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RESUMEN

La ganaderia es un sector economico crucial dedicado a la produccion y reproduccion
animal, donde se han implementado diversas biotecnologias para mejorar su desarrollo.
Por lo tanto, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto antioxidante del
producto liofilizado de borra de café (CGL) en el semen bovino refrigerado. Se
recolectaron un total de 10 eyaculados utilizando el método de la vagina artificial, se
diluyeron con Optixcell® y se asignaron al azar a diferentes dosis con CGL. El CGL se
dividi6 en tres dosis (1, 1.5 y 2 mg CGL/ml DS) y un grupo control (sin adicion de CGL).
Las muestras se evaluaron en diferentes tiempos de refrigeracion (4, 12, 24 y 36 horas a
4 °C), con cada tratamiento que implica la adicion de 10 ml de semen. La funcionalidad
de la membrana se evalué mediante la prueba de hinchamiento hipoosmético (HOST), y

la integridad del acrosoma se evalué mediante la tincion con Azul de Coomassie al 0.22%.

En la evaluacion individual de factores (dosis y tiempo), se observd un efecto
significativo principalmente para la dosis de 1 mg CGL/ml DS a las 4 horas. En la
evaluacion de la interaccion de factores, la dosis de 1 CGL/ml DS mostro efectos
significativos en la motilidad progresiva a las 4 y 12 horas, mientras que las dosis de 1.5
y 2 mg CGL/ml DS exhibieron efectos significativos solo a las 4 horas. Se observaron
tendencias similares para los pardmetros cinéticos, la funcionalidad de la membrana y la
integridad del acrosoma. Por lo tanto, la adicion de CGL al semen mejord las
caracteristicas seminales debido a la presencia de antioxidantes, lo que permitié mantener
valores optimos hasta 4 horas después de la recoleccion del semen. Esto sugiere que un
marco de tiempo de 4 horas es Optimo para la criopreservacion para evitar un declive en

las caracteristicas seminales, considerando la fisiologia biologica de los espermatozoides.

Palabras clave: Borra de café liofilizada, semen, caracteristicas seminales, simmental,

bovino.
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ABSTRACT

Livestock farming is a crucial economic sector dedicated to animal production and
reproduction, where various biotechnologies have been implemented to enhance its
development. Therefore, this research aimed to evaluate the antioxidant effect of
lyophilized coffee grounds product (CGL) on refrigerated bovine semen. A total of 10
ejaculates were collected using the artificial vagina method, diluted with Optixcell®, and
randomly assigned to different doses with CGL. The CGL was divided into three doses
(1, 1.5, and 2 mg CGL/ml DS) and a control group (without CGL addition). The samples
were evaluated at different refrigeration times (4, 12, 24, and 36 hours at 4 °C), with each
treatment involving the addition of 10 ml of semen. Membrane functionality was assessed
using the hypoosmotic swelling test (HOST), and acrosome integrity was evaluated using

0.22% Coomassie Blue staining.

In the individual evaluation of factors (dose and time), a significant effect was observed
primarily for the 1 mg CGL/ml DS dose at 4 hours. In the interaction evaluation of factors,
the 1 CGL/ml DS dose showed significant effects on progressive motility at 4 and 12
hours, while the 1.5 and 2 mg CGL/ml DS doses exhibited significant effects only at 4
hours. Similar trends were observed for kinetic parameters, membrane functionality, and
acrosome integrity. Thus, the addition of CGL to semen improved seminal characteristics
due to the presence of antioxidants, enabling the maintenance of optimal values for up to
4 hours after semen collection. This suggests that a 4-hour timeframe is optimal for
cryopreservation to prevent a decline in seminal characteristics, considering the

biological physiology of spermatozoa.

Keywords: Coffee grounds lyophilized, semen, seminal characteristics, simmental,

bovine.
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I. INTRODUCCION

La ganaderia tradicional peruana enfrenta problemas asociados a la productividad,
derivado de problemas reproductivos tales como la dificultad en sincronizacién de celo,
incompatibilidad reproductiva entre razas, bajas tazas de fecundacion, cria estacional,
defectos genéticos, propagacion de enfermedades, entre otros. Por otro lado, hay un
creciente interés a nivel mundial por conservar la biodiversidad genética dentro de las

poblaciones de animales (Millones & Moran, 2019; Sanchez, 2023; Suanes ef al., 2021).

En ese sentido, las biotecnologias reproductivas desempefian un papel de suma
importancia en la ganaderia, ya que ofrecen una serie de técnicas que permiten manipular
la reproduccién de los animales con el objetivo de mejorar su eficiencia reproductiva,
genética y productividad; estas técnicas incluyen a la inseminacion artificial,
multiovulacion, fertilizacion in vitro, transferencia de embriones, sexado del semen, etc.
(Singh, et al., 2022). Todas estas técnicas contribuyen a la propagacion selectiva de
animales con un gran valor genético, como la multiplicacion rapida de lineas genéticas
superiores; en ese sentido, se ha demostrado que estas biotecnologias reproductivas son
eficientes para mejorar la produccion de leche y carne, ademas para reducir los intervalos
generacionales y minimizar las pérdidas econdmicas; ademas que cumplen un rol de suma

importancia en la conservacion de razas y especies autdctonas (Rosete et al., 2021).

No obstante, el éxito en la implementacion de estas biotecnologias estad estrechamente
relacionada con la calidad seminal, puesto que este desempefia un rol fundamental al
contener los espermatozoides responsables de la fecundacion y la posterior formacion del
embrion mediante su fusion con el 6vulo, esto implica realizar diversas evaluaciones para
determinar su calidad (Vallet-Buisan et al., 2023). Ademas, es necesario emplear técnicas
adecuadas de colecta seminal que se ajusten particularmente con cada animal que se

trabaje (Valverde, 2021).

Por otro lado, en el contexto de la economia peruana, el café se ha convertido en uno de
los principales productos agricolas de exportacion. Pert ocupa el primer lugar como
productor y exportador de café organico junto con Etiopia, con una extension de cultivo
de 233 180 hectéreas en el afio 2022, el cual representa el 7.8% de area agricola nacional

y alcanzando una produccion de 231 184 toneladas el mismo afio (Midagri, 2023).
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A pesar de los multiples beneficios que trae consigo esta produccion, también genera una
gran cantidad de residuos, mucho de los cuales no se utilizan en otros procesos y son
desechados, causando dafio al ecosistema. Entre estos residuos se encuentran la pulpa, el
exocarpio y la borra, esta ultima se refiere a los granos de café tostados y molidos que
han perdido parte de sus componentes solubles en agua, siendo los residuos sélidos

obtenidos después de la preparacion de bebidas de café (Franca & Oliveira 2019).

La borra se genera tanto en las instalaciones de fabricacion de café soluble como durante
la preparacion de la bebida a partir de granos de café tostados y molidos. En general, este
residuo se desecha directamente a la basura, y es altamente contaminante debido a sus
elevadas concentraciones de sustancias organicas, que requieren grandes cantidades de
oxigeno para descomponerse (Fernandez-Cortés, et al., 2020). Este problema ha llevado
a investigaciones orientadas al aprovechamiento de estos residuos, como la produccion
de biogas, bioetanol, bioaceite y biocarbon, como fuentes de energia renovable; ademas,

se ha explorado su uso en la alimentacion animal (Yoplac, ef al., 2017; Mata, 2022);

Por otro lado, la presencia de compuestos antioxidantes en la composicion del café esta
asociado a la presencia de antioxidantes (Erskine, et al., 2022). Dado que los
antioxidantes cumplen un rol de gran importancia en la inhibicidn de la oxidacion causada
por radicales libres, se ha investigado la presencia de estos compuestos en la borra de
café. Cortes et al. (2017), determinaron la presencia de antioxidantes en subproductos de
café (pulpa y borra), mediante el uso de un método de extraccion solido-liquido,
demostrando que ambos subproductos contienen compuestos fenélicos con propiedades

antioxidantes.

Mussatto et al. (2011) utilizaron el método de extraccion sélido — liquido con metanol
como disolvente para extraer antioxidantes de la borra de café. Su estudio revelo una alta
capacidad antioxidante de los compuestos (0,10 mM determinado mediante el ensayo del
poder antioxidante reductor férrico). Los autores destacaron la importancia de estos
antioxidantes en beneficio de la salud y resaltaron sus posibles aplicaciones; ademas
sugirieron que el proceso de extraccion podria optimizarse utilizando otros disolventes
no toxicos, lo que abordaria una preocupacion importante asociada con este método de

extraccion.

Rojas & Cardona (2020) estudiaron el efecto de adicionar de borra de café a semen fresco

humano; donde evaluaron el potencial de membrana mitocondrial, las propiedades
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funcionales de los espermatozoides, y especies reactivas de oxigeno (ROS); estas
muestras fueron incubadas por 2 horas a 37 °C, evaluando la movilidad espermatica en
microscopio cada 30 minutos; mediante las cuales observaron mejoras significativas en
movilidad a partir de los 30 minutos de iniciado la incubacion a las muestras que fueron
agregadas borra de café en comparacion con muestras control; ademas que incremento el
potencial de membrana mitocondrial en 14,4 % en comparada con el tratamiento control.
Concluyeron que la borra de café impacta positivamente en la movilidad de
espermatozoides e incrementen el potencial de la membrana mitocondrial. Los resultados
alentadores de esta investigacion dejan abierta las posibilidades de nuevas investigaciones
en el area de la reproduccion humana y animal. En este sentido el objetivo general fue
evaluar el efecto antioxidante de la borra de café en la calidad de semen fresco de ganado

bovino.
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I1.

2.1.

2.2.

MATERIALES Y METODOS

Aprobacion ética

Durante la presente investigacion, la salud e integridad del animal involucrado en
este estudio fue salvaguardada, ya que las actividades han sido desarrolladas bajo las
consideraciones éticas correspondientes segin el protocolo IACUC (Institucional
Animal Care and Use Committees). Asimismo, este proyecto fue aprobado por el

Comité de Etica de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza en la

ciudad de Chachapoyas, Peru (N° de aprobacion CIEI-N° 0038).

Lugar de ejecucion

Las colectas se realizaron en el Centro de Colecta de Semen de la Estacion
Experimental de Chachapoyas. Las evaluaciones de pardmetros seminales fueron
realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia Animal, Reproduccion y Mejoramiento
Genético ambas instalaciones pertenecen al Instituto de Investigacion en Ganaderia
y Biotecnologia (IGBI) como parte del proyecto SNIP: 346922 “Mejoramiento de
Tecnologias para el Incremento de Nucleos de Ganado Bovino de alto valor genético
en las Estaciones Experimentales Ganaderas de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza — PROTEGAN”. Asimismo, la obtencion del liofilizado y
evaluacion del potencial bioactivo de la borra del café se realizd en el Laboratorio de
Calidad de Caf¢ del Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja
de Selva (INDES-CES) ambos institutos integran a la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas - UNTRM (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geografica de area de desarrollo del estudio

2.3. Obtencion de la borra de café bourbon

Se trabajo con la borra de café de la variedad bourbon en Laboratorio de Calidad de

Café, con muestras homogéneas en todos los procesos hasta obtener la borra.

La borra se seco en una estufa (Venticell, ECOline, Alemania) a 60 °C por 72 horas.
Posteriormente, la borra de café fue triturada en un molino de aspas (BOSCH,
TSM6AO013B, Eslovenia) hasta tener particulas de tamafio uniforme, finalmente las
muestras fueron cernidas en un cedazo (100 pm) con el propoésito de tener una muestra

mas homogénea y favorecer la extraccion de los compuestos bioactivos.

2.4. Extraccion de compuestos bioactivos de la borra de café

Los compuestos bioactivos de borra de café fueron extraidos siguiendo la
metodologia descrita por Myo & Khat-udomkiri (2022) con cambios menores; la
extraccion se hizo con agua MiliQ. Para la extraccion se inici6 pesando 4.5 g de borra
seca en un vaso de precipitado, donde se adicion6 100 ml de agua MiliQ (Sistema de

purificacion de agua ultrapura Milli-Q® IQ 7000) a 90 °C; se us6 un agitador
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2.5.

magnético (Benchmark, HOTPLATE STIRRER, USA) por 5 minutos para favorecer
la dilucidon solvente — borra, posteriormente las muestras fueron colocadas en un
sonicador (Bransonic, CPX5800H-E, México) por un periodo de 10 minutos para
mejorar la extraccion. El extracto obtenido fue llevado a centrifugar (Centurion
Scientific, PRO -ANALYTICAL CR4000, Alemania) a 4800 rpm por 10 minutos, y
luego filtrado en papel Whatman N° 40, y colocandose la solucion filtrada en tubos
de centrifuga de 50 ml. Finalmente, las muestras fueron congeladas a -86°C
(SNIJDERS LAB, VF360-86, Netherlands) por 72 horas y liofilizadas (Terroni,
LC1500 con campana acrilica, USA) por un periodo de 3 dias, obteniendo asi el

liofilizado de borra de café (LBC).

Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos

a. Ensayo captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

La actividad antioxidante se determind por el ensayo de captacion del radical libre
2,2 — difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) desarrollada por Brand- Williams et al., 1995
y adaptado por Celik & Gokmen (2018) para determinar la actividad antioxidante
en el café, se pes6 20 mg de DPPH por litro de metanol para obtener una solucion
con absorbancia aproximada de 0,45. La soluciéon de DPPH (3,9 ml) se coloc6 en
una cubeta de vidrio para medir la absorbancia inicial (Ao) a una longitud de onda
de 516 nm en un espectofotometro UV/VIS. Posteriormente, se coloco 3,9 mL de
solucion DPPH en tubos de ensayo y se agregd 100 puL de extracto de muestra,
luego fueron mezclados en un vortex, para posteriormente ser colocadas en
oscuridad por 10 minutos y finalmente ser medidos en el espectofotémetro (UV-
VIS PEAK, T9200, USA) a 516 nm (Abs). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y se informaron los valores medidos.

Los porcentajes de inhibicion de DPPH se calcularan con la siguiente ecuacion:

(AO - AT) - (As B AT) x

% de inhibicion.de DPPH =
% de inhibicion. de A, — A,

100

Donde: Ay: absorbancia de soluciéon de DPPH
Ar: absorbancia de metanol

As: absorbancia del extracto de muestra
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Se utiliz6 el estandar trolox para construir la curva de calibracion en un rango de
0 a 1,0 mM y los valores se expresaron en miligramos de Trolox equivalente / 100
mg de liofilizado de borra de café (mg T Eq/ 100 mg LBC).
b. Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)
Se us6 el método establecido por Rufino ef al. (2010) y Pulido et al. (2000) con
modificaciones. La preparacion del reactivo FRAP consistio en mezclar 25 mL de
tampon de acetato 0,3 M, 2,5 mL de TPTZ 10 mM y 2,5 mL de cloruro férrico a
20 mM; Se mezclo6 2,7 mL de solucion FRAP con 270 pl de agua destilada y con
90 pl de borra de café, se homogenizo en un vortex y se incub6 en una estufa por
un periodo de 30 minutos a 37 °C. Finalmente se hizo la lectura a 593 nm en un
espectofotometro UV/VIS. Se utilizé la solucion FRAP como calibrador. La curva
de calibracion se construy6 con sulfato ferroso (FeSO4) en rango de 500 a 1000
UM y los valores se expresaron en mg de 4acido galico/100 mg LBC.
c. Fenoles totales

Los compuestos fenolicos se determinaron por medio del ensayo de colorimetria
Folin - Ciocalteu, siguiendo el método desarrollado por Singleton et al. (1999). Se
colocd 50 pl de extracto de cada una de las muestras en tubos de ensayo,
seguidamente se agregd 1,5 ml de solucioén Folin acuoso con una concentracion
1:10 v/v y por Gltimo se agregd 1,5 ml de Na>COs al 7,5% (diluido en agua
desionizada). Se dejé en una estufa a 50° C por 5 minutos para su reaccion. Con
la ayuda de un espectrofotometro UV/VIS se hizo la lectura de la absorbancia, a
una longitud de onda de 765nm. La cuantificacion de fenoles totales se obtuvo a
partir de la curva de &cido galico de 0,01 — 0,1 mg/mL. Los resultados se

expresaron como mg de acido galico / 100 mg de LBC.

2.6. Concentracion adecuada de borra de café para mantener la calidad

espermatica bovina

2.6.1. Animal de estudio
Se trabajé con un toro de la raza simmental de 3 afios, perteneciente a la
Estacion Experimental de Chachapoyas de la UNTRM, alimentado con heno
de alfalfa, ensilado de maiz chala y alimento balanceado, brindado en doble
horario (mafiana y tarde).

2.6.2. Analisis de datos
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Se empleo el disenio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial 4x4,
que incluyd 10 repeticiones (colectas) y un total de 160 wunidades
experimentales. Los factores evaluados fueron la dosis: control, 1, 1.5y 2 mg
LBC/ml SD (semen diluido) y el tiempo: 4, 12, 24 y 36 horas posteriores a la
adicion del LBC).
En el analisis estadistico, primeramente, se hizo un resumen de medias y
desviacion estandar de los datos obtenidos.
Se contrasto los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza a través
de las pruebas de Shapiro Wilk y Levenne; a las variables que cumplieron con
ambos supuestos fueron evaluadas mediante un analisis de varianza y pruebas
de comparaciones multiples de Duncan con un nivel de significancia del 95%:
LIN: indice de linealidad (%) y ALH: amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza (um/s), funcionalidad de membrana (%) e integridad de acrosoma
(%). Para los parametros que no cumplieron con este supuesto: MT: motilidad
total (%); MP: motilidad progresiva (%); VCL: Velocidad curvilinea(m/s);
VAP: Velocidad medio (um/s); VSL: velocidad lineal (um/s); STR: indice de
rectitud (%) y BCF: Frecuencia del batido de cola (Hz), se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis. Todos los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el paquete estadistico InfoStat v. 2018p.

2.6.3.Coleccion de semen
Se colect6 un total de 10 eyaculados obtenidos cada 7 dias por el método de
vagina artificial, la misma que fue armada 20 minutos antes de la colecta con
agua temperada a 60°C con la finalidad de que al momento de la colecta la
temperatura interna esté a 38,5°C. Luego se comenzd con la estimulacion del
reproductor a través del olfateo y caminatas cercanas al chantador. Al momento
del salto del toro, se procedid a colocar el pene dentro de la vagina artificial y
una vez obtenido el eyaculado se llevé a laboratorio para hacer las evaluaciones
y diluciones correspondientes.

2.6.4.Evaluaciones iniciales
El semen colectado se evalué macroscopicamente volumen, color, olor y pH;
y microscopicamente motilidad masal (MM) (0-5), esta ultima se evaluo
mediante una valoracion subjetiva del movimiento masivo de los
espermatozoides (Evans y Maxwell, 1990, como se cita en Segura et al., 2023)

2.6.5.Dilucion de semen
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Se trabajé con dilutor comercial de la marca OptiXcell, el cual fue preparado
segun las indicaciones del fabricante, manteniéndolo a temperatura ambiente.
Posterior a las evaluaciones iniciales del semen, se realizo la cuantificacion
espermatica para una dilucién en base a 25 x10° espermatozoides por 0.5 ml
(Fotometro Minitube, SDM6 Printer, Alemania). La dilucion se realizo de
manera fraccionada, iniciando con una dilucién 1/1 y posterior afadiendo
dilutor al semen cada 10 minutos hasta alcanzar el volumen final de dilucion,
cabe resaltar que siempre se tuvo en cuenta la temperatura tanto del semen
como del dilutor antes de cada dilucion, la cual fue medida con una termocupla
(DigiSense, 68X001351, USA), evitando alteraciones de los espermatozoides
por estrés térmico.
Finalizada la dilucién, se agregaron las dosis de liofilizado de borra de café
(LBC), dividiéndolo en cuatro tratamientos: TO (control), T1 (1 mg LBC/ml
SD), T2 (1,5 mg LBC/ml SD) y T3 (2 mg LBC/ml SD); para cada tratamiento
se utilizd 10 ml de SD.
2.6.6. Evaluaciones posteriores a la aplicacion de tratamientos
Se hicieron evaluaciones de motilidad, pardmetros cinéticos, funcionalidad de
membrana e integridad de acrosoma a las 4h, 12h, 24h y 36 h posteriores a la
adicion de LBC.
a) Evaluaciones con el sistema CASA SCA®
Se evaluaron microscopicamente en el sistema computarizado de andlisis
seminal (SCA Evolution - Sperm Class Analyzer v.6.6.64, USA) para lo cual
se sacd una muestra de 10 pl y se colocd en una lamina portaobjetos, se
cubrié con una laminilla cubreobjetos e hizo la medicion en el sistema
SCA®; se obtuvo los siguientes datos: motilidad total (MT), motilidad
progresiva (MP); pardmetros cinéticos: velocidad curvilinea (VCL),
Velocidad media (VAP), Velocidad lineal (VSL), indice de rectitud (STR),
indice de linealidad (LIN), amplitud de desplazamiento lateral de cabeza
(ALH) y frecuencia de batido de cola (BCF).
b) Funcionalidad de membrana
Se utiliz6 la prueba hipoosmoética (HOST) adaptado de Jeyendran et al.,
(1984); para lo cual se prepard una solucion de 50 mOsm/L utilizando
0,1225 g de D-fructosa y 0,225 g de Citrato de Sodio para 50 mL de agua

bidestilada. Se precalentd un microtubo en bafio maria a 37°C y se anadio
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100 pl de solucidon hipoosmotica, luego se agregd 35 pl de semen; este
microtubo se incub6 durante 5 minutos en bafio maria y posteriormente se
anadio 31 pl de solucion hipoosmoética formolada (1 ml de solucion
hipoosmética + 3 ul de formaldehido 40%) para detener la reaccion.

Para la evaluacion, se depositd 5 pul de muestra en una lamina portaobjetos
y con una laminilla cubreobjetos; a continuacion, se observo la muestra
utilizando un microscopio de contraste de fases con un objetivo de 40X. Los
espermatozoides se clasificaron en base a la funcion osmotica de su
membrana: si presentan enrollamiento de la cola de variable intensidad, se
considerd con una adecuada funcién osmética de la membrana espermatica
(HOST+); por otro lado, si no muestra ninguna respuesta a la solucion
hipoosmética ni enrollamiento de cola, se consideré con una membrana
defectuosa (HOST-).

Integridad acrosomal

Se evalud mediante una tinciéon con Coomassie Blue al 0,22% (Fumuso et
al., 2014). Para ello, se utilizd como base agua destilada (20 mL) con
Brilliant Blue para Coomassie G250 (0,11 g), metanol (25 mL) y acido
acético al 99% (5 mL). Se utilizaron 10 puL. de muestra para preparar un
frotis, el cual se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, los
frotis secos se sumergieron en una solucion de formaldehido al 4% en PBS
durante 15 minutos para su fijacion. Luego, se lavaron los frotis en PBS,
realizando cinco inmersiones de un segundo cada una. Los frotis se
colocaron en posicidn vertical para eliminar el exceso de PBS y luego se
sumergieron horizontalmente en una solucion de Coomassie Blue al 0,22%
durante 5 minutos para la tincién. Finalmente, se dejo escurrir el exceso de
tincion y se realizaron inmersiones en agua destilada para lavar los frotis
(cinco inmersiones de 1 minuto cada una). Después, se dejaron secar al
ambiente. Los frotis secos se observaron a 100x con aceite de inmersion en
un microscopio de campo claro para clasificar los espermatozoides. Se
clasificaron los espermatozoides en base a la coloracion del acrosoma:
aquellos con coloracion azul del acrosoma o estructura acrosomal integra se
consideraron CB+ (positivos a Coomassie Blue), mientras que aquellos con

coloracidon blanca del acrosoma o acrosoma dafiado se consideraron CB-
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(negativos a Coomassie Blue). Se cuantificaron no menos de 100

espermatozoides por cada muestra.
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III. RESULTADOS

Se ha podido determinar la presencia de antioxidantes en la borra del café de la variedad
Bourbon con los ensayos realizados, los mismos se hicieron solo para determinar la
presencia de antioxidantes, estos fueron: captacion de radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), poder antioxidante reductor férrico (FRAP) y fenoles totales. De
los resultados obtenidos se puede indicar la presencia de antioxidantes como parte del

contenido de la borra de café, tal como se detallan en la tabla 1.

Tabla 1.

Valores de los ensayos para determinacion de antioxidantes y fenoles totales.

Ensayos Media D.E. Min Max
DPPH (mg T Eq/100 mg LBC) 0.02 1,8E-04 0.02 0.02
FRAP (mg AG/100 mg LBC) 0.90 0.32 0.58 1.22
Fenoles Totales (mg AG/100 mg
LBC) 13.41 0.92 12.44 14.26

DPPH: Captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (mg T Eq/100 mg LBC). FRAP: Poder
antioxidante reductor férrico (mg AG/100 mg LBC). DE: Desviacion estandar

Previamente a la aplicacion de los tratamientos, se evaluaron las caracteristicas
seminales como: volumen, pH, motilidad masal y concentracion espermatica. Se obtuvo
volumenes entre 3.5 y 9.5 ml, con pH seminal 6.85 £+ 0.15. Asu vez se determin¢ la
motilidad masal de 4, concentracién espermdtica con valores minimos de 546 x10%/ml y
méximos de 1564 x10%ml, se pudo evidenciar que los eyaculados presentaban una

coloracion blanquecina (Tabla 2).

Tabla 2.

Caracteristicas seminales de los eyaculados colectados.

Caracteristicas Promedio D.E L. max. L. min
Volumen (ml) 5.85 2.16 9.5 3.5
pH 6.85 0.15 6.98 6.65
Motilidad masal (MM) 4 0.53 5 3.5

Concentracion espermatica (mill

985.3 406.6 1564 546
spz/ml)

Una vez tratadas las muestras se evaluaron caracteristicas microscopicas como:
motilidad total, motilidad progresiva, parametros cinéticos, funcionalidad de membrana
e integridad acrosomal (Anexo 8)

Segun los valores obtenidos en factor dosis, se evidencid diferencias significativas

(p<0,05) para motilidad total con las 3 dosis de LBC respecto al tratamiento control. Por
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otro lado, referente a la motilidad progresiva no se evidenciaron diferencias significativas

entre los tratamientos (tabla 3).

Tabla 3.

Valores promedios de motilidad espermatica obtenidos segiin dosis aplicada.

DOSIS
(mg LBC/ml SD) MT (%) MP (%)
0 0743 £2.24 b 8918+ 8.14
1 08.81 + 1.66 2 90.82 + 7.33
15 0878 + 147 2 00.49 + 7.55
2 98.61 £ 1.63 a 9020+ 7.19

MT: motilidad total (%); MP: motilidad progresiva (%)
Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE)
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Asimismo, las evaluaciones respecto al factor tiempo (4, 12, 24 y 36 horas) para los
pardmetros de motilidad total y motilidad progresiva, se evidencio diferencias
significativas a las 4 horas de evaluacién respecto a los otros tiempo (p<0,05),
demostrandose que a una menor cantidad de horas los espermatozoides tienen mejores
porcentajes de motilidad, lo cual nos permiten comprobar de manera estadistica la
viabilidad de los espermatozoides con relacion a su fisiologia bioldgica, tal como se

detalla en la tabla 4.

Tabla 4.

Valores de motilidad espermatica obtenidos respecto al tiempo de evaluacion.

Tiempo (horas) MT (%0) MP (%)
4 99.11+1.22a 93.13+6.76 a
12 98.52 £ 1.68 ab 91.78 £6.43 ab
24 9821+ 1.79b 89.20+6.17 be
36 97.78 £2.33 b 86.58 £8.90 ¢

MT: motilidad total (%); MP: motilidad progresiva (%)
Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE)
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De igual manera, se evalu6 la interaccion de los factores dosis x tiempo respecto a los
parametros de motilidad total y progresiva, existiendo diferencias significativas (p<0.05)
en la interaccion de dosis y tiempos, siendo la dosis de 1mg LBC/ml SD a las 4 horas
para motilidad total. A demas de ello, se evidencié que la dosis de 1 mg LBC/ml SD a las
12 horas presentaba efectos benéficos para motilidad progresiva con los mejores

porcentajes, tal como se puede observar en la tabla 5.
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Tabla 5.

Valores promedios de interaccion de factores dosis x tiempo respecto a motilidad

espermatica.
Dosis Tiempo
(mg LBC/ml) (horag) MT (%) MP (%)

0 98.27 £1.90 a-d 91.05+7.87 ab
1 4 99.71+0.27 a 93.80+748 a

15 99.38 £ 0.77 ab 93.89+6.97a
2 99.09 + 0.99 ab 93.70 £5.03 a
0 97.55 £ 2.06 b-d 90.57 £9.20 ab
1 12 99.03+1.14ab 93.83+£5.21a

15 98.71 + 2.00 a-c 91.65+4.08 ab
2 98.80 + 1.08 a-c 91.08 £ 6.64 ab
0 97.17 £ 2.35 cd 89.10 £ 5.97 ab
1 24 98.48 £ 1.38 a-d 88.22 £ 6.74 ab

15 98.66 + 1.07 a-c 89.83 £6.20 ab
2 98.54 +£1.91 a-c 89.63 £ 6.63 ab
0 96.72 +2.64 d 86.00 £9.38b
1 36 98.01 £ 2.62 a-d 87.36 £7.92 ab

15 98.38 £ 1.74 a-d 86.58 £ 10.58 ab
2 98.01 £ 2.23 a-d 86.38 + 8.91 ab

LBC: Liofilizado de la borra de café. MT: motilidad total (%); MP: motilidad progresiva (%)
Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE)
Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Por otro lado, también se determinaron valores respecto a paradmetros cinéticos: Velocidad
curvilinea (VCL), Velocidad media (VAP), Velocidad lineal (VSL), indice de rectitud
(STR), indice de linealidad (LIN), Amplitud del desplazamiento lateral de cabeza (ALH)

y Frecuencia de batido de cola (BFH), evidenciandose resultados estadisticamente no

significativos (p>0,05) respecto a las dosis evaluadas, tal como se detalla en la tabla 6.

Tabla 6.

Valores promedios de parametros cinéticos respecto a dosis.

Parametros DOSIS (mg LBC/ml SD)

cinéticos 0 1 1.5 2
VCL (pm/s) 171.15+36.49 171.74 +£39.28 166.90 +40.73 168.37 +£40.50
VAP (nm/s) 9342 +17.01 95.57+18.74 94,18 + 18.52 93.82+19.29
VSL (um/s) 74.34 £13.00 76.46 + 14.68 75.31£13.96 74.88 + 14.65
STR (%) 79.76 £ 2.53 79.96 £2.49 80.13+£2.93 80.11 +£2.71
LIN (%) 47.62 £ 6.48 46.83 + 5.47 46.18 £4.63 4523 +3.76
ALH (um/s) 442 +1.29 4.26 +£0.96 4.17+0.98 4.14 £0.98
BCF (Hz) 12.08 £2.18 12.38 +£2.22 12.34 +1.94 12.61 £2.62
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LBC: Liofilizado de la borra de café. VCL: Velocidad curvilinea(m/s); VAP: Velocidad medio (um/s); VSL:
velocidad lineal (um/s); STR: indice de rectitud (%), LIN: indice de linealidad (%), ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (um/s); BCF: Frecuencia del batido de cola (Hz)

Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE)

Asu vez, respecto a los parametros cinéticos descritos anteriormente, con relacion al

factor tiempo se encontrd diferencias significativas (p<0.05) para VCL, VAP, VSL, STR,

ALH y BCEF, teniendo mejores promedios a las 4 horas respecto a los otros tiempos

evaluados, a continuacion, se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7.

Valores promedios de parametros cinéticos respecto al tiempo de evaluacion.

Parametros Tiempo (horas)

cinéticos 4 12 24 36

VCL (um/s)  183.41+3320a 170.83 +£42.25ab 166.53 +34.88 ab 157.39 £41.55b
VAP (nm/s) 101.77 £ 16.17 a 95.04 + 18.93 ab 91.99+16.36b 88.19+£19.21b
VSL (nm/s) 82.16+12.50 a 76.01 £1422Db 7290+ 13.72b 69.92+£12.87b
STR (%) 80.74+244 a 80.15+2.92 ab 79.65 £ 2.45 ab 7943 £2.66 b
LIN (%) 47.62 + 6.48 46.83 +5.47 46.18 £4.63 4523 +£3.76
ALH (nm/s) 462+121a 429+1.11 ab 4.13+£0.86 ab 395+094b
BCF (Hz) 14.07 £2.60 a 1229+2.40D 11.75 £1.59 be 11.29+0.90 ¢

VCL: Velocidad curvilinea(m/s); VAP: Velocidad media (um/s); VSL: velocidad lineal (um/s); STR: indice de
rectitud (%); LIN: indice de linealidad (%); ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um/s);
BCF: Frecuencia del batido de cola (Hz)

Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Respecto a la interaccion de factores (dosis x tiempo) para la evaluacion de los pardmetros cinéticos, se evidencio diferencias

significativas para VAP, VSL y BCF, obteniendo los mejores valores a las 4 horas de evaluacion con 1.5 mg de LBC/ml SD, tal como se

detalla a continuacion en la tabla 8.

Tabla 8.

Valores promedios respecto a los parametros cinéticos evaluados.

DOSIS (mg TIEMPO VCL VAP VSL STR LIN ALH BCF
LBC/mlI SD) (horas) (um/s) (um/s) (um/s) (%) (%) (um/s) (Hz)
0 179.84 + 33.69 99.75 + 14.63 ab 80.36 + 11.35 abc 80.47 +2.81 46.68 +5.24 5.01+1.90 13.75+2.57 ab
1 18940 +32.16 104.88 + 18.61 a 8497+ 1488 a 80.97+2.37 47.62+7.26 4.61 +0.80 14.17+283 a
15 4 181.94 +32.62 101.45 + 15.49 ab 81.97+11.80 ab 80.81 +2.46 48.50 +8.92 442+0.84 13.99+2.38a
182.44 + 38.56 101.01 < 17.79 ab 81.34+13.21 ab 80.69 +2.47 4770+ 4.51 444 +1.04 1436+297a
0 175.95 + 33.96 96.00 + 17.06 ab 76.02 + 12.79 abc 79.79 +£2.96 46.51 +6.08 4.44+0.99 11.82+2.56 be
1 173.10 + 50.68 06.29 + 21.85 ab 77.48 + 16.64 abc 80.13+2.96 46.52 +3.83 421+1.19 12.42 +£2.12 abc
15 12 163.01 +38.48 92.80 + 17.26 ab 74.35+12.30 abc 80.38 +3.63 47.29+7.21 428 +1.18 11.98£1.35bc
2 17127 + 4928 95.06 + 21.86 ab 76.18 £ 16.69 abc 80.30+2.44 46.98 +£5.04 421+1.21 12.94 £3.35 abe
0 175.80 +31.03 93.56+15.36 ab 74.11 + 11.44 abe 79.45+2.02 4475 +2.66 440+0.79 1149+1.53¢
1 165.42 +36.13 92.94 4+ 16.08 ab 73.67+12.22 abc 79.36 +2.05 46.37+5.13 4.11+0.89 11.83 +1.46 bc
15 24 163.12 +40.25 91.59+17.16 ab 72.52 + 18.59 abc 79.78£2.22 46.90 + 4.72 3.99+1.00 11.87£1.90 be
2 161.79 + 35.34 89.87+19.02 ab 71.30+ 13.58 abc 80.02 +3.54 46.68 +5.83 4.03+0.80 11.82+1.67 be
0 153.01 +44.93 84.38+19.22b 66.86+ 1426 ¢ 79.35+2.45 44.09+4.12 3.84+1.10 11.27+0.81¢
1 159.06 + 34.73 88.15+ 16.54 ab 69.72 +12.05 be 79.39+2.53 46.01 +3.69 4.10+0.95 11.11+0.99 ¢
15 36 159.52 +51.77 90.87+23.95 ab 72.40 + 11.82 abc 79.57+3.47 4523 +4.58 3.99+0.94 11.50£0.99 ¢
2 157.96 + 39.32 89.35+18.91 ab 70.72 + 14.54 abc 79.43 +£2.50 45.59+2.73 3.89+0.90 11.31+091¢

LBC: Liofilizado de la borra de café. VCL: Velocidad curvilinea(m/s); VAP: Velocidad medio (um/s); VSL: velocidad lineal (um/s); STR: indice de rectitud
(%), LIN: indice de linealidad (%); ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um/s); BCF: Frecuencia del batido de cola (Hz)
Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar (DE) Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Funcionalidad de 1a membrana

Mediante el grafico de barras se presenta la descripcion de los valores obtenidos, en el cual
se muestra que la mejor interaccion de la evaluacion se presento para la dosis de 1 mg LBC/
ml en el tiempo de 4 horas, registrando el porcentaje mas alto respecto a la funcionalidad de

membrana, tal como se detalla a continuacion en la figura 2.
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Figura 2.

Valores promedios de la interaccion de la dosis x tiempo respecto a la funcionalidad de
membrana.

Integridad acrosomal

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en integridad acrosomal segin la
interaccion de los factores dosis x tiempo con mejores promedios al adicionar 1 mg LBC/ml

SD a las 4 horas de evaluacion, tal como se detalla en la figura 3.
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Figura 3.

Valores promedios de la interaccion de la dosis x tiempo respecto a la integridad acrosomal.
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IV. DISCUSION

El uso de antioxidantes podria mitigar el impacto negativo de los ROS en los
espermatozoides (Kaltsas, 2023). En esta investigacion se analiz6 la capacidad antioxidante
y el efecto de diversas dosis de LBC en parametros seminales a diferentes tiempos post
refrigeracion. La incorporacion de antioxidantes en los diluyentes brinda un efecto protector
que mejora la calidad espermatica en toros, carneros, cabras, cerdos, perros y humanos
(Zhang et al., 2022; Shakouri, et al., 2021). Esto se apoya en la capacidad antioxidante de la
borra de café determinada mediante los ensayos DPPH, FRAP y Fenoles totales de LBC

(Andrade et al., 2022) y su efecto en ciertos parametros seminales (Rojas & Cardona, 2020).

En el estudio de Vélez-Castafieda, et al., 2014 reportaron en promedio de 6,90 + 0,42 ml, con
una concentracion espermatica de 715,00 = 413,37 x 10¢ spz/ml; a diferencia de los valores
obtenidos en la presente investigacion con volumen seminal promedio de 5.85+2.16 ml con
variaciones entre 3.5 y 9.5ml con concentracion espermatica 985.3 = 406.6 x 10° spz/ml. Sin
embargo, se establecen coincidencia respecto al color y valor de pH presente en las muestras

seminales obtenidas.

La incorporacion de antioxidantes naturales en el medio de dilucion mejora la conservacion
de la motilidad del esperma de toros de bali, al afiadir 0.05 mg/100 ml de extracto de té verde
al dilutor antes de la criopreservacion (Prastiya et al., 2023), y al incluir extracto de hinojo
en el esperma porcino con la adiciéon de 10 g segiin Malo et al., (2012). Asimismo,
Abdramanov et al. (2017) reportan que la adicion de 10 pg/ml de extracto de sauco
(Sambucus nigra) con propiedades antioxidantes mejora la motilidad espermatica en toros
Holstein al evaluar post refrigeracion; resultados que coinciden con nuestra investigacion en

la mejora de la motilidad espermadtica al adicionar 1 mg/ml de LBC en semen bovino.

En el estudio realizado por Araya-Zuiiga, ef al., 2023 se evaluaron parametros cinéticos con
el dilutor Optixcell® mediante el sistema CASA-Mot, teniendo como resultado respecto a :
VCL: velocidad curvilinea (um/s) de 179.27+ 0.37; VSL: velocidad rectilinea (pum/s) de
86.60+0.24; VAP: velocidad promedio de la trayectoria (um/s) de: 106.67+£0.24; LIN:
linealidad de la progresion (%) de 50.34+0.10; STR: indice de rectitud (%) de 79.35+0.10;
ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um) de 3.7740.01; BCF: frecuencia

de entrecruzamiento (Hz) de 17.17+£0.04. Estos valores varian respecto a los resultados
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obtenidos con la aplicacion del dilutor en muestras seminales con borra de café en dosis que
varian desde 0 mg LBC/ml hasta 2 mg LBC/ml mediante el sistema computarizado de
analisis seminal CASA SCA® (Sperm Class Analyzer - SCA® obteniéndose resultados en
rangos de 189.40+32.16 a 153.01 +44.93 parala VCL con 1 mg LBC/ ml SD a las 4 horas
de evaluacion y el control a las 36 horas de evaluacion respectivamente; 104.88 + 18.61 a
84.38 + 19.22 para VAP con un 1 mg LBC/ml SD a las 4 horas de evaluacion y el control a
las 36 horas respectivamente; 84.97 + 14.88 a 66.86 + 14.26 para la VSL con la adicion de
un 1 mg LBC/ml SD a las 4 horas de evaluacion y el control a las 36 horas respectivamente;
80.97 £2.37a79.35+2.45 para la STR; 48.50 = 8.89 a 44.09 + 4.12 para LIN; 59.78 £ 8.10
a5525+4.99 parala ALHy 14.36 £2.97 a 11.11 + 0.99 para BCF con la adicion de 1 mg
LBC/ml SD a las 4 horas y 1.5 mg LBC/ml SD a las 36 horas de evaluacion respectivamente;
estos datos obtenidos no presentan diferencia significancia respecto al factor dosis, pero los
datos son muy similares a los reportados por Arafia-Zufiiga con relacion al uso del dilutor

comercial.

Asimismo, se debe de mencionar que respecto a la interaccion de los factores dosis y tiempo
respecto a las evaluaciones realizadas solamente se obtuvieron diferencias significativas
(p<0.05) en los parametros VAP, VSL y BCF: destacando la dosis de 1 mg LBC/ ml SD a las
4 horas de evaluacion en los tres parametros, VAP y VSL tienen gran importancia debido a
que estan directamente relacionadas con la capacidad fecundante de los espermatozoides
(Aghazarian et al., 2021). Cabe mencionar que respecto a BCF los datos obtenidos en esta
investigacion son muy similares a los obtenidos por Arbaiza-Barnechea & Cabrera-
Villanueva (2021), los cuales reportaron 15.92+1.58; asi mismo que este parametro tiene
influencia en la migracion y penetracion en el moco cervical por parte de los espermatozoides

(Ormachea et al., 2019).

En la evaluacion de la funcionalidad de la membrana se observo rangos entre 70.68+2.10 y
65.184+0.48 para la dosis de 1 mgLBC/ ml SD a las 4 horas y el control a las 36 horas de
evaluacion respectivamente, datos similares fueron reportados por Bahmid et al. (2023),
quien reportd un promedio de 63.49+1.46 en semen refrigerado; se observa el beneficio de

la adicion de LBC para funcionalidad de membrana de los espermatozoides que podria estar
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relacionado por la disminucién del estrés oxidativo (Cataldn, ef al., 2024; Abdramanov, et

al., 2017).

El acrosoma del espermatozoide, es fundamental para la fertilizacion, debido a su contenido
de enzimas que facilitan la penetracién del espermatozoide en el 6vulo, asi mismo la
integridad acrosdmica intacta y la capacidad de experimentar la reaccion acrosdémica son
cruciales para la fertilidad de los espermatozoides (Xu et al., 2018), corroborado con anélisis
moleculares de Talluri et al., (2022) que encontraron que los genes en toros de baja fertilidad
tenian una correlacion negativa con la integridad acrosomal. Teniendo en cuenta de la
importancia del acrosoma, en nuestro estudio se encontrd que la adicion de 1mg/ml de LBC
mejora significativamente la integridad acrosomal a las 4 horas, mostrando el beneficio de
los antioxidantes, del mismo modo se observd mejoras en todas las horas post refrigeracion
comparadas con el grupo control, mismos beneficios reportados por Rahman et al., (2019)
quienes adicionaron bisfenol A un disruptor endocrino causante de ROS a muestras seminales
de ratén para ver el efecto de antioxidantes (vitamanina C y E) sobre los efectos negativos
del bisfenol A sobre la integridad acrosomal, concluyendo que la adicion de estos
antioxidantes previenen la disminuciéon de integridad y reaccion acrosomal de los
espermatozoides. Por lo contrario, Losano et al., (2018) reportan que la adicion de
antioxidantes (glutation peroxidasa y superoxido dismutasa) con acido docosahexaenoico
(DHA) en muestras seminales disminuye minimamente la integridad acrosomal que podria
ser explicado por que sus muestras fueron extraidas de epididimo de toros post mortem de

matadero.
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V. CONCLUSIONES

- Se determind la actividad antioxidante y el contenido fendlico de la borra de café mediante
los ensayos captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), poder antioxidante
reductor férrico (FRAP) y fenoles totales.

- La adicion de del liofilizado de borra de café al semen mejord la motilidad total (1, 1.5y
2 mg LBC/ml semen), funcionalidad de membrana (1 mg LBC/ml semen) e integridad de
acrosoma (1 mg LBC/ml semen) de los espermatozoides. Los mejores resultados se
observaron a las 4 horas de evaluacion post colecta seminal, lo cual indicaria ser el tiempo
optimo para criopreservar y evitar la disminucion de pardmetros seminales en

consideracion a la fisiologia bioldgica de los espermatozoides.
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