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1.-INTRODUCCION

El café es uno de los productos mds conocldos y due se
consumen diariamente en casi todas 1las nartes del mundo, por
€sta razén, su comercio es muy importante para la economid -
nacional e internacional. A nivel nacional participa como ~--
primer producto de exportacidn agropecuaria, segundo vroduc-
to de exportacidn superado solo nor el petrdleo, tercer geng
rador de divisas después del petréleo y el turismo y México
es el quinto pafs productor de café en el mundo (1).

Otro aspecto importante del café es la pureza de 108 =~
componentes que lo forman, esto ha hecho que se desarrollen
muchas formas para determinar al el café ha sido adulterado.

Entre los componentes principales del grano del café -
tenemos & los alcaloides y su determinacién siempre ha sido
un problema y una necesidad, ya que con esto se puede deter-
minar 81 un café he gido adulterado.

En este trabajo se desarrollard un método de identifica
cién y cuantificacidn de los alcmloides del café, por Croma-
tograffe de Lfquidos de Alta Resolucidn (HPLC) utilizando ~-
muestras de café comerciales., Pretendiéndose con este traba-
Jo mejorar los métodos hasta ahora reelizados en cuanto a rg
pidez, reproducibilidad, utilizacién de reactivos, solventes,
tiempo, etc.
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2,-0BJETIVO

Desarrollar un método por Cromatograffa de Liquidos de
Alta Resolucidn (HPLC) rdpido y reproducible para la identi-
ficacidn de los alcaloides del café, utilizando muestras de
café comerciales,
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3,~GENERALIDADES
3,1.-HISTORIA DEL CAFE.

El café es originario de Africas, fue’ introducido en -~
Etiopfa alrededor del afio 1200, difundiéndose rdpidemente -
por todo el mundo intertropical a lo largo del Mar Rojo, la
Meca, El Cairo y por toda Asia, gracias a la intervencidn de
los peregrinos que lo llevaron,a sus respectivos pafses. Por
el afio 1300 se conocic’ en Persia y nor el afio 1500 en Tur-—-
qufa, poco tiempo después, su comercio fue introducido a8l --
Mediterrdneo por Venecia cuando los turcos la invadieron y -
si bien 21 principio se le dié un uso médico, gradualmente -
fue imponiéndose como bebida corriente, aundue su elevado -
costo 10 conservé mucho tiempo entre los consumidores mgs —
ricos,

En la India, Noslem Pilgrims comienza el cultivo de ca-
fé hacie el afio 1600, Por primera vez se comercia con cafd
en Amsterdam en 1640 y ya con mucha frecuencia en 1663,

Se sabe que en el siglo XVI en Constantinopla (Estambul)
se inaguraron los primeros cafés cantantes, donde los baila-
rines entretenfan a los ricos clientes que degustaban el ca-
fé,

En esa époéa de grandes viajes comerciales, de Occiden-
te a Oriente, los viejeros que regresaban trafan consigo en-
tre otras cosas el café, llegando por las costas de Italia,
En Inglaterra aparecid en 1652, llevado wor un comerciante
griego y contrariamente & lo que suele creerse, este pafs se
convirtfo en uno de los de donde mds se le apreciaba, ya que
pronto empezaron a establecerse cafés, oroliferando y llegen
do a sumar mde de dos mil, se dice que el Rey Carlos II —-—
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intenté cerrarlos porque crefa que los clientes se dedicaban
ha hablar en ellos de polftica y esvarcian rumores falsos, -
que perjudicaban el buen desempedio del gobierno de su majes-
tad, Eata situacidn duro muy noco, ya dque los lugares eran -
tan populares que tuvo que reabrirlos nuevamente,

A Francia 1llegé el café en 1669 por medio de Solimdn —-
Aga, embajador del sultdn de Constantinopla, qufen lo 1llevd
en la valija diplomédtica. Prancia decidié adoptar esta bebi-~
da y a causa de su imperio colonial lo hizo llegar hasta Ho-
landa, de donde alcanzé los pafses escandinavos y Suiza, con
ellos, Europa entera quedd prendada del café,

Mds tarde, los emigrantes que fueron & poblar América -
del Norte llevaron consigo su nuevo tesoro, asf, las trece -
colonias cultivaron café en el nuevo continente y Estados -
Unidos se convirtfo rdpidamente en el primer consumidor mun-
dial de café, La entrada del mismo al resto del continente -
fue de una forma distinta,

A principios del siglo XVIII, los holandeses decidieron
cultivar café en su colonia americana, la Guyana, hoy Suri--
nam, Desde allf los misioneros aproximadamente en 1729 lo --
llevaron a Brasil, donde se aclimaté muy pronto, con lo que
su produccidn aumentd grandemente, tanto que actuslmente oon
trola el 50 % de 1a produccidn mundial de aproximadamente de
20 & 30 millones de sacos al aflo.

Francia lo introdujo & finales de 1800 en Haitf, de ahf
fueron los misioneros nuevamente quienes lo introdujeron hag
ta Centroamérica y finalmente 1os ingleses lo llevaron a Ja-
maice, pasando mas tarde a Colombia, México y Costa Rica.

Actualmente, se puede decir que existe un cinturén de -
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cultivo de café entre los dos trdéplcos que envuelven al mun-
do cubriendo sobretodo a Centro y Sudamérica, asf como parte

de Indonesia, como se observa en la figura N° 1,

Pigura NO 1

MAPA DE Z0NAS DE CUL™IVQ DE CAFE EN EL MUNDO,

El cafd dentro del comercio internacional continia sien
do uno de los diez primeros productos de intercambio.

En México las primeras plantaciones de café se estable-
cieron en la regidn de Acoyucan Veracruz, probablemente en -
el afio 1795 con semillas introducidas de Cuba o las antillas,
estas plantaciones no prosperaron porque se desculdaron du--
rante el movimiento de independencia, Pue hasta 1817, cuando
su cultivo se inicié formalmente con plantas que el sefior -
Juan Antonio Gémez trajo de Cuba, .

Con el tismpo, el cultivo se extendid hacia el Norte de
Veracruz y después a 1a Sierra Norte de Oaxaca y a algunas -
regiones de Puebla, Hidalgo y San Luis Potosi, Actualmente -
el cafeto se cultiva en 3736 comunidades de 370 municipios,



—6-

ocupando une superficie de 497 456 hectdreas que pertenecen
a trece estados, los que se dan & continuacidn y enlistados

de mayor & menor capacidad en cuanto a su produccidn (2,3).

l.-Chiapas 7.-3an Luis Potos{
2,-Veracrugz 8,-Nayarit
3.~0axaca g.=-Jalisco
4.~-Puebla 10.~Tabasco
S.=Guerrero 11,-Colima
6.-Hidalgo 12.-Michoacdn
13.-Querétaro

3.2,~LEYENDAS SOBRE EL ORIGEN DEL CAFE,

Existen muchas leyendas smobre el origen del café, se —-
mencionan algunas de ellas a continuacidéns

Leyenda Divina.-Recibe este nombre por los personajes -
que intervienen en ella, Cuentan que mientras el profeta ——
Mahoma, enfermo, sufrfa de debilided y de agotamiento, vino
en su auxilio el arcénghl Gabriel (reconocido tanto por dra-
bes como por cristiancs) y lé ofrecid una bebida reconfortan
te, que no 80lo le devolvid la salud sino también la fuerza
viril, Dicha bebida se dice, era tan negra como 12 piedra ne
gre de la Kaaba de 1la Meca, por 1o que se le 1llamd desde en-
tonces Kawah y por habver sido conocida gracias a la mediacién
divina, se le utilizd a menudo.

Otra leyenda dice que Kaldl un pastor drabe, cuidaba -
sus cabras en uns altiplanicie de Etiopfa llena de matorrales
¥ que un dfa las cabras encontraron y comieron sin que nadie

ge percatase, unas plantas hasta entonces desconocidas, Esa
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noche las cabres no durmieron, por el contrario se pusieron
a danzar y a brincar hasta el alba, Keldl sin comprender 1o
sucedido decidid vigilar a2l dfe sipguiente cada movimiento de
los animales y asf descubrié que comfan las frutillas de un
arbusto raro, Intrigado probd también este misterioso fruto
obteniendo un resultado igual al de las cabras de su rebafo,
no concilié el suefio durante le noche. Mds tarde, un religip
s0 escuchd de Kaldi el relato, lo encontré maravilloso y le
pidié que le mostrase tan §til regalo de la naturaleza y con
81 confecciond bolitas que al masticarlas le permitieron al
igual que sus colegas vrolongar la oracién y la meditacidén -
nocturnas,

Seglin cuenta otra leyenda, en una comunidad religiosa -
llamada Chehodet, una noche las cabras de los monjes, en lu-
gar de dormir nasearon por los montes, Aquellos pensaron que
un Chotooabras, ave nocturna que merodea los rebafios andaba
alborotdndolas, mds al salir a poner orden vieron que la cau
sa eran las frutas de cierto arbusto que los animales habfan
comido.

Azorados tomaron algunas cerezas e hicieron con elles -
una decoccidn que mds tarde incluyeron en su dieta, Cuentan
que para obtener la infusidn, el jefe de la comunidad secd -
los granos al fuego haciendo sin saberlo el primer tueste.

La bebida recién descubierta recibié el nombre de Kawah
apelativo que parece guardar alguna relacidn con la nrovin--
cia de Kafa de 1a que el café procede. Tembién se ha encon--
trado que Kawah significa 1o que maravilla y da vuelo al pen
samiento (4).
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3.3.-PLANTA Y CLASIFICACION BOTANICA DEL CAFE

El cafeto pertenece 2 1a orden de las Rublaceas 1a que
estd dividida en once familias, en las que se agrupan los nu
merosos géneros de esta importante orden. En la familia Comm
ffidceas se encusntra el género Coffea, que da nombre a la -

familia y algunas de cuyas especies producen el café.
La clasificacidn bétanica del café es la siguiente:

REINO : VEGETAL
DIVISION : ESPERMAFITAS O PANEROGANAS
SUBDIVISION ; ANGIOSPERMAS
CLASE : DICOTILEDONEAS
ORDEN : RUBIACEAS
FAMILIA : COFPEA
ESPECIE 3 SON 66 ESPECIEY.

Desde el punto de vista econdmico la de mayor importén.
cia es la especie Coffea ardbica, originaria de Etiopfa, ——-
aportando el 75 % del café que se produce en el mundo y es
prdoticamente la unica que se cultiva en América Latina,

las variedades mds importantes que se oultivan de esta
especie son las siguientess

TYPICA,-Es la mds conocida de todas y se llama asf por
tomerla como patrén cuando se compara con otras variedades
pare evaluaciones de andtomia y genética. Es un arbusto de
mag de tres metros de altura, con ramificaciones secundarias
y terciarias poco abundantes, con entrenudos largos. Las ho-
Jas son de color bronceado cuando estan nuevasg y son verdes
al madurar; de flores blancas que dan frutos elfpticos cuyas

semillas son de color verde obacuro,
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BOURBON,-Las pleantas de esta variedad son de forma mds
cilfndricas que la Typice y de ramificaciones més intensas,
las hojas son un poco mds cortas y con bordes mds ondulados;
los frutos son de menor tamafo y las semillas tienen una pro
yeccidn mds circular, esta variedad es la segunda como pPro~-—

ductore de café en el mundo,

CATURRA ,~Esta variedad se considera como una mutacién
de 1la Bourbon condicionada por un factor dominante, se descu
brié en Winas Gerais, Brasil, Su porte es menor que el de la
Bourbon, la planta es mds redonda y los entrenudos tanto del
tallo como de las ramas son muy cortos, esta caracteristica
hace que 1la planta sea mda baja que 1a Bourbon y presente —-
una apariencia de alta produccidn, su ramificacidn es abun—
dante y sus hojas son mds largas y anchas que la de Bourbon.

MUNDO NOVO.-Originada probablemente de la cruza natural
entre 1a variedad Bourbon con una seleccién de Typica llama-
da Sumatra; es originaria de Brasil. Su porte es alto y sus
hojas son semejantes a las de Bourbon, su ramificacidn secun
daria es abundante, sus frutos y semillas son parecidos a la
variedad Typica.

GARNICA.~Con este nombre se ha designado a ciertas vaw—
riedades derivadas de la cruze entre selecciones de Ceturra
Amarillo 13 y Mundo Novo 15, la finalidad de crear £ste.hf—-
brido entre estas variedades fue la de sintetizar en un solo
cultivo el porte bajo del Oaturra y el gran vigor y alta pro
duccidn del Mundo Novo.

Otras variedades de esta especie son: Tchertcher, Sida-
ma, Gimma, Local Bronze, Bronze Tip, Kents, Blawen Pasomach,
Bourbon Vermelho y Bourbon Amarilla,
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Otrag esnecies de café utilizadas para le produccidén co
mercial son: Coffea Canevhora cuya variedad Robusta es la =
mds cultivads y la especie Coffea Liberica que aportan el 24
y 1 % respectivaumente (2,5,6,7).

3,4.~-CULTIVO DEL CAFE.

El café se obtiene de una planta denominada cafeto, que
ge cosecha en lugares que se localizen geogrdficamente entre
el tréoico de cdncer y el trdnico de capricornio, Las plantas
son pequeflos arbustos que llegan & crecer hasta siete metros
de altura, pero nunca se les deja llegar 2 ese nivel, sino -~
sélo hasta los dos metros para que los recolectores los al--
cancen,

gon drboles de hojas persistentes opuestas, oblongo-ao-
vadas, coridceas, glabras, brillantes y ecuminadas, Forman -
racimos exilares de flores blancas, tubulares y fragentes y
frutos en baya de color rojo o pirpura, del tamafio de una ce
reza, cada flor eatd constitufdae por un céliz de cinco dien~
tes, una corole tubular de cinco 1ldbulos, cinco estambres, -
un ovario bilocular y un estilo bffido,

El fruto consiste en un pericarpio bilocular que rodea
& dos semillas plano-convexas, cada una con un surco longitu
dinal en su superficie plana y estdf rodeadas por un delgado
endocarpio membranoso y una membrana fibrosa que se denomina
pergamino,

El cafeto se desarrolla entre los 305 y 2745 metros de
altura sobre el nivel del mar, pero es comin y prdctico su
cultivo entre los 1830 y 2135 metros de altura sobre el Niw-
vel del mar.
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Los suelos no deben ser secos y duros sino mas bien flg
Jos y profundos, deben tener una acidez apropiada, asf como
elementos ﬁinerales necesarios e indisvensables como nitra--
tos, nitritos, fdsforo y potasio, Otros menos indispensables
son el magnesio, calcio, azufre, fierro, manganeso, cinc y -
cobre, los suelos volcdnicos son ricos en estos minerales.

El clima incluye temperatura media de aproximadamente -
20 0C con una variscién de 7 u 8 °C y entre 150 y 200 cm3 de
precipitacidn,

ILa sombra tiene un efecto equilibrante en el drbol de -
cafd, parece guardar un balance en la floracién con la poten
cia del drbol y 1a capacidad del medio ambiente, protegiéndo
se del viento y de la sequedad, La frescura ocasionada por -
1a sombra en el dfe reduce la transpiracidn de hojas y rafsz,
la luz del sol directa a 1a bage de las plantas puede secar
o inhibir su crecimiento., El crecimiento del café en el mun-
do es bajo la sombra de los drboles, que también se puede —
utilizar para controlar la erosién de pendientes inclinadas,
una tendencia actual es utilizar menos sombra incrementando
mayores cantidades de fertilizantes y agus (2,5,8,9,10).

3.5.,~ENFERMEDADES Y PLAGAS DEL CAFPE.,

Las plagas son un factor que reduce la yroduccidn cafe—
talera y su intensidad estd en funcidn de las condiciones ——
ambientales de las plantaciones, Se estima que se piexde de
1 a 2 % de la produccidn anusl por este concepto, las plagas
mds importantes son los insectos como la broca del cafd, mi-
nador de 1la hoja, barrenador del tronco y ramas, piojo hari-
noso, palomilla blanca, arafla roja, pulgones, chacuatete, —-—
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hormigas, gorgojos, grillos, chapulines, gallina ciega y ~—

otros animales como babosas y roedores. Por otra parte las -
enfermedades del cafeto pueden producir grandes vérdidas que
van del 25 al 30 # de una cosecha, devendiendo del clima, —-
suelo y prefcticas de cultivo de cada regidn. las partes afeg
tadas por las enfermedades son; la raiz, tallo, rames, bro--

tes, flores y los frutos verdes y maduros.

Muchos de los organismos causentes de estas enfermedades
son microscdpicos y se agrupan en colonias, formando lamas o
mohos en manchas de colores que se obaservan & simple vista -
apreciando la extensidn y magnitud de los dafios,

Las enfermedades principales del cafeto sons en primer
lugar el hongo causante de la Roya o Herrumbre (Hemilea Vas-
tatric Verk y Br) que es la que produce prandes pérdidas a -
nivel mundial, si no se le controla ya sea con substancias -
quimicae o bien desarrollando variedades resistentes, Otras
enfermedades son el Dampingoff {tardfo) que destruye total--
mente la planta; el Mal de Negro de los tallos que destruye
totalmente a las plantas; Mancha de Hierro, ataca las hojas
defolidndolas; Antracnosis ataca hojas, ramas y frutos; Nemg
todos atacan sistema radicular; Mal de Hilachas o Koleroga -
dafla tallo, ramas, hojas y fruto; Ojo de Gallo o Gotera pro-
duce defoliacién; Requemo o Derrite ataca brotes, hojas tier
nas y cerezas; Mal Rosado o Salmonicolor atace tallos, ramas,
hojas y fruto; Fumagina produce debilitamiento de la planta;
otras enfermedades son producidas por hongos, bacterias y --
virus (9,11).
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3. 6.~DESCRIPCION Y COMPOSICION QUIMICA DEL PRUTO.,

La maduracién del fruto del café, en la mayoria de las
zonas productoras, se presenta despuds de 7 a 8 meses de la
floracidn, en regiones de temperaturas bajas tarda un poco
mds y en lugeres cdlidos la maduracidn se efectia un poco —-
antea. En México 1la recoleccidn se efectfa de octubre & fe——
brero,

Los frutos se cosechan al llegar a la madurez y se hace
grano por grano cuando llegan a la madurez completa, que se
obgerva por un color marrén intenso, aunque hay variedades -

de color amarillo cuando eastdn maduros,

En la figura N° 2 se ve un corte longitudinal del fruto
de café mostrando les partes anatémicas del fruto, La semi--
1la de café presenta una superficie plana que se encuentra -
con otra igual dentro del fruto, cada mitad estd recubierta
por un delicado tejido 1iamado pelfcula, Estas dos fraccio--
nes se sostienen dentro del endocarpio por una membrana cong
cida con el nombre de pergamino o cascarilla de café, que es
duro y quebradirzo cuanio se secs, el cudl rodea individual -
mente a cada una de las partes que constituyen el grano, La
cascarilla en cambio estd cubierta por una gruesa capa de cé-
lules esponjosas que forman la pulpa, teniéndo un espesor de
5 mm. Debido a 18 consistencia viscosa del mucflago, una le-
ve presidn sobre el fruto es suficiente para expulsar de &1
las dos mitades que constituyen el grano.
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Pigura N° 2,-CORTE LONGITUDINAL DE UNA CEREZA DE CAFE.
a) ENDOSPERMO O GRANO DF CAFE
b) ENDOCARPIO O CASCARA

¢) MESOCARPIO O MUCILAGO

d) ESOCARPIO O PULPA

e) DISCO U OMBLIGO

f) EMBRION.

La composicién quimica de las diferentes partes que for
man el fruto del café son las sigulentess

a) Endospermo o Grano de Café.-Tiene una composicién -
qufmica compleja,

En base seca contienet

Azdcares Reductores 1.5 %
Sacarosa 7.0 %
Almiddn 10.0 %
Pentosanas 5.0 %
Hemicelulosa 15,0 £
Holocelulosa 18.0 %
Lignina 2.0 %
Aceites 13.0 %
Protefna 13.0 %
Cenizas como Oxidos 4.0 %
Acidos no Voldtiles comos

Acido Clorogénico 7.0 %

Acido Oxdlico 0.2 %
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Acido Mdlico
Acido Cftrico
Acido Tartdrico
Trigonelina
Cafefna

0.3 %
0.3 %
0.4 %
1.0 %
lLa2%

‘b) Endocarpio o Cdacara.~Es la parte enatémica que envuelve

al grano después de la capa mucilaginosa y representa aproxi-

madamente el 12 % del grano en base sece,

Qufnmicamente contiene:

Huemdad
Carbohidratos
Grasas
Protofna
Cenizas
Extracto Libre
de Nitrégeno

7.6 &
92,8 %
0.6 %
0.39%
0.5 %

18.9 %

c) Mesocarpio o Muc{lago.~Estd localizado entre la pulpa
¥ la céscara del grano de café, representa el 5 % del peso se
co, es una capa de 0.5 - 2 mm. de espesor fuertemente adheri-
da a 1la odscara, ffsicameﬁte es un sistema coloidal 1fquido,

licf{lico e insoluble en agua,
Qufmicamente contiene:
Agua
Proteina
Azdoares

Acido Pdetico
Cenizas

84,2 %
8.9 %
4.1 %
0.9 %
0.7 %

Egta fraccidn aparentemente no contiene taninos ni cafe
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{na, pero contiene enzimas pectinolfiticas.

d) Esocarpioc o Pulpa de Café,-Representa alrededor del

29 % en base seca del fruto y tiene la siguiente composicién

quimicas

Protefna 9.2 -
Fibra Cruda 13.2 -
Carbohidratos 57.8 =
Grasas 2.3 -
Cenizas

Cafefna 0.5~
Taninos 1l.44-
Acido Clorogénico 2.6 -
Acldo Cafeico 0.31-

11,2 4
27.6 %
66,1 %
2.7%
8.0 #
1,3 %
4,5 %
2.7 %
1.6 %

con promedio de 18,1 %
con promedio de 43.0 %

Estos valores pueden cambiar de acuerdo a 1la variedad —

del café, localidad, prdoticas agrfcolas o téonicas de proce

samiento,.

Los minerales de la fraccién de las cenigzas song

Potasio 1,765 mg %
Calcio 0.554 mg %
Pésforo 0,116 ng %
Sodio 0,100 ng %
Pe, Mg, Zn, Cu, Mn y B Trazas,

Los principales constituyentes de 12 porcidn de los car

bohidratos sons

Celulose 27.65 %
Azfcares Reductores como #lucosa 12,4 %
Azdcares No Reductores 2,02 %

Substancias Pécticas

6.52 %
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Plosicaridqos en 1a Pared Celular, Lignocelulo'
sa, Hemicelulosa, y Lignina.

Con respecto a 1la fraccidn protefnica, contiene niveles
similares o m&’s altos de aminodcidos que otros productos --
como la harina de soya o de algodén, pero es deficiente en -
aminodcidos azufrados. Tiene contenido alto de lisina, tanto
como 1la harina de soya, Alrededor del 40 % del nitrdgeno -~
total, determinado por el método de Kjeldahl, es nitrdégeno -
no proteico que incluye cafefna, trigonelina, niacina, puri-
nas, pirimidinas, nitrdgeno inorgdnico y otras fracciones no
identificadas y 1a suma de todos los aminofcidos representa
el 60 % de 1la concentracién del nitrégeno total en la pulpa
del café (2,7,12).

3.7 .~PROCESANIENTO DEL FRUTO DEXL CAFE

Después de cosechados los granos de café son llevados a
los beneficios para obtener los granos comerciales, coneis -

tiendo bdsicamente en dos operaciones que son:

A) Beneficio Humedo.~Es el proceso o beneficiado del ~-
cafd cereza que se realiza por la vfa himeda, es determinante
para la calided intrfnseca del grano y su sabor como bebida,

Requiere un consumo de agua mds o menos grande en sus dife.
rentes etapas y tiene por objeto separar las envolturas que
cubren al grano de cafd, el agua sirve como venfculo o conduc
tor del fruto y de sus resfduos hasta la obtencidn del cafd
pergamino.



-18-

El proceso tiene las siguientes etapass

a) Recibo de cafd cereza
b) Desnulpe

c) Permentacidn

d) Lavado

e) Escurrido

f) Oreado

£g) Secado

h) Reposo

i) Envasado

j) Almacenamiento.

a) Recepcidn,-Despude de la recoleccidn, los frutos se
gumergen en un tanque al que se le d4 forma de pirdmide in--
vertida, en el fondo del tanque, un tubo como sifdn transpor
ta los frutos a los pulperos.

b) Depulpado.-Es le primera operacidén, vor medio de un
mecanismo de friccidn se separa la pulpa del grano del café,
las mdquinas despulpadoras se pueden ajustar de acuerdo con
el tamafio del café ceregza que se vaya & deaspulpar, sl no se
corre el riesgo de que se rompan los granos grandes y no se
despulpen los granos chicos. La pulp2 se transporta por agus
hacia un sistema de recoleccidn de desperdicios, dsta se pue
de utilizar como sbono orgdnico en los cafetos y para ensila
dos en la alimentacidn del ganado vacuno,

¢) Permentacidén.-Despué€s que se ha efectuado el despul-
pe, los granos de café se transportan por agus a tanques don
de se lleva a cabo la fermentacién, que consiste en la trang
formacidn de las substancias insoclubles del mucilago a otras
solubles que sean fdcilmente movibles por el agua, actuando -~
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enzimas nropias del fruto y/o de microorganismos del fruto,
del aire, agua, etc., gue se encargan de desdoblar principal-

mente los azdcares.

Se desarrollan cuatro tipos de fermentacidn durante le
remocién del mucflago, que son:
~ Permentacidn Alcoholica
- Fermentacién Ldctica
- Fermentacién Acética
-~ PFermentacidén Butfrica.

Generalmente la fermentacidn se para cuando se desarro-
1lla 1la fermentacidn acdtica donde se lleva a cabo en un tiem
po de 24 & 36 hrs, si se produce la fermentacidn butfrica --
ésta imparte sabor agrio o & cuero al grano y olor putrefac-
to & la masa de café en fermentacidn, daflo que es el de ma-——

yor castigo o es rechazado opor los catadores,

Hay otroa procedimientos que aceleran la fermentacidn o
remocidn del mucflago y que son los sistemas: mecdnico, quf-
mico y bioquimico.

El fruto maduro reduce el tiempo de fermentacién y ----
aumenta la uniformidad de la misma,

d4) Lavado.-Inmediatamente despuds del proceso de fermen
tacidn el café es lavado, nara lo cudl se necesita contar —
con agua necesaria y que sea suficientemente limvpia para no
dar 8l cafd ningin olor o sabor extraflo o desagradable,

El lavado se puede hacer utilizando la@s mismas tinas o
pilas de fermentacidn, agitando o desprendiendo el mucflago
y dejando escurrir el agua sucis por una coladera hasta dejar
el pergamino limpio, utilizando el agua del {ltimo lavado --
como transporte a las tinas de escurrimiento.
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Ctros procedimientos de lavado similares son: el tanque
lavador, canal de correteo o cafio lavador y otros que utili-

gan mgquinas y bombas lavadoras,

e) Escurrido.-Una vez lavado el grano de café, pasa a -
wnas tolvas para ser escurrido, lo cudl consiste en eliminar

la mayor cantidad posible de mpgus sin utilizar maguinaria,

f) Oreado.-Es 1a eliminacidn de 1a humedad de café escu
rrido con el fin de dejarlo en un grado de humedad que faci-
lite el secado final y se puede llevar & cabo mediante mdqui
nas oreadoras o patios de asoleo, El tiempo de secado en las
mdquinas oreadoras es de cuatro a sels horas y en los patios

de dos dfas aproximadamente de asoleo constante,

g) Secado.-Posteriormente el café pasa a su secado fi--
nal, hasté quedar en un estado de pergamino seco y quitdndo-
le aproximademente el 47.9 % de agua con relacién al peso to
tal de café lavado, ya en este estado de pergamino seco con-
tiene un 12 % de humedad promedio, Los procedimientos que se
utilizan son el asoleadero o patio, que va desapareciendo —-
con rdpidez, utilizando cada vez mds mdquinas secadoras del
tipo "Guardiola”™ horizontales y verticales, en las cusles el
secado es por medio de sire caliente, El tiempo de secado de
estas mdquinas es de 18 a 24 hre,

h,i,J) Reposo, Envasado y almacenamiento,-El cafd seca-
do correctamente se deberd tener en reposo, con el cbjeto de
que la humedad del ambiente sea compatible y uniforme con la
humedad del café, se envasa & granel en sacos de malla abier
ta; de aproximademente 50 Kg. de acuerdo con la oroduccidn -
de cada beneficilo se calcula que su capacidad de almacenfwe—-
miento debe ser de 15 dfas aovroximadamente (2,9,13).
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B) Deneficio Seco.-Consiste en desprenfer y eliminar --
las envolturas que cubren al café pergamino, conocidas como
pajilla o cascabillo, as{ como la pelfcula plateada para pre
parar el grano para su comercializacidn, las distintas opera
ciones para obtener cafd verde o café oro se realizan con el
uso de maquinaria especializada nara manejar grandes volume- ~
nes de café y obtener un producto uniforme y reducir los cos
tos, Al igual que en el proceso del beneficio humedo, en el
beneficio seco se realizen ﬁnn serie de operaciones tales ——

como:

a) Recepcién y pesado

b) Separacidén de Impurezas
¢) Morteado

d) Clasificacidn y Desmanche
e) Pulido

£f) Graneleo

g) Envasado

h) Taxeo y Estiva,

a) Recepcidn y Pesado.-Su finalidad es controlar las en
tradas de las distintas clases de café, conocer el peso bru-
to y neto del café recibide y producido y determinar el con-
tenido de humedad, daffos e impurezas,

b) Separacién de Impurezas,-Consiste en le separacidn -
de materisles voluminosos como piedras, palos, basura, nape—
les, mecates, cafés machos (capulfn, burras y elefantes) y -
otros como clavos, alambres y tornillos se meparan por medio
de una rejilla imentada que estd colocada a 1a salida de la
tolva, también se utiliza una mdquina limpiadora de pergamino

que funciona a base de tres zarandas que tienen movimientos-—
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de vaivén en sus discos con cuerdas excéntricas, del centro
hacin la periferia, Limpio el café pasa al morteado.

¢c) Morteado.-Tiene nor objeto eliminar el pergamino, —-
cascabillo o pajilla, asf{ como 1a pelfcula del grano para ob
tener la almendra desnuda o café oro, nara esto existen dos
sistemas: 1) por desgarramiento que se realiza con mdquinas
1llemadas morteadoras y se emplee para procesar café pergami-
no o café bola y 2) por friccidn.

d) Clasificacidn.-Esta operacién consiste en separar el
cafd atendiéndo a su tamafio, forma, peso y color. Se forman
lotes uniformes de café oro,

e) Pulido de Café.-Se realiza por friccidn mecdnica a -
bage de costillas vulidas y lisas de bronce, desprendiendo -
1a pelfcula plateada adheride a l1la semilla dando brillo al -
grano, para mejorar la presentacidn especialmente al cafd de
exportacidn.

f) Graneleo.-Se realiza para preparar café de calidad y
marcas determinadas, consiste en 1la mezcla de cafd limpio y
sano de diferentes tamafios y formas de acuerdo a especifica-
ciones de los clientes,

g) Envasado,-3e realize para facilitar el transporte --
del cafd, iguslar el contenido neto en kilogramos y dar la -
presentacidn y garantfa de la marce para su venta,

h) Taxeo y Estiba,-El taxeo es el movimiento de los sa-
coe dentro del almacén, generalmente me hace utilizando pe--
quefias carretillas y la finalidad de la estiba es la de dis-
poner ovortungmente de cafd, listo para su venta al exterior

o nacional, asf{ como también facilitar la obtencién de inven
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tarios ffsicos de exlstencias por clases de café y consiste
en acomodar unos sacos sobre otros en forma alternada o cru-
zede naré que amarren debidamente (2,9,14)

3.8.~TORREFACCION

Es 12 operacidn que consiste en tostar el café por medio
de calor., Las téenicas usadas tratan de Que en este proceso
se produzce el mfnimo deterioro tanto en el aroma, como en -
la acidez y cuerpo del cafd.

las temperaturas para tostar varfan entre 200 y 250 °C
dependiendo del tipo del tostador que se emplea, El tiempo -

promedio due se lleva en la tostacidn es de cinco minutos.

Al perderse 12 humedad por efectos del calor, los gra--
nos se hinchan por la liberacidn de gases y desarrollo de —
los aceites perdiendo de 14 a 16 % de su peso aproximadamen-
te. Se le da muche importancie a la torrefaccidén porque de -
ello depende que el catador dé un buen o mal dictamen, Siem-
pre deberd tostarse & punto de prueba, de no ser as{ se lle-
va el riesgo de dejarlo falto de tueste, resultando en la —-
pruebe de la taza un sabor flojo, pajoso, falto de acidez, -
etc, en caso contrario, que se pagara de tueste, el resulta-
do en la prueba de la taza serd un sabor de café fuerte, que
mado, sabor a cacahuate, etc,

Cuando la torrefaccidén ha sido normal, el resultado de
la prueba de la taza puede ser excelente, bueno, regular, -
irregular,, disparejo, claro, obscuro, opaéco, parejo, ete, —-=-
que son caracteristicas que el catador tiene bien reconoci--
dos.
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3.9,-CALIDAD DEL CAFE.

Son las caracteristicas ffsicas tanto en café verde co-
mo en café tostado, unidas a sus caracterfsticas intrinsecas
de sabor suuve y limpio, fino aroma, agradable acidez y cuer
po. Refiriéndose especfficamente & la bebida estas cualida--
des organolépticas se determinan en la prueba de catacidén o
prueba de la taza.

En la calidad del café también intervienen factores co=-
mo los suelos, variedades de café, proceso de beneficizado ¥y
torrefacecidn,

Cada comprador o exportador tieme un equipo completo de
catacidn, para cerciorarse de la calidad del grano y Que con
siste en clasificar los granos de un lote, muestra o embar--
que, en forma, tamaflo, color y uniformidad del grano tal y -
como se obtiene,

Existen dos métodos pars hacer la prueba en la taza, la
prueba ciegé en la cudl no hay ninguna referencia para indi-
car la clase y tipo de café y la prueba abierta donde el ca-
tador conoce el café que va ha clasificar; el método mds co~
rrecto es el primero.

El procedimiento para hacer la yrueba en la taza es el
siguiente; de cada muestra de 250 & 300 g. de ocafé oro (ver-
de) ya tostado a punto de pruebe y molido medieno, se pesan
10 g. por cada taza de 150 cc. se agrega agua hirviendo al -
ras, inmediatémente se huele la infusidn o licor tomando el
aroma desprendido, llamdndosele a ésto prueba de la inhala—-—
¢ién humeda que es de gran ayuda al momento de la catacidn,
posteriormente se van tomando sorbos y determinando las carag
terfsticas del café por parte del catador.
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3,10,~MOLIDO DEL CAFE.

Despuds del tostado a punto de prueba y enfriados ade-~
cuadamente los granos, puede decirse que cada uno de ellos -
tienen un contenido natural de aroma, acidez y cuerpo carac-
terfstico del buen café, cualidades contenidas en un 25 % —-
del granc, ya que el 75 % restante es borra, tara o sedimen-
to en forma de fibra, Inmediatamente después continda la ong
racién de molienda o trituracidén del café tostado a determi-
nada graduecidn o finura, siéndo estos: molido grueso, moli-
do mediano y molido fino.

El molino ya se2 de discos o de rodillos, debe cumplir
los siguientes requisitos:

1.,-Producir una completa lfnea de grdnulos, desde el —
més fino hasta el mds grueso.

2.-Controlar el calibre o grado de finura que se desea

3.-Evitar el calentamiento del café que produce la pér-
dida del arom& por el escape de 1las substancias voldtiles ——
(9,10).

3.11,-TEOBROMINA, TEOFILINA Y CAFEINA.

La teobromina, teofilina y cafefna son tres alcaloides
estrechamente relacionados entre sf, que provienen de plan--
tas de amplia distribucidn geogrdfica como el cafd, té, ca—
cao, mate, kola, guarand, yoco, etec,

El café es la semilla madure desecada de la Coffed ara-
bica una vez tostada origina el cafd, contiene como promedio
1 a2 % de cafefna,
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El t€ es 1a hojn desecada de 18 Camellia (Thea) sinensis

estas hojas mediante fermentacidén dan origen al té negro co~

mdn, contiene un promedio de 2.5 % de cafefna y peauefias can
tidades de teofilina.

El cacao es 18 semillae desecada y fermentada de la Theo

broma cacao contiene 2,5 % de teobromine y 0.4 % de cafefna,

La kola es la semilla desecada de la Cola nftida con---

tiene 2 % de cafefna y cantidades pequefias de teobromina,

El guarand es una pasta desecada y preparada con las 88
millas de la Paullinia cumana, contiene un 4 % de cafefna, -

sidndo la plenta mds rica en este alcaloide.

Le teobromina, teofilina y cafefna son compuestos deri-

vados de 1la xantina, por lo que se denominan xantinas,

Las xantinas de importancia farmacoldgica resultan de -
la introduccidn de gruvos metilo a nivel de los dtomos de ni
'trdgeno heterocfclico, originandose 1a teobromina y la teofi
lina due son dimetilxantinas y la cafefna que es una trime-—-
tilxantina, Estas xantinas pueden considerarse como &lcaloi-

des porque al solubilizarse en agua dan soluciones alcalinas,

Las férmulas de 1as xantinas son:

0 S
) f
H=N l \H
’o“\ N
!
N
XANTINA

3,7-dihidro-~1H-purina-2,6-diona.
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3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1,H-purina-2,6-diona,
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3.12,-PROPIEDADES FISICAS DE TEOBRONINA, TEOFILINA Y
CAFEINA,
TEOBROYINA
Nombre quimicos 3,7-dihidro-3,7-dimetil-l,H-purina-2,6-

diona.
Férmule qufmica condensadas C7HBN4°2

Peso molecular: 180.17; C=46,66 %, H=4,48 %, N=31.1 %
¥y 0=17.76 %,
También se le da el nombre de: 3,7-dimetilxantina,

Es el pflnoipal alcaloide del cacao, contiene de 1.5 &

3%,

Cristaliza de sus soluciones acuosas en agujas monoclf-

nicas,
Su punto de fusidn es de 357 ©C, publima & 290-295 °C,
Un gramo de teobromina se disuelve en 2000 ml. de agua,
150 ml. de agus hirviendo, 2220 ml. en alcohol al 95 %.
TEOFILINA

Nombre qufmico: 3,7-dihidro-1,3-dimetil-l,H-purina-2,6-
diona,

Pérmule qufmica condensadas 07H8N402

Peso moleculars 180,17; C=46.66 %, H=4.48 %, N=31.1 %,
¥y 0=17,76 %,
Se le da también los nombres de: 1,3-dimetilxantina; —-

Tsocina; Acurbron; Amorfilina,

Es un polvo blanco cristalino de sabor amergo, es iséme
ro de 18 teobromina, existe en pequefin cantided en el té, Su-—
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punto de fusidn es de 270 a 274 0¢, se sintetize de dimetil

urea y etilcianoacetato.

Un gramo se disuelve en 120 ml, de agug, 80 ml. de al--
cohol, 110 mI. de cloroformo, Soluble en agua hirviendo, hi-
drdxido de sodio, hidrdxido de amonio, deido clorhfdrico o -
deido nftrico dilufdo.

CAFEINA

Nombre gqufmico: 3,7-dihidro-l,3,7-trimetil-l,H-purina-
2,6-diona,

Pérmula quifmica condensada: G7H8N4O2

Peso molecular: 194,19; C=49,48 %, N=28.25 %, H=5.19 %
y 0=16.48 ’.

Otros nombres de la cafefna que se conocen sont 1,3,7-
trimetilxentina; 1,3,7-trimetil-2,6-dioxopurina; tefns, gua-
ranina, metil teobromina.

La cafefna se encuentra en lag plantas de café, t4, ho-

jas de mate, pasta de guarand y nueces de kola,

Es un volvo blanco, poco oloroso, de sabor amargo. Por
cristalizacidén de sus soluciones acuosas se forman agujas -
blancas largas, finas y flexibles de un brillo sedoso, que -
pertenecen al sistema monoclinico con une molécule de agus -
en su moldcula,

Sublima de 178 a 180 °C a presidn atmosférica formando
prismas hexagonales en forme& de &gujlas incoloras, Su punto -
de fusidn es de 238 °C, hierve & 348 °C con vapor incoloro y
descomposicidn parcial, Graduslmente pasa de 18 forma cerista
lina a polvo & temperatura ambiente, rdpidamente a 80 °C y-
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completamente a 100 %C, Una cantidad considerable de cafefna
se recupera de los productos sublimados del colector en las
chimeneas de los tostadores de café, EL pH de una solucidn -
al 1 % es igual a 6,9, Lag soluciones acuosas de cafefna son
neutras al papel tornasol y énticamente inactivas, sin embar
g0, se considera une base monodcido débil. La cafefna es deg
compuesta por dlcalis calientes y reactivos clorados, el agua
de cal no hace efecto en la cafefna y esto se usa en algunos
procesos de extraccidn, Las sales de cafefna en solucidén se
disocian cuando son evaporadas, estas sales con dcidos no —-
son estables,

Un gramo de cafefna se disuelve en 46 ml, de agua, 5.5
ml. de agus a 80 °C, 1.5 ml. de agua hirviendo, 66 ml. de al
cohol, 122 ml, de alcohol & 60 °C, 50 ml, de acetona, 5,5 ml,
de cloroformo, 530 ml. de éter, 100 ml. de benceno, es poco
soluble en alcohol absoluto, sulfuro de carbono, benzol, =--
éter de petrdéleo y se absorbe de sus soluciones dcidas por -
carbén activado, El deido sulfdrico y el dcido nftrico 1a 4%
suelven sin decolorar,

3.13,~PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE TEOBROMINA, TEOFILI
NA Y CAFEINA.

La teobromina, teofilina y cafeina tienen en comin va--
rias acciones farmacoldgicas de interés terapdutico, en este
orden creclente en potencia, estimulan al sistema nervioso -
central (SNC), primero en la corteza cerebrsl, luego en bul-
bo raqufdec y finalmente en la mddula espinal, Avivan la ac-
tividad mental, el rendimiento ffsico y la asociacidn de ——-
ideas, quitan la fatiga y la somnolencis,
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Estos efectos pueden producirse con 85 a 250 mg, de cé-
fefna o 1a cantidad contenida en una a tres tazas de cafd.
Son estimulantes del misculo cardfaco y relajan el mfsculo -
liso, son estimulantes resniratorios, actuan sobre el centro
bulbar respectivo, sumentando frecuencia, amplitud y volumen
por minuto respiratorio y como consecuencis una disminucién

de bioxido de carbono del aire alveolar.

Por la via oral o parenteral provocan un sumento prolon
gado de 1B secresidén gdstrica, son irritantes para la mucosa
gdatrica y pueden provocar nduseas y vémitos, lo que limita
su administracién por vfa oral.

En este sentido, 1la teofilina se libera fédcilmente en -
el estémago cuando se administra, es 1la mds irritante y es -

capaz de provocar erosiones hemorrdgicas,

Las xentinas son diurdticos aumentando el volumen urina
rio, asf como 1la excresidn de iones de sodio (saluresis), --
disminuyen la reabsorcidn tubular del sodio, Aumentan la co-
pacidad funcional del mdsculo estriado, haciéndo mda potente
la contraccidn, mientras la fatiga disminuye, aumentan el me
tabolismo basal, Producen fdcilmente tolerancia, aumentando
la dosis &l cabo de pocos dfes,

las xantinas se absorben vor todas las vias que se admi
nistren (bucal, rectal, intramuscular), siéndo los derivados
solubles los que se absorben mejor, hay que sefialar que las
xantinas liberadas a nivel del estémago se comportan como ba
ses sumamente débiles, la cafefna y la teofilina se encuen--
tran parcialmente ionigadas en el jugo gdstrico e intestinal
absorbiéndose también parcislmente.

Una vez absorbidas, las xantinas se distribuyen por —--
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todos loé dreanos, sufriendo luego una biotransformecidn so-
bre todo en el hfgado, se desmetilan y oxidan parcialmente,
transformdndose en monometilxantinas y dcidos mono y dimetil
dricos; no se nroduce la desmetilacién total, de manera Que
no se nroduce dcido Yrico.

Todos los metabolitos son excretados por el rifion, asf

como una neyuefle centidad de xantinas no transformadas,

La intoxicacidn aguda con alcaloides es extremadamente
rara y no se han descrito intoxicaciones mortales con cafef-
na, ya que se necesitarfan doeis mayores de 10 gramos, la c&
feina y las bebidas que la contienen son capaces de crear —-—
cierta dependencia, no adicidén, sino que se considera como -~
ung hebitud sin mucha trascendencia (1%,16,17).

3.14.~NETODOS EMPLEADOS EN LA MEDICION DE LA CONCENTRA~
CION DE TEOBROIMINA, TEOPILINA Y CAFEINA.

El método del A.0,A.C., (Official Methods Of Analyeis) -~
NO 15,019 de Bailey-Andrew se basa en la determinacién del -
nitrégeno total de la muestra, este método aunque es el ofi-
cial, s0lo determina la cafefna, presentando ademds el incon
veniente de que el pitrdgeno determinado puede provenir de -
las vrotefnas y de otras substancias nitrogenadas no protei-

cas, que se encuentren presentes en el grano de cafd.

Otro método del A,0.A,C, es el cromatogrdfico-espectro-
fotométrico N® 15.020, que consiste en la separacién del com
puesto por medio de columnes cromatogrdficas (una dcida con
dcido sulfdrico y Celite 545 y una bdoica con hidrdxido de -
potasio y Celite 545), Se pasa una muestra de café, primero
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vor 1@ columna bdsica y luego sor 1a columna deida, se coleg
ta la muestra en un matraz volumétrico que se afora con agua
¥ luego se lee en un espectrofotometro & 276 nm contra un eg
tandar de cafefna, Este método basado en 12 absorcidn de luz
ultravioleta por los alcaloides es muy complicado, tiene mu-
chas manipulaciones debido a la prenaracidén de 1las columnas

y & la separacidn y obtencidn de las muestras en las columnas.

Existen otras técnicas para el andlisis de estos alca--
loides en diversos productos alimenticios y que utilizan el
método de Kjeldahl, espectrofotometrfa ultravioleta, cromato
graff{a en capa fina, cromatograffa de gas, cromatograffa en
papel, titulaciones potenciométricas, cartucho sep-pak, etc.
Estos métodos requieren tratamientos laréos, lentos y a vew-
ces complicados o bien no permiten 1la separacién y cuontifi-
cacidén de los tres alcaloides al mismo tiempo.

La utilizacidn de 1la Cromatograffa de Lfquidos de Alta
Resolucidn (HPLC) para realizar este trabajo, se escogio de
"entre las demds técnicas por: su alta resolucidn, rdpidez, -
sensibilidad y operacidn automatica, Y al mismo tiempo detegc
tar, separar y cuantificar los tres alcaloides que se anali-

zan en el café (18,19,20).
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4,~-CROMATOGRAFIA DE LICUIDOS

La cromatografia es un término aplicado a une amplia va
riedad de técnicas de separacidn de una substancia, donde se
emplea una fase mévil que puede ser un gas o un liquido y --

una fase estacionaria gue puede ser un lfquido o un solido,

Los componentes de una mezcla se transportan a traves -
de 1a fase estacionaria por medioc de 1la fase mévil due fluye,
1las separaciones se basan en las diferentes velocidades de -

migracidn de 1os componentes de 18 muestra,

lLos componentes que se desean separar deben ser solubles
en 1a fase mdvil, capaces de interaccionar con la fase esta-
cionaria, ya sea disolviendose, adsorbviendose o reaccionando
quimicamente con ella, como consecuencia durante 1a separf--

c¢idn los componentes se distribuyen en esta fase.

El descubrimiento de la cromatografia se acredita a Ni-
jdil Tewet, ocuando en 1903 deseribe un trabajo donde utiliza
una columna de yeso para separar pigmentos de hojas verdes.
Ia palabra cromatografia proviene de dos raices griegap —w--
"CHROMA"= color y "“GRAPHOS"= escritura, este término fue -—-
puesto por el mismo Tswet para describir el color due se mue
ve en la columna,

A partir de los afios de 1960 se desarrolld rdpidamente
la crometograffa de 1fquidos en columna, como una técnica —-
_complementaria a la cromatografie de gas.

La crometograffa de adsorcidén, narticidn, de intercam--
bio ionico, de capa fina y cromatografia en papel, son algu-
nos ejemplos de la cromatograffa de 1fuuidos.

En el cuadro N°1 se ve 1a clasificacién de los tipos de



cromatografia existentes.

CUADRO N” 1,-IAS RAMAS DE LA CROMATOGRAFIA.

CR KAT?URAFIA

1
CROMAT&GRAFIA CROMATOGRAFIA
DE GAS DE LINUIDOS
LIQUIDO-GAS SOLIDO-GAS , INTERCAMBIO —— EXCIUSION
IONICO

CRONATOGRAFIA ADSORCION
DE PARTICION™ | S0LIDO-LI
quIDO

CROMATOGRAFIA EN CAPA
_EN PAPEL T PINA

4,1,-CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El término de cromatografia de 1fquidos de alta resolu~
cidn (HPLC), se define como 1a técnica de cromatograffa de -
1fquidos que emplea en su operacién alta presidn en la fase
mévil, tambidn se le pusde llamer cromatograffa de lfquidos
de alta velocidad o cromatograffa de 1{quidos moderna,

La HPLC se basa en los mismos princinios de la cromato-
graffa de gas,

La HPLC tiene muchas ventajas sobre la cromatografia de
gas, algunas de ellas son: no esta limiteda por la estabili-
dqd termica y volatibilidad de las muestras, es ideal para
la separacidn de especies ionicas, productos ldbiles, compueg
tos estables y/o de peso molecular alto, tiene una gran va—-
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riedad de empagues que nueden ger utilizados como fase esta-
cionaria en la columna, la separacidn de los comnonentes de

una muestra se nuede llevar a cabp a temperaturas bajas, sus
fages cromatogrdficas entran en interaccidn con las moldcu--

lag de 12 muestra.y las muestras se pueden recuperar.

La HPLC, emplea columnas reusables, que pueden ser usa-
dag en diferentes tinos de muestra, la inyeccidén se lleva a
cabo fdcill y rdpidamente usando une jeringa de inyeccién o -
una valvula de muestre, el flujo de solventes se produce por i
bombas de alta presidn, la deteccidén y cuantificacidén se llg

va a cabo en detectores continuos de varios tipos y los re--— |
sultados son registrados automaticamente de la separacidn de

los componentes de la muestra,

4,1.1.~APARATOS PARA LA HFPLC.

Las partes fundamentales de un cromatogrdfo bdsico de -

1fquidos se muestran en la figura NO 3,

Figura NO 3,-ESQUEMA DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS.

MECANISNO DE CROMATOGRANA
GRADIENTE .
INYECTOR TERMOJTATO
T~
BOMBA
COLUMNA DETECTOR - REGISTRADOR

3,2
3¢
NG

DEPOSITO
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Cada uno de estos comnonentes funciona con caracierfsti
cag pronias de la capacidad de cada instrumento narticular,

4.1,2,=GRADIENTE DE EIUCICH,.

El aradiente de elucidn se define como el incremento de
fuerza de la fase mdvil, durante un andlisis crometogrdfico.

Dos solventes miscibles por separado o juntos, se unen
provenientes de dos bombas de alte presién., En la préetica -

el gradiente se puede former antes o después de las bombas,

Con el manejo de el gradiente de elucién se puede lograr

ques
a) El tiempo de andlisis se reduzca significativamente,

b) La resolucién por unidad de tiempo para una mezcla -
se incremente,

c) La forma del pico se mejore.

d) la sensibilidad efectiva se incremente cuando hay po

ca variacidn en la forma del pico.,

4.1,3.-FASE MOVIL.

En la cromatograffa de 1fquidos la composicidn del sol-
vente o fase mévil es una de las variasbles que ejercen la se
paracidn, hay una amplia variedad de solventees usados en to-
das las formas de cromatografia de 1fquidos de alta resolu-—
cidn,

La fase mévil debet

a) Ser pure; no contaminada,
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b). wue no reaccione con el emmna‘due

c) Ser comvnatible con el detector

d) Disolverse en la muestra,

a) Tener baja viscosidad

£) Permitir la recuperacidn fdcil ée la muestra, si se
desea.

g) Obtenerse comercialmente a un precio razonable,

En general, el aolvente'se desecha después de su uso,--
porque su procedimiento de limpieza es costoso y tedioso. De
los requerimientos arriba mencionados los cuatro primerog —-
son los mds importantes,

4.1.4.-BOMBAS,

A la fase mévil en la HPLC, 1fquida se le da propulsidn
a través de 1a columna con bombas que pueden gser de dos ti——
pos, 1as de presidén constante y 1las de desplazamiento conatan
te., las de desplazamiento constante se dividen en bombas re-
ciprocantes y de jeringa,

4,1.5.-INYECTORES,

La muestra puede ser introducida en la cabeza de la co-
lumna sin afectar el empaque.

Hay dos modos generales de inyecciéng
a) Plujo suspendido y b) Solvente flufdo.
Hay tres tipos bdsicos de inyectores:

a) Flujo Suspendido.-El flujo es suspendido, y la inyec
cidn se hace a presidn atmosferica en un sistema cerrade y -
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posteriormente el flujo es reiniciado,

b) Septum.-Estos inyectores son usados a presiones de -
60 a 70 atmésferas, desafortunadamente no gon compatibles ==

con todos los solventes de cromatografia de l1fquidos.

¢) Velvula de llave,-Se emplean pare inyecciones con --
volumenes mds grandes de 10 microlitros y cominmente se usa

en sistemas automaticos.

4,1.6.-COLUMNAS.

El éxito o fracaso de un andlisis depende de la selec~-~
0ién de 1la columna y las buenas condiciones de overacidn,

Las columnas se dividen en dos grupos:

a) Analftices.-De didmetro interno de dos & seis milime
tros, el largo Jdevende del tipo de empadque. Para empagues de
pelfculas, el largo usual es de 50 a 100 centfmetros, Para -
empaque de micropartfculas porosas el mds comin es de 10 a -
30 centfmetros.

b) Preparativas.-Generalmente tiene didmetro de seis mi
1f{metros y de longitud de 25 & 100 centimetros,

Las columnas invariablemente son de acero inoxidable, -
gon operadas a temperatura ambiente o a temperaturas altas,
BEn intercambio idnico y cromatograffa de exclusidn, el empa-
que depende de la forma de cromatograffa de l1fquidos de alta
resolucidn que vaya a ser realizado (cromatograffa sélido-1f
quido, de intercambio idnico o exclusidn estérica).
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4.1.7,~COLUMNAS REUSABLES.

En contraste con la cromatogzraffa de li¥quidos cldsica,
las columnas en la cromatopgraffa de 1fquidos de alta resolu-~
cidn son reusables, nueden llevarse & cabo muchos andlisis -
eén una columna antes de que sea reemplazada, Sin embargo, -~
las columnas se degradan debido al tipo de muestra inyectada,

0 & la limpleza y tino de solventes empleados,

4.1.8,~-DETECTORES.

Se requiere de un detector para indicar la presencia y
medir la cantidad de los componentes de una muestra, que sa-
len de la columna.

Los buenos detectores tienen alta sensibilidad, bajo rui
do, un rango de respuesta linesl amplio y respuesta para to-
d0 tipo de compuestos.

Los detectores se dividen en destructivos y no destruc-
tivos, los no destructivos permiten usar la muestra en inves
tigaciones posteriores, entre estos estan:

a) De absorcidn de luz ultravioleta y visible,-Estos --
son muy precisos y sensibles debido a que existen muchos di-
solventes transparentes en estas longitudes de onda,

b) De fndice de refraccidn.-Estos detectan la presencia
de la muestra por un cambio en el fndice de refraceidn,

Otros detectores que tambien se emplean son: Fluordéme--

tros de calor, ionizacién a la flama, electroqufmicos, ete.

4.1.9.-8ENSIBILIDAD;



A1

Los detectores de absorcidn ultravioleta cominmente em-
pleados en cromatografia de 1fquidos pueden detectar nanogra
mos (159) de una amnlia variedad de materiales. Los detecto-
res electroquimicos y de fluorecencia pueden detectar canti-
dades en la regidn de picogramos (151?). Los detectores que
tambidn se pueden emplear en cromatograffa de 1fquidos son:
espectrémetre de masas, indice de refraccidn, rsdidmetros, -

ete,

4,1,10,-MANEJO DE DATOS.

Los resultados de la separacidn cromatografica general-
mente se muestran en una carta, de donde. se obtiene el volu-
men o el tiempo de retencidn, esto se puede usar si las cone
diciones se controlan apropirdamente, para jidentificar la ca
1idad de un componente, El dree bajo el pico y su altura son
proporcionales & 1la concentracién y pueden ser usados para -
obtener los resultados cuantitativos,

4,1.11,-VELOCIDAD.

Los tiempos de andlisis de menos de una hora son comu—-
nes, muchos andlisis se realizan en 15 o 30 minutos, De he—-
cho para andlisis no complicados generalmente el tiempo de -~
andlisis es de menos de cinco minutos.

4,1,12.-RESOLUCION,

En contraste a la cromatografia de gas, la& cromatogra—-
ffa de 1fquidos tiene dos fases cuando se presentan las inte
racciones selectivas,
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En la cromatograffia de gas, el flujo de gas ‘iene noce
interaccidn con los solutos; la separacidn primeroc se lleva

a c¢abo s0lo en la fase estacionaria.

la capacidad del soluto para interactuar selectivamente
con 1la fase estacionaria y mévil en cromatograffa de 1fqui—
dos produce paramentros adicionales para llevar a cabo una -~

separacidén,

4,1,13,-VENTAJAS DE LA HPLC.

la cromatograffa de 1fquidos de alta resolucién puede -
ser considerada complementaria a la cromatograffa de ga2s, En
muchos casocs las dos tdcnices se usen pare efectuar la misma
separacién, En la cromatograffa de gas es necesaria la formg
cidn de derivados, en cambio en la cromatograffa de 1fquidos
de alta resolucidn esto puede ser o no factible, Para los mag
teriales Que son termoldbiles o no voldtiles le cromatogra—-
f{a de 1fquidos de 8lta resolucidén es una seleccidn ldgica,
La formacidn de derivados se esta haciendo mds comdn en la -
cromatogreffa de 1fquidos, para incrementar 18 sensibilidad
del detector viaivle~ultravioleta,

La cromatografia de 1fquidos de alta resolucidn ofrece
muchas ventajas sobre la cromatografia de 1fquidos tradicio-
nal como:

a) Rapidez

b) Resolucidn

¢) Sensibilidad; detector unico

d4) Columnas reusables

e) Ideal para grandes molécules y especies no idnicas
f) Pdcil recuperacidn de 1a muestra,
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4,1,14,-MODO DE SELECCICN DE LA HPLC,

Como fue mencionado previamente, hay cuatro formas bisi
cag de cromatograffa de 1fquidos de alta resplucidn (HPLC),
es importante tener una referencia para seleccionar la forma
conveniente para ver la capacidad de la sgeparacidn efectuada,
En estos casos el andlisis debe hacerse para decidir cudl -

es la mejor forma para obtener la informacidn deseada,

En la tabla NO 1 sc muestra una forma sistemdtica de —-
aprovechamiento parsa la seleccidn de la cromatograffs de 1{-
quidos. Esta informacidn conbinada con aquella obtenida de -
otras fuentes, permiten el andlisis para decidir cudl forma
es la mds probable de llevar a cabo en la sesaracidn deseada,
esto vuede ser el caso de due fuera una mueatra desconocida
o raramente encontrada, La informacidn para solubilidad, gra
poe funcionales presentes, varimcidn del peso molécular es —

muchas veces obtenida de informacidn previa,

Fl suministro de datos de las muestras tales como RNN,
RI, UV y eepectrofotometr{a de mesas se pueden usar para ——-
guiarse en el andlieis para 1a seleccidn apropiada de la for
ma de la cromatograffa de 1fquidos.

Refiriendose nuevamente a 12 tabla N° 1 rdpidamente PO~
demos ver que cuando el neso molecular es mds grande de 2000
se usa cromatograffa de exclusidén. El solvente que se usa es
agua si 1a muestra es soluble en e2gua; si es soluble en so0l-
ventes orgdnicos, estos se usan como la fase mévil; el empa-
que es Sephadex (dextranos), Bondagel (sfiica) serie E para
fages méviles acuosas y Styragel (poliestirenc-divinilbence-
no) o Gel Micropek TSK (poliestireno-divinilbenceno) para fa
se mévil orgdnica,
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S5i el peso molecular es abajo de 2000, primero se deter
mina si la muestra es soluble o poco soluble en agua, y en—-
tonces puede usarse cromatografia de particidn fase reversa
o intercambio idnico, Si la solubilidad se realiza npor la a-
dicidn de dcidos o bases o si el pi de la solucién varia por
mds de dos unidades de pH de 7, 1a técnica de seleccidn es -
la de intercambio idnico.

51 1la solubilidad no ee‘ afecta por £cidos o bases y 1la
solucidn acuosa es escencialmente neutra, la forma a selec--
cionar es la cromatografia de particidn de fase reversa, Tam
bién se puede probar le tdenica de exclusidn cuando se usen
tamafios pequeflos de poros de la fase escgcionaria y fase a—-

cuosa,

Si la muestra es insoluble en agua, la seleccidn apro—-
piada es la cromatograffa sélido-lfquido o de particidn,

Para el trabajo de rutina es conveniente el uso normal
de cromatograffa de particidn fase-ligada, nuesto que estas

columnas requieren poco cuidado en su uso,

Para muestras isomériocas puede probarse éromatograf:[a -
68dlido~1fquido como 1@ forma mds Wtil; si hay diferentes tama
fios en la muestra, 18 aexclusién estérica con fases méviles
orgdnicas tambidn es dtil,
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TABLA N° 1,.GUIA PARA LA FORMA DE JELECCION DE LA HPLC,

MUESTRA

SOLUBLE EXCLUSION: PASE ACUOSA
EN AGUA
PESO
MOLEGULAR
92000
INSOLUBLE, __EXCLUSION; FASE NO ACUOSA
EN AGUA
HONOLOGOS___CROMATOGRAFIA
DE PARTICION
INSOLUBLE}—ISOMEROS ____CROMATOGRAPIA
EN AGUA SOLIDO-LIQUIDO
pavaftos
DIFERENTES—EXCLUSION
CROMATOGRAFIA DE PARTICION
NO TONICO DE PASE REVERSIBLE
| — SOLUBLE
PESO EN AGUA
MOLECULARA EXCLUSION, FASE MOVIL
<2000 ACUOSA
BASICO_____CATION INTERCAM
YONTCO BIO IONICO
| SOLUBLE
EN AGUA
ACIDO ANION INTERCAM-
BIO IONICO
TONICO Y
NO IONICO PARTICION ION-PAR

SOLUBLE PASE REVERSIBLE
EN AGUA



4,1.15,-SELECCION DE LA COLUMNA,
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La seleccidén de las colunnas debe hacerse 1o mds efi---

ciente posible (tabla N° 2), en todos los casos se recomien-

da el empaque con microvartfculas pordue en ellos es grande

1la eficiencia y capacidad de muestra (21).

TABLA N°2

INVENTARIO RECOMENDADO DE COLUVMNAS PARA LA HPLC.

FORMA
CcSL

PARTICION

a) PASE NORMAYL

b) PASE
REVERSIBLE

INTERCAMBIO
IONICO

EXCLUSION

EMPAQUE RECOMENDADO
10 SILICA GEL

10 ALQILONITRILO
10 ALQUILAMINA

10 GlB(POLIMERIGO)
10 cle(mononxarco)
10 PERIL

10 INTERCAMBIO
CATIONICO

a) SILICA GEL
b) BASE POLIESTIRENO

~—

10 INTERCAMBIO
ANIONICO

a) SILICA GEL
b) BASE POLIESTIRENO

EMPAQUE RECOMENDADO
OOLUMNAS DE SERIE A
CONTENIENDO LA
VARIACION DEL
TAMARO DE PORO DE
MICRO-PAK TSK

—

LONGITUD
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30
25 - 30

cm.

cm,.
cm.

cm,
cm.

cm,

cm,

cm.

cm.

cm,

cm,
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5,=MATERIAL Y REACTIVOS.

5,1,-MATERIAL,
5.1.1,~CRONATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Se utilizd un aparato de cromatograffa de 1fquidos de
alta resolucién (HPLC) Varian Modelo 5000, con un registra—-
dor de datos Vista 401 y un detector de luz ultravioleta de
rango de 200 a 900 nm,

5.1,2.~COLUMNA.

La columna Que se usé fue una de fase reversa Nicro-Pak
MCH-10 de 30 cm de largo por 4 mm de didmetro, empacada con
octadecilsilanos.

5+1,3,-MUESTRAS DE CAFE.

Las muestras de café utilizadas para 1la realizacidn de
epte trabajo se asdquirieron en tiendas de autoservicio y -—
tiendas de mercados de la ciuded de México, La muestra cruda
de cafd ee obtuvo de una plantae cultivada en 12 ciudad de —
Cuernavaca,

Betas muestras fueron:

- Café en grano crudo

- Oafé en grano tostado

~ Café en grano tostado Internacional

- 0afé en grano tostado con azfcar

- Café en grano tostado con azdcar Legal
- Café granulado soluble Internacional
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- Café soluble Oro

- Café granulado soluble Nescafd
-~ Café soluble Diplomat (Nescafd)
- Café soluble Ristreto (Nescafé)
- Café soluble Decaf,

Las muestras no recibieron ningin tratamiento previamen
te pordue venfan molidas y/o en forma granulada, a excepcidn
de 1a muestra de café cruda, que se molio en un molino Thomas
Welhey en malla 40.

Las muestres se almacenaron & temperatura ambiente y en

reciplentes cerrados,

5.2,~REACTIVOS.
5,2,1.~DISOLVENTES.

Los disolventes que se emplearon para formar la fase mé
vil de 1la columa fuerons

Agua Desmineralizada
Acido Acético de grado andlitico de laboratorios Sigma
Metanol de grado andlitico de laboratorios Sigma,

5.2.2,~ESTANDAR INTERNO,

La substancia que se utilizé como estandar interno para
la realizacidn de este trabajo fue 1a Cumarina.
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6,~PARTE EXPERIMENTAL.
6.1,-CONDICIONES DEL APARATO.

Antes de empezar a trabajar con las muestras de café cg
merciales, se hicieron pruebas de la mezcla de disolventes -
de 1a fase mdvil, velocidad de flujo y longitud de onde, que
sirvieran para establecer las condiciones en las que trabaja
ria el aparato, '

6.,1.1,-FASE NOVIL.

Con base en el método oficial del A4,0,A,C. y otros tra-
bajos, se probaron las siguientes mezclas de disolventes pa—
ra la fase mévil:

- AguasAcetonitrilo {80:20)
-~ Agua-Ac,Acdtico(l #):Metanol (80:20)
— Agua-Ac,Acdtico{l %):Metanol (70:30).

6.1,2,-VELOCIDAD DE FLUJO Y LONGITUD DE ONDA.

9e varid la velocidad de flujo de la fase mdvil en la -~
columna desde 0,5 & 2 ml/min, y de igual forma la longitud -
de onda se fue variando de 274 a 290 nm,

6,2,-TIEMPO DE RETENCION,

Para determinar ¢l tiempo de retencidn, asf.como el ——=
area bajo la curva para la teobromina, teofilina y cafeina,
se tomaron substancias puras de grado analftico (R.,A.,) de los
laboratorios Sigma (San Luis Mo. USA).

Se hizo primero la determinacién de los tiempos de re-—-



«50=

tencidn de cada uno de los alcaloides por separado y poste-—-
riormente, haciendo una mezcla de ellos, se observd que eran

los siguientes:

- Teobromina: 5.8 £ 0,3 min.
- Teofilima: 7.2 X 0,5 mfn.
~ Caféfna: 9.8 ¥ 0.5 mtn.

Yas figuras 4 y 5 muestran los cromatogramas obtenidos
con los tiempos de retencién de un estandar de alcaloides y
de una muestra de café con su estandar interno respectivamen
te.

6.3,~ESTANDAR INTERNO.

El estandar interno es una substancia seleccionada, con
estructura parecida con los compuestos a investigar, que no

se encuentra de manera natural en el material de estudio,

El eatandar interno debe ser agregado a la solucidn que
contiene el o los compuestos que se dessan determinar, prefe
rentemente debe aparecer en una posicién no muy alejads de -

los compuestos de 18 muestra que se analiza.

Por medio del estandar interno se corrigen las variacig
nes de color, de rendimiento, velocidad de flujo y probable-
mente otros parametros de operacidén de la columna y del sis-

tema analftico que podria afectar el area del pico.

Con el objeto de determinar el compuesto & emplear como
estandar interno, se hicieron pruebas con substancias que tu
vieran estructuras parecidas a los alcaloides que se estaban
valorando y cuyas caracterf{sticas fueran parecidas en el com
portamiento cuando se trabajan en el HPLG, pero que €l ——w=
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JFigurs N° 4

CRO¥ATOGRAMA DE UN ESTANDAR DE ALCALOIDE3 DEL CAFE.

M
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012345678910 12 14 16 Hin,
ALOALOIDE TIEMPO DE RETENCION
TEOBROMINA 5.884 Win,
TEOFILINA 6,940 Min,

CAFEINA 9.695 Min.
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Fisura N© ]
CRONATOGRAMA DE UNA MUESTRA DE CAFE CON SU ESTANDAR

INTERNG
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0123456789012 14 16 18 20 22 24 26 Min,
ALCALOIDE TIEMPO DE RETENCION
TEOBROMINA{TB) 5,809 W¥in,
TEOPILINA(TF) 7.500 Min,
CAPEINA(GA) 9,519 Min,

ESTANDAR INTERNO 19.905 Min.
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tiemno de retencién de estas substancias no interfiriera con
8l tiemvno de retencidn de los alealoides y que tuvieran una
drea bajo le curva bien definida,

Las substancias que se oprobaron para definir el estan--

dar interno fueron las siguientes:

Alopurinol
Nombre qufmico: 4-hidroxipirazolon
(3,4-4), pirimidina.
Peso molecular: 136.11

0 i
)l X
H-N 20
o~ oot
Acido Urico

Nombre qufmicos (7,9-dihidro-1,H-purina-
2,6,8 (3H))-triona,
Peso molecular: 168,11
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ﬁmcilo
Nombre qufmicos 2,4 (1H,3H)-pirimidin-diona.
Peso moleculars 112,09

| g
a1e
—CHZ-C-COOH
i
B

iriptofano
Nombre quimico: Acido l-u-aminoindole-
3-propionico,
Pego molecular: 204,22

H

H H
[ [}
HO—? -CH

3
~N-—~CH

3

Efedrina
Nombre qufmicos {(l-(metilemino)etil)
bencenometanol.
Peso molecular: 165.23
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O -0
- N~H
H502 h
Hﬁc2
Penobarbital

Nombre quimicos 5,5-dietil-2,4,6
(1H,3H,5H) pirimidinatriona.
Peso molecular: 184.19

(o} -0

F

Cumarine
Nombre quimico: 2H-l~benzopiran-2-ons.
Peso molecular: 146,14

6.4,~CURVA ESTANDAR,

Se hizo la preparacidn de una curva estandar con la mez
cla de los tres alcaloides, con el objeto de tener una refe-
rencia para cuando se hicieran las determinaciones de los al

caloides en las muestras de cafd.,

Se prepard una solucidn & una concentracidn de 100 ==~

meg/ml. de cada uno de los tres alcaloides y de esta Bolu---



-56-

c¢idn se hicieron diluciones para tener concentraciones de:

i, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 meg/ml, se filtraron
por membrana Millipore Tipo HVLP (para soluciones orednicas
¥ acuosas) con tamaflo de poro de 0.47 mm y se inyectaron al
HPLG, con los datos obtenidos de las concentraciones y dreus
para cada uno de los alceloides, se construyeron las gréfi--

cas de la curva estandar,

6.5.~METODO DE EXTRACCION.

S¢ procedid a elaborar un método de extraccidn de los -

alcaloides que fuera adecuado para las muestras de café,

Se probd primero el método para café tostado del —wemw-
A,0,A.C, NO 15,019, modificdndose a cantidades mds pequefias,
pues el método de cuantificacidén nor HPLC es mucho mds aensi
ble, también se probaron las condiciones de extraccidén pro--
puestas en otros trabajos, en los cuales determinan alguno -
de los alcaloides en café o en otros productos alimenticios
tales como chocolate, té, cola, etc.

Independientemente de la cantidad de muestra usada para
1a determinacidn, se tenian dos factores Que eran temperatura
¥ tiempo de extraccidn, los cumles habfa que establecer per-
fectamente para que la extraccidén fuera éptima, ya que la sg
lubilidad de los tres alcaloides no es la miama,

La temperatura @& la cufl se hizo el % de recuveracidn -
de los alcaloides, se determind en base al comnortamiento de
una mezcla estandar de los tres alcaloides 2 una concentra--
cidn de 10 mcg/ml, teniendo constante el tiempo del % de re-
cuperacién de 15 minutos y variando la temveratura de 20, 30,
40, 60, 80 y ebwllicidn (93°C).
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En la grdfica N° 1 se presentan los resultados obteni--
dos para teobromina, como se puede ver en la prdfica el % de
recuperacidn mdximo se tuvo a la temperatura de ebullicidn -
(93 o0y,

Para teofilina se presentan los resultados en la grdfi-
ca N° 2 y como podemos ver también el % de racuperacidn medxi
mo Vuelve & ser la temperatura de ebullicidn (93 °C),

Los resultados para cafefna se dan en la grdfica NO 3 y
se repite igual gque para los alcaloides anteriores, nuevamen
te el % de recuperacidn mdximo es 1la temperatura de ebulli-.
cidn (93 °¢),

De acuerdo a las grdficas anteriores para teobromina, -
teofilina y cafefna se pueée conclufr que la temperatura don
de hay mayor eficiencia en el % de recuperacién para los tres
alcaloides es le temperaturs de ebullicidn (93 °C).

Por esta razdn se tomd esta temperatura como parte del
método de extraccidn de 1los alcaloides de las muestras de —
cafd estudiedas,

Por otra parte tambidn se determiné el tiempo necesario
en que el £ de recuperacidn de los alcaloides fuera mds efi-
ciente, observando el comportamiento de 1a misma mezcla e8w-
tandar a una tempe;‘atum de ebullicidn (93 °C) y variando el
tiempo de O, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos.

En la grdfica N° 4 se dan los resultados para teobromi-
na y como se puede ver, se tiene un lapso de tiempo en gque -
el % de recuperacidn se mantiene constante y este es de 20 a
45 minutos,

Para teofilina los resultados los podemos ver en la grd
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fica NO 5, en 1a cudl se observa Que se tienen dos puntos md
ximos del % de recuper2cidn y estos son: uno & los 20 minu--

tos y otro & los 60 minutos,

Con respecto a 1a cafefna los resultados los podemos -
observar en la grdfica NO 6 y podemos ver que el tiempo ideal
de el % de recuperacidén & la temperatura de ebullicidn es &
los 30 minutos,

En estas grdficas, se oi:servd que la meyor eficiencia -
en el % dé recuperacidén de los alcaloides & la temperatura -
"de ebullicidn es en el rango de 20 a 45 minutos,

Se decidid que el tiempo dptimo del % de recuperacién -
de los alcaloldes serfa a los 25 minutos, 'ya Gue en ese mo——
mento se tendrfa un valor promedio para teofilina y cafefna
¥ en el caso de la teobromina su valor fue constante deade -
los 20 minutos,

También se utilizd el procedimiento de digestidn pro-~-
puesto por otros autores empleando Oxldo de Nagnesio y se ==
vid que los valores no mostraban diferenciaes significativas

que cuando se hacia 1la extraccidn con agua caliente.

Basdndonos en otro trabajo, se compard el procedimiento
que utilizan los cartuchos Sep-pak 018 para purificacidn de
la muestra y el empleo de membranas Millipore tipo HVIP (pa-
ra soluciones orgdnicas y acuosas) con tamafio de poro de ——-
0,47 mm. se encontrd que filtrando por el cartucho Sep-pak -
018 se perdfa ls mayor parte de teobromina y parte de la teg
filina, Como en este trabajo habla interés en conocer el con
tenido de estos dos alcaloides, ademas de la cafefna, se de-
cidio emplear unicamente membranas Millipore (22,23).
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EPECTO DE LA TEMPERATUR4 BN LA EXTRACCION DE
TEOBROFINA A TIENPO CONSTANTE (15 min)

TE¥P.OC AREA ¥ D,S. 4 RECUPERC X D,S.

20 226395 4728 7.25 1.48

30 269952 6119 84,74 1,92

40 287494 2328 90,25  0.73

60 288517 1376 90.57  0.43

80 300777 3000 94.42 0,94

Ebull.(93) 309566 2914 97.18  0.91
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EFECT0 DE LA TEMPERATURA EN LA EXTRACCION DZ

TEOFIIINA A TIVMPO CONSTANTE (15 min.)
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EPECTO DE LA TEVPERATIRA EN LA EXTRAQCION nT
CAFETNA A TIZVFC CONSTANTE (15 min.)
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20 279640 6872 102,68 2,52
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40 295348 3695 108,44 1,36
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80 293744 3794 107.85 1.39

Fbull.(93) 304019 5182 111.77 1.90
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6.6,~CALCULOS PARA SACAR EL # DE RECUPERACION POR
EPECTO DEL TIEMPO Y TENPERATURA.

CUANDO NO SE UTILIZA ESTANDAR INTDZRKO.

Area de una conc, de

curva estandar extraido 100 #
sin tratamiento.

Area de la misma conc.

de estandar después del x

tratamiento,

x = % de recuperacidn.

CUANDO SE UTILIZA ESTANDAR INTERNO.

E«. = Area del estandar interno

Area del alcaloide Zconc. de trabajo;

E.d. = Equivalente de alcaloide,

% de Recuperacidn = Conc, de trabajo del alcaloide x

E.Q, x Area_del alcaloide con tratamiento
Area del estander interno -
con tratamiento.

Nota,- Bn este trabajo se encontrd que el estandar interno

no se modificaba por efecto del tiempo y temperatura,
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6,7.~-CALCULOS PARA LA CONCENTRACION D& TEO3RONMINA,
TEOPILINA Y CAFEINA EN MUESTRAS DE CAFE,

Con los cromatogramas obtenidos, se obtuvieron las ---
dreas de concentracidn correspondiente para cada alcaloide y
se compararon con la curva estandar, obteniendose una concen
tracidn pare cada compuesto,

Para 1a obtencidn de 1a concentracidn de cada alcaloide
en 100 gramos de muestra se usd la siguiente férmula,

meg/100 g. = ——-S-X A ___ x100
Pego de muestra
mcg/100 g, SR
1500 160 &
Dondey

C = Concentracidn
A = Aforo,
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7.~-RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1.-CONDICICNES ESTABLECIDAS EN EL INSTRUMENTO (HPLC)

Despuds de probar las mezclas propuestas para la fase -
mdvil, se observd que la que did mejores resultados en cuan-
to a separacidn de los compuestos y a resolucidn de los pi--
cos, fue 1a mezcla Agua-Ac.Acdtico(l %):N¥etenol (70:30).

Con la fase mdvil definida se determind la velocidad de
flujo & 0.8 ml/min, ya que con esta velocidad se definié una

me jor separacién de los picos.

La longitud de onda con 1la que me tuvo mejor resolucidn
fue de 280 nm.

Ya con estons datos bien definidos, se establecié el pro
grama de trabajo para el HPLC, quedando de la siguiente for-

ma:

Columna; Micro-pak MCH-10 (30 cm x 4 mm)

Plujos 0.8 mi/min.

Pase mévil: Agua-Ac.Acdtico(l #):Metanol (70:30)
Detector: Ultravioletae

Longitud de onda: 280 nm.

De los compuestos Que se probaron para usarlos como es~
tandar interno, se vié que el Alopurinol, Acido drico, Uraci
lo, Triptofano y el Fenobarbital, daban tiemnos de retencidn
muy parecidos & los compuestos de interds o salfan muy cerca
nos a ellos, lo que hacfa que se presentara interferencia.
El ¥nico compuesto que tenfa un tiempo de retencidn mds ale-
Jado: de 19,1 a 19.3 minutos era 1la Cumarina, 1o que Tesultg
ba 1dgico puss su estructura qufmica no era tan parecida a -
1la de las xantinas, por lo que se decidid usar este compues-
to como estandar interno,
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7.2.-CURVA ESTANDAR.

Para 1a obtencidén de la curva estandar, se praficé Con-
centracidn (mecg/ml) Vs, Area y se obtuvieron las grdficas --
N°s, 7, 8 y 9 de teobromina, teofilina y cafefna respectiva-

mente.

En la tabla NO 3 ge ven los resultados de la curva estan

dar,
TABLA N 3
hESULTADOS DE LA CURVA ESTANDAR.
CONCENTRACION AREA
mcg/ml fEOBROMINA TEOFILINA CAPEINA
1 45679 23287 31924
2 75999 - 53625 58638
4 136640 114303 112068
6 197280 174980 165494
8 257920 235657 218922
10 318561 296334 272350
12 379201 357011 325778
14 439841 417689 379205
16 500482 478366 432633
18 561182 539043 486061

20 621763 599720 539471
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GRAFICA NO 7 ~-69-

CURVA ESTANDAR PARA TEOBROTINA

mx + b

0,998
m = 30469.6
1837..4

o
N
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GRAFICA NO 8 =70-

CURVA ESTANDAR PARA TEOFILINA

mx + b
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m = 30338.6
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y.= 30338,6 x - 7051.8
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CURVA ESTANDAR PARA CAFEINA
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T+ 3.~NETODO DE EXTRACCION,

A continuacidn se da el método de extraccidn que sirvid

para la preparacidn de las muestras de café comerciales,

Se vesa una muestra de cafd de 100 & 300 mg, se coloca
en un matraz Erlemeyer de 125 ml, se agregan piedras de ebu-
1liecidn, se agregan aproximadamente 50 ml de ague desminera-
lizada hirviendo y se sigue con la ebullicidn durante 25 mi-
nutos; al terminar este tiempo, se enfrfa el matraz inmedia-

tamente al chorro de agua hasta temperatura ambiente,

Despuds se pasa el contenido a un matraz aforado de 100
ml, lavendo el matraz original con agua desmineralizada, se
agrega un mulilitro de estandar interno de Cumaring de una -
concentracidn de 1000 mcg/ml y se afora con agua desminerali
zada, spe homogeiniza perfectamente, se filtra en papel de --
filtracidn rdpida (Watman N° 5) y de esta solucidn se toma un
volumen de eproximadamente 10 ml, la cudl se filtra por mem-
brana Millipore tipo HVLP (para soluclones orgdnicas y acuo-
sas) con tamafio de poro de 0.47 mm y de este filtrado se in~
yecta al aparato HPLC una alfcuota de 10 microlitros.

El drea obtenida para cada muestra problema se interpo-
la en la curva estdndar correspondiente para cada alcaloide,
obteniendo la concentracidn de cada muestra,
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T7+4,~DISCUSION DE RESULTADOS OBTENIDOS EN 1OS CAFES
COMERCIALES EWMPLEANDO EL METODO DESARROLLADO.

Los resultados de 1a concentracidn de teobromina, teofi
lina y cafefna de las muestras de cafés comerciales se dan a

continuacidn en la tabla N° 4,

TABLA No 4.
CONTENIDO DE LOS ALéALOIDES EN CAPES COMERCIALES,
ALCALOIDES
mg/100 g. de muestra de cafd
NUESTRA TEOBROMINA TEOFILINA CAFEINA

- Café en grano crudo Trazas 2064,1 1620,1
- Cafd en grano tostado ———— 88,0 1234.7
- Café en grano tostado

Internacional - 720.5 1320.0
- Café en grano tostado

con agfear, ———— 199.9 862,9
- Café en grano tostado .

con azdcar Legal ———— 183.4 639.6
- Café granulado soluble

Internacional =000 acecece cmeeen 795.6
- Café soluble Oro ———— 418.4 2191.3
« Café grenulado soluble

Nescafd, —— 956.7 2435.1
~ Café soluble Diplomat

(Nescafd) 0 aeaod - 1706,3 2899,5
- Café soluble Ristreto

(Negcard) e 377.4 ~ 3306.3

~ Café soludle Decaf = = @ acmma- 1528.8 599.8
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en la tabla anterior se observa, que la teobromina no -
se detectd en ninguna de las muestras analicadas de cafés —-
tostados e instantdneos comerciales, solo se encontrd muy pe
quefiz cantidad en en el grano crudo, Gue no se tomd en cuen-

ta,

La teofilina que en el grano crudo se encuentra en ma--
yor proporcidn due la cafeina, se ve disminufda notablemente
en todos los cafés tostados, manteniéndose una relacidn in--

versa & la que se presenta en el cafd en granc crudo,

Unicamente en el cafd Ristreto se mostrd una relacidn -
tan desproporcionada entre cafefns y teofilina de 1:8, podria
pengarse que se le ha agregado: cafefna o .se emplearon para —
su preparacidn variedades de cafds con mayor contenido de ca
fofna, Un resultado contrario se observd en el café Decaf, -~
donde se ve una relacidn inversa de cafefna y teofilina,

Bn los cafés tostados con azfcar se observa un efecto -
de simple dilucidn 1dgica por la adicidn de azfcar,

No se encontrd ninguna explicacidn al resultado obteni-
do en la muestra de cafd granulado soluble Internacional don
de no se detectd teofilina, aunque podria pensarse en una --
destruccidén de este alcaloide por un tratamiento drdstico de
calentamiento,

En el café en grano tostado se podrfa decir:que disminu
ye la cafeina aproximadamente 20 %, sin embargo esta diferen
cia podrfa gser mayor vordue ls humedad del café tostado es -

menor que el crudo,

En el andlisis de resultados de los cafés tostados en -
grano, no se encontrd diferencia para cafefna entre el café
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Internacional compardndolo con uno & granel, sin embargo en
el café Legal y el café a granel en grano con azfcar se en

contrd aue el contenido de cafefna fud aproximadamente el S0
% del encontrado en los anteriores, esto es debido a la dilu

¢idn con azdcar,

En cuanto & los cafés instentdneos, el café Oro y las -
cuatro presentaciones de 1a compadia Nestle, resultaron 16gi
cas siendo el café Ristreto él de mayor contenido en cafefna
y el café Decaf el de mds bajo contenido.
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8,-CONCLUSIONES.

1.,-5¢ simplificd el método de extraccidn, no utilizando --
Oxido de Magnesio pues se obtuvieron resultados semejan
tes empleando el método de extraccidn con apgua desmine-
ralizada en ebullicidn durante 25 minutos,

2,-No se deteotd teobromina en ninguna de las muestras tan
to de cafés tostadés como de cafés instantdneos, no obg
tante que en una prueba preeliminar realizada con gra--
nos de cafés verdes se encontraron pequefias cantidades
de este alcaloide, junto con otros picos no identifica-
dos,

3.-0tro aspecto de importancia en este método, es el tiem-—
po razonablemente pequeflo en relacidn con los métodos -
hagte ahora presentados y que en una sola determinacién
se cuantifica a los tres alcaloides, y por los otros md
todos 80lo se determina uno o dos de los tres alcaloi-—
des,

4.,-Aunque los cromatdgrafos de lfquidos de alta resolucidn
(HPLC) son muy costosos, cuando se tienen resultan muy
convenientes pues se necesitan cantidades muy pequefias

de muestra, asf como reactivos de fdcil acceso,
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