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RESUMEN

Con el fin de determinar el efecto de los polifenoles de la pulpa de café en la ab-
sorcion del hierro, se llevo a cabo una serie de ensayos en ratas (peso promedio 200 g)
utilizando el método del segmento ligado. Se estandarizaron las condiciones optimas
para medir la absorcion de °°Fe usando como criterio la concentracion de dicho ele-
mento, y el tiempo que produjeran mayor radiactividad en la sangre. Se escogio una
concentracion de 0.4 uCi/dosis y un tiempo de tres horas para realizar los ensayos de
absorcion de hierro en presencia de polifenoles.

Se midib la absorcion de >°Fe en presencia de los polifenoles patrones (acido tani-
co y catequina) y los extractos de pulpa de café en dos concentraciones, utilizando
para el caso seis ratas por cada tratamiento. Se enconird que el mejor indicador de la
absorcion de hierro era el paso de °Fe a través del duodeno, y no la suma de 59Fe
presente en los tejidos (sangre, higado, bazo, rifiones, corazon y carcis). Por esta
razon, se investigd el efecto de los polifenocles de 1a pulpa de café en la absorcion del
hierro, tomando para cada tratamiento el valor promedio de los resultados de absor-
cion de °Fe a través del segmento ligado (100 — 0o 5°Fe presente en el duodeno).

El anilisis de los resultados reveld que tanto la presencia de los polifenoles patro-
nes, como la de los extractos de pulpa de café disminuian considerablemente la absor-
cion de hierro al compararse con el grupo control.

Los niveles de polifenoles aplicados en este estudio son comparables a 1os que con-
sumen animales alimentados con dietas suplementadas con pulpa de café, aiin a niveles
tan bajos como 100/o. Por consiguiente, es factible asegurar que el efecto antinutri-
cional de la pulpa de café se debe en parte ala capacidad de los polifenoles de ligar el
hierro de 1a dieta.

Manuscrito modificado recibido: 14-12—84.

1  Este wabajo, que dirigio la Dra. de Rozo, se basa en una Tesis de grado previo a
optar al titulo de Quimico, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colom-
bia, Apartado Aéreo 14490, Bogoti, Colombia.

2 Profesora Asociada, Departamento de Quimica de la citada Facultad.
3 Estudiantes del mismo Departamento.
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Desde hace varios afios se ha venido investigando el empleo de la pulpa
de café en alimentacion animal, debido a su enorme potencial como fuen
te de nutrientes. Desde el comienzo de dichas investigaciones, cabe sefia-
lar, se han observado ciertos efectos negativos cuando ese subproducto se
utiliza en raciones para animales (1, 2). Se ha informado, asimismo, que
las sustancias adversas son la cafeina, 1a fibra, el potasio y los polifenoles
que contiene la pulpa de café en cantidades relativamente altas (3).

Es un hecho conocido que los polifenoles, en general, pueden afectar
el metabolismo del hierro (4, 5), por lo que se acordé investigar el efecto
de los polifenoles de la pulpa de café en la absorcion del hierro. La inter-
ferencia en el metabolismo de hierro, en este paso, podria ser uno de los
mecanismos por cuyo medio se suscita el efecto antinutricional de la pulpa
de café.

MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de este trabajo se us6 pulpa de café de la variedad
“Caturra’’ cultivada en Colombia. La pulpa se secd al sol, se pulveriz
un molino de cuchillas y se pasoé por un tamiz de 60 malias. El polv(
tenido se guardo luego en bolsas plasticas oscuras a fin de protegerlo
luz,

Para la extraccion de los polifenoles se utilizaron reactivos analit
Los solventes usados fueron: metanol puro; metanol-agua (50-50); h
xido de amonio, 39/0, e hidréxido de calcio, 10/o.

La relacion muestra-solvente fue de 1 g de pulpa de café a 100 r... ...
solvente, y el extracto se obtuvo mediante agitacion mecanica y a tempe-
ratura ambiente por un periodo de 10 minutos.

La cuantificacion de los polifenoles presentes en los extractos de
pulpa de café se hizo aplicando los métodos de Folin-Ciocalteau (6, 7),
ligacion de fenoles a polivinilpirrolidona (PVP) (8, 9), y vainillina acidi-
ficada (10).

Los extractos se llevaron a sequedad a la temperatura de 350C, disol-
viéndose luego en solucion salina antes de inyectarlos.

Con el objeto de evaluar el efecto de los diferentes extractos de pulpz
de café en la absorcion de hierro, se hicieron ensayos utilizando el método
del segmento ligado (11), que mide el transporte de hierro radiactivo 2
través de un segmento ligado del duodeno. Con esta técnica se anestesian
las ratas, y la cavidad peritoneal se abre mediante una incision de aproxr
madamente 3 cm. El duodeno se saca de la cavidad y se liga en sus extré
mos; la segunda ligadura (hacia el final del duodeno) se afloja, y a traves
de ella se inyecta una solucion que contiene el Fe radiactivo. El segment¢
se coloca de nuevo en la cavidad después de volver a apretar la segund?
ligadura, y se cierra la incision. Luego del tiempo necesario para obtenef
maxima radiactividad en sangre (tiempo 6ptimo), las ratas son anestesiadas
y, por puncion cardiaca, se toma una muestra de sangre; en seguida s
extraen los tejidos (higado, corazéon, bazo y rifidn) para conteo posteriof
de 5°Fe. El segmento ligado también se elimina y se efectia el conte?
para ¥Fe. Con estos datos se determiné individualmente el por ciento dé
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%Fe presente en cada tejido, promedidndose estos valores. Se obtuvo asi
¢l valor promedio para el respectivo tratamiento.

Para encontrar el tiempo 6ptimo y la concentracion 6ptima de *?Fe se
utilizaron diferentes dosis de Fe radiactivo (en forma de FeCl3) (0.2, 0.4
y 0.9 uCi/dosis y distintos tiempos de absorcion (2, 3, 4 horas) similares
3 los usados por Van Campen y Mitchell (11). Se escogieron las dosis y el
tiempo que dieron origen al mayor valor de radiactividad en sangre. La
concentracion del Fe radiactivo se determiné con un analizador Multica-
nal SA40B provisto de un detector de pozo con Nal (T1).

Para cada medida se inyecté un volumen total de 0.2 ml de solucion
salina (dosis) que contenia 0.4 nCi de 5°Fe y la solucién que contenia el
polifenol a ensayar en concentraciones de 2.5 y 5 pmoles expresados
como icido clorogénico con excepcion del grupo testigo que contenia
anicamente 5*Fe. Como polifenoles patrones se utilizaron acido tinico y
catequina (Sigma) en dos concentraciones, una baja (2 nmoles/dosis), y
una alta (10 pmoles/dosis). En todos los experimentos se utilizaron seis
ratas (machos y hembras) de la raza Fischer, cuyo peso promedio era de
200 g, con excepcion del grupo control, el que estuvo integrado por siete
ratas. Estas fueron alimentadas con una dieta comercial que contenia
200 ppm de hierro y previo a cada ensayo se dejaron en ayunas durante
24 horas.

Andlisis Estadistico

Los resultados de los diferentes experimentos fueron sometidos a ana-
lisis de varianza, y las medias individuales se compararon por un test de
rango miltiple. Se utilizé un nivel de significancia del 50/o.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al aumentar la concentracién de °Fe en la dosis inyectada en el seg-
mento de duodeno, de 0.2 nCi a 0.4 nCi, se observo un incremento apre-
ciable en la radiactividad presente en la sangre después de tres horas. Un
aumento posterior de la concentracion de *°Fe a 0.9 nCi, sin embargo,
no incrementoé la radiactividad sanguinea (Figura 1). Por esta razon, se
escogid la concentracion de 0.4 nCi/dosis para realizar todos los ensayos
de absorcion de hierro.

Al incrementar el tiem;)o de reposo del animal de dos a tres horas des-
pués de la inyeccion de *°Fe (0.4 nCi/dosis), en un segmento ligado de
duodeno, se observd un aumento en la radiactividad presente en la sangre,
Hientras que un tiempo de cuatro horas indujo un descenso de la misma
g"igura 2). Esta disminucion se debe posiblemente a que la mayoria de

Pe ya ha sido distribuido a los tejidos. De acuerdo a estos hallazgos, se
escl(:gié el tiempo de tres horas para los ensayos posteriores de absorcion
ierro, :

Ensayos de Absorcion en Presencia de Polifenoles

Con excepcion del duodeno, el porcentaje de **Fe en los distintos teji-
dos varia entre 0 y 25.6. Sin embargo, la mayoria de los valores de
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10 | APARATO: Analizador Multicanal SA40B (Intertechnique)
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Influencia de la concentracion de *°Fe de Ia dosis en el nivel de °°Fe en la sangre

absorcion son inferiores a 1.0. Ademas, en la mayoria de los casos las des
viaciones estindar superan el valor promedio (Tablas 1 y 2), mostrando
que el nivel de hierro en los tejidos no es un buen indicador de la absor
cion de este mineral.

Aun cuando otros autores han concluido que para medir la absorcion
del hierro se puede utilizar tanto la suma del *°Fe presente en los tejidos
como la desaparicion de **Fe del duodeno (12, 13), en este trabajo s
encontro que el mejor indicador de la absorcion es el paso de *Fe a trr
vés del duodeno, y que no es necesario determinar el **Fe en los otr
tejidos. Esta simplificacion del procedimiento para medir absorcion de
hierro significa un ahorro en tiempo de trabajo experimental y en cuant®
al uso del contador gamma.
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APARATO: Analizador Multicanal SA40B (Intertechnique)
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Influencia del tiempo en el nivel de 59 Fe en la sangre

Por las razones apuntadas, al comentar el efecto de los polifenoles de
1a pulpa de café en la absorcion del hierro, se tuvieron en cuenta los resul-
tados de absorcion de >°Fe a través del segmento ligado (100—-0 /o de 5°Fe
presente en el duodeno).

La presencia, tanto de los polifenoles patrones como de los extractos
de pulpa de café, disminuyd considerablemente este valor en todos los
casos. La diferencia en absorcion entre el grupo control y los grupos
sujetos a tratamiento en presencia de polifenoles oscildo entre 22.1 y
36.10/o, siendo estadisticamente significativa al nivel del 50/0. En contra-
Posicion a lo esperado, no se observaron diferencias significativas en lo
rferente a absorcion a las dos concentraciones de polifenoles sometidas
1 ensayo, tanto en los patrones como en los distintos extractos de pulpa
de café (Tabla 3).

Las diferencias constatadas en los porcentajes de absorcion de *°Fe a
lnvés de] segmento ligado de duodeno con los distintos extractos, puede

berse a que los solventes posiblemente extraigan diferentes tipos de
Polifenoles. Se sabe que estos filtimos, condensados, son los que ejercen el
tiecto negativo en la absorcion al ligar el hierro.



TABLA 1

PORCENTAJE DE %°Fe QUE APARECE EN LOS TEJIDOS

No. de Porcentaje promedio * Desviacion estandar
Tratamiento animales
utilizados® Higado Rifiones Corazén Bazo

Control 7 21+24 0.5 *0.6 0.1 0.0 0.3 0.3
Catequina (DB) 5 0.7 £1.2 1.0£1.2 0.0 £0.0 0.3+ 0.3
Catequina (DA) 6 0.2 £0.1 0.9 0.2 0.0 +0.0 0.0 0.0
Acido tanico (DB) 6 0.7 £0.7 1.0=x15 0.5 %10 0.3% 0.5
Acido ténico (DA) 5 4.115.3 1.1+1.6 1.6+21 0.1+ 0.1
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DB) 6 1.0 £1,5 0.2 £0.4 0.1+02 0.0 0.0
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DA) 5 0.2+03 0.1£0.2 0.1 +0.2 0.0% 0.0
Ext. de pulpa de café en MeOH-H,0 (50:50) (DB) 5 0.2 £0.2 0.1 0.1 0.1 0.3 0.2+ 0.2
Ext. de pulpa de café en MeOH-H, 0 (50:50) (DA) 6 0.5 £0.5 0.8 +1.1 0.0 £0.0 0.1+ 0.1
Ext. de pulpa de café en NH,OH 39/o (DB) 4 0.6 0.6 0.8 £1.2 0.4 £0.7 0.3+ 0.5
Ext. de pulpa de café en NH,OH 39/o (DA) 6 1.0£0.9 1.0+1.4 0.1+0.1 05+1.1
Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 1°/o (DB) 5 32135 0.6 +04 03102 0.9%14
Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 1°/o (DA) 4 0.5 £0.9 1117 0.3 £0.5 0.7+13

8 Durante los experimentos se presentd mortalidad en algunos grupos debido a sobredosis de anestesia.
(DB) = Dosis baja. Patxones: 2pmoles/dosis. Ext. de pulpa de café: 2.5 pmoles expresadas como dcido clorogénico/dosis,
(DA) = Dosis alta. Patrones: 10 pmoles/dosis. Ext. de pulpa de café: 5umoles expresadas como acido clorogénico/dosis.

z6c

NOIDIHLNN 30 SONVIIHIWVONILYT SOAIHOHY



PORCENTAJE DE 3°Fe QUE APARECE EN LOS TEJIDOS

TABLA 2

No. de Porcentaje promedio  Desviacion estandar
Tratamiento animales
utilizados® Sangre Carcés Duodeno

Control 7 13.4+122 20.1£10.9 18.2% 5.7
Catequina (DB) 5 6.6+ 8.2 6.8% 5.2 424 +£12.9
Catequina (DA) 6 0.3+ 0.8 48t 57 41.6+10.3
Acido tanico (DB) 6 12.1+13.9 3.8% 5.4 48.1+11.0
Acido tanico (DA) 5 25.6 £ 29,5 39% 1.8 4031 6.4
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DB) 6 1.5+ 2.2 241 21 42,8113.4
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DA) 5 57% 8.7 26+ 21 49.2 7.6
Ext. de pulpa de café en MeOH-H, 0 (50:50) (DB) 5 10.5 £ 14.9 3.1+ 49 54.3 £15.3
Ext. de pulpa de café en MeOH-H, 0 (50:50) (DA) 6 3.2+ 4.3 42+ 3.3 43.6 10,5
Ext. de pulpa de café en NH,OH 30/o (DB) 4 13.11+13.6 1.5+ 1.1 4441 6.2
Ext. de pulpa de café en NH,OQH 30¢/o (DA) 6 14,5 + 20.0 1.7+ 1.8 5231 9.2
Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 10/o (DB) 5 19.2+22.9 25+ 3.2 48,0 +13.6
Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 10/o (DA) 4 13.9 £16.3 6.810.6 52.8 +10.0

8  Durante los experimentos se presentd mortalidad en algunos grupos debido a sobredosis de anestesia.
(DB) = Dosis baja, Patrones: 2 umoles/dosis. Ext. de pulpa de café: 2.5 umoles expresados como acido clorogénico/dosis.
(DA) = Dosis baja. Patrones: 10 umoles/dosis. Ext. de pulpa de café: 5.0 umoles expresados como acido-clorogénico/dosis.
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TABLA 3
PORCENTAJE DE ABSORCION DE °°Fe A TRAVES DEL SEGMENTO
LIGADO DE DUODENO
No. de
Tratamiento animales Porcentaje + Desviarion
utilizados® promedio  estindar

Control 7 81.8 * 57
Catequina (DB) 5 576 * 129()
Catequina (DA) 6 584 % 10.3(b)
Acido tanico (DB) 6 519 % 11.0(b)
Acido tanico (DA) 5 597 t  6.4(b)
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DB) 6 572 * 134(b)
Ext. de pulpa de café en MeOH puro (DA) 5 508 * 175(0)
Ext. de pulpa de café en MeOH-H, 0 (50:50)

(DB) 5 457 t 153 (b)
Ext. de pulpa de café en MeOH-H, 0 (50:50)

(DA) 6 56.4 t 10,5 (b)
Ext. de pulpa de café en NH,OH 390/o (DB) 4 556 * 6.2(b)
Ext. de pulpa de café en NH,OH 30/o (DA) 6 4717 *  92(b)
Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 1°/o (DB) 5 520 * 13.6(b)

4 472 % 10.0(b)

Ext. de pulpa de café en Ca(OH), 19/o (DA)

Los valores en 1a columna con diferente leira son significativamente diferentes (P <

0.05).
3 Durante los experimentos se presenté mortalidad en algunos grupos, debido a so-
bredosis de anestesia,

(DB) = Dosis baja: Patrones: 2umoles/dosis. Extracto de pulpa de café: 2.5 umo-
les expresados como acido clorogénico/dosis.

(DA) = Dosis alta: Patrones: 10 pmoles/dosis. Extracto de pulpa de café: 5.0 umo
les expresados como acido clorogénico/dosis.

Los niveles de polifenoles utilizados en el trabajo descrito, los que pro-
ducen un efecto adverso en la absorcion del hierro son comparables a las
cantidades de polifenoles que contienen las dietas para animales suplemen
tadas con pulpa de café, alin a niveles tan bajos como 100/0. Este efecto
negativo de los polifenoles de la pulpa de café en la absorcion del hierro
aporta una explicacion al efecto antinutricional de dicho subproducto.

SUMMARY
EFFECT OF THE POLYPHENOLS OF COFFEE PULP ON IRON ABSORPTION
The effect of the polyphenols of coffee pulp on iron absorption was studied using

the method of ligated segments in rats. Optimal conditions to measure iron aborption,
were determined using as criteria the concentration of Fe? and the time that
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produced the highest value of blood radioactivity. A concentration of 0.4 uCi/dose of
Fe3? and a 3-hr period were chosen to measure iron absorption.

Experimental groups were formed assigning six rats randomly to each group.
Each group was injected with a solution of 59Fe and either with the standard poly-
phenol solution or wnth the coffee pulp extract, except the control group which was
injected with the Fe>° solution only The effect of two polyphenol concentrations
was also studied.

Iron uptake from the duodenum was found to be the best indicator of iron
absorption when compared to the sum of iron uptake by the tissues (blood, liver,
spleen, kidneys, heart and carcass). Therefore, this indicator was used to interpret the
results obtained.

Catechin, tannic acid and the coffee pulp extract decreased significantly iron
absorption when compared with the control group.

The level of polyphenols used in these experiments is similar to the amounts
consumed by animals fed coffee pulp at a 100/o level. Therefore, we can conclude
that the antinutritional effect of coffee pulp polyphenols may be partially due to their
capacity to bind iron.
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