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RESUMEN
La ganaderia es la actividad fundamental en la produccion de alimentos y el sustento de
la economia agricola a nivel mundial, la cual se ha beneficiado de los avances en
biotecnologia. Estos han permitido mejorar diversos aspectos de la produccion animal,
como el mejoramiento genético, la reproduccion asistida, el diagndstico y prevencion de
enfermedades, contribuyendo al desarrollo rural a escala global. En la presente
investigacion se evalu6 la adicion de liofilizado de pulpa de café¢ (LPC) en semen
refrigerado y criopreservado de ganado bovino brown swiss, de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM). Se obtuvo la pulpa del café¢ de
la variedad Catimor proveniente del anexo El Ingenio de la provincia de Luya, mediante
el proceso de despulpado, secado y molienda. El extracto obtenido fue filtrado y
liofilizado. La capacidad antioxidante de dicho producto se determiné mediante los
ensayos FRAP, DPPH y Fenoles Totales. Por otro lado, se colecto el semen de bovinos
mediante el método de vagina artificial. Para ello se realizaron 10 colectas, a las cuales
se adicion6 el LPC, evaluando un testigo (TO = sin adicion) y 2 tratamientos (T1=1 mg
LPC/ml SD y 2 = mg LPC/ml SD). Las evaluaciones se realizaron en diferentes estados
de preservacion (refrigerado y criopreservado). Posteriormente se analizaron las
caracteristicas seminales como: motilidad, integridad acrosomal, funcionalidad de
membrana y parametros cinéticos. De las caracteristicas seminales evaluadas en
refrigerado no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos respecto al
testigo, lo cual difiere respecto a las evaluaciones en criopreservado, efecto que se
presentd en la motilidad progresiva (81,20%.) y funcionalidad de membrana (56.58 %)
para el T1, ademas de ello en la integridad acrosomal (88.79%) para el T2 (2 mg), siendo
la interpretacion de los resultados respecto al tratamiento control (sin adicion). Por ende,
se concluye que liofilizado de pulpa de café permite mantener las caracteristicas

seminales en los estados de refrigeracion y congelacion.

Palabras clave: Antioxidantes, liofilizado, pulpa de café, criopreservado, semen,

caracteristicas seminales, brown swiss.
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ABSTRACT
Livestock farming is the fundamental activity in food production and the backbone of the
global agricultural economy, which has benefited from advancements in biotechnology.
These advancements have allowed for the improvement of various aspects of animal
production, such as genetic improvement, assisted reproduction, disease diagnosis and
prevention, contributing to rural development on a global scale. The present study
evaluated the addition of freeze-dried coffee pulp (LPC) to refrigerated and cryopreserved
semen of Brown Swiss cattle from the National University of Toribio Rodriguez de
Mendoza of Amazonas (UNTRM). The coffee pulp was obtained from the Catimor
variety from the El Ingenio annex in the Luya province, through a process of depulping,
drying, and milling. The obtained extract was filtered and freeze-dried. The antioxidant
capacity of this product was determined through FRAP, DPPH, and Total Phenols assays.
On the other hand, the bovine semen was collected using the artificial vagina method. For
this, 10 collections were made, to which the LPC was added, evaluating a control (TO =
without addition) and 2 treatments (T1=1 mg LPC/ml SD and T2=2 mg LPC/ml SD). The
evaluations were carried out in different preservation states (refrigerated and
cryopreserved). Subsequently, semen characteristics such as motility, acrosomal
integrity, membrane functionality, and kinetic parameters were analyzed. For the semen
characteristics evaluated in the refrigerated state, no significant differences were found
between the treatments and the control, which differs from the evaluations in the
cryopreserved state, where an effect was observed in progressive motility (81.20%) and
membrane functionality (56.58%) for T1, as well as in acrosomal integrity (88.79%) for
T2 (2 mg), with the interpretation of the results being in relation to the control treatment
(without addition). Therefore, it is concluded that freeze-dried coffee pulp allows for the

maintenance of semen characteristics in both refrigeration and freezing states.

Keywords: Antioxidants, freeze-dried, coffee pulp, cryopreserved, semen, semen

characteristics, brown swiss.
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I. INTRODUCCION
La ganaderia es una actividad importante con diferentes enfoques de produccion, siendo
la fuente de ingreso de familias y productores. Sin embargo, esta actividad presenta

dificultades relacionados a la productividad que derivan principalmente en la

reproduccion ganadera (Flores & Mamani, 2014; FAO, 2011).

La ganaderia bovina es una actividad pecuaria tradicional. Los bovinos son mamiferos
del género Bos, encontrandose principalmente: Bos taurus (Holstein, Angus, Simmental,
Brown Swiss, etc.) y Bos indicus (Brahaman, Gyr, Nelore, etc.). Se caracterizan por sus
aspectos reproductivos y productivos. La raza Brown Swiss es de origen suizo, de tamafio
mediano a grande, con musculatura corporal robusta, pigmentacion marrén oscuro a gris
plateado, temperamento y comportamiento docil, con una gran productividad lechera, asi

como su adaptabilidad a diversos climas. (Pinta, 2021; Salas & Figueroa, 2012).

El sistema reproductivo del bovino desarrolla un papel muy importante en la reproduccion
y produccion. En las hembras se conforma por ovarios, tropas de Falopio, ttero y vagina
a diferencia del sistema reproductor del macho agrupado por los testiculos (proceso de la
espermatogénesis-produccion de espermatozoides), epididimo (maduracion de los
espermatozoides), conductos deferentes (transportan a los espermatozoides desde el
epididimo hasta la uretra), glandulas accesorias como las glandulas bolboullretrales:
vesicula seminal, la prostata, (produccion de liquidos que acarrean al semen), y pene
(6rgano copulador que deposita el semen en el aparto reproducir de la hembra) (Londra,

2021; Carrillo-Gonzales, 2021).

El semen es un fluido bioldgico con espermatozoides, que cumplen diversas funciones
como: fertilizacion del ovulo, reproduccion del macho y reproduccion artificial de
bovinos. La conservacion de material genético (semen) es importante, se puede conservar
en refrigerado a 4 °C para uso en periodos cortos y criopreservacion o congelado a - 196
°C para uso en periodos largos, ambos requieren el uso de diluyente, ya que permite la

conservacion de material genético. (Almeida et al., 2021)

La criopreservacion del semen permite la conservacion del material genético de los
bovinos para ser utilizado en la inseminacion artificial. La inseminacién artificial con
semen congelado no presenta resultados favorables debido a los dafios a nivel de
membrana espermatica y estrés oxidativo, que afecta la fertilidad (Aquino et al., 2021).

Se debe tener en cuenta que los espermatozoides de los mamiferos son muy vulnerables
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a los efectos negativos del estrés oxidativo que son causados por moléculas con radicales

libres, comprometiendo la viabilidad de los espermatozoides (Cavalheiro ef al., 2021)

Los antioxidantes desde el punto de vista zootecnista cumplen una funcién importante al
capturar radicales libres causando dafios a las células. Estos pueden ser antioxidantes
sintéticos, entre los mas comunes destacan BHA (Butilhidroxianisol), BHT
(Bitilhidroxitolueno) y TBHQ (Terc-butilhidriquinona). Itzayana et al., (2022) en su
investigacion encontraron que la adicion de antioxidantes en el diluyente comercial en
diferentes concentraciones mejora la motilidad espermatica en un 13% y 17% comparado
con el grupo control y disminuye la produccion de EROs (especies reactivas de oxigeno)

en un 29% y 18% en los espermatozoides de bovino congelados-descongelados.

Por otro lado, tenemos los antioxidantes naturales, que se encuentran en alimentos de
origen vegetal, algunos de estos son las vitaminas C y E, betacaroteno, selenio y
flavonoides (Izquierdo & Reyes, 2017; Izquierdo A. C., 2022). Algunas investigaciones
han estudiado el uso potencial de antioxidantes obtenidos de plantas aplicados en semen
congelado de bovino. Torres et al. (2017), determinaron que la adiciéon de extracto de
Rhus trilobata en semen bovino post descongelado tuvo un efecto positivo en su calidad,
logrando una mayor tasa de supervivencia de los espermatozoides en comparacion con el
tratamiento de control. Pintus & Ros-santaella (2021), reportaron el uso de antioxidantes
a partir de compuestos naturales para preservar el esperma de distintas especies (bovinos,
porcinos, entre otros), extraidos de diferentes familias de plantas (Cactaceae,
Lythraceae), y describen las mejoras obtenidas respecto a las evaluaciones realizadas a

los parametros cinéticos en semen fresco, congelado y de semen criopreservado.

Gastal (2012), realizé su investigacion con el objetivo de determinar el efecto de 3
concentraciones distintas de xantano (0,15; 0,20 y 0,25%) en la calidad seminal de
carnero, luego de la descongelacion, realizd pruebas para estimar la capacidad
antioxidante y las especies reactivas del oxigeno. La adicién de xantano no tuvo un efecto
benéfico sobre la funcionalidad mitocondrial, la integridad de la membrana y el acrosoma
espermatico, sin embargo, mostr6 una buena capacidad antioxidante extracelular,

disminuyendo las especies reactivas del oxigeno en el proceso de congelacion.

Desde otra perspectiva la pulpa de café viene siendo estudiada como una fuente potencial
de antioxidantes, debido a sus componentes ampliamente estudiados (acido clorogénico,

acido cafeico, polifenoles, vitaminas y minerales) como responsables de prevenir el dafio
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celular ocasionado por radicales libres (Aleman et al., 2018). Por tanto, el uso de residuos
con potencial antioxidante en la ganaderia es una estrategia sostenible, que por un lado
ayudaria a mejorar la eficiencia reproductiva in vitro, y por otro generar valor agregado
a los desperdicios de la industria cafetalera (Izquierdo & Reyes, 2017). Por todo lo
expuesto anteriormente, el objetivo de este trabajo es evaluar el potencial bioactivo de

pulpa de café para mantener la calidad en semen criopreservado de ganado bovino.
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II.

2.1.Ubicacion

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizdo en los laboratorios pertenecientes al Instituto de

Ganaderia y Biotecnologia-IGBI (Laboratorio de Biotecnologia Animal,

Reproduccion y Mejoramiento Genético y Laboratorio de Banco de Semen y

Embriones) y del Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja
de la Selva-INDES-CES (laboratorio de Control de Calidad de Caf¢). Ubicados
en el campus de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de

Amazonas - UNTRMen la cuidad de Chachapoyas (altitud de 2 483 m.s.n.m. a

6°14’ hacia el sur y 77°52’ direccion oeste con temperatura promedio de 16°C)

(Figura 1).

Figura 1: Ubicacion geogrdfica de los laboratorios pertenecientes a la UNTRM
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2.2.Poblacion, muestra y muestreo

A. Poblacion
Estuvo conformada por los bovinos reproductores pertenecientes a la estacion
experimental de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de

Amazonas — Chachapoyas (UNTRM)

B. Muestra
Un macho reproductor bovino de la raza brown swiss del nucleo genético de la
estacion experimental de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza

de Amazonas — Chachapoyas.

C. Muestreo
Eyaculados obtenidos en las 10 colectas de semen realizadas del toro de raza

brown swiss, obtenidas en el laboratorio de Banco de Semen y Embriones.
Obtencion de la Pulpa de café

2.3.Preparacion de la pulpa de café
Los cerezos de café de la variedad Catimor se colectaron en el anexo El Ingenio,
del distrito de Santa Catalina, de la provincia de Luya, Amazonas, Pert. Luego de
su recoleccion se llevo al Laboratorio de Control de Calidad de café, ubicado en
el campus de la UNTRM. El proceso de despulpado se realiz6 de manera manual,
con el objetivo de no danar la pulpa. Posteriormente la pulpa de café se llevo a
secar a una estufa (Vintecell-ECOline, Alemania) a 60°C, hasta obtener una
humedad constante. Seguidamente la pulpa de café deshidratada se trituré en un
molino ASF-2HP (Bosch-TSM6A013B) hasta obtener un tamafio de particula
uniforme, las muestras se cernieron en un cedazo (100 pm) con el proposito de

tener una muestra mas homogénea y favorecer la extraccion de los compuestos.

2.4. Extraccion de los compuestos bioactivos de pulpa de café
Para la extraccion de los compuestos bioactivos de pulpa de café se utilizé la
metodologia optimizada descrita por Myo & Khat-udomkiri (2022) modificada.
Para los extractos se pes6 1 g de pulpa seca y molida y se adiciond 22 ml de agua
ultrapura. El tiempo de extraccion fue de 7 minutos. Las muestras se colocaron en
un sonicador (Bransonic-CPX5800H-E, M¢éxico) con el fin de mejorar la
extraccion. Posteriormente, el extracto se centrifugd a 4800 RPM por 10 minutos

filtrado en papel Whatman N° 40. La solucion filtrada se colocod en tubos de
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centrifuga (Pro-Analytic/Al-CR4000) de 50 ml. Finalmente, las muestras se
liofilizaron (Terromi-LC1500 con campana acrilica) por 3 dias, previa
congelacion (SNIJDERS LABS-VF360-86, Netherlands) de la muestra a -84°C
por 72 horas. Una vez terminada la extraccion de los compuestos bioactivos se

procedio a realizar las evaluaciones de actividad antioxidantes y fenoles totales.

2.5. Evaluacion de la actividad antioxidante de pulpa de café
Para la determinacion de la presencia de antioxidantes se realizaron los ensayos
de: captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil -DPPH (Brand-Williams, et
al., 1995), poder antioxidante reductor férrico-FRAP (Rufino, et al., 2007) y
Fenoles totales (Singleton, et al., 1999), a continuacién, se describe cada uno de

ellos:

a) Ensayo de captacion de radicales 2,2 — difenil — 1 — pricilhidrazil (DPPH)
La actividad antioxidante se determind mediante la técnica de captacion del
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) desarrollada por Brand-
Williams (1995) y adaptado por Celik & Gokmen (2018) para determinar la
actividad antioxidante en la pulpa de café. Se peso 20 mg de DPPH por litro
de metanol para obtener una solucion con absorbancia aproximada de 0,45. La
solucion de DPPH (3,9 ml) se coloco en una cubeta de vidrio para medir la
absorbancia inicial de DPPH (Ao) a una longitud de onda de 516 nm en un
espectrofotometro UV/VIS (UV-VIS PEAK, T9200, USA). Luego, en tubos
de ensayo se colocod 3.9 ml de solucion DPPH y se adiciono 100 pL del
extracto de muestra. Con ayuda de un vortex se mezcld y coloco en oscuridad
durante 10 min, para posteriormente ser medidos a 516 nm (As). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y se informaron los valores medios. El
porcentaje de inhibicion de DPPH se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion
(ecuacidn 1). Se utilizé el estandar trolox para construir la curva de calibracion
en un rango de 0 a 1,0 mM y los valores seran expresados en mMol Trolox

equivalente/L de extracto.

Ay — A7) — (Ac — A
% de inhibicién. de DPPH = (Ao — Ar) = (As — Ar) x 100
Ag — Ar

Donde: Ag: absorbancia de solucion de DPPH.
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Ar: absorbancia de metanol.
As: absorbancia del extracto de muestra.

b) Ensayo de Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP)

Se empleo el método establecido por Ruffino (2010) y Pulido & L. Bravo
(2000) con algunas modificaciones. Para preparar el reactivo FRAP se mezclo
25 mL de tampoén de acetato 0.3 M, 2.5 mL de TPTZ 10 mM y 2.5 mL de
cloruro férrico 20 mM. En un ambiente oscuro se mezcl6 la solucion FRAP
(2.7 mL) con 270 pul de agua destilada y con 90 pul de extracto de pulpa, y se
homogenizo por 30 minutos en un agitador manteniendo los tubos en Bafio
Maria a 37 °C. Posteriormente, se realizdo la lectura a 593 nm en un
espectrofotometro UV/VIS. Se utilizo la solucion FRAP como blanco de
calibracion. La curva de calibracion estd construida con sulfato ferroso
(FeSO4) en un rango de 500 a 1000 uM y los valores se expresaron en uM
FeSO4/L de extracto.

2.6.Evaluacion de fenoles totales
Los compuestos fendlicos se determinaron por medio del ensayo de colorimetria
Folin- Ciocalteu, siguiendo el método desarrollado por Singleton et al., (1999) y
descrito por Cadena & Herrera (2008). Se coloco 50 pl de extracto de cada
muestra en tubos de ensayo, después se agreg6 1,5 ml de solucion Folin acuoso
con una concentracion 1:10 v/v y finalmente se agreg6 1,5 ml de Na2CO3 al 7,5%
(diluido en agua desionizada). Se dejaron en una estufa a 50° C por 5 minutos para
su reaccion. Con un espectrofotometro UV-Visible se realizé 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 acido galico de 0,01 — 0,1 mg/mL. Los

resultados se expresaron como mg de acido galico/g de pulpa.
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Obtencion del eyaculado seminal
2.7.Alimentacion de animales

El bovino evaluado fue ubicado en un box individual. Alimentado a base de heno

de alfalfa, ensilado de maiz chala, King Grass, Pasto cuba 22, una cantidad del 10

% de su peso vivo con 4 kilogramos de alimento concentrado. Dispensado

diariamente en dos horarios (10:00 am y 4:00 pm)

2.8.Colecta de semen
Se realiz6 un total de 10 colectas, 2 veces por semana, por el método de vagina
artificial. La cual se armo6 20 minutos antes de realizar la colecta, conservando la
temperatura de 38.5 °C. Seguidamente se procedid a realizar la estimulacion del
reproductor mediante el olfateo y caminatas cercanas al chantador. En el salto del
reproductor se sujetd el prepucio, permitiendo manipular el pene y colocarlo
dentro de la vagina artificial para la obtenciéon del eyaculado, para luego
transportarlo al laboratorio. Antes de agregar el diluyente (dilutor OptiXcell®) al
semen para las evaluaciones, se afiadio el extracto liofilizado de pulpa de café (que
contiene antioxidantes) para evaluar su efecto sobre las caracteristicas seminales.
2.9.Refrigeracion del semen
Se prepard el dilutor OptiXcell® seglin las recomendaciones del fabricante, al
cual se adicion6 el LPC, con el fin de evaluar un testigo (T0 = sin adicion) y 2
tratamientos (T1=1 mg LPC/ml semen diluido (SD) y 2 = mg LPC/ml SD) en el
semen colectado. Para la dilucion del semen, se obtuvo la cantidad requerida de
dilutor mediante el célculo realizado en el equipo fotdmetro (Minitube, SDM6
Printer, Alemania), procediéndose a colocar la muestra de semen en tubo de
centrifuga de 15ml (Falcon, Alemania) con dilutor en una diluciéon del:1 en
refrigeracion a 4°C. Para realizar la adicion del dilutor cada 10 minutos hasta
completar la cantidad requerida, es necesario conservar el dilutor a igual
temperatura que la muestra.
2.10.Empajillado de semen
Seguidamente se realiz6 el empajillado, utilizandose pajillas de 0.5 ml y
conservadas a 4°C durante 16 horas previo a la criopreservacion, para ello se
empleo6 la maquina automatica de envasado y sellado de pajillas (MPP Uno, EE.

818
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2.11. Criopreservacion de semen

Se realizO mediante la congelacion controlada en nitrogeno liquido,
equilibrandose en refrigeracion las pajillas de 0.5 ml por 16 horas, para
colocarlas en gradilla dentro de una caja de Tecnopor con nitrégeno liquido. Se
introdujo una termocupla (Cole-Parmer, Tipo K, EE. UU.), registrando descenso
de temperatura de 10 °C cada minuto, hasta alcanzar los -140 °C, proceso que
dur6 de 12 a 15 minutos. Seguidamente se almacenaron las pajillas en tanque de
nitrégeno (-196 °C) durante un dia hasta su evaluacion.

Se descongel6 cada pajilla mediante bafio maria, a 37.5 °C, por 30 segundos.
Posteriormente se cort6 un extremo de la pajilla y se coloc6 el semen en un tubo
de microcentrifuga. Finalmente, se realizaron las evaluaciones de las
caracteristicas seminales de modo macroscopica y microscopica (motilidad

total, motilidad progresiva, integridad acrosomal, funcionalidad de membrana)

a. Evaluacion de parametros cinéticos en CASA
Para los parametros cinéticos se realizaron las evaluaciones mediante el
sistema SCA (Sperm Class Analyzer - SCA®) para lo cual se realizd6 una
dilucion 1:100. Se extrajo una muestra de 10 pl y se coloco sobre una lamina
portaobjetos, con una laminilla cubreobjetos para luego observar en el
microscopio (Olympus Corporation/Japon). Obteniéndose los siguientes
datos: motilidad total, motilidad progresiva, asi como parametros cinéticos:
Velocidad lineal, Velocidad media, Velocidad curvilinea, indice de rectitud,
indice de linealidad, amplitud de desplazamiento lateral de cabeza, indice de
oscilacion y frecuencia de batido de cola. No obstante, la concentracion se

medio en el equipo Fotdmetro (Minitube, SDM6 Printer, Alemania).

b. Prueba hipoosmotica (HOST)
Se realizod la prueba hipoosmoética adaptado por Jeyendran (1984); en la cual
se prepard una solucién de 50 mOsm L-1 utilizando D-fructuosa 0,1225 gy
citrato de sodio 0,225 g de para 50 mL de agua bidestilada. Se precalent6 dos
microtubos a 37° C en bafio maria y se agreg6 100 pl de solucion hipoosmotica
con 50 pl a una muestra se semen. Este microtubo se incubo por 5 minutos,
con 31 pl de medio hipoosmoética formolada (1 ml de solucion hipoosmotica
+ 3 ul de formaldehido 40%) para detener la reaccion. Para la evaluacion, se

colocd 5 pl de muestra sobre una ldmina portaobjetos y con una laminilla
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cubreobjetos; y se llevo a observacion con la ayuda de un microscopio de
contraste de fases (Olympus, Japon) a 40X. Los espermatozoides se
caracterizaron en base a la funcién osmética de su membrana: enrollamiento
de la cola de variante intensidad, se considerd una adecuada funcién osmotica
de la membrana espermatica (HOST+); sin embargo, si no presenta ninguna
respuesta a la solucion hipoosmética ni enrollamiento de cola, se considerod

una membrana defectuosa (HOST-) (Jeyerand et al., 1984).

c. Integridad acrosomal
Se realizé mediante la tinciéon con Coomassie Blue 0,22% Fumuso (2014).
Para ello, se utilizd como medio base agua destilada (20 mL) con Brilliant
Blue para Coomassie G250 (0,11 g), metanol (25 mL) y acido acético 99% (5
mL). Se utilizé 10 pLL de muestra para preparar un frotis, el cual se dejo secar
a ambiente. Seguidamente, los frotis se bafiaron en una solucion de
formaldehido al 4% en PBS por 15 minutos para su fijaciéon, enjuagados en
PBS, realizando 5 inmersiones de un segundo cada una. Los frotis se ubicaron
en posicion vertical para quitar el exceso de PBS y después se sumergieron
horizontalmente en solucion de Coomassie Blue 0,22% por 5 minutos. Por
ultimo, se dejo escurrir el exceso de tincién y se procedid a realizar
inmersiones en agua destilada para lavar los frotis (cinco inmersiones de 1
segundo cada una) y secados a temperatura ambiente. Los frotis ya secos se
observaron a 40x con aceite de inmersion a través de un microscopio de campo
claro para catalogar los espermatozoides. Se catalog6 los espermatozoides en
base a la pigmentacion del acrosoma: pigmentacion azul del acrosoma o
estructura acrosomal integra fueron considerados CB+ (positivos a Coomassie
Blue), sin embargo, aquellos con pigmentacion blanca del acrosoma o
acrosoma dafado fueron considerados CB- (negativos a Coomassie Blue). Se

consideraron no menos de 100 espermatozoides por cada muestra.

2.12. Diseiio experimental
Las evaluaciones del presente estudio se realizaron mediante el disefio de
bloques completamente al azar (DBCA), exclusivamente para los estados de
conservacion evaluados: refrigeracion y criopreservacion, los cuales fueron

evaluados de manera independiente mediante la aplicacion experimental de un
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testigo (TO=sin adicion) y 2 tratamientos de la siguiente manera: T1= 1 mg de
LPC/ml SD) y T2= 2 mg de LPC/ml de SD. Evaluédndose en un total de 6 UE.
2.13.Analisis de datos

Se realizo el andlisis estadistico descriptivo como la determinacion de medias y
desviacion estdndar. Luego se procedid a contrastar los supuestos de
homogeneidad de varianzas y normalidad (parametros cinéticos, motilidad
progresiva, integridad acrosomal, motilidad total y funcionalidad de membrana)
con la prueba de Shapiro Wilk, la prueba de comparacion multiple de Duncan al
5% de significacion y la prueba no paramétrica de Kruskal Wails.Se trabajé con

el paquete estadistico InfoStat v.2018p.
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III. RESULTADOS

3.1.Compuestos bioactivos de la culpa de café
Los valores que se muestran en la tabla 1, son informativos para la pulpa de café

y su potencial bioactivo.

Tabla 1: Capacidad antioxidante y fenoles totales

Ensayos Medias D.E

FRAP (mg de T Eq/100 ml de LPC) 0.71 0.06
DPPH (mg de AG/100 ml de LPC) 0.47 0.04
FENOLES (mg de AG/100 ml de LPC) 0.70 0.08

3.2.Semen refrigerado
Las evaluaciones realizadas a las muestras de semen de bovino refrigerado no

mostraron un efecto significativo (p>0.05), asi como se puede observar en la tabla

2.

Tabla 2: Porcentajes de motilidad total y motilidad progresiva.

MOTILIDAD Tratamientos con LPC (mg)
ESPERMATICA 0 1 2
Motilidad Total (MT%) 98.05+3.92* 99.21+1.05* 99.13+1.23*
Motilidad Progresiva (MP%) 91.21 +£8.94* 92.81+5.97" 83.68+ 14. 41"

Se muestran las medias de motilidad, medias con igual superindice no muestran diferencias
significativas (p>0.05).

Los parametros cinéticos evaluados no mostraron diferencias significativas

(»>0.05) como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Porcentajes de los parametros cinéticos (evaluados por el sistema
CASA).

PARAMETROS Tratamientos con LPC (mg)
CINETICOS 0 1 2
VCL (um/s) 179.29 + 30.712 168.72 + 35.662 161.95 + 25.312
VAP (um/s) 102.58 + 16.482 100.17 + 19.512 91.90 + 12.30?
VSL (um/s) 82.52 + 13.60? 81.28 + 16.23? 74.58 + 10.642
STR (%) 80.45 + 0.40° 81.94 + 3.60° 80.96 + 1.882
LIN (%) 48.06 *+ 3.84° 50.58 + 5.412 49.35 + 6.462
WOB (%) 59.41 + 4,732 61.98 + 5.822 60.48 + 6.562
ALH (%) 4.31 +0.66° 3.93 +0.89° 3.92 +0.63?
BCF (Hz) 13.48 + 2.26° 15.05 + 2.89? 14.45 + 2,70
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VCL, velocidad curvilinea, VSL, velocidad lineal, VAP, velocidad media, WOB; indice de
oscilacion STR; indice de rectitud, LIN, indice de linealidad, ALH; amplitud lateral de la cabeza,
BCF:; frecuencia de batida. Medias con igual superindice no presentan diferencia significativa
(p>0.05).

El LPC tuvo efecto significativo sobre la funcionalidad de membrana (p<0.05)

especialmente el tratamiento 1 (1 mg de LPC), como se observa en la tabla 4.

Tabla 4: Porcentajes de la prueba de funcionalidad de membrana (HOST).

Tratamiento con LPC (mg) HOST " (%)
0 52.27 + 4.67°
1 58.50 + 4.282
2 56.05 + 3.78%

Se muestran las medias de integridad de membrana, medias con diferente superindice a

v b muestran diferencias significativas (p<0.05)

Las pruebas realizadas de integridad acrosomal, no mostraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los tratamientos aplicados en el semen bovino, dando
a ver que la adicion LPC no tuvo un efecto significativo, tal como se observa en

la tabla 5.

Tabla 5: Porcentajes de la evaluacion de integridad acrosomal (BLUE).

Tratamiento con LPC (mg) BLUE + (%)
0 86.40 +4.71°
1 88.11 £3.722
2 89.52 +5.22*

Se muestran las medias de integridad acrosomal, medias con el mismo superindice no muestran

diferencias significativas (p>0.05)

3.3.Semen Criopreservado
Las evaluaciones realizadas en la motilidad total de semen criopreservado no
presentaron cambios significativos (p>0.05), sin embargo, las evaluaciones de
motilidad progresiva mostraron un efecto significativo (p<0.05) siendo los
tratamientos 1 (1mg de LPC) los mejores valores obtenidos, tal como se ve en la

tabla 6.
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Tabla 6: Porcentajes de motilidad total y espermatica del toro Brown Swiss,
después de congelacion con distintas dosis de LPC.

MOTILIDAD Tratamientos con LPC (mg)

ESPERMATICA 0 1 2

Motilidad Total (MT%) 92.39+4.51° 95.84 +3.78* 95.87 +4.26°

Motilidad Progresiva 62.63 £ 11.96° 8120+ 15.62*  70.49 £ 15.49*
(MP%)

Se muestran las medias de motilidad, medias con diferente superindice a y b muestran
diferencias significativas (p<0.05)

Los parametros cinéticos VAP, VSL mostraron diferencias significativas
(»p<0.05) observando que la dosis de 1 mg de liofilizado de pulpa de café tubo
mejores resultados respecto al tratamiento control, por otro lado, los demads
parametros cinéticos no presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los
tratamientos aplicados, tal como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Porcentajes de pardmetros cinéticos en espermatozoides de bovino
evaluados por el sistema CASA.

PARAMETROS Tratamientos con LPC (mg)
CINETICOS 0 1 2
VCL (um/s) 148.75 £20.36* 163.64 £21.90* 152.92 + 14.77°
VAP (um/s) 80.11 +7.19° 93.45 + 13.00? 86.51 + 7.84%
VSL (um/s) 64.50 = 6.21° 75.74 £ 10.76* 70.49 + 6.94%
STR (%) 80.32 + 0.88* 80.81 +1.19* 81.26 +1.32*
LIN (%) 46.53 +£3.18* 47.78 £1.73* 47.99 +2.73?
WOB (%) 57.68 +4.13% 56.78 +4.31* 57.70 + 3.88*
ALH (%) 3.78 £0.53* 3.99 +£0.42* 3.89 £ 0.34*
BCF (Hz) 12.66 + 1.56° 14.41 +£1.95° 14.07 £2.11*

VCL; velocidad curvilinea, VSL; velocidad lineal, VAP, velocidad media, STR; indice de
rectitud, WOB; indice de oscilacion, LIN; indice de linealidad, ALH,; amplitud lateral de la
cabeza, BCF; frecuencia de batida. Medias con diferentes superindices presentan diferencia
significativa (p<0.035).

Las evaluaciones de integridad de membrana presentaron un efecto significativo

(»<0.05), mostrando que los tratamientos con dosis de 1 mg mostraron mejores

resultados respecto al tratamiento control, como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8: Porcentajes de la prueba de funcionalidad de membrana de
espermatozoides descongelados.

Tratamiento con LPC (mg) HOST +
0 52.09 + 3.41°
1 56.58 + 3.812
2 54,55 + 5.86%

Se muestran las medias de motilidad, medias con diferente superindice a y b muestran

diferencias significativas (p<0.05)

Por otro lado, la evaluacion de integridad acrosomal mostraron efecto
significativo

(p<0.05) entre los tratamientos aplicados al semen de bovino, como se observa en
la tabla 9.

Tabla 9: Porcentajes de la evaluacion de integridad acrosomal de
espermatozoides descongelados

Tratamiento con LPC (mg) BLUE +
0 84.02 + 4.30°
1 87.12 + 4.08°
2 88.79 + 3.54?

Se muestran las medias de integridad acrosomal, medias con diferente superindice a y b muestran
diferencias significativas (p<0.05)
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IV.  DISCUSION

El presente estudio busc6 mostrar los efectos benéficos del liofilizado de pulpa de
café (LPC) para mantener la calidad de semen criopreservado. Cuya funcién de los
antioxidantes del liofilizado es inhibir la accion de los radicales libres, para mantener
la calidad de semen. Se encontr6 que el T1 (1 mg de LPC/ ml de SD) presenta
diferencias significativas respecto al control en estado de refrigeracion solamente
para la funcionalidad de membrana (HOST %). A diferencia del estado de
criopreservacion el cual evidencia diferencias significativas relacionadas a la
motilidad progresiva (MP %), asi como en algunos pardmetros cinéticos evaluados:
VAP (um/s) y VSL (um/s) y funcionalidad de membrana. Asimismo, se pudo
verificar que el T2 (2 mg de LPC/ ml de SD) si presenta un efecto positivo respecto
al control, pero solo para la integridad acrosomal (BLUE" %). Esta adicién mostré un
efecto positivo significativo en los porcentajes de motilidad progresiva de 62.63% a
81.20%. Estos son diferentes al encontrado por (Luna & Coral, 2015), que no
encontraron diferencia significativa al evaluar el efecto de metilxantinas sobre la
criopreservacion de semen de toros criollos y al reportado por (Ildemar et al., 2022)
quienes evaluaron el efecto crioptector de diferentes fuentes, (Cisteina 2 mM,
Cafeina 5SmM, Ascido Ascorbico 4.5 mg/ml).

El LPC tuvo un efecto significativo en los porcentajes de los parametros cinéticos
VAP de 80.11 % a 93.45 % y, VSL de 64.50 % a 75.74% esto se debe a que los
antioxidantes de la pulpa de café actiian neutralizando los radicales libres generados
en la criopreservacion. Al ser comparados los datos de esta investigacion con los de
(Ildemar et al., 2022) que no mostro diferencias significativas respecto a su tratmiento
control, de igual forma (Torres, 2018) us6 diferentes fuentes de antioxidantes (Rhus
tribolata, cisteina, cafeina, acido ascorbico) de semen bovino, mostrando que la
cafeina no tuvo un efecto significativo.

La adicion de LPC mejoro significativamente la funcionalidad de membrana de los
espermatozoides aumentando de 52.09 % a 54.55 % con 1 mg de LPC/SD. De igual
manera la integridad acrosomal mejoro significativamente de 84.02% a 88.79%, al

adicionar 2 mg LPC al semen bovino. Sim embargo, (Ildemar et al., 2022) reporto
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datos diferentes a los de la investigacion mostrando que no hubo diferencias
significativas en ambos pardmetros respecto a sus tratamientos control.

Hay pocas investigaciones respecto al liofilizado de pulpa de café usado como fuente
de antioxidantes en semen bovino criopreservado. Sin embargo, se reportan
investigacion de adicion de antioxidantes naturales extraidos de diferentes fuentes

vegetales la cuales son adicionadas en semen criopreservado de distintas especies.

Se encontré que la motilidad progresiva aumentd significativamente de 62.63% a
81.20 % al adicionar 1 mg de LPC al semen diluido. Estos resultados son superiores
a los obtenidos por (Alaya 2022) quien tuvo mejoria de 40% a 45% al adicionar
antioxidantes de nopal en semen de equino, y al reportado por (Chavez et al., 2018)
quien tuvo un aumento de 35.84% a 51.33% al adicionar extracto de Moringa oleifer
a 0.5 mg/ml de semen de ovino y a los reportados por (Bojorquez-Salcedo et al.,
2022) y (Deppe et al., 2016) quiénes no obtuvieron diferencias al adicionar quercetina
y vitamina E en semen de ovino y liofilizado de fruto de Calafate en semen de bovino,
respectivamente.

La adicion del mg de liofilizado de pulpa de café (LPC) mostro un efecto positivo
significativo en los porcentajes de funcionalidad de membrana, aumentando de
52.09% a 56.58% y, la adicion de 2 mg de LPC mejor6 la integridad acrosomal de
84.02% a 88.79%. Estos resultados son mejores a los reportados por (Gastal, 2012)
que no encontr6é diferencias significativas en la integridad acrosomal, ni en la
funcionalidad de membrana de los espermatozoides al adicionar goma de xantana,
asimismo, (Deppe et al., 2021) no tuvo diferencias significativas, al usar extracto
liofilizado de fruto Calafate en semen de bovino, al igual que (Itzel et al., 2020) que
no presento diferencias un efecto significativo en ninguno de los parametros
mencionados. Por otro lado, (Deppe et al., 2016) no presento difrencias significativas
en la funcionalidad de menbrana al usar extracto de hoja de ardndano en semen

canino, sin embargo, si incremento la integridad acrosomal de 48.5% a 55.7%.
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V. CONCLUSIONES
Después de las evaluaciones realizadas (DPPH, FRAP y Fenoles totales) a los
extractos de café, se demostro que si hubo presencia de antioxidantes y contenido

fenolico.

Con las evaluaciones de funcionalidad de membrana, motilidad total y pardmetros
cinéticos en semen criopreservado, la dosis adecuada para mantener la calidad
espermdtica es 1 mg de LPC/ml de SD, mientras que las evaluaciones de
integridad acrosomal muestran que la mejor dosis es 2 mg de LPC/ml de SD.
Mientras que en semen refrigerado no hubo mejorias ni disminucion de los

porcentajes en las evaluaciones realizadas.
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Anexos
Anexo 1: Obtencion de liofilizado de pulpa de café.

Nota: A: Despulpado de café variedad Catimor; B: Secado y molienda de
pulpa de café; C: Pesado y dilucion de pulpa de café en agua ultrapura; D:
Pruebas de DPPH, FRAP Y Fenoles Totales; E: Liofilizado de extracto de
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Anexo 2: Evaluaciones seminales microscopicas.

Nota: A: Colecta de semen del toro Brown Swiss; B: Evaluaciones en el sistema CASA; C:

Evaluacion de integridad acrosomal; D: Evaluacion de Funcionalidad de membrana
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