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1. INTRODUCCION

Cada vez son mas los trabajos que confirman que el consumo de alimentos y bebidas
con alto contenido en compuestos antioxidantes es beneficioso para la salud, destacando su
importancia en la prevencion de numerosas enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo como cancer, diabetes, aterosclerosis, Parkinson, Alzheimer, enfermedades
inflamatorias, etc. (Moon J-K. and Shibamoto T., 2009).

El café es una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial, siendo muy apreciado por
su aroma, sabor agradable y por sus propiedades estimulantes debidas a su contenido en
cafeina (Gomez-Ruiz J.A. et al., 2008). En los ultimos afos, las evidencias sobre los
beneficios para la salud que tiene el consumo moderado de café en adultos, consecuencia
de su elevado contenido en compuestos con actividad antioxidante, han contribuido al
incremento de su consumo (Pérez-Martinez M. et al., 2010). Son varios los componentes del
café que han sido propuestos como antioxidantes, entre los cuales cabe destacar: varios
compuestos fendlicos de la familia de los acidos hidroxicinamicos (clorogénico, cafeico,
cumarico y ferulico), las melanoidinas y otros productos de las reacciones de Maillard
(MRPs), la cafeina y algunos de los componentes volatiles del café (Vignoli J.A. et al., 2011).

Las dos variedades de café mas cultivadas y de mayor importancia para el consumo son
Coffea arabica (Arabica) y Coffea canephora (Robusta). Los cafetos Arabica se cultivan
principalmente en los paises de América central y de ellos se obtienen los granos de mayor
calidad, que dan un café mas fino y aromatico. El principal inconveniente es la sensibilidad
de estos cafetos a las condiciones ambientales, o que encarece considerablemente su
precio. La variedad Robusta se cultiva en Africa, Asia y Brasil y es una planta mucho mas
resistente, pero el café resultante es menos aromatico, mas aspero y mas fuerte (Capel J.C.
and Pérez J., 2010). Generalmente, suelen emplearse mezclas de ambas variedades para
conseguir las propiedades organolépticas deseadas en el café, que varian notablemente en
funcién de las culturas y los habitos sociales de cada pais (Lopez-Galilea I. et al., 2007).
Respecto a la capacidad antioxidante, los estudios realizados parecen confirmar que los
granos verdes de café Robusta presentan una mayor actividad antioxidante, probablemente
como consecuencia de su mayor contenido en compuestos fendlicos y en cafeina, aunque
tras el tostado del café las diferencias entre ambas variedades no son significativas (Richelle
M. et al.,, 2001; Daglia M. et al., 2000). Ademas de la variedad de café, son varios los
factores que influyen en su capacidad antioxidante, como: el origen del café (Parras P. et al.,
2007), el grado de tostado (Sacchetti G. et al., 2009; Del Castillo M.D. et al., 2002; Nicoli
M.C. et al., 1997), el tipo de tostado (natural o torrefacto) y sus mezclas (Lopez-Galilea I. et
al., 2008), el método y las condiciones empleadas durante la preparacién del café (Pérez-
Martinez M. et al., 2010; Lépez-Galilea I. et al., 2007), etc.

La mayoria de los estudios sobre la capacidad antioxidante del café se refieren al café
tostado, ya que es la forma en que se consume. Durante el proceso de tostado al que son
sometidos los granos de café verdes, se aplican altas temperaturas (200-240°C) durante 10-
15 minutos, en funcién del grado de tostado deseado. Esto lleva a importantes cambios en la
composicion quimica y la estructura de los granos, que se deshidratan, liberan aceite,
reducen su peso, toman una coloracion oscura y desarrollan sus aromas y sabores
caracteristicos (HeCimovi¢, I. et al., 2011). De esta manera se obtienen cafés con una amplia
gama de colores que van desde los mas claros, como el café New England, hasta los mas
oscuros, como el café italiano o espresso (Capel J.C. and Pérez J., 2010).

La actividad antioxidante del café se ve fuertemente afectada por el proceso de tostado,
ya que las altas temperaturas llevan a la pérdida de parte de los antioxidantes naturales
presentes originalmente en el café, principalmente acidos hidroxicinamicos (clorogénico,
cafeico, ferulico, cumarico, etc.). Sin embargo, la capacidad antioxidante del café puede
mantenerse gracias a la formacién de nuevos compuestos durante este proceso que también
presentan actividad antioxidante (Sacchetti G. et al., 2009). Los granos de café verde son
ricos en compuestos fendlicos y polisacaridos, que sufren profundos cambios moleculares
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durante el tostado. La baja actividad de agua y las elevadas temperaturas favorecen el
desarrollo de reacciones de Maillard (MR), con la formacion de MRPs entre proteinas y
carbohidratos (Borrelli R.C. et al., 2002). Es probable que los compuestos fendlicos también
participen en estas reacciones, especialmente los acidos clorogénicos, formando parte de los
moléculas nitrogenadas de elevado peso molecular, marrones y solubles en agua que se
forman, conocidas como melanoidinas del café (Bekedam E.K., et al., 2008). Las
melanoidinas son las responsables del color y el aroma del café tostado. A pesar de que
estos compuestos suponen mas del 25% del peso seco del café, su estructura quimica es
extremadamente compleja y todavia no se conoce con exactitud, aunque se piensa que
parte de su capacidad antioxidante se deba a los compuestos de bajo peso molecular unidos
no covalentemente a ellas (Rufian-Henares J.A and Morales F.J., 2007). Puesto que el
desarrollo de las MR parece tener un importante papel en contrarrestar la degradacion de los
antioxidantes fenolicos presentes naturalmente en el café, se espera que la capacidad
antioxidante global del café tostado dependa en gran medida de la extensién en que tengan
lugar dichas reacciones durante el proceso de tostado (Andueza S. et al., 2004).

Los efectos del grado de tostado sobre la capacidad antioxidante del café han sido
investigados en numerosos estudios, pero existe bastante discrepancia en cuanto a los
resultados obtenidos: i) un incremento de la actividad antioxidante en los cafés de tostado
medio y un descenso en los de grado de tostado oscuro (Sacchetti G. et al.,, 2009; Del
Castillo M.D. et al., 2002; Nicoli M.C. et al., 1997); ii) un aumento de la capacidad
antioxidante con el grado de tostado (Anese M. and Nicoli M.C., 2003; Daglia M. et al., 2000);
iii) un descenso de la actividad antioxidante con el grado de tostado (Hecimovi¢, I. et al.,
2011; Cammerer B. and Kroh L.W., 2006; Borrelli R.C. et al., 2002; Richelle M. et al., 2001).
Varias pueden ser las causas que justifiquen estas diferencias: el empleo de diferentes
métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante, las diferencias en el tipo de café
utilizado en los experimentos, la posibilidad de llegar a un mismo grado de tostado variando
las condiciones de tiempo-temperatura, la falta de una definicién estandar del grado de
tostado (ya que puede ser determinado por los cambios en el color, el descenso de la
densidad o la pérdida de peso), etc. (Sacchetti G. et al., 2009).

La mayor parte de los estudios realizados sobre la capacidad antioxidante del café hacen
referencia al café molido, siendo pocos los trabajos sobre el café soluble o instantaneo, a
pesar de su gran importancia econémica. Para solubilizar el café, los granos tostados vy
triturados son sometidos a un proceso de extraccidon mediante una serie de filtraciones con
agua a 100-180°C, lo que resulta en la seleccion de los sélidos solubles del café, que son
deshidratados por atomizacion. Las altas temperaturas utilizadas durante la extraccion
pueden inducir variaciones en la composicidén quimica y las caracteristicas del café soluble.
Respecto a la variedad de café utilizada en la elaboracién del café instantaneo, aunque es
muy comun encontrarlo como mezclas de café Robusta y Arabica, suele preferirse el café
Robusta, ya que a pesar de sus peores caracteristicas organolépticas, permite una mayor
extraccion de solidos solubles y resulta mas econdémico (Vignoli J.A. et al., 2011). Aunque las
propiedades sensoriales del café instantaneo suelen ser peores que las del café molido, su
mayor facilidad de preparacion promueve que su consumo esté aumentando
considerablemente en los ultimos afios (Anese M. and Nicoli M.C., 2003).

Dada la gran importancia del café como uno de los principales contribuyentes a la
ingesta de antioxidantes en la dieta, y a la vista de la falta de acuerdo sobre la influencia del
proceso de tostado en su capacidad antioxidante, se consideré de gran interés realizar un
estudio dirigido a evaluar la actividad antioxidante del café en funcién del grado de tostado.
Concretamente, el estudio se llevd a cabo con café soluble, puesto que su capacidad
antioxidante hasta el momento ha sido poco evaluada, a pesar de que representa una parte
importante del café consumido en Espafia. Ademas, se traté de elucidar la contribucién de
los distintos componentes del café tostado a su capacidad antioxidante global, para lo cual
se procedidé a una separacion del café en fracciones y se traté de determinar la actividad
biolégica potencial de las melanoidinas y de los compuestos unidos no covalentemente a
ellas simulando su digestion gastrointestinal.
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2. OBJETIVOS

1. Estudiar la influencia del grado de tostado y de la digestion gastrointestinal del café
soluble sobre su composicion en polifenoles totales y melanoidinas.

2. Realizar un estudio comparativo en funciéon del grado de tostado de la capacidad
antioxidante y del efecto sobre biomarcadores de estrés oxidativo del café soluble y sus
distintas fracciones obtenidas por digestion gastrointestinal.

3. Valorar mediante ensayos ex vivo en cultivos celulares la influencia del grado de
tostado y de la digestion gastrointestinal sobre el efecto genoprotector del café soluble.

4. Establecer correlaciones entre los diferentes ensayos realizados sobre la composicién
y la capacidad antioxidante del café soluble.

3. MATERIALES Y METODOS

Equipos y Aparatos

Agitador de tubos vortex, agitador magnético (con y sin calefaccioén), balanzas (analitica y
de precision), bafios termostatizados de temperatura regulable (con y sin agitacion),
campana de flujo laminar, célula de ultrafiltracién Amicon, centrifugas (de tubos, de épendorf
y ultracentrifuga), congelador a -80°C, congelador a -20°C, cubeta de electroforesis,
colorimetro triestimulo modelo HunterLab D25-9, espectrofotometro, estufas, incubador de
CO,, liofilizador, microscopio de campo invertido, microscopio de fluorescencia, pH-metro,
transiluminador de luz UV.

Reactivos

ABAP  (2,2'-azobis-2-amidinopropano), ABTS  (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato), acetato de sodio, acido acético, L-acido ascoérbico, acido citrico, acido clorhidrico
(HCI), acido galico, acido fosférico (H3PO,), acido sulfarico (H.SO,), acido tiobarbiturico
(TBA), acido tricloroacético (TCA), agarosa Low Melting, agarosa Normal Melting, azul de
bromofenol, azul de coomassie, azul de tripano, n-butanol, carbonato sédico (Na,COs;),
carbonato de sodio hidratado (NaHCO3;), catalasa, cloruro férrico (FeCls), cloruro potasico
(KCI), cloruro sodico (NaCl), desoxirribosa, dimetilsulfoxido (DMSO), DNA de timo de ternera,
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), EDTA (acido etilen-diamino-tetracético), etanol, FCS
(Fetal calf serum), fosfato disdédico (Na,HPO,), fosfato monopotasico (KH,PQO,), fosfato
monosodico (NaH,PO,), fosfato sédico (NasPQ,), glicerina, hidréxido sédico (NaOH), N-
laurilsarcosina de sodio, medio DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado
con penicilina (50U/mL)-estreptomicina (50 ug/mL), menadiona, metanol, pancreatina, PBS,
pepsina, peroxido de hidrogeno (H.0,), persulfato potasico (K;0sS,), pirofosfato de sodio
anhidro (Na,;P,0-), reactivo de Folin-Ciocalteau, sacarosa, sales biliares, seroalbumina
bovina (BSA), sulfato de cobre (Il) hidratado (SO4Cu-5 H,0), sulfato de hierro (ll) (FeSO,-
H,O), TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-tiazina), tripsina, TRIS, Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-2-carboxilico), Triton X-100 Roth.

Seleccion del café

El estudio se llevo a cabo partiendo de muestras de café soluble en polvo de tres grados
de tostado diferentes (claro, medio y oscuro) determinados por el % de pérdida de peso:
14,5%, 16,2% y 18,9%, respectivamente. Estas muestras, procedentes de la misma mezcla
de café Robusta y Arabica, fueron suministradas por el Centro de Investigacion de Nestlé
(Lausanne, CH), donde se nombraron en funcién del grado de tostado con las iniciales CTn
(Color Test number) seguido de un numero: claro (CTn 110), medio (CTn 85) y oscuro (CTn
60), terminologia que he mantenido en este estudio.



Preparacién de las muestras de café (C, F, M, FMD y MD)

A partir de estos tres cafés en polvo se prepararon las respectivas muestras de café (C
110, C 85 y C 60) de acuerdo al procedimiento seguido por Delgado-Andrade et al. (2005).
Se resuspendid 1 g de cada café en 100 mL de agua mili-Q a 55°C y se mantuvo bajo
agitacion continua durante 3 minutos. Los cafés obtenidos se filtraron a través de papel de
filtro Whatman y se guardaron a 4°C en oscuridad (un maximo de 3 dias) hasta su utilizacion
en los ensayos.

Para obtener la fraccién enriquecida en melanoidinas se prepar6 un café mas
concentrado (2 g en 50 mL de agua mili-Q) siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente y se procedié a su ultrafiltracion en una célula de presion Amicon equipada
con una membrana de exclusién molecular de 10.000 Da. El retenido se resuspendié en 30
mL de agua y se volvié a ultrafiltrar hasta los 20 mL de retenido (enriquecido en
melanoidinas). Las fracciones recogidas de cada café fueron congeladas a -20°C 24 h y
liofilizadas para la obtencién de los extractos liofilizados de filtrado (F) y retenido (M), que se
pesaron y guardados a -80°C hasta su utilizacion. Las muestras resultantes con las que se
realizaron los ensayos son: F 110, F 85y F 60; M 110, M 85y M 60.

A partir de 400 mg de las muestras M de los cafés se llevé a cabo una simulacion de
digestién gastrointestinal, siguiendo el procedimiento descrito por Rufian-Henares y Morales
(2007), con alguna modificacion. Se resuspendi6 el extracto liofilizado en 8 mL de agua mili-
Q y se ajusto el pH a 2 con HCI 6 N. Se anadio 125 yL de pepsina (0,16 g/mL en HCI 0,1M)
a cada muestra y se incubd a 37°C en agitacién (110 v/minuto) durante 3 h. A continuacion
se llevd el pH a 7 con NaHCO3; 1M, se afiadié a cada muestra 2 mL de una mezcla de
pancreatina y sales biliares (0,004 g pancreatina y 0,025 g sales biliares / mL de NaHCO;
0,1M) y se incubd a 37°C en agitacion durante 1 h. Se inactivaron las enzimas por calor
durante 4 min en un bano a 100°C. Tras la digestién, las muestras se sometieron a
ultrafiltracion, llevandolas a 50 mL con agua mili-Q y siguiendo el mismo procedimiento
descrito para las muestras de café hasta obtener los extractos liofilizados de las fracciones
de filtrado (FMD) y retenido (MD), que se pesaron y almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion. Estas muestras se denominaron: FMD 110, FMD 85 y FMD 60; MD 110, MD 85 y
MD 60.

Caracterizacion de las muestras (C, F, M, FMD y MD)

Evaluacion del color

La medida del color de las muestras (diluidas a 0,25 mg/mL en agua mili-Q) se realiz6
mediante métodos espectrofotométricos, determinandose: los parametros del CIELab (L, a* y
b*) en un colorimetro triestimulo modelo HunterLab D25-9, estandarizando previamente el
equipo frente a un blanco (Lopez-Galilea I. et al., 2006); y el contenido en pre-melanoidinas y
compuestos resultantes de reacciones de pardeamiento no enzimatico (MRPs) en un
espectrofotdmetro, midiendo la absorbancia a las longitudes de onda caracteristicas de su
color (360 nm y 420 nm, respectivamente) (Adams A. et al., 2005).

Determinacion cuantitativa de polifenoles totales (PPT)

Se siguié el método de Folin-Ciocalteau (Singleton V.L. and Rossi J.A., 1965), basado en
la oxidacién de los grupos hidroxilos de los compuestos fendlicos en medio basico mediante
el reactivo de Folin-Ciocalteau. Se mezcl6é 100 pL de las muestras (diluidas a 0,5 mg/mL en
agua mili-Q) con 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (dilucion 1:10) y 400 uL de
carbonato de sodio (75 g/L), y se dej6 reposar 40 min. Finalmente se evalué la absorbancia
de las muestras a 750 nm frente a un blanco y los resultados se cuantificaron con una recta
de calibrado, expresandose en equivalentes de ug de acido galico/mg de muestra y ug de
acido galico/mg de café.



Determinacion de la capacidad antioxidante total (TAC)

Método ABTS™

Mediante este método se determina el efecto estabilizador del cation radical ABTS™
debido a la capacidad reductora de las muestras, lo que provoca la decoloracion del radical
(Miller N.J. and Rice-Evans C.A., 1997). El reactivo se preparé mezclando ABTS 7mM con
persulfato potasico 2,45 mM (1:1), manteniéndolo 16 h en oscuridad antes de su utilizacion.
El ABTS™ formado se diluy6é con agua mili-Q hasta conseguir una absorbancia a 734nm de
0,7 + 0,02 (Absy). Para llevar a cabo el ensayo, se mezclo 980 pL del reactivo ABTS™ con 20
ML de las muestras (diluidas a 0,5 mg/mL en agua mili-Q), se incubd 20 min en oscuridad y
se midié la absorbancia a 734 nm, restandole el valor obtenido para un blanco de cada
muestra (sustituyendo el reactivo por agua mili-Q). Los resultados se dieron como la
diferencia de absorbancias entre la inicial y la de cada muestra y se cuantificaron con una
recta de calibrado, expresandose en equivalentes de ug de Trolox/mg de muestra y ug de
Trolox/mg de café.

Método DPPH’

Este ensayo permite determinar la actividad antioxidante de las muestras al ser capaces
de reducir el radical DPPH’, provocando su decoloracién (Brand-Williams W. et al., 1995). Se
prepard una solucion madre de reactivo (DPPH" 0,15mM en metanol) que se diluyé hasta
una absorbancia a 517nm de 0,7 + 0,02 (Absg) y se mezclé 980 uL del reactivo con 20 uL de
las muestras (diluidas a 0,5 mg/mL en agua mili-Q). Tras 2 h de incubacion en oscuridad se
midié la absorbancia a 517nm, restandole el valor obtenido para el blanco de cada muestra
(sustituyendo el DPPH" por metanol). Los resultados se dieron como la diferencia de
absorbancias entre la inicial y la de cada muestra y se cuantificaron con una recta de
calibrado, expresandose en equivalentes de pg de Trolox/mg de muestra y ug de Trolox/mg
de café.

Método FRAP

Mediante esta técnica se evalua el poder reductor de las muestras, basandose en su
capacidad de reducir el Fe(lll) a Fe(ll), que unido al TPTZ da un compuesto de color azul que
presenta un maximo de absorcion a 593 nm (Benzie I.F.F. and Strain J.J., 1996). El reactivo
TPTZ se preparé mezclando 25 ml de tampén acetato sddico 0,3M (pH 3,6), 2,5 ml de FeCl;
20mM, 2,5 ml de TPTZ 10 mM en HCI 40 mM y 3 ml de agua mili-Q. Se mezclé 970 pL del
reactivo con 30 pL de las muestras (diluidas a 0,5 mg/mL en agua mili-Q), se incub6 30 min
a 37°C y finalmente se midio la absorbancia a 593 nm. Los resultados se dieron como la
diferencia de absorbancias entre la de cada muestra y un blanco (reactivo TPTZ sin anadir
muestra) y se cuantificaron con una recta de calibrado, expresandose en equivalentes de
mM Fe (I1)/mg de muestra y mM Fe (l1)/mg de café.

Determinacion de la capacidad estabilizadora del radical hidroxilo (HRSA)

Por este método se determina la capacidad estabilizadora del radical hidroxilo (OH’) de
determinadas sustancias que compiten con la desoxirribosa por dichos radicales, evitando su
oxidacion. La desoxirribosa oxidada, tras la adicion de acido tiobarbiturico (TBA) en medio
acido y mediante calentamiento, genera malonaldehido (MDA), el cual tiene un maximo de
absorbancia a 532nm (Halliwell B. et al., 1987). El ensayo se realizé mezclando 10 pL de
desoxirribosa 100mM, acido ascérbico 10 mM, perdxido de hidrogeno 1mM, cloruro férrico
10 mM y EDTA 10mM, en ausencia (control oxidado) y en presencia de 100 uL de las
muestras (diluidas a 10 mg/mL en agua mili-Q) y llevandolo a 1 mL con tampon fosfato
soédico 24 mM en NaCl 15 mM (pH 7,4). También se prepararon controles de las muestras
con desoxirribosa sin someterlas a oxidacién y un control de desoxirribosa sin oxidar. Se
dejo incubar a 37°C durante 1 h, se afiadié 1,5 mL de TCA al 28% (p/v) y 1 mL de TBA al 1%
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(p/v) en NaOH 0,05M, se incubd a 100°C 15 min y se leyd la absorbancia a 532 nm. Los
resultados se expresaron como % de inhibicion en relacion al control oxidado, en
aproximacién absoluta (por mg de muestra) y relativa (por mg de café).

Valoracién de la inhibicidn de la Peroxidacion Lipidica

Para llevar a cabo este ensayo se procede a la extraccion de microsomas de hepatocitos
de rata, aislandolos posteriormente por centrifugacién diferencial y determinando el
contenido de proteinas por el método de Bradford. A continuacion se induce una
peroxidacion mediada por ABAP, que es evaluada por la medida del MDA generado en
presencia de TBA. De esta manera puede determinarse la presencia de sustancias
antioxidantes en las muestras que produzcan una inhibicién de la peroxidacién (Kessler M. et
al., 2003). A una fraccién de microsomas (1 mg/mL) se le anadié 10 uyL de ABAP 0,5M, en
ausencia (control oxidado) y en presencia de 20 pL de las muestras (diluidas a 0,5 mg/mL en
agua mili-Q), y se llevé a 500 pyL con tampén TRIS-HCI 50mM (pH 7). También se
prepararon controles de las muestras junto con microsomas sin someterlos a oxidacion y un
control de los microsomas sin oxidar. Se incub6 a 37°C durante 90 min. A continuacién se
afiadié 750 yL de TCA al 2,8% (p/v) y 500 pyL de TBA al 1% (p/v) en NaOH 0,05M y se
incub6 a 100°C durante 15 min. Se realizé una extraccion de 750 uL de las muestras con un
volumen de butanol, se centrifugé a 3000 rpm 10 min y se midié la absorbancia a 532 nm de
la fase superior. Los resultados se expresaron como % de inhibicién en relacion al control
oxidado, en aproximacion absoluta (por 10 ug de muestra) y relativa (por ug de café).

Valoracion de la proteccion frente al dano oxidativo del DNA

- Inhibicién del dafio oxidativo al DNA. Determinacion en geles de agarosa.

Se evaluo la inhibicion del dafio oxidativo al DNA induciendo la generacion de radicales
hidroxilo (OH’), que provocan la ruptura de la cadena por accion sobre el enlace fosfato. Los
fragmentos resultantes son separados por tamafio mediante electroforesis en gel de agarosa
(Rivero D. et al., 2005). El ensayo se llevé a cabo mezclando 100 yL de DNA de timo de
ternera (1 mg/mL) con 300 pL de las muestras (diluidas a 10 mg/mL en agua mili-Q), 45 pL
de tampon fosfato sédico 100 mM (pH 7,4), 50 yL de acido ascorbico 10 mM y 5 pL de
sulfato de cobre (ll) hidratado 10mM. También se realizaron controles oxidado y sin oxidar
(sin muestras), y controles prooxidantes de las muestras (sin afiadir ninguno de los agentes
oxidantes y omitiendo sélo uno de ellos). Se incubd durante 1 h a 37°C. Se preparo un gel de
agarosa al 1% (p/v) con 1 yg/mL de bromuro de etidio. Tras la incubacion se mezclé 50 uL
de cada muestra con 10 pL de tampoén de muestra (20% glicerina, 0,1% azul de bromofenol
en tampon fosfato sédico 100 mM (pH 7,4)). Se cargaron 40 pL en cada pocillo del gel y 2 pL
del tampon de pesos moleculares (AMHind Ill) y se sometid a electroforesis (fuente de
alimentacion de BioRad) en condiciones de 100V, 400 mA y 100W durante 45 min.
Finalmente los geles se observaron en un transiluminador bajo luz UV y fueron fotografiados.

- Estudio del efecto genoprotector en células HT-29. Ensayo cometa.

Cultivos celulares y crecimiento celular.

Se utilizé una linea celular HT-29 (Human colon carcinoma cell line), crecidas en medio
de cultivo DMEN suplementado con 10% de FCS. Se trabajé con una densidad celular de
150.000 céls./placa (30.000 céls./mL), calculada contando las células con una camara
Neubauer y azul de tripano. En cada placa se anadieron 5 mL del cultivo celular y se
incubaron durante 48 h a 37°C en atmésfera de CO; al 5%.



Incubacién de los cultivos celulares con las muestras y tratamiento con menadiona.

Se cambié el medio de cultivo de las placas por DMEN suplementado en el que se
afiadié 50 pL de las muestras diluidas a 1 mg/mL (excepto en los controles oxidado y sin
oxidar) y 15 yL de catalasa (100U/mL). Las células fueron incubadas en presencia de las
muestras durante 24 h a 37°C. A continuacion, se afadi6 50 yL de menadiona (20 uM)
disuelta en DMEN (excepto en el control sin oxidar) y se incubaron las células a 37°C
durante 1 h. Finalmente, se recogieron las diferentes suspensiones celulares para el ensayo
cometa.

Ensayo cometa (viabilidad celular)

Se siguié el método propuesto por Tice R. et al. (2000). Este ensayo, también conocido
como electroforesis alcalina de una sola célula (SCGE), detecta el dafio producido al DNA a
nivel de una célula. Los detergentes y las altas concentraciones salinas inducen la lisis
celular. Realizando una electroforesis alcalina en gel de agarosa, el DNA de las células
dafiadas sufre una migracion hacia el anodo, adquiriendo una forma caracteristica de
cometa, lo que permite evaluar la proteccion de las muestras frente al dano oxidativo del
DNA en cada célula (efecto genoprotector). Se centrifugéd 60 uL de las suspensiones
celulares a 2000 rpm, 10 min y 5°C, se retiré el sobrenadante, se afadié 60 uL de agarosa
LM (low melting) al 0,8% y se dispuso sobre portaobjetos preparados previamente con 60 uL
de agarosa NM (normal melting). Se puso los portaobjetos en contacto con buffer de lisis
durante una noche a 5°C. Se realiz6 la electroforesis en frio con buffer de electroforesis a
condiciones de 25V, 500 mA y 150 W durante 40 min y posteriormente se lavo los
portaobjetos con buffer neutral. Se afiadié 35 yL de bromuro de etidio (0,2 mg/mL) y se
observaron al microscopio de fluorescencia, fotografiando las imagenes del microscopio, que
fueron analizadas con el programa CometScore ™. La migracién del DNA fue evaluada por
la longitud de la cola del cometa (n = 60 para cada muestra), expresando los resultados
como % de longitud relativa del cometa en relaciéon al control oxidado ([T/C2]%), desde la
aproximacién absoluta (por 50 ug de muestra).

Tratamiento estadistico de los datos

Todos los datos son presentados como la media + desviacién estandar de tres ensayos
con tres réplicas cada uno. Con el programa “Statgraphics” se realizé un analisis
comparativo de varianzas ANOVA para determinar la existencia de diferencias significativas
entre las muestras a un nivel de significancia de p<0,05, comparando la misma muestra de
los distintos cafés (diferencias significativas representadas con letras latinas) y las diferentes
muestras obtenidas a partir de un mismo café (diferencias significativas representadas con
letras griegas), tanto desde una perspectiva absoluta como relativa. También se realizé un
analisis de correlaciones entre los resultados obtenidos por los distintos ensayos mediante
regresion simple multivariante.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se estudié la influencia del grado de tostado y de la digestion
gastrointestinal sobre la capacidad antioxidante del café soluble. Para ello se seleccionaron
tres cafés, obtenidos de una misma mezcla pero con diferentes grados de tostado: claro
(CTn 110), medio (CTn 85) y oscuro (CTn 60), a partir de los cuales se prepararon las
muestras de café (C). También se obtuvieron los extractos liofilizados del filtrado y del
retenido tras ultrafiltrar los cafés (muestras F y M, respectivamente) y tras ultrafiltrar las
muestras M después de simular su digestion gastrointestinal (muestras FMD y MD). Una vez
caracterizadas las distintas muestras evaluando el color y la composicién en polifenoles
totales, se determind la actividad antioxidante total mediante tres métodos (ABTS™, DPPH' y
FRAP), la capacidad estabilizadora del radical hidroxilo, el efecto sobre biomarcadores de
estrés oxidativo (lipidos y DNA) y el efecto genoprotector mediante ensayos ex vivo en
cultivos celulares.



Al igual que observaron otros autores (Anese M. and Nicoli M.C., 2003), se comprobé
que la capacidad antioxidante de las muestras de café, aun en condiciones anaerobias, se
veia disminuida con el tiempo de almacenamiento (datos no incluidos), por lo que una vez
preparados los cafés (muestras C), nunca se sobrepas6 los 3 dias de almacenamiento antes
de su utilizacion en los ensayos. El resto de muestras (F, M, FMD y MD) se elaboraron a
partir de diluciones de extractos liofilizados pesados el mismo dia de su empleo.

A la hora de analizar los datos obtenidos para los ensayos de capacidad antioxidante, se
realiz6 dos tipos de aproximaciones, la absoluta y la relativa, ya que se trabajé con
soluciones de café y con extractos liofilizados obtenidos tras ultrafiltrar las muestras de café
y las muestras M digeridas. Los ensayos se llevaron a cabo con diluciones que contenian la
misma cantidad de cada muestra (C, F, M, FMD y MD de cada café), lo que permiti
comparar directamente la actividad antioxidante absoluta de todas las muestras, sin tener en
cuenta su concentracion en el café, expresando los resultados en relacién a 1 mg de cada
muestra. Por otra parte, como se pesoé la cantidad de extracto liofilizado obtenido de las
muestras F, M, FMD y MD, fue posible hacer una aproximacion relativa y conocer la
contribuciéon de cada fraccion a la capacidad antioxidante global del café, expresando los
resultados en relacién a 1 mg de cada café.

En la Tabla 1 se muestran los gramos de extracto liofilizado de las muestras F, M, FMD y
MD obtenidos por gramo de café. En las muestras FMD y MD también se han indicado los
rendimientos obtenidos para estas fracciones expresados por gramo de muestra M.

Tabla 1. Cantidad de muestras F (Filtrado), M (Melanoidinas), FMD (Filtrado de las melanoidinas digeridas) y MD
(Melanoidinas digeridas purificadas) obtenidas por gramo de café o de muestra M. Valores presentados como la media +
desviacién estandar. Las letras indican diferencias significativas entre los valores obtenidos para cada muestra (F, M, FMD o
MD) en funcién del grado de tostado.

Muestra |g muestra/g café| Muestra | g muestra/g café| g muestra/g M
F 110 0,560 +0,005° |FMD110 | 0217 +0,005° | 0,567 +0,012°
F 85 0,553 + 0,003 ° |FMD 85 0,199 + 0,006 ° | 0,504 + 0,013 °
F 60 0,545 + 0,004 ¢ |FMD 60 0,180 +£0,005° | 0,446 + 0,011 °
M 110 0,383 +0,003° |MD 110 0,157 + 0,006 ° | 0,409+ 0,013 °
M 85 0,394 +0,003° |MD 85 0,182+ 0,007° | 0,461 +0,015°
M 60 0,404 + 0,004 ¢ |MD 60 0,206 + 0,004° | 0,510 +0,010 ¢

Las muestras F, M, FMD y MD se obtuvieron por ultrafiltracion con una membrana de
exclusion molecular de 10.000 Da, de manera que la muestra M se corresponde con la
fraccién enriquecida en melanoidinas, puesto que son compuestos de elevado peso
molecular. Por otro lado, la digestion gastrointestinal de las muestras M dio lugar a las
muestras MD, correspondiente a las melanoidinas purificadas, tras conseguir separar parte
de los compuestos de bajo peso molecular unidos a ellas (compuestos fendlicos y MRPs de
menor peso molecular que las melanoidinas), que quedarian en la fraccion FMD (Rufian-
Henares J.A. and Morales F.J., 2007). Los resultados indican que, a medida que aumenta el
grado de tostado, la cantidad de muestra obtenida en las fracciones correspondientes a los
filtrados (F y FMD) disminuyd de manera significativa (p<0,05), mientras que en las
fracciones de retenido (M y MD) se obtuvo mas cantidad de muestra al aumentar el grado de
tostado. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros estudios, donde
observaron que las melanoidinas representaban entorno al 38-40% del café tostado (Rufian-
Henares J.A. and Morales F.J., 2007; Delgado-Andrade C. and Morales F.J., 2005), aunque
estos autores obtuvieron una mayor cantidad de muestras MD y menor de FMD que en este
estudio. Por otra parte, se observé que la cantidad de compuestos de peso molecular menor
a 10.000 Da (muestras F) fue mayor en todos los cafés que los compuestos presentes en las
muestras M, aunque las diferencias fueron menores una vez digeridas las muestras M,
siendo incluso mayor la cantidad de muestra MD que de FMD recogida para el café oscuro.



4.1. Caracterizacion de las muestras de café (C, F, M, FMD y MD) con distinto grado
de tostado.

Es importante conocer la composicién y caracteristicas fisico-quimicas del café, ya que el
proceso de tostado al que son sometidos los granos induce importantes cambios en su
composicion quimica, produciéndose la degradacién parcial de los compuestos fendlicos
presentes originalmente en el café verde a la vez que se forman nuevos compuestos como
resultado de las reacciones de Maillard, entre ellos las melanoidinas del café (Sacchetti G. et
al., 2009). Por ello, el primero de los objetivos de este estudio fue llevar a cabo una
caracterizacion de las muestras (C, F, M, FMD y MD) obtenidas a partir de los tres cafés
solubles con diferente grado de tostado, tratando de evaluar su color y de determinar su
composicion en melanoidinas y polifenoles totales.

Evaluacion del color

Una de las modificaciones mas importantes que tiene lugar en los granos de café durante
su tostado es el cambio de color, desarrollando un caracteristico color marrén a
consecuencia de las reacciones de pardeamiento no enzimatico que tienen lugar durante el
proceso, como las reacciones de Maillard o la caramelizacion (Sacchetti G. et al., 2009). Por
lo tanto, el color de los granos de café, y del café soluble que se obtiene a partir de ellos,
varia notablemente en funcién del grado de tostado al que son sometidos los granos verdes,
pudiéndose evaluar estos cambios de color espectrofotométricamente mediante la
determinacion de los parametros del CIELab (Lépez-Galilea I. et al., 2006; Summa C.A. et
al.,, 2007) y evaluando los cambios en la absorbancia a las longitudes de onda
caracteristicas de los compuestos que se desarrollan durante las reacciones que tienen lugar
en el proceso de tostado del café (Adams A. et al., 2005).

Determinacion de los parametros del CIELab

En 1986, la Comision Internationale de L’Eclairage (CIE) establecié uno de los métodos
de evaluacion del color de mas amplio uso en alimentos, conocido como CIELab, basandose
en la determinacion de valores triestimulo que permiten definir cada color a partir de unas
coordenadas denominadas L*, a* y b*. El eje vertical L* es una medida de la luminosidad, y
varia desde completamente opaco (valor 0) a completamente transparente (valor 100). En
los ejes de tonalidad, a* es una medida de la intensidad de color rojo (+) o verde (-), y b* de
la intensidad del color amarillo (+) o azul (-) (C.l.E., 1986).

Tabla 2. Valores de los parametros L*, a* y b* del CIELab. Resultados presentados como la media + desviacion estandar
(n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcion del grado de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los
valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas hacen referencia a diferencias significativas entre
las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

Muestras L* a* b*

c110 97,44 +0,29°/V| .0,733+0,06%'F| 88210,233/F
c85 96,88+0,17°'V| -0,58 +0,07°'F | 99210,57"°'V
C 60 96,12+0,48%'V| .047+0,02°'F | 11,47 £0,13°'Y
F 110 98,75+0,312'%| -0,82+0,052'F | 516+0,233/¢
F 85 98,58+0,33%/%| -0,76+0,02%'% | 555+0,15%®'¢
F 60 98,36+0,23%'%| -068+0,03%/° | 6,092£0,44"°'¢
M 110 96,14+0,13°'F| .0,51+£0,022'Y | 11,730,462V
M 85 94,96+0,52°'F| 028 +£0,03°%'V | 13,76 £0,62°'°
M 60 93,56+0,182'F| -0,03+£0,03°'" | 16,80 £0,89°'°®
FMD 110 97.07+0,12'V| -1,07+0,122'% | 877+0,323F
FMD 85 96,73+0,362'V| -0,86+£0,072'% | 9,08+0,092F
FMD 60 96,42+0,66%'Y| -0,62+0,14°'% | 947+0,29°/F
MD 110 91,01+0,55°'%| 0,79+0,082'% | 18,65+0,56 23
MD 85 89,39+0,52°/%| 152+£0,11°'% | 21,40+0,23°'¢
MD 60 87,490,713 %| 2,04£0,23°'% | 2313+0,25°'¢
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Los valores de los parametros del CIELab se presentan en la Tabla 2. Se observo que, a
medida que aumentaba el grado de tostado de las muestras, el valor de L* disminuyd (las
muestras eran menos luminosas) y los valores a* y b* aumentaron (las muestras tendian
hacia colores mas rojos y amarillos en los ejes de tonalidad). Los datos obtenidos se
compararon con la bibliografia existente en la que se habla de los efectos del tostado sobre
el color del café (Sacchetti G. et al., 2009; Summa C.A. et al., 2007; Lépez-Galilea |. et al.,
2006). Todos los autores coinciden con los resultados obtenidos en cuanto a la pérdida de
luminosidad del café con el tostado. Si comparamos las muestras obtenidas a partir de un
mismo café, en los tres casos (CTn 110, CTn 85 y CTn 60) se observd que habia diferencias
significativas entre los valores obtenidos para las distintas muestras (C, F, M, FMD y MD),
comportandose de una manera muy similar para los tres tipos de café: los valores mas altos
de luminosidad se obtuvieron para las muestras de las fracciones filtradas (F y FMD),
mientras que para los retenidos (M y MD) se obtuvieron los valores de L* mas bajos,
especialmente para la muestra MD. Los parametros a* (eje rojo (+)/verde (-)) y b* (eje
amarillo (+)/azul (-)) dieron los valores mas bajos para los filtrados, mientras que los mas
altos correspondieron a los retenidos, destacando especialmente las muestras enriquecidas
en melanoidinas tras la digestién (MD).

Determinacion del contenido en pre-melanoidinas vy compuestos resultantes de
reacciones de pardeamiento no enzimatico (MRPs).

En los ultimos afios, las melanoidinas han sido muy estudiadas por sus implicaciones
nutricionales y sobre la salud. Puesto que son productos que se forman de manera natural
durante el procesado y almacenamiento de los alimentos, se han convertido en objeto de
interés creciente por parte de la comunidad cientifica, como asi lo demuestra la creacion de
la “Co-operation in Science and Technology (COST) action” titulada “Melanoidins in Food
and Healh” (COST, 1998). En el caso de las melanoidinas del café, se generan
principalmente durante las reacciones que tienen lugar a consecuencia de las altas
temperaturas empleadas en el proceso de tostado, y han despertado especial interés por su
implicacion en la capacidad antioxidante global del café, siendo numerosos los estudios
realizados al respecto (Vignoli J.A. et al., 2011; Rufian-Henares J.A. and Morales F.J., 2007;
Delgado-Andrade C and Morales J.F., 2005; Borrelli R.C. et al., 2002).

La evaluacién de las absorbancia a 420 nm es un método empleado habitualmente como
indicador del desarrollo de reacciones de pardeamiento no enzimatico, como las reacciones
de Maillard o la caramelizacién que ocurren durante el tostado, ya que los productos
resultantes tienen una coloracion marrén y absorben de manera caracteristica a esta longitud
de onda (Lopez-Galilea I. et al., 2007). Estos productos se conocen como MRPs, y entre
ellos destacan las melanoidinas. Ademas, es posible valorar la presencia de los compuestos
que se van formando durante los pasos intermedios de las reacciones de Maillard (pre-
melanoidinas), evaluando la absorbancia de las muestras a 360 nm (Adams A. et al., 2005).

A la vista de los resultados obtenidos (Tabla 3), en todas las muestras (C, F, M, FMD y
MD) se obtuvo mas cantidad de pre-melanoidinas en el café claro (CTn110), observandose
un descenso de estos compuestos al aumentar el grado de tostado. En cambio, la mayor
cantidad de MRPs se obtuvo en el café mas tostado (CTn 60). Estos resultados concuerdan
con lo descrito anteriormente por otros autores (Bekedam E.K. et al., 2008; Del Castillo M.D.
et al., 2002), confirmando que la formaciéon de melanoidinas ocurre de manera continuada
durante el tostado.

Por otra parte, analizando las diferentes fracciones obtenidas de cada café y tendiendo
en cuenta que se trata de una determinacioén absoluta (evaluando el color para una misma
cantidad de mg de muestra/mL), se observé que en los tres casos (CTn 110, CTn 85y CTn
60) el mayor contenido en pre-melanoidinas y MRPs se correspondié con las muestras del
retenido obtenido tras la digestion de las melanoidinas (muestras MD), y el menor con las
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muestras del filtrado obtenido a partir del café (muestras F). Estas diferencias fueron mucho
mas destacables en el caso de la absorbancia a 420 nm, lo que indica que las variaciones
entre filtrados y retenidos en cuanto al color se debieron principalmente al mayor contenido
de MRPs de los retenidos. Los valores obtenidos para las muestras C se encuentran
generalmente entre medias de los alcanzados por los filtrados y los retenidos (con excepcion
de la muestra FMD 110 en la absorbancia a 360 nm, que da valores superiores a los de C
110). Estos resultados son coherentes teniendo en cuenta que los compuestos que mas
contribuyen a la coloracion oscura del café son los MRPs de elevado peso molecular
(Bekedam E.K. et al., 2008; Adams A. et al., 2005).

Tabla 3. Valores de la absorbancia de las muestras a 360 y 420 nm. Resultados presentados como la media + desviacion
estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcién del grado de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60)
entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas hacen referencia a diferencias
significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un mismo grado de tostado (CTn 110,

CTn 85 0 CTn 60).

Pre-melanoidinas MRPs
Muestras (Abs 360 nm) (Abs 420 nm})
c 110 0,793 £ 0,033 ¢/Fv 0,169 + 0,018 2P
c85 0,708 + 0,015 °/F 0,205 + 0,009 °/V
C 60 0,664 £ 0,011’ 0,247 £0,013°Y
F 110 0,633£0,014°'¢ 0,086 £ 0,0152%'°
F 85 0,574 +0,026 ' © 0,119 + 0,009 ®/¢@
F 60 0,509+0,0193'¢ 0,143 +0,009°'°
M 110 0,761+ 0,013°'F 0,202 £0,0112'Y
M 85 0,723+ 0,016 °'F 0,234 £ 0,008 °/3
M 60 0,693 + 0,005 %'V 0,281 £0,024 °'®
FMD 110 0,835+ 0,048 'V 0,159 + 0,007 *'F
FMD 85 0,689 10,019 °/F 0,177 £ 0,009 2P
FMD 60 0,585 +0,042'F 0,202 £ 0,011 °/F
MD 110 0,987 +0,019¢/°® 0,396 + 0,023 2/?
MD 85 0,91810,036 %' 0,445 £ 0,010 °/¢
MD 60 0,849 £0,025%/° 0,477 £0,007 '

Determinacién cuantitativa de polifenoles totales (PPT)

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, presentes principalmente en
las semillas y las hojas, sintetizados como mecanismo de defensa frente al dano oxidativo.
Dada su actividad antioxidante, los alimentos y bebidas ricos en compuestos fendlicos
despiertan gran interés por su potencial contribucién a disminuir el riesgo de sufrir
enfermedades relacionadas con el dano oxidativo (Fukushima Y. et al., 2009). El café es una
de las bebidas con mayor contenido en compuestos fendlicos, entre 200-550 mg por taza de
café (Parras P. et al., 2007), suponiendo aproximadamente el 16% de los sdlidos totales en
el café soluble, aunque este contenido varia en funcion del grado de tostado (Fukushima Y.
et al., 2009). Los acidos clorogénicos son los principales polifenoles del café, entre los que
destaca el acido 5-O-cafeoil-quinico. Durante el proceso de tostado, las altas temperaturas
inducen la lactonizacién y polimerizacion de los acidos clorogénicos, dando lugar a nuevas
estructuras (algunas de las cuales colaboran en la formacién de melanoidinas) o a la
degradacion de los polifenoles presentes inicialmente en el café (Fukushima Y. et al., 2009).

La cuantificacién de los compuestos fendlicos presentes en una muestra puede hacerse
mediante HPLC, método que permite determinar exactamente cada especie molecular de
polifenoles. Sin embargo, dada la gran diversidad de compuestos fendlicos existentes, para
la cuantificacion de los polifenoles totales (PPT) se prefiere el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau, que es un ensayo mucho mas simple, aunque presenta como inconveniente la
dificultad de eliminar la interferencia de ciertos compuestos no polifendlicos que absorban
también a 750 nm (Fukushima Y. et al., 2009).
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Ensayo Folin Ciocalteau (Polifenoles Totales)
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Figura 1. Cuantificacion de los polifenoles totales de las muestras mediante el ensayo de Folin Ciocalteau.
Resultados expresados como equivalentes de pg de acido gdlico/mg de muestra (aproximacién absoluta) o mg de café
(aproximacion relativa). Valores presentados como la media + desviacion estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias
significativas en funcién del grado de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F,
M, FMD o MD). Las letras griegas hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD)
obtenidas a partir de cada café de un mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

Los resultados de la cuantificacion de los PPT de las diferentes muestras de café
mediante el método de Folin-Ciocalteau se resumen en la Figura 1, presentando los
resultados obtenidos en la aproximacion absoluta (por mg de muestra) y la relativa (por mg
de café). Se observé que el contenido en polifenoles descendié de manera significativa en la
muestras C al incrementar el grado de tostado, resultados que apoyan que el proceso de
tostado induce una disminucion en la concentracién de PPT en el café (Sacchetti G. et al.,
2009). En el analisis absoluto de los resultados, esta tendencia se mantuvo también en el
resto de muestras (F, M, FMD y MD), especialmente en las correspondientes a los filtrados
(F y FMD), ya que en las muestras de retenido (M y MD) las diferencias no siempre
resultaron significativas. Se cuantificaron mas polifenoles totales en las muestras M y MD
que en las respectivas muestras F y FMD, lo cual podria explicarse por la hipétesis de que
estos compuestos pasen a formar parte de la estructura de las melanoidinas formadas
durante el tostado (Bekedam E.K.,, et al., 2008, Delgado-Andrade C and Morales F.J., 2005)
o bien porque haya otros compuestos presentes en los retenidos que interfieran en el ensayo
de Folin-Ciocalteau (Fukushima Y. et al., 2009). Por otra parte, se obtuvo siempre un
descenso significativo de los PTT obtenidos en las muestras de los extractos liofilizados
respecto a sus correspondientes muestras de partida, seguramente a consecuencia de la
degradacion adicional de los compuestos fendlicos que causé el proceso de liofilizacién. El
andlisis de los resultados en aproximacion relativa muestra la disminuciéon de PPT al
aumentar el grado de tostado, excepto en la muestra MD, donde ocurre lo contrario. Puesto
que las muestras F tienen un mayor peso en la composicion global del café que las muestras
M, se puede decir que se obtuvo una mayor cantidad de PPT en el filtrado obtenido a partir
del café que en el retenido. Respecto a las muestra FMD y MD, para el café claro (CTn 110)
no se encontré mas polifenoles en el filtrado que en el retenido, mientras que en el café
medio (CTn 85) y el oscuro (CTn 60) el contenido de PPT en las muestras MD fue algo
mayor que en los correspondientes filtrados.
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4.2. Analisis del perfil antioxidante de las muestras de café (C, F, M, FMD y MD) con
distinto grado de tostado.

Una vez caracterizada la composicion de las muestras en cuanto a su contenido en
compuestos fendlicos y melanoidinas, el siguiente de los objetivos fue la determinacion de la
capacidad antioxidante de las muestras mediante varios de los métodos empleados
habitualmente en este tipo de analisis.

Determinacién de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante del café se atribuye principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos y de melanoidinas, pero dependiendo de la intensidad del proceso de
tostado de los granos de café, la influencia de uno u otro grupo en la capacidad antioxidante
total es diferente, existiendo una gran discrepancia en cuanto a los resultados descritos por
diferentes autores de los efectos del tostado sobre la capacidad antioxidante del café
(Sacchetti G. et al., 2009). Se ha sugerido que, mientras que los compuestos fendlicos son
mas importantes bajo condiciones de tostado suaves o intermedias, los tratamientos mas
intensos provocan un descenso de estos compuestos, y los MRPs, especialmente las
melanoidinas, pasarian a ser los que contribuirian principalmente a la actividad antioxidante
del café (Sacchetti G. et al., 2009; Del Castillo M.D. et al., 2002; Nicoli M.C. et al., 1997).
Entre las técnicas mas empleados para determinar la capacidad antioxidantes total in vitro
destacan los métodos ABTS™, DPPH" y FRAP. Los métodos ABTS™ y DPPH" miden la
capacidad de la muestra para estabilizar los respectivos radicales quimicos, el primero en
medio acuoso y el segundo en medio organico (metanol). EI método FRAP permite
determinar la capacidad reductora de las muestras (Vignoli J.A. et al., 2011).

Ensayo ABTS™
* de muestra
g @CTn 110
350 1 ¢ 5 cE mCTn 85
bY T bd Yy
300 - a a 7 \ mCTn 60
T cp a2 * de café
2 250 - b B z b gCTn 110
3, a a ocCTn 85
S 00 - v a @CTh 60
= c 4] c a
2 150 - b ¥ BY Y b a
2 a aa a
g 100 - T
w a o PB
4 “a abb
. o L0l
o Ll [ | |
C F M FMD MD
Muestras

Figura 2. Determinacion de la capacidad antioxidante total mediante el método ABTS +. Resultados expresados
como equivalentes de pg de Trolox/mg de muestra (aproximacién absoluta) o mg de café (aproximacion relativa). Valores
presentados como la media + desviacién estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcién del grado
de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas
hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un
mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

En la Figura 2 estan representados los resultados obtenidos mediante el método ABTS™.
Se observd que la mayor capacidad antioxidante total de las muestras C determinada por
este ensayo corresponde al café claro (CTn 110), y dicha capacidad va disminuyendo de
manera significativa al incrementar el grado de tostado. Varios autores han obtenido
conclusiones similares al analizar la actividad antioxidante total del café mediante este
método (Cammerer B. and Kroh L.W., 2006; Borrelli R.C. et al., 2002; Richelle M. et al.,
2001), justificando los resultados por la perdida de polifenoles de bajo peso molecular con
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elevada capacidad antioxidante durante el proceso de tostado. Los resultados de este
estudio parecen confirman dicha hipoétesis, ya que en la aproximacion absoluta (por mg de
muestra), las muestras de los retenidos obtenidas antes (M) y tras la digestion (MD)
presentaron una capacidad antioxidante bastante similar, mientras que en las muestras de
los filtrados (F y FMD) la actividad antioxidante disminuye al aumentar el grado de tostado
del café. Ademas puede observarse que en el café claro (CTn 110), las muestras F y M
presentaron una capacidad antioxidante similar, mientras que tras la digestion de las
muestras M la actividad antioxidante del filtrado (FMD) fue marcadamente inferior a la del
retenido (MD). En los otros cafés (CTn 85 y CTn 110), las muestras de los retenidos (M y
MD) presentaron siempre una mayor actividad antioxidante que las muestras de los filtrados
(F y FMD, respectivamente). Estos datos indican que las melanoidinas contribuyen en gran
medida a la actividad antirradicalaria del café (Borrelli R.C. et al., 2002), resultados que no se
corresponden con los obtenidos en un estudio anterior sobre los efectos de la digestion en la
capacidad antioxidante de las melanoidinas, donde concluyeron que eran los compuestos de
bajo peso molecular unidos no covalentemente a las melanoidinas los que contribuian en
mayor medida en su capacidad antioxidante (Rufian-Henares J.A. and Morales F.J., 2007).
Sin embargo, si se analizan los datos desde la aproximacion relativa, vemos que la
contribucién de los compuestos presentes en las muestras F a la capacidad antioxidante
global por mg de café fue mayor que la de las muestras M para el café claro y el de tostado
medio, sin haber diferencias significativas en el café oscuro. Tras la digestion de las
melanoidinas, las muestras FMD y MD del café claro dieron valores similares, pero en los
cafés medio y oscuro las fracciones MD tuvieron mayor peso en la contribucién a la
capacidad antioxidante del café.
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Figura 3. Determinacion de la capacidad antioxidante total mediante el método DPPH . Resultados expresados como
equivalentes de pg de Trolox/mg de muestra (aproximacion absoluta) o mg de café (aproximacion relativa). Valores presentados
como la media * desviacion estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcién del grado de tostado
(CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas hacen
referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un mismo
grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

El siguiente de los métodos ensayados para determinar la capacidad antioxidante total
fue el DPPH'. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3. Analizando las muestras
C se observo una significativa mayor capacidad antioxidante en la muestra C 110 que en C
85 y C 60, disminuyendo la actividad antirradicalaria al aumentar el grado de tostado. Estos
resultados no se corresponden con los obtenidos en alguno de los estudios realizados
previamente, donde dicha actividad aumentaba ligeramente con el grado de tostado (Anese
M. and Nicoli M.C., 2003). Al evaluar la capacidad antioxidante de manera absoluta, se
obtuvieron valores superiores en todas las muestras correspondientes al café menos tostado
(CTn 110), que disminuyeron de manera significativa en todos los casos excepto en las
muestras MD. Mientras que para el café CTn 110 los filtrados (F y FMD) tenian una mayor
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actividad antirradicalaria que los respectivos retenidos (M y MD), en el café CTn 85 se
obtuvieron valores similares, y en el café CTn 60 fueron las muestras de retenido las que
conservaron una mayor actividad. Al analizar los datos de manera relativa, tan sélo las
muestras C, F y FMD presentaron diferencias significativas en funcién del grado de tostado,
contribuyendo de una manera similar todas las muestras obtenidas para cada retenido (M o
MD), independientemente del café de partida. En este caso, las muestras F de todos los
cafés contribuyeron en mayor medida a la capacidad antioxidante global del café que sus
respectivos retenidos (M). En las muestras obtenidas tras la digestién de la fraccién M, tan
s6lo se apreciaron diferencias significativas en el café CTn 110, donde FMD presenté mayor
actividad antirradicalaria que MD. Otros autores que investigaron la capacidad antioxidante
de las melanoidinas tras su digestién (Rufian-Henares J.A. and Morales F.J., 2007)
encontraron una actividad de la fraccion FMD bastante superior. Teniendo en cuenta la
composicioén de las distintas muestras, determinada anteriormente en este estudio (Apartado
4.1), cabe suponer que son los compuestos fendlicos presentes en las muestras los que
tienen un mayor peso en la estabilizacion del radical DPPH" en medio lipofilico.
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Figura 4. Determinacion de la capacidad antioxidante total mediante el método FRAP. Resultados expresados como
equivalentes de mM de Fe(ll))mg de muestra (aproximacion absoluta) o mg de café (aproximacion relativa). Valores
presentados como la media * desviacion estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcion del grado
de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas
hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un
mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

La figura 4 recoge los resultados obtenidos en el ensayo FRAP, donde los resultados
para las muestras C, F y FMD fueron muy similares a los encontrados en los ensayos
ABTS™ y DPPH’, de manera que las muestras correspondientes al café de menor grado de
tostado (CTn 110) presentaron una mayor capacidad reductora del Fe(lll) a Fe(ll),
coincidiendo con los resultados descritos en otro estudio reciente (He€imovic, I. et al., 2011).
La principal diferencia con el método DPPH" fue que, en el ensayo FRAP, la capacidad
reductora de las muestras de retenido tras la digestion de las muestras M (muestras MD) fue
bastante mas elevada y en todos los casos superior a la de las muestras de filtrado (FMD),
siendo estas diferencias mas marcadas al aumentar el grado de tostado. La elevada
capacidad reductora de las melanoidinas y otros MRPs ya habia sido determinada
previamente por varios autores (Rufian-Henares J.A. and Morales F.J., 2007, Delgado-
Andrade C. and Morales F.J., 2005), asi como la de los compuestos fendlicos (HeCimovic, I.
et al., 2011), de manera que puede observarse como la contribucién a la capacidad
antioxidante global del café (aproximacion relativa) es superior en las muestras F del café
CTn 110 y CTn 85 respecto a las respectivas muestras M (en el café C 60 las diferencias no
son significativas), mientras que en las muestras obtenidas tras la digestion de las muestras
M, excepto en el café CTn 110 donde FMD y MD tienen una contribucién similar, las
muestras MD de los cafés CTn 85y CTn 60 contribuyen en mayor medida que las FMD en la
capacidad reductora global del café.
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Por lo tanto, como conclusiones generales sobre la capacidad antioxidante total de las
distintas muestras, cabe destacar que todos los cafés presentaron una elevada capacidad
antioxidante. Esta actividad antioxidante fue disminuyendo al aumentar el grado de tostado,
como consecuencia principalmente de la contribucion de los compuestos de menor peso
molecular presentes, donde siempre se obtuvo una pérdida de su capacidad antioxidante al
incrementar el grado de tostado. Las diferencias en funcion del tostado en las muestras
enriquecidas en melanoidinas (M) fueron menores, aunque tras su digestion gastrointestinal
y separacion en fracciones se observd que, en las correspondientes a los compuestos de
bajo peso molecular no covalentemente unidos a las melanoidinas (FMD) la actividad
antioxidante disminuia con el grado de tostado, mientras que en las muestras enriquecidas
en melanoidinas puras (MD) no habia grandes diferencias. Sin embargo, como las muestras
MD tienen un mayor peso en el café mas tostado, su contribucion a la capacidad
antioxidante global del café fue mayor al incrementar el grado de tostado.

Determinacioén de la capacidad estabilizadora del radical hidroxilo (HRSA)

Determinada la capacidad antioxidante total, se decidié valorar la actividad antioxidante
de las muestras frente a radicales libres concretos, como es el radical hidroxilo (OH’), una de
las especies oxigénicas mas reactivas y dafinas para los tejidos biolégicos. Estos radicales
pueden generarse bajo condiciones fisioldgicas en el cuerpo humano donde son capaces de
reaccionar con las proteinas, los acidos grasos insaturados, el DNA y practicamente con
cualquier membrana biologica (Parras P. et al., 2007).
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Figura 5. Determinacion de la capacidad estabilizadora del radical hidroxilo (HRSA). Resultados expresados como %
de inhibicién en relacién al control oxidado, en aproximacion absoluta (por mg de muestra) y relativa (por mg de café). Valores
presentados como la media + desviacién estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcion del grado
de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas
hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un
mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

La actividad estabilizadora del radical hidroxilo (HRSA) de las muestras de café se
determind in vitro mediante el ensayo de la desoxirribosa, donde los radicales OH son
generados por una mezcla de acido ascorbico y FeCl; (en presencia de EDTA). Este ensayo
no ha sido muy utilizado en la determinacion de la capacidad antioxidante del café, no
habiéndose encontrado en la bibliografia resultados en cuanto a los efectos del tostado o de
la digestion sobre la HRSA, aunque si que se ha determinado que el café es capaz de inhibir
la oxidacién inducida por el radical hidroxilo, actuando como antioxidante secundario al
impedir la generacion de estos radicales (Parras P. et al., 2007). Los resultados obtenidos en
el ensayo (Figura 5) se han presentado como % de inhibicion de la oxidacién al usar 100 uL
de las muestras diluidas a 10 mg/mL, de manera que aquellas con mayor capacidad
antioxidante daran valores mas elevados de % de inhibicién.
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Los resultados de la HRSA de las muestras C fueron similares a los obtenidos en el
estudio de la capacidad antioxidante total, observandose una disminucion al incrementar el
grado de tostado, pasando de un 66,2% a un 60,7% y a un 54,7% para el café claro (CTn
110), medio (CTn 85) y oscuro (CTn 60), respectivamente. Analizando las muestras segun
su capacidad estabilizadora absoluta, las muestras de los filtrados (F y FMD) presentaron la
misma tendencia que las muestras C, mientras que no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras M, y en el caso de las muestras MD, se obtuvo mayor
proteccién al aumentar el grado de tostado. Se observé que en el café CTn 110 todas las
muestras (C, F, M, FMD y MD) dieron valores bastante similares, aunque la de menor efecto
HRSA fue la muestra M (60%) y la de mayor efecto estabilizador la muestra MD (67,4%). En
los cafés CTn 85 y CTn 60 las muestras F dieron los valores mas bajos, correspondiendo la
mayor HRSA de nuevo a las muestras MD. Las diferencias mas marcadas entre las distintas
muestras se observaron en el café oscuro (CTn 60). Al analizar los resultados desde la
perspectiva relativa, se mantuvo la tendencia descrita anteriormente en la determinacion
absoluta en cuanto al efecto del tostado sobre la capacidad estabilizadora del radical
hidroxilo de las distintas fracciones, aunque la contribucion de las muestras F fue superior
que la de los respectivos retenidos (M). La contribucion de las muestras FMD y MD a la
HRSA fue dependiente del grado de tostado: en el café menos tostado (CTn 110) FMD
contribuyd en mayor medida, en el café de tostado medio (CTn 85) ambas fracciones por
igual, y en el café mas tostado (CTn 60) MD proporcioné mayor % de inhibicion.

Valoracién de lainhibiciéon de la Peroxidacién Lipidica

Como biomarcador del estrés oxidativo a lipidos, se evalué la inhibicion de la
peroxidacion lipidica, determinando la capacidad de las muestras para estabilizar los
radicales peroxilos (LOO’) generados durante la reaccién en cadena que lleva a la oxidacién
de los microsomas. Los estudios realizados respecto a la capacidad estabilizadora de
radicales peroxilo sugieren que los compuestos fendlicos del café presentan una elevada
actividad (Parras P. et al., 2007), asi como la fraccion correspondiente a las melanoidinas,
aunque la formacion de melanoidinas con dicha capacidad sélo ocurre en determinadas
fases del tostado, de manera que los MRPs formados durante los pasos intermedios de las
reacciones de Maillard son los que poseen la mayor capacidad estabilizadora de radicales
peroxilo, siendo probable que estos productos se pierdan o se transformen en otros
compuestos de menor capacidad inhibidora de la peroxidacion lipidica en los pasos
avanzados de estas reacciones (Del Castillo M.D. et al., 2002; Nicoli M.C. et al., 1997).
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Figura 6. Determinacion de la capacidad inhibidora de la peroxidacion lipidica. Resultados expresados como % de
inhibicién en relacién al control oxidado, en aproximacion absoluta (por 10 ug de muestra) y relativa (por 10 ug de café). Valores
presentados como media + desviacion estandar (n=3). Las letras latinas indican diferencias significativas en funcién del grado
de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas
hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD o MD) obtenidas a partir de cada café de un
mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).
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La Figura 6 recoge los resultados del ensayo de inhibicién de la peroxidacion lipidica,
expresados como % de inhibicion de la oxidacion. Se observdé que en las muestras C
existieron diferencias significativas entre los diferentes cafés en funcion del grado de tostado,
correspondiendo la mayor proteccion al café claro (C 110 = 81,8% de inhibicién) y la menor
al café mas tostado (C 60 = 57,9% de inhibicién). Dada la composicion de las muestras de
café en cuanto a polifenoles totales, pre-melanoidinas y MRPs, estos resultados concuerdan
con las hipdtesis propuestas anteriormente sobre la importancia de los polifenoles en la
inhibicién de la peroxidacion y la mayor contribucién de los productos de pasos intermedios
de las reacciones de Maillard que los productos finales en la capacidad estabilizadora de
radicales LOO’ (Parras P. et al., 2007; Del Castillo M.D. et al., 2002; Nicoli M.C. et al., 1997).
Desde la perspectiva absoluta, la disminucion de la capacidad inhibidora de la peroxidacion
con el tostado se observd también en las muestras de filtrados (F y FMD), aunque, respecto
a las muestras C, fue aproximadamente un 5% inferior en las muestras F (en todos los
grados de tostado) y un 35% (FMD 110) - 25% (FMD 60) inferior en las muestras tras la
digestiéon de las melanoidinas. En las muestras M también se obtuvieron diferencias
significativas entre las muestras en funcion del tostado, aunque en menor medida, estando
su capacidad antioxidante en el mismo orden que la de las muestras F (algo inferior para el
café CTn 110). Las muestras MD no presentaron diferencias significativas entre si,
presentando todas en torno al 40 % de inhibicion de la oxidacion. Los valores de las
muestras FMD y MD no fueron muy diferentes entre si, excepto en el café mas tostado,
donde FMD 60 proporciond menor inhibicion que MD 60, resultados que no coinciden con las
observaciones hechas en otro estudio (Del Castillo M.D. et al., 2002), donde se determiné
que eran las fracciones de bajo e intermedio peso molecular de los MRPs las que
presentaban mayor capacidad antioxidante que la fraccion de elevado peso molecular para
todos los grados de tostado (claro, medio y oscuro). Al analizar los resultados desde la
aproximacion relativa, se obtuvo una mayor contribucion de las muestras F que las M en
todos los cafés, disminuyendo en ambas muestras la inhibicion de la peroxidacion al
aumentar el grado de tostado, aunque no de forma significativa para los retenidos (M). Las
muestras tras la digestion contribuyeron de forma bastante similar, pero en las muestras
FMD la proteccion frente a la oxidacion fue menor al aumentar el grado de tostado, mientras
que en las muestras MD se observé lo contrario.

Valoracién de la proteccidén frente al dafio oxidativo del DNA

El ultimo de los biomarcadores de estrés oxidativo que se evalud en este estudio fue la
proteccion frente al dafo oxidativo del DNA. El estrés oxidativo puede inducir dafos en el
DNA provocando mutaciones de bases, rupturas en las cadenas (de una o de las dos
cadenas del DNA), recombinacion del DNA vy rupturas o reorganizaciones en los
cromosomas (Rivero D. et al., 2005). Para valorar la proteccién frente a la oxidacién del DNA
se llevd a cabo dos determinaciones: una in vitro (directamente sobre DNA) en geles de
agarosa, y otra ex vivo (en cultivos celulares) para poder valorar también el efecto
genoprotector del café.

- Inhibicién del dafio oxidativo al DNA en geles de agarosa

Los radicales hidroxilo (OH’) provocan la ruptura de las cadenas del DNA por su accion
sobre el enlace fosfato, generando fragmentos mas pequeios de DNA que pueden ser
separados mediante electroforesis en geles de agarosa. Las muestras podran inhibir el dafo
oxidativo al DNA: bien por sus propiedades estabilizadoras de radicales libres, por su
capacidad quelante del cobre (ll) evitando que se generen los radicales hidroxilo en
presencia de acido ascorbico, o por la proteccion directa del DNA al interaccionar con él
alguno de los compuestos presentes en las muestras (Rivero D. et al., 2005).
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La Figura 7 corresponde a una de las
fotografias de los geles de agarosa obtenidos al
evaluar la proteccion de las muestras de café
frente al dafo oxidativo del DNA provocado por
los radicales OH'. Esta proteccion se consiguio
incubando el DNA de timo de ternera en
presencia de 300 uL de las muestras diluidas a
10 mg/mL. Por tanto, se trata de una valoracion
absoluta de la inhibicién del dafo oxidativo de
las muestras, sin tener en cuenta su
concentracién en el café. Se prepard un control
de DNA sin oxidar y el otro de DNA oxidado,
para poder determinar la proteccién de las
muestras frente a la oxidacién al analizar las
bandas de DNA en el gel. Respecto a la
influencia del grado de tostado del café, se
observd una ligera mayor proteccion del café
CTn 110 en las muestras C, F y FMD, mientras
que las muestras M protegieron de manera
similar al DNA y en las muestras MD se aprecio

Figura 7. Proteccion de las muestras frente a la oxidacion
del DNA. Separacion en geles de agarosa del DNA de timo de
ternera sometido a estrés oxidativo e incubado con las
muestras de café. P: patrén de pesos moleculares de 23,1 Kb

un Iigero incremento de la inhibicidon del dano a 125 pb, C: DNA control, O: DNA oxidado.

oxidativo al aumentar el grado de tostado del

café de partida. En relacion a la proteccidon conseguida por las diferentes muestras (C, F, M,
FMD y MD), en las pertenecientes a los filtrados (F y FMD) se observé una proteccién
bastante menor que en el resto, especialmente en las muestras FMD. Las muestras
correspondientes a los retenidos (M y MD) fueron las que protegieron en mayor medida al
DNA de la oxidacion. No se ha encontrado en la bibliografia ningun ensayo de este tipo en
muestras de café, de manera que no fue posible comparar los resultados obtenidos. Sin
embargo, puesto que en el ensayo de estabilizacion del radical hidroxilo (HRSA) no se
obtuvieron diferencias tan grandes entre las distintas muestras, es posible que, ademas de la
proteccién conseguida al estabilizar los radicales OH" o al impedir su generacién (en este
caso por quelacion del cobre(ll) en lugar del Fe(lll) que se emplea en el ensayo HRSA), los
compuestos de mayor peso molecular presentes en el café (muestras M y MD) puedan
interaccionar con el DNA y protegerlo frente a la oxidacion. Este efecto protector también
puede ser debido a que las melanoidinas sean quelantes muy eficientes del cobre (ll) y por
ello, en este ensayo, las muestras enriquecidas en estos compuestos muestren esta elevada
proteccion frente al dafio oxidativo del DNA.

- Estudio del efecto genoprotector en células HT-29

El tercero de los objetivos de este estudio fue evaluar la proteccién del café sobre el DNA
en cultivos celulares, ya que el resto de los ensayos realizados fueron métodos in vitro, que
aportan valiosa informacion sobre la capacidad antioxidante de las muestras, pero no
permiten determinar exactamente lo que ocurre en los sistemas bioldgicos. Los cultivos
celulares se usan habitualmente como modelo experimental para conocer los efectos de los
compuestos bioactivos sobre la homeostasis celular, asi como su efecto genoprotector
(Daglia M. et al., 2004).

La ruptura de las cadenas de DNA puede ensayarse ex vivo, en cultivos celulares,
mediante el denominado “ensayo cometa”, que permite el analisis del dafio oxidativo al DNA
en ausencia y en presencia de las muestras con los compuestos bioactivos, aportando
informacién sobre el efecto genoprotector, ya que dichos compuestos deberan de llegar
hasta el DNA del nucleo de las células y protegerlo frente a la oxidacién provocada por la
menadiona, compuesto bien caracterizado para su uso como inductor de dafo oxidativo
celular (Tice R. et al., 2000).
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Figura 8. Ensayo cometa en células HT-29. A) Control sin oxidar, B) Control oxidado (células tratadas con menadiona), C)
Células incubadas con 50 ug de la muestra C 110 y tratadas con menadiona. Imagenes de las fotografias analizadas con el
programa CometScore ™.

En la Figura 8 se muestra un ejemplo ilustrativo de las fotografias obtenidas en el ensayo
cometa al ser analizadas por el programa CometScore ™. En ellas puede apreciarse el
efecto genoprotector, al comparar los controles sin oxidar y oxidado (tratado con menadiona)
con las células incubadas en presencia de una de las muestras y sometidas posteriormente
a estrés oxidativo. En la Figura 9 se han recogido los resultados de la inhibicién de la
degradacion del DNA obtenidos por las diferentes muestras, asi como para el control sin
oxidar (control negativo) y el oxidado (control Menadiona). Para este ensayo sélo se han
representado los resultados desde la aproximacion absoluta, presentandolos en % como
longitud de la cola relativa respecto al control oxidado, al que se ha dado el valor del 100%
([T/C2] %). Cuanto mas danado se encuentre el DNA, la longitud de la cola del cometa sera
mayor al poder migrar mas distancia los fragmentos de DNA mas pequefios. Por ello, cuanto
mas dafo oxidativo haya sufrido el DNA de las células, se obtendra un mayor % de longitud
relativa de la cola.

Ensayo cometa

Absoluta
.°\—°. 100 1 @ Control negativo
S 90 - B Control Menadiona
E 801 @CTn 110
g 704 5 mCTn 85
s 60 b mCTn 60
3 50 -
©
2 40 -
o
e 30 A
3 20
3 10 -
S o
controles C F M FMD MD
Muestras

Figura 9. Ensayo cometa. Migracion del DNA evaluada por la longitud de la cola del cometa (n = 60 para cada muestra).
Resultados expresados en [T/C2]% = % de longitud relativa de la cola respecto al control oxidado (100 %), en aproximacién
absoluta (por 50 ug de muestra). Valores presentados como media + desviacion estandar (n=3). Las letras latinas indican
diferencias significativas en funcién del grado de tostado (CTn 110, CTn 85, CTn 60) entre los valores obtenidos para cada
muestra (C, F, M, FMD o MD). Las letras griegas hacen referencia a diferencias significativas entre las muestras (C, F, M, FMD
o MD) obtenidas a partir de cada café de un mismo grado de tostado (CTn 110, CTn 85 o CTn 60).

Se observo claramente que todas las muestras protegian al DNA de la oxidacion,
evitando que resultara tan dafnado como en el control oxidado. No se ha encontrado en la
bibliografia estudios en los que se haya analizado la capacidad antioxidante del café
mediante el ensayo cometa, pero si que se ha comprobado su efecto protector ex vivo
mediante el ensayo MTT, donde se analiza la viabilidad celular tras la inducciéon de estrés
oxidativo (Daglia M. et al., 2004). En relacién al efecto del tostado sobre la capacidad
inhibidora del dafio oxidativo al DNA del café, en las muestras C pudo observarse que el café
CTn 110 protegié en mayor medida de la oxidacion ([T/C2] = 26,9%), siendo menor la
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proteccion conseguida por el café CTn 85 ([T/C2] = 38,5%) y por el CTn 60 ([T/C2] = 45,3%),
existiendo diferencias significativas entre ellos (p < 0,05). La misma tendencia se obtuvo en
las muestras de filtrado (F y FMD), mientras que las muestras M no presentaron diferencias
significativas entre ellas, y en las muestras MD, fue la procedente del café mas tostado (MD
60) la que presentd6 una mayor proteccion, observandose que el efecto genoprotector
aumentaba de manera significativa en estas muestras con el grado de tostado. A diferencia
de lo observado en ensayos anteriores, las muestras FMD y MD mostraron un mayor efecto
genoprotector que las muestras de café C y que sus ultrafiltrados (F y M), con excepcion del
café CTn 110, donde C se situé entre FMD y MD. En este café, la muestra FMD evité en
mayor medida el dafo oxidativo que MD, mientras que en el café CTn 60 ocurrié al contrario,
siendo la muestra MD la que presenté el mayor efecto protector. A la vista de estos
resultados y comparandolos con los obtenidos en los geles de agarosa, cabe suponer que la
digestién de las melanoidinas del café provoque modificaciones en la estructura de los
compuestos que las forman, tanto en los de bajo peso molecular no covalentemente unidos
(FMD) como en los que constituyen la estructura central de las melanoidinas (MD). Esto
puede resultar en un aumento de su biodisponibilidad por las células, de su capacidad de
interaccionar con el DNA, o de su capacidad de inhibir el estrés oxidativo inducido por la
menadiona al estabilizar las especies reactivas generadas en la célula, ejerciendo asi su
efecto genoprotector.

4.3. Estudio de correlaciones entre los distintos ensayos de capacidad antioxidante
y composicion del café.

El dultimo de los objetivos de este estudio sobre la capacidad antioxidante del café fue
evaluar la existencia de correlaciones entre los diferentes ensayados realizados. Para ello se
realizé un analisis multivariado de los datos obtenidos para cada ensayo, incluyendo todas
las muestras, encontrandose numerosas correlaciones generales (p<0,05). Cabe destacar:

- Correlaciones entre el color y la composicién: Se observaron correlaciones positivas
entre los parametros del CIELab a* y b* con el contenido en pre-melanoidinas (R=0,6240 y
R= 0,7216, respectivamente) y en mayor medida con el contenido en MRPs (R=0,9487 y
R=0,9731). En cambio, el parametro L* present6 correlaciones negativas con la composicién
en pre-melanoidinas (R=-0,7127) y MRPs (R=-0,9757), siendo positiva la correlacion entre L*
y el contenido en polifenoles totales (PTT), aunque no muy elevada (R=0,3004). Es
destacable que se obtuvo una correlacion positiva entre el contenido en pre-melanoidinas y
el de MRPs (R=0,7084), ya que en las muestras con mas pre-melanoidinas también habia
mas MRPs, pero si se analizan parcialmente los datos, comparando cada una de las
distintas muestras en funcién del tostado, la correlacion entre pre-melanoidinas y MRPs fue
siempre negativa, ya que en todas las muestras (C, F, M, FMD y MD) al aumentar el grado
de tostado disminuia el contenido en pre-melanoidinas y aumentaba el de MRPs.

- Correlaciones entre los ensayos de capacidad antioxidante: Se obtuvieron correlaciones
positivas de los tres ensayos de capacidad antioxidante total entre si (ABTS/DPPH" >
R=0,8388; ABTS™/FRAP - R= 0,9311; DPPH/FRAP > R=0,9219) y también entre éstos y
el ensayo de inhibicion de la peroxidacion lipidica (R=0,8330 con ABTS™; R=0,9528 con
DPPH’; R=0,8833 con FRAP). Por otra parte, se observé también una correlacién positiva
entre el ensayo HRSA y el ensayo cometa (R=0,8218).

- Correlaciones entre la composicién y los ensayos de capacidad antioxidante: El
contenido en PPT se correlacioné positivamente con los ensayos de capacidad antioxidante
total (R=0,9465 con ABTS™; R=0,9335 con DPPH’; R=0,9553 con FRAP) y con el ensayo de
inhibicion de la lipoperoxidacion (R=0,9124). En cambio, el contenido en pre-melanoidinas
presentd una correlacion positiva bastante alta con el ensayo HRSA (R=0,8107) y con el
ensayo cometa (R=0,7142).
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5. CONCLUSIONES

El analisis de los resultados obtenidos en este estudio sobre los efectos del tostado en la
capacidad antioxidante, biomarcadores y el efecto genoprotector del café y sus distintas
fracciones dio lugar a las siguientes conclusiones:

1) El contenido de polifenoles y pre-melanoidinas disminuye, a la vez que se incrementa
el contenido de MRPs, al aumentar el grado de tostado de las muestras de café soluble,
como consecuencia de que los compuestos fendlicos presentes originalmente en el café
pasan a formar parte de las melanoidinas que se generan durante el proceso de tostado.

2) Todos los cafés analizados presentan una elevada capacidad antioxidante total y un
elevado efecto protector sobre biomarcadores concretos de estrés oxidativo (lipidos y DNA),
aunque dicha capacidad disminuye con el grado de tostado. La principal causa es la menor
actividad antioxidante y contribucion de los compuestos de bajo peso molecular del café al
aumentar el grado de tostado.

3) Independientemente del grado de tostado, la actividad antioxidante de la fraccion
enriquecida en melanoidinas es similar para los distintos cafés, contribuyendo notablemente
en su capacidad antioxidante global. De las fracciones obtenidas por digestion
gastrointestinal, en el café menos tostado los compuestos unidos no covalentemente a las
melanoidinas son los que contribuyen en mayor medida a su capacidad antioxidante, al
contrario de lo observado en el café mas tostado, donde la contribucion se debe
principalmente a la fraccion de melanoidinas purificadas.

4) La digestion gastrointestinal de las melanoidinas resulta en un extracto con una
elevada capacidad de inhibir el dafio oxidativo al DNA en cultivos celulares.

5) Los compuestos fendlicos presentes en el café contribuyen en mayor medida que las
melanoidinas sobre la capacidad antioxidante total del café y en su capacidad inhibidora de
la peroxidacién lipidica. En cambio, la estabilizacion de radicales OH' y la proteccion del DNA
frente al dafo oxidativo, estan determinadas mayormente por el contenido en pre-
melanoidinas y melanoidinas del café.
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