrollar investigaciones para usos complementarios en los que su
efectividad moderada pueda ser beneficiosa sin la necesidad de una potente

accion antimicrobiana primaria.
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GLOSARIO



GLOSARIO
Acido galico (C4H,(OH);COOH): Compuesto fendlico presente en el café y otras

plantas, con actividad antimicrobiana y antioxidante.

Antioxidante: Compuesto que previene la oxidacién de otras moléculas, reduciendo el

dano celular.
Bactericida: Sustancia que destruye las bacterias.
Bacteriostatico: Sustancia que inhibe el crecimiento de bacterias sin matarlas.

Extracto: Sustancia obtenida a partir de un material sélido mediante la disolucién de sus

componentes activos en un solvente.

Fenoles: Compuestos quimicos derivados del benceno con propiedades antioxidantes y

antimicrobianas.

Halo de Inhibicién: Zona circular sin crecimiento bacteriano alrededor de un agente

antimicrobiano en un medio de cultivo, indicando su efectividad.

In vitro: Experimento realizado fuera de un organismo vivo, generalmente en un

laboratorio.

Longitud de Onda (A): Distancia entre dos picos consecutivos de una onda, utilizada en

espectrofotometria para identificar sustancias.

Melanoidinas: Polimeros de alto peso molecular formados en la reaccién de Maillard,

con propiedades antimicrobianas y antioxidantes.



Polifenoles (PF): Compuestos bioactivos con actividad antioxidante y antimicrobiana,

presentes en el café y otras plantas.

Quelar: Proceso quimico en el que un compuesto (como los polifenoles o0 melanoidinas)

se une a un metal, impidiendo su disponibilidad biologica.

Sideréforo: Molécula producida por microorganismos para captar hierro del ambiente,

esencial para su crecimiento y metabolismo.

Soluciéon Madre: Solucion de concentracion conocida a partir de la cual se preparan

diluciones.
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Anexo 1

Diserio de siembra de los microorganismos en las placas multipozos (Elaboracion propia)

90 pL de medic M-H

10 L de bacteri S e =2 Flaca2 _Typhimutbum e - .
100 L componente o antibidtico + 8,8.86.8.8.6.6,0.0.0.0 4 «0,8.8.0.8.6.8 8 6 0.9.6.0.0.0
Bacterias 2O0C OO0 OO0 &I@f_‘;&;ﬁg QOOOOC
- = 3% 0000008 000008
» B 4 QOOO000OG OOOOQ
[} _ L
Columnas 1, 2 y 3: M-H-E.coli-melancidina Columnas 1, 2 y 3: M-H-S. Typhi-melanoidinas Columnas 1, 2 y 3: M-H-51. aureus-melangidinas
Columnas 4, 5 y 6 medio M-H-E. cofi-palifenol Columnas 4, 5 y 6 medio M-H-5. Typhi-palifenc| Columnas 4, 5 y & medio M-H-5t. aureus-polifenal
% J u K ) Columnas 7, 8 y 9 medio M-H-E. coli-tetraciclina Columnas 7, 8 y 9 medio M-H-5. Typhi-tetraciclina Columnas 7, 8 y 8 medio M-H-5t. aureus-tetraciclina

Columnas 10, 11y 12 medio-E. coli-trime-sulfa Columnas 10, 11 y 12 medio-5. Typhi-trime-sulfa Columnas 10, 11 y 12 medio-5t. aureus-trime-sulf

Polifenoles  Melanoidinas kA » 0.0.0.0.0.0.0.0.6.8.0.4
] 1000 OO0 » 3@
sfzzg - - 1500 o0 Placa5 ° DOOO
250 2000 Pl 4 - o
500 2500 daca ":.* ololalels
3000 " .
- P '8 00
1000 % B o
oo g e W
peveeeevs \

Columnas 1, 2 y 3: medio M-H- E. coli
Columnas 4, 5 y 6: medioc M-H- 5. Typhi
Columnas 7, 8 y 9: medio M-H- 5t. aureus
Columnas 10, 11 y 12: medio M-H

Columnas 1, 2 y 3: medio M-H-melanaidinas
Columnas 4, 5 y 6: medio M-H- pdlifencles
Columnas 7, 8 y 3: medio M-H- tetraciclina

Columnas 10, 11y 12: medio M-H- trime-sulfa

Tetraciclina  Trime-sulfa

20000 pg/mL 38400 pgimL. ! |
200 [N 800 [ —
o i /. Lecturas a
so00 200 Incubar ‘ 0,2,6y 24 horas
a0 o hasta 24 h




Anexo 2

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de melanoidinas en E. coli.

Conc (pg/mL) Tiempo 0 h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h

[Tiem (h) 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom 1 2 3 Prom.
Control 0.053 0.051 0.053 0.052 0.056 0.052 0.053 0.054 0.193 0.086 0.153 0.144 0.897 1.168 0.887 0.984
1000 0.082 0.078 0.072 0.077 0.089 0.081 0.076 0.082 0.127 0.088 0.081 0.099 0.621 1.403 0.436 0.820
1500 0.118 0.082 0.076 0.092 0.128 0.087 0.079 0.098 0.144 0.093 0.108 0.115 0.536 1.453 0.992 0.994
2000 0.102 0.104 0.100 0.102 0.112 0.111 0.101 0.108 0.121 0.122 0.139 0.127 0.122 1.124 0.961 0.736
2500 0.204 0.129 0.104 0.146 0.222 0.141 0.111 0.158 0.257 0.155 0.144 0.185 0.385 1.425 0.594 0.801
3000 0.146 0.183 0.144 0.158 0.169 0.197 0.151 0.172 0.188 0.216 0.183 0.196 0.235 1.043 1.056 0.778
4000 0.134 0.207 0.166 0.169 0.150 0.221 0.182 0.184 0.165 0.245 0.205 0.205 0.159 0.754 0.239 *0.384
5000 0.295 0.245 0.200 0.247 0.316 0.260 0.209 0.262 0.343 0.299 0.235 0.292 0.470 0.453 0.303 *0.409
8000 0.330 0.211 0.283 0.275 0.349 0.224 0.303 0.292 0.381 0.248 0.332 0.320 0.429 0.528 0.868 0.608

*Valores de menor absorbancia
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Anexo 3

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de polifenoles en E. coli.

Tiempo 0 h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h

Conc
(ng/mL) 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom.
[Tiem (h)

Control  0.053 0.051 0.053 0.052 0.056 0.051 0.053 0.053 0.193 0.086 0.153 0.144 0.897 1.169 0.887 0.984
62,5 0.201 0.073 0.175 0.150 0.224 0.076 0.18 0.160 0.29 0.078 0.21 0.193 0.630 1.288 0.979 0.966
125 0.227 0.095 0.267 0.196 0.238 0.099 0.274 0.204 0.293 0.104 0.309 0.235 0.190 1.219 0.851 0.753
250 0.389 0.129 0.461 0.326 0.412 0.138 0.475 0.342 0.577 0.143 0.576 0.432 0.635 1.409 0.681 0.908
500 0.603 0.158 0.637 0.466 0.626 0.165 0.643 0.478 0.787 0.171 0.767 0.575 0.683 1.429 0.89 1.001
700 0.921 0.207 0.727 0.618 0.937 0.219 0.729 0.628 1.058 0.228 0.858 0.715 0.603 1.116 1.605 1.108
900 1.056 0.177 0.99 0.741 1.077 0.187 0.989 0.751 1.202 0.192 1.175 0.856 0.719 0.577 1.818 1.038
1000  1.291 0.224 1.483 0.999 1.327 0.238 1.522 1.029 1.503 0.251 1.669 1.141 0.988 0.811 1.959 1.253
1100  1.601 0.316 0.415 0.777 1.735 0.327 0.423 0.828 1.877 0.342 0.439 0.886 1.046 1.015 0.636 0.899
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Anexo 4

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de tetraciclina en E. coli.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)

[Tiem (h) 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom. 1 2 3 Prom
Control 0.053 0.051 0.053 0.052 0.056 0.051 0.053 0.053 0.193 0.086 0.153 0.144 0.897 1.169 0.887 0.984
1000 0.054 0.056 0.056 0.055 0.056 0.056 0.056 0.056 0.057 0.058 0.058 0.058 0.078 0.084 0.08 0.081
2000 0.057 0.066 0.071 0.065 0.058 0.067 0.074 0.066 0.059 0.07 0.078 0.069 0.075 0.097 0.096 0.089
3000 0.087 0.058 0.066 0.070 0.099 0.060 0.070 0.076 0.110 0.062 0.075 0.082 0.083 0.081 0.089 0.084
4000 0.062 0.058 0.059 0.060 0.066 0.060 0.061 0.062 0.069 0.062 0.066 0.066 0.074 0.081 0.081 0.079
5000 0.132 0.064 0.068 0.088 0.136 0.068 0.071 0.092 0.160 0.075 0.081 0.105 *0.124 0.106 0.111 0.109
6000 0.143 0.065 0.064 0.091 0.148 0.068 0.068 0.095 0.159 0.073 0.088 0.107 ™0.091 0.103 0.129 0.116
8000 0.148 0.066 0.132 0.115 0.160 0.068 0.157 0.128 0.176 0.074 0.199 0.150 *0.103 0.098 0.234 0.166
10000 0.245 0.136 0.119 0.167 0.254 0.176 0.190 0.207 0.280 0.21 0.245 0.245 *0.160 0.254 0.275 0.265

*Valores de menor absorbancia
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Anexo 5

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de trimetoprim sulfametoxazol en

E. coli.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)

[Tiem 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom. 1 2 3  Prom.
(h)

Control 0.053 0.051 0.053 0.052 0.056 0.051 0.053 0.053 0.193 0.086 0.153 0.144 0.897 1.169 0.887 0.984
300 0.055 0.053 0.092 0.067 0.063 0.054 0.098 0.072 0.064 0.054 0.089 0.069 0.069 0.065 *0.090 0.067
500 0.066 0.064 0.075 0.068 0.075 0.065 0.092 0.077 0.076 0.066 0.091 0.078 0.076 0.066 0.089 0.077
1000 0.162 0.078 0.100 0.113 0.173 0.081 0.175 0.143 0.142 0.080 0.221 0.148 *0.106 0.082 0.129 0.106
1500 0.556 0.105 0.079 0.247 0.698 0.132 0.107 0.312 0.759 0.186 0.119 0.355 *0.472 0.376 0.096 0.236
2000 0.172 0.125 0.157 0.151 0.209 0.158 0.203 0.190 0.231 0.171 0.282 0.228 *0.113 *0.112 0.403 0.403
2500 0.244 0.313 0.230 0.262 0.296 0.352 0.287 0.312 0.424 0.370 0.331 0.375 *0.161 0.427 0.537 0.482
3000 0.490 0.181 0.300 0.324 0.520 0.216 0.408 0.381 0.529 0.353 0.457 0.446 *0.368 0.328 0.521 0.425
3200 0.526 0.145 0.230 0.300 0.567 0.161 0.255 0.328 0.559 0.297 0.266 0.374 *0.317 0.192 0.289 0.241

*Valores de menor absorbancia
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Anexo 6

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de melanoidinas en S.

Typhimurium.
Conc Tiempo 0 h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)
. 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom.
[Tiem (h)

Control  0.062 0.052 0.075 0.063 0.072 0.053 0.057 0.061 0.156 0.163 0.070 0.130 1.385 1.379 1.269 1.344
1000  0.072 0.077 0.057 0.069 0.090 0.080 0.088 0.086 0.095 0.132 0.065 0.097 1.095 1.407 0.170 0.891
1500  0.118 0.079 0.061 0.086 0.128 0.086 0.075 0.096 0.136 0.093 0.071 0.100 0.878 1.599 0.417 0.965
2000 0.076 0.101 0.076 0.084 0.111 0.109 0.095 0.105 0.115 0.148 0.091 0.118 0.150 1.374 0.308 0.611
2500  0.204 0.124 0.089 0.139 0.233 0.137 0.106 0.159 0.244 0.159 0.107 0.170 0.927 1.323 0.425 0.892
3000 0.146 0.178 0.120 0.148 0.143 0.192 0.149 0.161 0.150 0.219 0.145 0.171 0.272 0.863 0.381 0.505
4000  0.134 0.206 0.140 0.160 0.150 0.224 0.172 0.182 0.157 0.263 0.170 0.197 0.226 1.039 0.237 0.638
5000  0.295 0.246 0.172 0.238 0.322 0.263 0.206 0.264 0.333 0.401 0.201 0.312 0.934 0.732 0.314 0.660
8000  0.330 0.212 0.187 0.243 0.378 0.228 0.306 0.304 0.391 0.249 0.215 0.285 1.093 0.632 0.366 0.697
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Anexo 7

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de polifenoles en S. Typhimurium.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)
[Tiem (h)
Control  0.062 0.051 0.075 0.063 0.072 0.053 0.057 0.061 0.156 0.163 0.07 0.130 1.385 1.379 1.269 1.344

62,5 0.201 0.069 0.157 0.142 0.213 0.071 0.175 0.153 0.212 0.103 0.179 0.165 1.025 1.467 0.617 1.036

125 0.227 0.092 0.241 0.187 0.241 0.097 0.271 0.203 0.247 0.132 0.281 0.220 0.293 1.451 0.452 0.732

250 0.389 0.118 0.436 0.314 0.434 0.124 0.502 0.353 0.555 0.146 0.495 0.399 1.276 1.353 0.699 1.109

500 0.603 0.155 0.589 0.449 0.675 0.166 0.638 0.493 0.779 0.236 0.656 0.557 1.380 1.263 0.744 1.129

700 0.921 0.211 0.684 0.605 0.992 0.226 0.763 0.660 1.111 0.273 0.757 0.714 1.577 1.041 0.972 1.197

900 1.056 0.166 0.933 0.718 1.121 0.175 0.998 0.765 1.264 0.181 1.019 0.821 1.706 0.529 1.096 1.110

1000  1.291 0.229 1.468 0.996 1.486 0.246 1.588 1.107 1.606 0.256 1.560 1.141 1.970 0.320 1.603 1.298

1100  1.601 0.289 0.366 0.752 1.966 0.304 0.438 0.903 1.984 0.333 0.414 0.910 2.131 1.005 0.669 1.268
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Anexo 8

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de tetraciclina en S. Typhimurium.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)

. 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom. 1 2 3  Prom
[Tiem (h)

Control  0.062 0.051 0.075 0.063 0.072 0.053 0.057 0.061 0.156 0.163 0.070 0.130 1.385 1.379 1.269 1.344
1000  0.054 0.047 0.047 0.049 0.065 0.048 0.056 0.056 0.068 0.050 0.048 0.055 0.084 0.064 0.065 0.071
2000 0.057 0.066 0.057 0.060 0.085 0.068 0.073 0.075 0.088 0.071 0.063 0.074 0.103 0.098 0.082 0.094
3000 0.087 0.083 0.060 0.077 0.080 0.087 0.067 0.078 0.086 0.093 0.066 0.082 0.102 0.122 0.08 0.101
4000 0.062 0.060 0.056 0.059 0.062 0.064 0.060 0.062 0.067 0.073 0.078 0.073 0.081 0.102 0.113 0.099
5000 0.132 0.100 0.052 0.095 0.127 0.108 0.063 0.099 0.133 0.128 0.088 0.116 0.159 0.165 0.131 0.152
6000 0.143 0.075 0.055 0.091 0.064 0.090 0.071 0.075 0.071 0.119 0.146 0.112 *0.103 0.153 0.198 0.176
8000  0.148 0.148 0.137 0.144 0.293 0.143 0.309 0.248 0.315 0.162 0.260 0.246 0.353 0.181 0.287 0.274
10000 0.245 0.286 0.084 0.205 0.136 0.315 0.215 0.222 0.161 0.335 0.233 0.243 *0.205 0.368 0.259 0.314
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Anexo 9

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de trimetoprim sulfametoxazol en

S. Typhimurium.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)
[Tiem (h)
Control  0.062 0.051 0.075 0.063 0.072 0.053 0.057 0.061 0.156 0.163 0.070 0.130 1.385 1.379 1.269 1.344

300 0.055 0.047 0.040 0.047 0.058 0.051 0.056 0.055 0.054 0.052 0.041 0.049 0.056 0.213 0.327 0.199
500 0.066 0.052 0.049 0.056 0.054 0.054 0.067 0.058 0.056 0.054 0.052 0.054 0.057 0.056 0.053 0.055

1000 0.162 0.093 0.063 0.106 0.171 0.092 0.465 0.243 0.152 0.084 0.062 0.099 0.189 0.085 0.061 0.112

1500 0.556 0.063 0.053 0.224 0.179 0.067 0.218 0.155 0.232 0.067 0.058 0.119 *0.391 0.073 0.058 0.066

2000 0.172 0.233 0.079 0.161 0.069 0.367 0.265 0.234 0.071 0.524 0.084 0.226 *0.077 0.427 0.284 0.356

2500 0.244 0.081 0.105 0.143 0.089 0.081 0.196 0.122 0.086 0.087 0.120 0.098 *0.091 0.100 0.119 0.110

3000 0.490 0.264 0.157 0.304 0.199 0.310 0.464 0.324 0.290 0.405 0.157 0.284 0.618 0.488 0.160 0.422

3200 0.526 0.135 0.134 0.265 0.278 0.168 0.313 0.253 0.320 0.306 0.135 0.254 0.460 0.184 0.150 0.265
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1,25

0,75

0,5

0,25
Oh 2h 6h

Tiempo

. control + . cl c2 €3 . c4 . c5 . c6 . c7 c8

Absorbancia (nm)

24h



Anexo 10

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de melanoidinas en S. aureus.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)
[Tiem (h)
Control ~ 0.051 0.045 0.176 0.091 0.052 0.056 0.181 0.096 0.056 0.091 0.193 0.113 0.710 1.323 0.977 1.003
1000 0.090 0.078 0.088 0.085 0.096 0.083 0.088 0.089 0.103 0.099 0.085 0.096 0.237 1.408 0.093 0.579
1500 0.120 0.284 0.073 0.159 0.129 0.089 0.075 0.098 0.137 0.098 0.081 0.105 0.541 1.603 0.506 0.883
2000 0.104 0.103 0.094 0.100 0.113 0.113 0.095 0.107 0.123 0.133 0.104 0.120 0.152 1.614 0.275 0.680
2500 0.211 0.129 0.106 0.149 0.226 0.143 0.109 0.159 0.245 0.163 0.123 0.177 0.288 1.485 0.336 0.703
3000 0.140 0.182 0.143 0.155 0.152 0.198 0.149 0.166 0.164 0.224 0.169 0.186 0.289 0.626 0.204 0.373
4000 0.245 0.201 0.163 0.203 0.199 0.218 0.172 0.196 0.222 0.253 0.228 0.234 0.396 0.984 0.219 0.533
5000 0.301 0.249 0.199 0.250 0.320 0.265 0.206 0.264 0.344 0.311 0.229 0.295 0.394 0.612 0.298 0.435
8000 0.352 0.210 0.278 0.280 0.375 0.230 0.306 0.304 1.070 0.250 0.335 0.552 0.472 0.592 0.370 0.478
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Anexo 11

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de polifenoles en S. aureus.

Conc Tiempo O h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h

(nug/mL)

2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom
[Tiem (h)

Control  0.051 0.045 0.176 0.091 0.052 0.056 0.181 0.096 0.056 0.091 0.193 0.113 0.710 1.323 0.977 1.003
62.5 0.213 0.082 0.170 0.155 0.220 0.083 0.175 0.159 0.248 0.094 0.190 0.177 0.477 1.457 0.599 0.844
125 0.240 0.104 0.264 0.203 0.249 0.089 0.271 0.203 0.298 0.117 0.305 0.240 0.321 1.426 0.521 0.756
250 0.410 0.117 0.492 0.340 0.421 0.113 0.502 0.345 0.582 0.139 0.621 0.447 0.591 1.415 0.681 0.896
500 0.649 0.182 0.636 0.489 0.654 0.143 0.638 0.478 0.802 0.218 0.798 0.606 0.968 1.410 0.813 1.064
700 0.986 0.214 0.754 0.651 0.997 0.198 0.763 0.653 1.140 0.253 0.939 0.777 1.151 1.098 1.043 1.097
900 1.090 0.170 0.982 0.747 1.094 0.218 0.998 0.770 1.255 0.190 1.167 0.871 1.266 0.784 1.189 1.080
1000 1.435 0.227 1.531 1.064 1.469 0.265 1.588 1.107 1.611 0.249 1.686 1.182 1.698 0.296 1.699 1.231
1100 1.693 0.276 0.421 0.797 1.917 0.230 0.438 0.862 1.984 0.305 0.472 0.920 2.011 0.740 0.630 1.127
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Anexo 12

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de tetraciclina en S. aureus.

Conc

(ng/mL)

Tiempo O h

Tiempo 2 h

Tiempo 6 h

Tiempo 24 h

[Tiem (h)

Control
1000
2000
3000
4000
5000
6000
8000

10000

2 3

Prom

2

3

Prom 1 2

3

Prom

2 3

Prom

0.051
0.067
0.072
0.113
0.074
0.089
0.061
0.133
0.312

0.045 0.176
0.050 0.056
0.059 0.065
0.068 0.063
0.083 0.053
0.079 0.059
0.079 0.062
0.073 0.264
0.147 0.149

0.091
0.058
0.065
0.081
0.070
0.076
0.067
0.157
0.203

0.052
0.067
0.077
0.122
0.077
0.092
0.063
0.134
0.330

0.056
0.050
0.061
0.073
0.091
0.091
0.096
0.078
0.176

0.181
0.056
0.073
0.067
0.060
0.063
0.071
0.309
0.215

0.096 0.056 0.091
0.058 0.068 0.052
0.070 0.086 0.064
0.087 0.136 0.079
0.076 0.082 0.101
0.082 0.099 0.115
0.077 0.068 0.127
0.174 0.147 0.089
0.240 0.362 0.205

0.193
0.058
0.079
0.070
0.085
0.081
0.102
0.363
0.259

0.113
0.059
0.076
0.095
0.089
0.098
0.099
0.200
0.275

0.710
0.093
0.105
0.159
0.121
0.119
0.095
0.182
0.395

1.323 0.977
0.074 0.068
0.087 0.094
0.098 0.088
0.134 0.121
0.157 0.111
0.168 0.131
0.125 0.387
0.251 0.278

1.003
0.078
0.095
0.115
0.125
0.129
0.131
0.231
0.308

Absorbancia (nm)

1,1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Oh
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24h



Anexo 13

Promedios de absorbancia del efecto antimicrobiano de trimetoprim sulfametoxazol en

S. aureus.
Conc Tiempo 0 h Tiempo 2 h Tiempo 6 h Tiempo 24 h
(ng/mL)
i 2 3 Prom. 1 2 3 Prom. 1 2 3  Prom. 1 2 3  Prom
[Tiem (h)

Control  0.051 0.045 0.176 0.091 0.052 0.056 0.181 0.096 0.056 0.091 0.193 0.113 0.710 1.323 0.977 1.003
300 0.054 0.054 0.055 0.054 0.056 0.057 0.056 0.056 0.058 0.060 0.061 0.060 0.097 0.079 0.062 0.079
500 0.073 0.059 0.059 0.064 0.080 0.063 0.067 0.070 0.077 0.064 0.069 0.070 0.111 0.071 0.071 0.084
1000  0.113 0.064 0.343 0.173 0.121 0.066 0.465 0.217 0.115 0.069 0.539 0.241 0.122 0.077 0.624 0.274
1500 0.175 0.176 0.159 0.170 0.202 0.215 0.218 0.212 0.301 0.291 0.285 0.292 0.603 0.159 0.346 0.369
2000 0.084 0.152 0.160 0.132 0.098 0.183 0.265 0.182 0.106 0.341 0.317 0.255 0.108 0.343 0.550 0.334
2500 0.152 0.414 0.130 0.232 0.175 0.449 0.196 0.273 0.219 0.557 0.296 0.357 *0.119 0.670 0.461 0.566
3000 0.208 0.186 0.312 0.235 0.258 0.215 0.464 0.312 0.334 0.278 0.540 0.384 0.503 0.726 0.586 0.605
3200 0.200 0.167 0.232 0.200 0.213 0.181 0.313 0.236 0.256 0.275 0.356 0.296 0.416 0.433 0.389 0.413
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