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RESUMEN

Se estudio la interaccion in vitro de los polifenoles de la pulpa de café y polifeno-
les patrones con proteinas puras. Los ensayos de ligacion de los polifenoles patrones
(icido tanico, acido clorogénico y catequina) y extractos polifendlicos de pulpa de
café a proteinas puras (gelatina, caseina y albiimina de suero bovino) se efectuaron a
diferentes pH y a diferente relacion polifenol/proteina. Se utilizaron extractos de pul-
pa de café en metanol puro, metanol-agua (50:50), hidroxido de amonio al 30/o e
hidréxido de calcio al 10/o.

Se observo que a una relacion polifenol /proteina 1/2 y a un pH de 5.0 la interac-
cion era maxima, dando los mayores porcentajes de polifenol ligado a proteinas, espe-
cialmente en el caso del extracto amoniacal de pulpa de café y del acido tanico. En
cambio, los menores porcentajes de ligacion correspondieron al extracto de pulpa de
café en metanol-agua (50:50). Los otros extractos mostraron porcentajes de ligacion
intermedios.

La investigacion revelo que los polifenoles de la pulpa de café tienen capacidad
para ligar las proteinas in vitro a los pH sometidos a este ensayo. Este fendmeno pue-
de, pues, ser la causa de la utilizacion deficiente de las proteinas de la dieta en presen-
cia de pulpa de café.

INTRODUCCION

La pulpa de café constituye uno de los desechos agricolas mas abun-
dantes en América Latina. Aunque se ha tratado de utilizar este subpro-
ducto en la alimentacion animal, se ha encontrado que contiene sustancias
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de accién fisiologica adversa (1). Este efecto antinutricional ha sido atr
buido a 1a cafeina, 1a fibra, el potasio y los polifenoles que contiene.

En vista de que ha demostrado que los polifenoles disminuyen signifi-
cativamente la utilizacion de las proteinas (2), el objetivo de este trabajo
fue estudiar in vitro el grado de interaccién de polifenoles patrones y
extractos polifendlicos de pulpa de café con proteinas puras en distintas
relaciones y diferentes pH. Los resultados obtenidos sirven de base para
interpretar el efecto de los polifenoles en la utilizacion de las proteinas de
1a dieta.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizo pulpa de café de la variedad *‘Caturra’’ cultivada en Colombia,
la cual fue recolectada y puesta a secar al sol. Luego 1a pulpa seca se pul-
verizo en un molino de cuchillas y se pasé por un tamiz de 60 mallas. E
polvo obtenido se guardd en bolsas plisticas oscuras para protegerlo de la
luz,

Para las extracciones de los polifenoles se utilizaron reactivos analiti
cos. Los solventes usados fueron: metanol puro; metanol-agua (50:50);
hidroxido de amonio, 30/o; e hidrdoxido de calcio, 19/o.

La relacion muestra-solvente fue de 1 g de pulpa de café a 100 mlde
solvente, y el extracto se obtuvo mediante agitacion mecanica a tempera-
tura ambiente, por un tiempo de 10 minutos.

Los ensayos de interaccion in vitro entre los polifenoles patrones (aci-
do tanico, acido clorogénico y catequina) y de los distintos extractos de la
pulpa de café con proteinas puras (gelatina, caseina y albGmina de suero
bovino), se hicieron a los pH de 3.5, 5.0 y 8.0, utilizando diferentes rel>
ciones de polifenol a proteina, que variaban entre 1/2 y 4/1, usando el
método informado por Calderon, Van Buren y Robinson (3). Todas las
determinaciones se hicieron en duplicado, y se promediaron los dos datos.

Para estos ensayos la proteina se disolvid en agua destilada y 1a solu-
cion se ajusté al pH deseado. Se adicioné el polifenol en la cantidad que
se queria y se complet6 con agua hasta un volumen de 10 ml. La solucion
se dejo en reposo a temperatura ambiente durante una hora, y luego s
centrifugé a 50,000 x G. Fl sobrenadante se usé para la determinacion
de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteau, que se basa en la reduc
cion del 4cido fosfotungstomolibdico por los polifenoles en solucion
alcalina, produciendo una coloraciéon azul fuerte (4), y vainillina acidifr
cada, basado en la especificidad de este compuesto para reaccionar en cow
diciones &cidas con taninos condensados (5). Las interferencias se midie-
ron por la técnica de la ligacion de fenoles a polivinilpirrolidona (PVP):
La PVP liga los fenoles, dejando libres otras clases de compuestos que tan
bién reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau, pero que no presentan
la capacidad de formar complejos insolubles con PVP. El cambio en i
absorbancia después de aiiadir PVP a los extractos, corresponde a la cor
centracion de polifenoles en la muestra (6, 7).

Para llevar a cabo los ensayos con los extractos de pulpa de café s¢
tomaron alicuotas de estos extractos, que contenian 4.5, 9.0, 18.00
36.0 mg de polifenoles, expresados como icido clorogénico. Las alicuotas
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¢ llevaron a sequedad a una temperatura de 200C, y el polvo resultante se
adiciond a los tubos que contenian la proteina disuelta.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los polifenoles patrones sometidos a ensayo, el Gnico que acusd
union a las proteinas fue el icido tanico; este compuesto es un polifenol
de mayor peso molecular que la catequina y el icido clorogénico. Se ha
notificado que 1a ligacion de polifenoles a proteinas es directamente pro-
porcional al peso molecular (8); por lo tanto, los resultados obtenidos en
este trabajo se ajustan a dicha generalizacion.

Los experimentos realizados para establecer el efecto que la relacion
polifenol-proteina ejerce en el proceso de ligacion, revelaron, en general,
que a medida que la relacion polifenol-proteina aumenta de 1/2 a 4/1,
ocurre una disminucién en el porcentaje de ligacion, independientemente
del pH, proteina o extracto utilizado. Es posible que ello se deba a que la
proteina se vuelve limitante, razon por la que un aumento en la concentra-
cion de polifenol no produce un incremento en el porcentaje de ligacion
(Figuras 1, 2 y 3). Estos resultados concuerdan con los de Van Buren y
Robinson (9), quienes encontraron un incremento en la ligacion de icido
tén;co a gelatina cuando la relacion polifenol/proteina aumentaba de 1/1
al/3.

Se constat6 que el pH influye en el grado de ligacion de los polifenoles
a proteinas, obteniéndose los mayores porcentajes de ligacion (83.5) al
pH de 5.0, valor que esti muy cercano al punto isoeléctrico de las protei-
nas ensayadas. Este pH favorece la ligacion tanto del icido tinico como
de 1os extractos de la pulpa de café. Los hallazgos, de nuevo concuerdan
con los dados a conocer por otros investigadores. Calderon, Van Buren
¥ Robinson (3), por ejemplo, encontraron que al pH de 5.0 y una relaciéon
polifenol/proteina de 1/2, el porcentaje de ligacion entre acido tanico y
gelatina era maximo. Asimismo, Butler, Hagerman y Price (10) afirman
que a un pH cercano al punto isoeléctrico de las proteinas, la interaccion
polifenol /proteina es mayor.

Debido a que se observa una mayor formacion del complejo polifenol-
proteina a un pH cercano al punto isoeléctrico de las proteinas utilizadas
en este ensayo, en el que las proteinas no tendrian carga o estarian débil-
mente cargadas, se ha sugerido que los polifenoles se unen a la proteina
por un proceso de adsorcion (11). Este hecho, sin embargo, no descarta-
Ha la posibilidad de que otras interacciones (ionicas, enlaces de hidrogeno
0 enlaces covalentes) estén contribuyendo también a la formacion del
complejo polifenol-proteina (12, 13). Tampoco puede eliminarse la exis-
tencia de complejos solubles entre el polifenol y la proteina (3, 9).

En cuanto a la capacidad de los distintos extractos de pulpa de café
Para ligarse a proteinas, se observd que el extracto amoniacal acusaba los
Mayores porcentajes (72.80/0) de ligacion de proteinas (en relacion 1/2)
Mdependientemente del pH (Figura 4). Al contrario, el extracto de
Bulpa de café en metanol-agua (50:50) mostrd los porcentajes mas bajos
(20.00/0) de ligacion a proteinas. Los otros extractos presentaban por-
Centajes de ligacion intermedios.
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FIGURA 1

Porcentaje de polifenol ligado por diferentes proteinas

Las tres proteinas de prueba no acusaron porcentajes de ligacion simi-
lares con los diferentes extractos, lo cual puede deberse a su diferencia en
estructura.

De acuerdo con los resultados de este trabajo, el extracto amoniacal
tiene una alta capacidad para ligar proteinas m vitro a todos los pH
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FIGURA 2

Porcentaje de polifenol ligado por diferentes proteinas

sometidos a ensayo, lo que puede atribuirse principalmente a la presencia
de polifenoles condensados (14).

Si se considera que los resultados in vitro son indicadores de lo que
ocurre en el animal, podriamos asegurar que al pH neutro del intestino
ocurre una ligacion de las proteinas dietarias y de algunas enzimas por los
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FIGURA 3

Porcentaje de polifenol ligado por diferentes proteinas

polifenoles presentes en la pulpa de café. Esta interaccion polifenol-pro-
teina puede ser responsable, en parte, del efecto antinutricional de la pulpa
de café.

Lo expuesto concuerda con los ensayos realizados por Price et al. (15),
quienes trataron una variedad de sorgo con un contenido alto de taninos
con NH,OH 30/o. Este altimo no solo redujo la cantidad de taninos,
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Porcentaje de polifenol ligado por diferentes proteinas

Relacion: polifenol-proteina, 1/2
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sino que mejoré también su valor nutritivo, demostrado en ensayo con

pollos.

Duefias y de Tovar (16) también extrajeron la pulpa de café con solu-
cion amoniacal al 30/0 y agitacion mecanica, reduciendo en 800 /o el con-

tenido de polifenoles de la pulpa.
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Podria, pues, pensarse que el tratamiento de la pulpa con NH,OR
30/0 reduce la accion antifisiologica de ésta, aunque seria necesario corro-
borar esta posibilidad, con los ensayos biologicos del caso.

SUMMARY

In vitro INTERACTION OF POLYPHENOLS OF COFFEE PULP WITH
SOME PROTEINS

The in vitro interaction of pure polyphenols and polyphenol extracts of coffee
pulp with pure proteins was studied.

The polyphenols used for the assays were tannic acid, chlorogenic acid and
catechin, and the proteins were gelatin, casein and bovin serum albumin (BSA). Dif-
ferent pHs and different polyphenol/protein ratios were used in the experiments
Extracts of coffee pulp in methanol, methanol-water (50:50), ammonium hydroxide
390/0, and calcium hydroxide 19/o, were used.

In general, the maximum binding of polyphenol with protein was obtained at a
polyphenol/protein ratio of 1/2, at a pH of 5.0. The higher binding percentages were
found with the ammonium hydroxide extract and with tannic acid. The lowest
binding percentage was obtained with the methanol-water extract. The other extracts
presented intermediate binding degrees. .

The results herein reported demonstrate that the polyphenols of coffee pulp have
capacity to bind proteins in vitro ‘at the pHs assayed. This phenomenon may be the
cause of the deficient protein utilization when coffee pulp is included in the animals’
diet.
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