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EFECTO DEL SULFITO DE SODIO EN LA MUTAGENICIDAD DEL CAFE
EN DROSOPHILA MELANOGASTER

EFFECT OF SODNM SULFITE ON THE MUTAGENICITY OF COFFEE IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Piedlad Lopera P.*
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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud fa mutagenicidad del café “instantaneo”, del bisulfito de sodio y de la mezcla de
estos dos compuestos utifizando el test de Mutacién y Recombinacién Somatica en Drosophila melanogaster en la
progenie del cruce de las cepas w™ sn’ se b x w; se h.

Las dosis de café “instantdneo” utilizadas fueron 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5, 1y 2% (p/v). S6lc se observd efecto
mutagénico en esta dftima dosis, que ademas mostré ser altamente téxica. De las dosis de bisuifito utiizadas (0.25,
0.5 1.5y 10 mM), séio las tres ultimas resultaron mutagénicas. También pudo apreciarse claramente, que en mezclas
de bisulfito de sodio (I mM y 5 mM), con concentraciones no mutagénicas de café “instantaneo”™ (0.05%, 0.1% y
0.5%), ef bisulfito pierde su efecto mutagénico y tanto el café como el bisuifito disminuyen su toxicidad, de acuerdo
con la cantidad de bisulfito que es agregada al café. De esto puede deducirse que el bisulfito reacciona con algunas
de las particulas toxicas que contiene el café, disminuyéndose por tanto el efecto genotéxico de ambos compuestos.

ABSTRACT

in this work, the mutagenicity or “instant” coffee, sodium bisuffite and the mixture of both compounds was
evaluated using the Mutation and Somatic Recombination test in Drosophila melanogaster, in the progenie from the
cross w® sn’; se h x w; se h.

The coffee doses empioyed were Q.01, 0.025, 0.05, 8.1, 0.5, 1 and 2% (wy/v). A mutagenic effect was cbserved
only with the highest, wich happened to be highly toxic. Among the bisuiphite doses utifized (0.25, 0.5, 1,5 and 10
mM) only the last three turn out to be mutagenic. Furthermore, in this test it was clearly observed that mixtures of
sodium bisulphite (1 mM an 5 mM) with non mutagenic concentrations of instant coffee (0.05, 0.1 and 0.5%), the
bisulphite loses its mutagenic effect and both coffee and bisulphite showed diminished toxicity depending up on the
amount of bisulphite added to the coffee. From these results it can be deduced that bisulphite reacts with some toxic
particles contained in coffee and, therefore, the genotoxic effect of both compounds decreases.

INTRODUCCION

La mayaria de los alimentos que consumimos contie-
nen diferentes compuestos quimicos, algunos de los cua-
les poseen actividad mutagénica, antimutagénica ¢ co-
mutagénica y producen genotoxinas por medio de dife-
rentes factores, 1ales como su procese de produccidn, el
almacenaje, el uso de aditivos y la contaminacion.

Varios investigadores han demostrada la mutagenici-
dad del café por medio del test de Ames en varias cepas

*

de Salmonella typhimurium, sin activacién metabdlica
(Nagao et af., 1979; Aeschbacher y Wurzner, 1980; Ko-
sugi et al,, 1983, Nakasato et af., 1984; Friederich et af,,
1975). En esta mutagenicidad esta involucrado el proce-
so de tostamiento de los granos (Kosugi et afl,, 1983),
por medio del cual se forman varios mutdgenos potentes
como el benzo (a} pirenc (JARC, 1973), el metilglioxal
{Kasai et 2/, 1982; Sugimura y Sato, 1983; Fujita et a/.,
1985a; Sugimura et af., 1989) y el perdxido de hidroge
no {Levin et al., 1982; Fujita et al., 1985b). Se adiciona
a este efecto el ocasionado por el sobrecalentamiento de
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la bebida ya preparada, lo que sin duda incrementa Ja
mutagenicidad, ya que pueden formarse algunos piro-
lisados mutagénicos (Blair y Shibamoto, 1984) o au-
mentarse la concentracién del perdxido de hidrégeno.
Esto fue puesto en evidencia por Fujita et al., {1985a)
al encontrar que la solucidn fresca de café “instanta-
neo” (15 mg/ml) sélo contenia 3.5 ppm de perdxido
de hidrégeno, pero después de guardar la bebida du-
rante 24 h a 37°C, la concentracion del peréxido au-
menté a 5.0 ppm. '

Se ha demostrado ademds que la mutagenicidad del ca-
fé depende de la interaccion con otros compuestos. Una
muestra de esto se tiene en el efecto incrementadcr de la
mutagenicidad que ejercen el acido L-ascorbico (Suwa et
al, 1982} y la enzima supercxido dismutasa (Nagao et af,
1986a) en sistemas bacterianos, /n vivo. Pero también se
ha observado que otros compuestos ejercen un efecto su-
presor de la mutagenicidad como en el caso de la catalasa
contenida en la fraccion citosdlica de los hepatocitos de
rata (Nagao et al., 1979; Fujita et a/., 1985a; Ariza et al,
1988). Y algunos sulfitos (sulfito y bisulfito de sodio y me-
tabisulfito de potasio) también suprimen la accién mutagé
nica del café, segin analisis realizados en Saimonelia typhi-
murium y Escherichia coli (Sugimura, 1982; y Suwa et al,,
1982, Nagao y Sugimura, 1983).

Existe evidenciz de que el sulfito puro tiene efectos
mutagénicos sobre el DNA in vivo, los cuales varian se-
gun las condiciones de concentracién, pH y temperatura:
a pH bajo, 37°C y altas concentraciones, produce deami-
nacion de la citosina; a pH neutro, 30°C y altas concen-
traciones, produce transaminacién de la citosina, lo que
puede resultar en ligamientos cruzados; a pH neutro,
37°C y bajas concentraciones, produce radicales libres
(Hayatsu, 1976; Shapirc, 1977). Se ha visto también que
puede interactuar con el benzo (a) pireno (Laskin et af.,
1976, Pauluhn et a/., 1985) y el dibenzo (a, h) antraceno
{Pott y Stober, 1983) incrementadc la incidencia de tu-
mores pulmonares en ratas {Leung et af, 1989). Estos
hidrocarbures policidicos arométicos ingresan al organis-
mo, junto con ios sulfitos, por medio de la inhalacién o
por la ingestién de alimentos y bebidas expuestos a altas
temperaturas (Leung et al,, 1989).

Como se sospecha que los mutdgenos son carcindge-
nos y se observa un alto consumo, consciente e incons-
ciente, de café y sulfitos, es importante conocer si el
bisulfito de sodio es mutagénico in vivo y descubrir si la
nteraccion que este compuesto presenta con el café,
in vitro, ocurre también in vivo. Con este fin, en el
presente trabajo se estudid la influencia in vivo de es-
te sulfito en la mutagenicidad del café en Drosophifa
melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas utilizadas

Se utilizarcn hembras de la cepa w ™ sn2; se h y ma-
chos de la cepa w; se h de Drosophila melanogaster pro-
porcionados por el doctor Ekkehart W, Vogel de la State
University of Leiden (The Netherlands). En la tabla 1 se
describen las marcas de cada cepa. Las cepas se mantu-
vieron a 25°C en alimento preparado con harina de maiz
y miel de azlcar,

Compuestos quimicos

Se utilizé suffito de sodio en la forma de metabisulfito
de sodio obtenido de Carlo Erba, metilglioxal de Sigma,
café “instantaneo” de la firma Nestlé (R) y perdxido de
hidrogenc {agua oxigenada), adquiridos los dos Gltimos
en un supermercado de Medellin. Se utilizd también
tween 80 de Merck y etanol de {a Fabrica de Licores de
Antioquia. Como control positivo se utilizé dimetil nitro-
samina (DMNA) de Merck y como control positivo se uti-
lizd dimetil nitrosamina (DMNA) de Merck y como con-
trol negativo agua destilada.

En la evaluacion mutagénica se emplearon dosis de
café de 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5, 1y 2% (p/v) y dosis
de bisulfito de sodio de 0.25, 0.5, 1, Sy 10 mM. La
evaluacion de las mezdlas se hizo con dosis subtéxicas
de café de 0.05, 0.1 y 0.5% gue corresponden a LD;s,
LD2s y LD3s5 respectivamente, y dosis bustéxicas de bisul-
fito de 1y 5 mM que corresponden a LD;s v LDss, res-
pectivamenta.

Prueba de mutagenicidad

En este trabajc se empled el test de Mutacion y Re-
cambinacién Somatica en Drosophila melanogaster de
acuerdo con el protocolo de trabajo disefiade por Becker
(1966) y validado por Vagel {1985). El test se basa en
la determinacion de mosaicos observables por manchas
gemelas en los ojos de las hembras que bhan sido trata-
das durante el desarrollo larval {(Moilet y Wurgler, 1974).
Estos clones pueden surgir por varios tipos de alteracién
genética, como son el entrecruzamiento somadtico, la no
disyuncién somdtica, la pérdida cromosomica, la delec-
con y la mutacién puntual.

Tratamiento

El alimento se suplementd con las sustancias quimicas
en estudio 0 €l mutdgeno y el solvents, utilizados como
controles positivo y negativo, respectivamente. Primero los
quimicos se disolvieron en 3 ml de agua destlada y se
adicionaron al alimento caliente a 50°C, agitando rapida-
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mente para segurar la homegeneidad de la mezcla. Se
procedio luego a servir el alimento en los frascos de 1/4
de litro, previamente esterilizados y codificados y se de-
J6 reposar por un tiempo mdximo de 8 h, cubriendo los
frascos con gasa estéril y tapandolos con tapones de
gasa y aigodon estériles. Por Ultimo se introdujeron los
cruces (10 machos y 10 hembras virgenes de tres dias
de edad, los cuales permanecieron durante 10 h en
alimento no tratado). Se permitié que las hembras pu-
sieran sus huevos durante cuatro dias en el alimento
tratado, al cabo de los cuales se retiraron ambos pa-
dres.

Los cultivos se incubaron a 25 £ 0.5°C durante 10-12
dias. A las hembras Fi con edad entre dos y tres dias
se les examind los ojos para buscar la presencia de mo-
saicos simples (clones blancos) producidos por mutacion
0 deleccion en el gen w” o Ia presencia de mosaicos
mellizos (coral-blanco) w*®/w causados por recombina-
cidn mitdtica en el disco imaginal para ojos. El examen
se realizd en una mezcla de etanol (90%), tween 80
(1%} y agua destilada (9%), en un estereomicroscopio
con 75X de aumento.

Toxicidad

En el andlisis de toxicidad se utilizd el mismao tipo
de cruce y procedimiento de tratamiento usado en Ia
prueba de mutagenicidad. Se probaron las siguientes
dosis para el suifitor 0.25, 0.5, 1, 5, 10, 20 y 40 mM;
y para el café: 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 35y
5% (p/v).

Para cada dosis se halld el porcentaje de sobreviven-
cia con base en la siguiente férmula:

Promedio de moscas F1 en tratamiento
% de sobrevivenciaw x 100
Promedio de moscas Fy en control

Anadlisis estadistico

El compuesto se considerd positivo cuando el total de
mosaicos simples mas mosaicos mellizos se elevd por en-
cima del 99% de los limites de confianza en relacion con
los valores acumulados del control. Se consideré no mu-
tagénico después de haber examinado més de 2000 ojos
{equivalentes a 40.000-400.000 células pigmentadas pri-
mordiales} y que los resultados dieran negativos por lo
menos en tres experimentos separados.

Los resultados se catalogaron como mutagénicos dé-
bites cuando se observaron pequefios efectos, pero que
fueran reproducibles en por lo menos tres experimentos
separados.

Para la evaluacion estadistica de los datos se aplicé
la prueba de Ji-cuadrado, usando tablas de contingen-
cia de 2x2.

RESULTADOS
Toxicidad del café y del bisulfito de sodio

Como puede observarse en las figuras 1 y 2, la so-
brevivencia de larvas y moscas adultas disminuye con
el aumento de la concentracidn de los tratamientos,
tanto de café como de bisulfito. En la curva A se apre-
cia que & partir de la concentracion de 0.05% de café,
se produce una drastica disminucién de la sobreviven-
cia. Per ejemplo, con concentraciones de 2% de café,
sOlo sobrevive el 15% de individuos, y con concentra-
ciones de 3.5% o mayores, el café es completamente
toxice.

En la curva B puede cbservarse que con concentra-
ciones tan bajas como 1 mM de bisulfito de sodio, sdlo
sobrevive el 75%, v con concentraciones de 5 mM se
estima una sobrevivencia aproximada al 45%, en tantg
que de 20 mM en adelante el bisulfito es completamen-
te tdxico.

Como se observa en la curva A, la toxicidad produci-
da por la mezcla de café y bisulfito de sodic disminuye
0 aumenta segin la concentracién de bisulfite utilizada.
Por ejemplo, el café solo, en concentraciones de 0.05%,
0.1% y 0.5% produce sobrevivencias de 85%, 75% vy
65%, respectivamente; en cambio, cuando estas mismas
dosis estdn mezcladas con 1 mM de bisulfite, se obtie-
nen sobrevivencias mayores, tales como 92%, 85% y
70%, respectivamente. Pero si el café se mezcla con 5
mM de bisulfito, se observa que la toxicidad aumenta en
retacidon con la producida por el café solo, ya que se
obtienen sobrevivencias de 76%, 62% y 53%, respec-
tivamente. En la curva B y en fa figura 2, se ve clara-
mente que cuando el bisulfito de sodio se mezcla
con diferentes concentraciones de café su toxicidad
tiende a disminuir a medida que se mezcla con me-
nor concentracion de café. Por ejemplo, se observa
que la sobrevivencia producida por 1 mM de bisulfi-
to, aumenta en 11% cuando se mezcla con 0.1% de
café y en 18% cuando se mezcla con 0.05% de café.
Asi mismo, la sobrevivencia obtenida con 5 mM de
bisulfito aumenta en 18% cuando se mezcla con
0.1% de café y en 32% cuando se mezcla con
0.05% de café,

El efecto toxico del café y del bisulfito de sadic se
manifestd también con una tardanza de cerca de dos
dias en el desarrollo embrionario, en comparacién con
el control,

Enera/Junio, 1993



19

& cole D05 %
8 cole Ot %
& cofé 0% %

504

Sobrevivencin %)
g

. T v — T - 0
[ 025 05 Br 05 10 20 15 50 o

mM NOg S0y

Fig. 1.  Porcantaje de sobrevivencia de Orosophila melanogaster {hembra w™/w; mache wyY), nutrida desde el estado larval con alimento mezcla-
do con diferentes concentraciones del tratamiento respectivo. En A se utilizd café instanténec soio (o) y mezdado con bisulio de sadie. En
B se utilizd bisulfitc de sodio solo (A ) y mezdads con café instanténec.
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Fig. 2. :isltf:;grama de la sobrevivencia de Drosophila melanogaster tratada con café, bisulfito de sodio {Naz25:0s) y distintas mezdlas de café y
isutfito de sodio.
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Mutagenicidad del café, del bisulfito de sodio
¥ de la mezcla de estos dos compuestos

Es interesante destacar gue {a frecuencia de mutacion
espontinea observada en los controles negativos (0.09%
de manchas simples y 0.31% de manchas mellizas) es
similar a la encontrada por Vogel (1984). Asi mismo, ios
resultados obtenidos con el control positive (DMNA) con-
cuerdan con los resuitados, también positivos, observados
por Vogel, aunque nc pueden compararse exactamente
por haberse utilizado concentraciones mucho més peque-
has que las usadas por dicho autor.

En la figura 3 puede notarse que el café no indujo un
aumento significativa de la mutagenicidad somatica con
ninguna de las concentraciones utilizadas, exceptuando la
correspondiente a 2%, la cual aumenté la mutageniadad
a una frecuencia significativa; sin embargo, este dato no es
confiable, ya que esta concentracion reduce la viabilidad en
un 85%, disminuyendo la muestra considerablemente.

En la figura 3 se ve que el bisulfito aumentd la mu-
tagenicidad significativamente con las concentraciones
de 1.5y 10 mM. Esta ultima concentracién posiblemente
tenga una mayor potencialidad mutagénica que no pue-
de ser recuperada por su alta toxicidad, que sdlo permite
una sobrevivencia del 26%.

En las figuras 3 y 4 se ve claramente que las concen-
traciones de bisulfito de sodio (1 y 5 mM) no aumentan
significativamente la mutagenicidad somética en Dro-
sophila melanogaster cuando se mezclan con 0.05%,
0.1% y 0.5% de café.

En este trabajo también sé observé que el perdxido
de hidrégeno, en concentraciones entre 25 mM y 5 mM,
es altamente tdxico para las larvas y a(in para las moscas
adultas de Drosophila melanogaster.

El metilglioxal, en concentraciones de 0.5 y 0.25
ug/ml, es moderadamente téxico; produjo sobrevivencias
de 58 y 48%, respectivamente.

La mezcla de bisulfito de sodio 5 mM con 0.25
ug/ml de metilglioxal, no produjo ningin efecto muta-
génicc ni toxico.

DISCUSION

Toxicidad del café “instantaneo”

La alta toxicidad en Drosophila producida por el café

"instantaneo”, especialmente en concentraciones mayo-
res de 0.05%, podria atribuirse a la presencia de algu-
nos compuestos dicarbonilos, tales como metilglioxal,

glioxal y diacetil, formados durante el tostamientoc del
café. La presencia de estos compuestos en el café pro-
cesado fue demostrada por Kasai et al. (1982), quienes
observaron que el metilgtioxal, el glioxal y el diacetil se
encontraban tanto en los granos de café tostado como
en el café "instantaneo”, en concentraciones de 210,
915 y 80 ug/ml respectivamente.

La akta toxicidad de! metilgtioxal se hizo evidente en
el presente trabajo, al tratar las larvas de Drosophila con
concentraciones de metilglioxal de 0.05 ug por ml de
alimento. En este caso la sobrevivencia disminuyé a un
58% y cuando se utilizaron concentraciones de 0.25
ug/ml de alimento, la sobrevivencia fue sdlo del 48%.

La toxicidad del café también podria atribuirse a las
pequefias trazas de perdxide de hidrogeno que pueden
formarse durante fa oxidacidon del café expuesto a tem-
peraturas mayores de 30°C, aungque en el presente tra-
bajo, posiblemente, no hubo la oportunidad de formarse
cantidades significativas de H202, puesto que los trata-
mientas se hicieron con soluciones de café “instantanen”
fresco, a temperaturas ambientales.

Mutagenicidad del café "instantaneo"

El café "instantdnec’, en dosis subtéxicas o no téxicas
infericres a 1%, no produjo aumento significativo de la
mutacién puntual en Drosophifa. En otras pruebas in vi-
vo tampoco se ha encontrado actividad mutagénica del
café. Por ejemplo, Aeschbacher y Wurzner (1980), utili-
zando la prueba del huésped intermediario, con E. coli
como organismo indicador en ratones tratados oralmen-
te con café, obtuvieron resultados negativos; este mismo
autor {Aeschbacher) con Chappus (1981), tampoco en-
contrd actividad mutagénica en [a orina de consumidores
de café. En cambio, in vitro, especialmente en pruebas
bacterianas y en células pulmonares de hamster chino,
las soluciones de café procesado si han incluido efecto
mutagénico, quizads por la presencia de perdxido de hi-
drégeno, acido clorogénico, metilglioxal, glioxal y acido
cafeico, que son mutdgenos conocidos {Nair y Sivetz,
1973, Ciifford, 1975; Kisai et al., 1982; Nagao et al,
1984; Nakasato et af., 1984; Peinadado et al., 1986; Ari-
za et al., 1988).

Una de las causas por las cuales en el presente traba-
jo no se chservd efecto mutagénico del café, podria atri-
buirse a que las condiciones de pH vy las bajas tempera-
turas utilizadas en el tratamiento con .café, no fueron
propicias para la formacidn de una cantidad suficiente
de H202 capaz de inducir mutagenicidad en Drosophila,
ya que se ha demostrado que para la formacién de pe-
roxido de hidrégeno en el café es necesario que éste sea
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Fig. 4.  Histogramas con porcentajes de mutagenicidad {mosaicos) preducida en Drosophila melanogaster (w™°/*) tratada con diferentes concen-
traciones de café, bisulfito de sodio y mezclas de tres concentraciones de café {D.05%, 0.10% y 0.50%) con dos concentraciones de
bisulfito de sodio {1 mM y 5 mM).
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sametido a temperaturas mayores de 30°C al menos por
8 b, en un medic alcalino que permita la oxidacidn de
polifencles (como el dcdo dorogénico) generalmente
presentes en el café (Clifford, 1975; Fujita et al., 1985b,
Ariza et al, 1988).

De igual forma, debe tenerse en cuenta que los siste-
mas enzimaticos como la catalasa, la moncoxigenasa y
el citocromo P-450, contenidos en los microsomas de
Drosophidla (Zijlstra, 1987), pudieron destruir las trazas de
H202 que se hubiesen alcanzado a formar. Esto fue ob-
servado por Nagao et al, (1979), Fujita et af,, {1985a) y
Ariza et al., (1988), quienes demostraron que la muta-
genicidad del café en Saimonefia typhimurium es supri-
mida por la catalasa contenida en la fraccidon S-9 de hi-
gado de rata parcialmente purificado.

Si no se produce H202, es posible que no se exprese
la mutagenicidad de otros compuestos que pueden for-
marse en el café procesado, como es el metilglioxal, el
cual solo tiene actividad mutagérica significativa cuando
esta en presencia del H2Cz (Nagao et al., 1986b).

Debe tenerse en cuenta, ademas, que la cafeina im-
pide que las enzimas microsomales como el citocromo
P-450, conviertan en mutagenos activos algunos com-
puestos de mutagenicidad indirecta, tales comao el
benzo (a) pireno, el 3-amino-1-metil5H-pirido (4,3-b)
indal (Trp-P-2), el 2-amino-3,4-dimetilimidazo  {4,5-f)
quinolina {MelQ) y el 2-amino-3,8-dimetilimidazo (4,5-f)
quinoxalina (MelQx), que se hayan podido formar du-
rante el tostamiento del café (Aldrick y Rowland,
1988). '

Es posible que estos mecanismos de proteccidn contra
la mutagenicidad del café in vivo, 1ambién fundionen en
humanos. Otra forma de proteccion por la cual Iz mutage-
nicidad del café se puede suprimir in vivo, especialmente
en mamiferos, se debe a que el café contiene palmitatos
de kaweodl y cafestol que intensifican la actividad de 1a en
zima glutation transferasa (Lam et af, 1982; Wattenberg y
Lam, 1984), aumentando por tanto fa conjugacidn de los
mutagenos presentes ¢on el glutation, lo que impide la ex-
presidn de su efecto mutagénico.

Probablemente los sistemas de proteccion sean la cau-
sa para observar tan marcada contradiccion entre los re-
sultadas positivos in vitro y negativos in vivo y para no
haber encontrado, por medic de estudios epidemioldgi-
cos, una relacion definitiva entre consumo de café y can-
cer (MacMahon et al, 1981; MacMahon y Sugimura,
1984; Woutersen et al., 1989).

Por ofra parte, los mutagénos contenidos en el café son
sustancias altamente toxicas in vivo, cuyas dosis toleradas

por el organismo se encuentran en el orden de partes
por milldn {ppm). Cantidades tan pequefas tienen poca
probabilidad de aumentar significativamente la muta-
cidn para que sea observable en sistemas de prueba in
vivo. Quizés esto también contribuya a que la mutage-
nicidad del café s6lo haya sido detectada in witro, con
pruebas altamente sensibles, capaces de detectar tan
pequefas cantidades de mutdgenos como ppb (partes
por billér).

Debe tenerse en cuenta que aunque in vive sea dificil
detectar pequena actividad mutagénica, estas pequefias
dosis pueden ser muy nocivas porgue son las mas apro-
piadas para fijar la mutacion, ya que dosis muy altas
generalmente matan la célula al interferir en sus funcio-
nes vitales. Por tanto, no es recomendable hablar de
dosis permisibles en relacién con el efecto mutagénico
a largo plaze.

Toxicidad y efecto mutagénico del bisulfito de
sodio y de la mezcla de bisulfito de sodio y café
“Instantdneo”

El bisulfito incrementd significativamente la muta-
cion y la recombinacién somatica a partir de las con-
centraciones de 1 mM y 5 mM. Quizas dichas concen-
traciones pueden inducir mayor mutagenicidad que la
observada, pero el efecto mutagénico no logra recupe-
rar totalmente jn vive, debido a la toxicidad de estas
concentraciones, que sélo permiten una sobrevivencia
del 74% y el 44%, respectivamente, En concentracio-
nes menores gque 1 mM no se observé mutacién, pro-
bablemente a causa de su ficil dispersién e incluso a
su posibilidad de reaccionar con los diferentes compo-
nentes celulares, perdiéndose su actividad mutagénica
antes de flegar al DNA,

Hasta el momento, sélo se ha reportado mutageni-
cidad del bisulfito en células procariéticas, en virus y
en levaduras, in vitro: Mustafa y Collins {1969) y Mu-
kai et al. {1970} con E. cofi; Hayatsu y Miura {1970)
en el bacteribfago lambda; Summers y Drake {1971)
en el fago Ta; y Chambers et al. (1973) en levaduras.
En cambio, en células eucaridticas in vivo, no se habia
encontrado ninguna mutagenicidad. Esto puede deber-
se a que.el DNA estd muy protegido en dichas células,
haciéndose dificil asi la interaccién directa del bisulfito
con el DNA, necesaria para inducir la mutacién por dea-
minacion y transaminacién de la citesina, lesiones que
segun Shapiro y Weisgras (1970} y Hayatsu y Miura
(1970), ocurren principalmente en condiciones 4cidas.
Posiblermente este mismo tipo de dafo genético ocurrié
en Drosophila melanagaster, ya que se trabajé en igua-
fes condiciones de pH.
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En este trabajo pudo apreciarse claramente que en
mezclas de 1 mM y 5 mM de bisulfito de sodio, con
concentraciones de café “instantaneo” de 0.05%, 0.1%
y 0.5%, ¢l bisulfito pierde su efecto mutagénico y tanto
el café como el bisulfito disminuyen su toxicidad, de
acuerdo con la cantidad de bisulfito que es agregado al
café, De esto puede deducirse que el bisulfito, en con-
centraciones tan pequenas como 1 mM, reacciona com-
pletamente con algunas de las particulas toxicas que
contiene el café (metilglioxal, glioxal y diacetil); en cam-
bio, cuando se utiliza una mayoer concentracidn de bisul
fito (5 mM), la cantidad de particulas toxicas del café no
es suficiente para reaccionar con todo el bisulfito y que-
da por tanto gran parte de éste libre, el cual seguira
gjerciendo su potencialidad tdxica. De alli que la mezcla
de café con 5 mM de bisulfito sea mas toxica que con
1 mM de dicho compuesto. Con el fin de demostrar lo
anterior se traté la droséfila con mezclas de 0.25 ug/ml
de metilglioxal y 5 mM de bisulfito y sé encontré que el
subproducto formado no presentd actividad mutagénica
ni téxica. Otros investigadores (Suwa et al., 1982 y Na-
gao et al, 1984) también han demostrado gue la activi-
dad genotoxica del glioxal, el diacetil y el metilglioxal es
suprimida in vitro por medio del bisulfito y otros com-
puestos gue contienen grupos SH, como la cisteina.
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Por otro lado, aunque las mezclas de bisulfito con ca-
e presentan menor toxicidad que fa producida por los
dos compuestos separadamente, no fa anulan completa-
mente, lo que puede deberse a que no todos los téxicos
del café son neutralizados por el bisulfito.

CONCLUSIONES

Segun lo anteriormente expuesto, nos aventuramos a
concluir que aungue el café sea mutagénico in vitro y
toxico in vivo, al consumirlo en alto grado el organismo
cuenta, en condiciones fisiolégicas normales, con los me-
canismos de proteccion necesarios para reducir y aun
anular dichos efectos nocivos. Sin embargo, es de gran
importancia estudiar con mayor profundidad el verdade-
ro riesgo que representan los mutagenos formados du-
rante el procesamiento del café; y aunque es conocido
el efecto individual de algunos de ellos como sustancia
pura, no se conoce su mecanismo de accidn al actuar
como integrantes de una mezcla compleja, que es la for-
ma real como llegan al organismo. Ademas, debe tener-
se en cuenta que el bisulfito de sodio, a pesar de su
reconocida potencialidad mutagénica, al llegar at organis-
mo mezdado con café, podria disminuir el efecto geno-
toxico de ambos compuestos.
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