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1.-IN'!!:tODUCCION 

El café es uno de los productos más conocidos Y que se 

consumen diariamente en casi todas laa ~artes del mundo, por 

~sta raz6n, su comercio es muy importante para la economía -

nacional e internacional, A nivel nacional participa como -­

primer producto de exoortaci6n agropecuaria, segundo produc­

to de exportación superado solo ~or el petróleo, tercer een~ 

rador de divisas después del petr6leo y el turismo y México 

es el quinto país productor de café en el mundo (1). 

Otro aspecto importante del café es la pureza de los -­

componentes que lo forman, esto ha hecho que se desarrollen 

muchas formas para determinar si el oaftf ha sido adul tarado. 

Entre los componentes princi¡iales del grano del café -

tenemos a los alcaloides y su determinación siempre ha sido 

un problema y una necesidad, ya que con esto se puede deter­

minar si un caftf ha sido adulterado. 

En este traba~o se desarrollard un método de identific~ 

ci6n y cuantificación de loe alcaloides del caftf, por Croma­

tografía de Líquidos de Alta Resoluci6n (HPLC) utilizando -­

muestras de café comerciales. Pretendi,ndose con este traba­

jo mejorar los métodos hasta ahora ree.Uzadoe en cuanto a r!! 
pidez, reproducibilidad, utilizaoi6n de reactivos, solventes, 

tiempo, etc. 
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2,-0BJETIVO 

Desarrollar un m'todo por Cromatograf!a de Líqu.idoe de 

Alta Reaolucidn (HPLC) rd9ido y reproducible para la identi­

ficacidn de loe alcaloides del caf,, utilizando muestras de 

cafi comerciales, 
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3,-GE~ERALIDADES 

3,1.-HISTOnIA DEL CAFE, 

El caf6 ea orieinario de Africa, fue' introducido en -­

Etiopía alrededor del año 1200 1 difundiéndose rápidamente -

'[lOr todo el mundo intertropical a lo largo del ~'ar Ro ;!o, la 

Meca, El Cairo y por toda Asia, ¡¡racias a 1a intervencidn de 

los peregrinos que lo llevaron,a sus respectivos países, Por 

el afio 1300 se conocio" en Persia y nor el aí'!o 1500 en Tur-­

quía, poco tiempo después, su comercio fue introducido al -­

Mediterrdneo por Venecia cuando los turcos la invadieron y -

si bien al principio se le did un uso médico, gra~ualmente -

fue imponi~ndose como bebida corriente, aunque su elevado 

costo lo coneervd mucho tiempo entre los consumidores mis 

ricos, 

En la India, W.oelem Pilgrims comienza el cultivo de ca­

f~ hacia el afio 1600. Por primera vez se comercia con caf~ 

en Al!lsterdam en 1640 y ya con mucha frecuencia en 1663, 

Se sabe que en el siglo XVI en Constantinopla (Estambul) 

se inaguraron los primeros ca!&e cantantes, donde loa baila­

rines entretenían a los ricos clientes que degustaban el ca­

f&, 

' En esa &poca de grandes viajes comerciales, de Occiden-

te a Oriente 1 los viajeros que regresaban traían consieo en­

tre otras cosas el caf6 1 llegando por las costas de Italia, 

En Inglaterra aparecid en 1652 1 llevado ~or un comerciante 

griego y contrariamente a lo que suele creerse, este país se 

convirtío en uno de los de donde m~s se le apreciaba, ya que 

pronto empezaron a establecerse caf&s, nroliferando y llega~ 

do a sumar m'e de dos mil, ee dice que el Rey Carlos II ---
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intent6 cerrarlos porque creía que los clientes se dedicaban 

ha hablar en ellos de política y esnarcían rumoree falsos, -

que perjudicaban el buen desempeño del fObierno de BU majes­

tad, Esta situaci&n duro muy noco, ya que los lugares eran -

tan populares que tuvo que reabrirlos nuevamente, 

A Francia lleg6 el café en 1669 por medio de Solimán -­

Aga, embajador del sultán de Constantinopla, qu!en lo llev6 

en la valija diplomática. Francia decidi6 adoptar esta bebi­

da y a causa de su imperio colonial lo hizo llegar hasta Ho­

landa, de donde alcanz6 loe países escandinavos y Suiza, con 

ellos, Europa entera qued6 prendada del café, 

Ma"e tarde, loe emigrantes que fueron a poblar Am&rioa -

del Norte llevaron consigo su nuevo tesoro, as!, lae trece -

colonias cultivaron café en el nuevo continente y Estados -­

Unidos se oonvirt!o rdpidamente en el primar consumidor mun­

dial. de café, La entrada del mismo al reato del continente -

fue de una forma distinta, 

A p1·inoipioe del 11iglo XVIII, loe holandeses decidieron 

cultivar caf' en 11u colonia americana, la Guyana, hoy Suri-­

nam. Desde allí loe misioneros aproximadamente en 1729 lo -­

llevaron a Brasil, donde se aolimat6 muy pronto, con lo que 

eu produoci6n aument6 erandemente, tanto que actualmente con 

trola el 50 ~ de la producci6n mundial de aproximadamente de 

20 a 30 millones de sacos al affo. 

Prancia lo introdujo a finales de 1800 en Hait!, de ah! 

fueron loe misioneros nuevamente quienes lo introdujeron ha~ 

ta Centroamérica y finalmente loe ingleses lo llevaron a Ja­

maica, pasando más tarde a Colombia, México y Costa Rica, 

Actualmente, ee puede decir que existe un cintur6n de -
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cultivo de cqfé entre los dos tr6picos que envuelven al mun­

do cubriendo sobretodo a Centro y Sudamérica, as! como parte 

de Indonesia, como se observa en la figura N° l. 

Figura Nº 1 

~1APA DE ZONAS DE CUL~rvo DE CAFE EN EL tlUNDO. 

El café dentro del comercio internaoional continlia eie~ 

do uno de loe diez primeros productos de intercambio. 

En México las primeras plantaciones de café se estable­

cieron en la regi6n de Acoyucan Veracruz, probablemente en -

el a~o 1795 con semillas introducidas de Cuba o las antillas, 

estas plantaciones no prosperaron porque se descuidaron du-­

rante el movimiento de independencia. Fue hasta 1817, cuando 

su cultivo se inici6 formalmente con plantas que el señór -­

Juan Antonio G6mez trajo de Cuba, 

Con el tiempo, el cultivo se extendi6 hacia el Norte de 

Veracruz y después a la Sierra Norte de Oaxaca 1·a algunas -

regiones de Puebla, Hidalgo y San Luis Potosí. Actualmente -

el cnfeto se cultiva en 3736 comunidades de 370 municipios, 
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ocupando una superficie de 497 456 hectdr-.ae que pertenecen 

a trece estados, los que se dan a continuación y enlistados 

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

1.-Chiapas 

2.-Veracruz 

3.-0axaca 

4.-Puebla 

5.-Guerrero 

6.-Hidalgo 

7.-san Luis Potosí 

8.-Nayarit 

g.-Jaliaco 

10.-Tabasco 

11.-Colima 

12.-Y.ichoacán 

13.-Querétaro 

3,2.-LEYENDAS SOBRE EL ORIGEN DEL CAFE. 

Bxisten muchas leyendas sobre e1 origen del café, se -­

mencionan a1gunas de ellas a continuaoión1 

Leyenda Divina.-Recibe este nombre por loe personajes -

que intervienen en e11a, Cuentan que mientras el profeta -~ 

Mahoma, enfermo, sufr!a de debilidad y de agotamiento, vino 

en eu auxilio el arcán~ Gabriel (r~conooido tanto por 'ra­

bee como por crietiano~~Ófreció una bebida reconfortB!l 

te, que no solo le devolvió la salud sino también 1a fuerza 

viril. Dicha bebida se dice, era tan negra como la piedra n~ 

gra de 1a Kaaba de la Meca, por lo que se le llamó desde en­

tonces Kawah y por haber sido conocida gracias a la mediación 

divina, se le utilizó a menudo. 

Otra leyenda dice que Ka1di un pastor árabe, cuidaba 

sus cabras en una altiplanicie de Btiop!a llena de matorral.es 

y que un día las cabras encontraron y comieron sin que nadie 

se percatase, unas plantas hasta entonces desconocidas, Esa 
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noche las cabras no durmieron, por el contrario se ~usieron 

a danzar y a brincar hasta el a1ba, Kaldi sin comprender lo 

sucedido decidi6 vigilar al d!a siguiente cada movimiento de 

los animales y as! descubri6 que com!an las frutillas ve un 

arbusto raro, Intrigado prob6 también este misterioso fruto 

obteniendo un resultado igual a1 de las cabras de su rebafio, 

no concili6 el suefio durante la noche. Mds tarde, un religi2 

so escuch6 de Kaldi el relato, lo encontr6 maravilloso y le 

pidi6 que le mostrase tan útil regalo de la naturaleza y con 

&1 confeccion6 bolitas que a1 masticarlas le permitieron al 

igual que sus colegas ~rolongar la oraci6n y la meditaci6n -

nocturnas, 

Según cuenta otra leyenda, en una comunidad religiosa -

llamada Chehodet, una noche las cabras de los monjes, en lu­

gar de dormir !)Bsearon nor los montes, Aquellos pensaron que 

un Chotooabras, ave nocturna que merodea los rebaffoe andaba 

alborotándolas, mds al salir a poner orden vieron que la es~ 

ea eran las frutas de cierto arbusto que los animales hab!an 

comido. 

Azorados tomaron algunas cerezas e hicieron con ellas -

una decocci6n que m~s tarde incluyeron en su dieta, Cuentan 

que para obtener la infusi6n, el jefe de la comunidad sec6 -

los granos al fuego haciendo sin saberlo el primer tueste, 

La bebida recién descubierta recibi6 el nombre de Xawsh 

apelativo que parece guardar ale;una relaci6n con la 9rovin-­

cia de Kafa de la que el caf& procede. También se ha encon~ 

trado que Kawah significa lo que maravilla y da vuelo al peu 

semiento (4), 
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3.3.-PLANTA Y CLASIFICACION BOTANICA DEL CAFB 

El cafeto pertenece a la orden de las Rubiaceas la que 

estd dividida en once familias, en las que se aff!'upan los nJ! 

merosos géneros de esta importante orden. En la familia Co-­

ffidceas se encuentra el eénero Coffea, que da nombre a la -

familia y algunas de cuyas especies producen el café. 

La clasificaci6n b6tanica del café es la siguiente: 

REINO VEGETAL 

DIVISION 1 ESPERMAFITAS O FANEROGA!f.AS 

StrnllIVISION 1 ANGIOSPERMAS 

CLASE 1 DICOTILEDONEAS 

ORDEN RUBIACEAS 

FAMILIA COFFEA 

ESPECIE 1 SON 66 ESPECIE$, 

Desde el punto de vista econ6mico la de mayor importan­

cia es la especie Coffea aníbica, originaria de Etiopía, --­

aportando el 75 ~ del café que se produce en el mundo y ea 

prdcticamente la t1nica que se cultiva en América Latina, 

Las variedades mds importantes que se cultivan de esta 

especie son las siguientes: 

TYPICA,-Ee la mds conocida de todas y se llama así por 

tomarla como patr6n cuando se compara con otras variedades 

para evaluaciones de andtomía y genética, Es un arbusto de 

mas de tres metros de altura, oon ramificaciones secundarias 

y terciarias poco abundantes, con entrenudos largos, Las ho­

jas son de color bronceado cuando estan nuevas y son verdee 

al madurar; de floree blancas que dan frutos elípticos cuyas 

semillas son de oolor verde obscuro, 
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BOURBOll,-Laa plantas de esta variedad son de forma más 

cilíndricas que la Typica y de ramificaciones más intensas, 

las hojas son un poco más cortas y con bordea más ondulados; 

loa frutos son de menor tama~o y las semillas tienen una pr~ 

yecoión más circular, esta variedad es la segunda como pro-­

duotora de caf~ en el mundo, 

CATURRA.-Eata variedañ ae considera como una mutación 

de la Bourbon condicionada por un factor dominante, ae dese~ 

brió en Minas Geraia, Brasil, Su porte ea menor que el de la 

Bourbon, la planta es más redonda y loa entrenudos tanto del 

tallo como de lae ramae son muy··cortoa, eat;a característica 

hace que la planta sea máe baja que la Bourbon y presente -­

una apariencia de alta produoción, au ramificación ee abun~ 

dante y aue hojas son más largas y anchas que la de Bourbon. 

MUNDO NOVO.-Originada probablemente de la cruza nlltural 

entre la variedad Bourbon con una selección de !ypica llama­

da Sumatra; ea originaria de Brasil. Su porte es alto y sus 

hojas son semejantes a las de Bourbon, su ramificación secll!l 

daria es abundante, sus frutos y semillas son pareoidoe a la 

variedad fypioa, 

GARNICA,-Con este nombre ae ha designado a ciertas va~ 

riedadee derivadas de la cruza entre selecciones de Caturra 

Amarillo 13 y Mundo Novo 15, la finalidad de crear 6ste.h!-­

brido entre estas variedades ~ue la de sintetizar en un solo 

cultivo el porte bajo del Caturra y el gran vigor y alta pr~ 

ducción del ~'undo Novo. 

Otras variedades de esta especie son: Tchertcher, Sida­

ma, Gimma, Local Bronze, Bronze Tip, Kents, Blawan Paaomach, 

Bourbon Vermelho y Bourbon Amarilla, 
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Otrae es~ecies de cafi utilizadas para la producción c2 

marcial son: Coffea Canei;ihora cuya variea.ad Robusta es la 

mds cultivada y la es~ecie Coffea Liberica que uportan el 24 
y l % respectiva~ente (2,5,6,7). 

3.4.-CULTIVO DEL CAFE. 

El cafi se obtiene de una planta denominada cafeto, que 

se cosecha en lugares que se localizan geogrdficemente entre 

el trópico de cdncer y el tró~ico de capricornio. Las plantas 

son peque~os arbustos que lleBS-n a crecer hasta siete metros 

de altura, pero nunca se lea deja lleBS-r a ese nivel, sino -

a6lo hasta loe dos metros para que loe recolectores loa al--

caneen. 

Son árboles de hojas peraietentes opuestas, oblongo-ao­

vadas,, coridceaa, glabras, brillantes y acuminadaa. l'orman -

racimos axilares de floree blancas, tubulares y fragantes y 

frutos en baya de color rojo o pl1rpura, del tamaf'lo de una C!!. 

reza, cada flor eetd conetitu!da por un cáliz de cinco dien­

tes, una corola tubular de cinco lóbul.os, cinco estambres, -

un ovario bilocul.ar y un estilo bífido. 

El fruto consiste en un pericarpio bilocular que rodea 

a dos semillas plano-convexas, cada una con un surco longit!!, 

dinal en su superficie plana y eetdd 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 comt.Úl y prdctico su 

cultivo entre loe 1830 y 2135 metros de altura sobre el ni-­

vel del mar. 
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Los suelos no deben ser secos y duros sino mas bien fl.!l, 

jos y profunños, deben tener una acidez apropiada, as! como 

elementos ninerales necesarios e indispensables como nitra-­

toe, nitritos, fósforo y potasio. Otros menos indispensables 

son el magnesio, calcio, B?.ufre, fierro, manganeso, c!nc y -

cobre, los suelos volcdnicoe eon ricos en estos minerales. 

El clima incluye temperatura media de aproximadamente 

20 oc con una variaci6n de 7 u 8 °c y entre 150 y 200 cm3 de 

precipitaoi6n. 

La sombra tiene un efecto equilibrante en el árbol de -

cafof, parece guardar un balance en la f1oraci6n con la pete!! 

cia del árbol y la capacidad del medio ambiente, protegi.rna.!l. 

se del viento y de la sequedad. La frescura ocasionada por -

la sombra en el d!a reduce la transpiraci6n de hojas y ra!z, 

la luz del sol directa a la base de las plantas puede secar 

o inhibir su crecimiento, El crecimiento del cafof en el mun­

do ea bajo la sombra de loe árboles, que tambiofn se puede ~ 

utilizar para controlar la erosi6n de pendientes inclinadas, 

una tendencia actual es utilizar menos sombra incrementando 

mayores cantidades de fertilizantes y agua (2,5,8,9,10). 

3, 5,-ENl"BR!.IEDADES Y PLAGAS DEL CAPE. 

Las plagas son un factor que reduce la producoi6n cafe­

talera y su intensidad está en función de las condiciones -­

ambientales de las plantaciones, se· estima que se pie~de de 

1 a 2 ~ de la producción anual por este concepto, las plagas 

más importantes son los insectos como la broca del cafof, mi­

nador de la hoja, barrenador del tronco y ramas, piojo hari­

noso, palomilla blanca, arat'la. roja, pulgones, chacuatete, --
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hormigas, gor~ojoa, grillos, chapulines, gallina ciega Y ~ 

otros animales como babosas y roedores, Por otra parto las -

enfermedades del cafeto pueñen producir grandes oérñidaa que 

van del 25 a1 30 ~ de una cosecha, dependiendo del clima, -­

suelo y prEÍcticas de cultivo de cnda regi6n. Las partea afe~ 

tadaa por las enfermedades son; la raíz, tallo, ramas, bro-­

tea, flores y loa frutos verñea y maduros, 

Muchos de loa organismos caueRntea de estas enfermedades 

son microac6picoa y se agrupan en colonias, formando lamas o 

mohos en manchas de colorea que se observan a simple vista -

apreciando la extensi6n y magnitud de los daños, 

Las enfermedades principales del cafeto son1 en primer 

lugar el hongo causante de la Roya o Herrumbre (Hemilea Vas­

ta trio Verk y Br) que ea la que produce erandes pérdidas a -

nivel mundial, si no se le controla ya aes con substancias -

qu!micas o bien desarrollando variedades resistentes, Otras 

enfermedades son el Dampingoff (tardío) que destruye total-­

mente la planta; el Mal de Negro de loa tallos que destruye 

totalmente a las plantas; Mancha de Hierro, ataca las hojas 

defoliándolas; Antracnoais ataca hojas, ramas y frutos; Nem! 

todos atacan sistema radicular; Mal de Hilachas o Koleroga -

daf'!a tallo, ramas, hojas y fruto; Ojo de Gallo o Gotera pro­

duce defoliaoi6h; Requemo o Derrite ataca brotes, hojas tie~ 

nas y cerezas; Mal Rosado o Salmonicolor ataca 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 maduración del fruto del caf&, en la mayoría de laa 

zonas productoras, ae presenta despu&s de 7 a 8 meses de la 

floración, en regiones de temperaturas bajas tarda un poco 

m¿a y en lugares cálidos la maduración se efectúa un poco -­

antes, En M&xico la recolección se efectúa de octubre a fe-­

brero, 

Los frutos ae cosechan al llegar a la madurez y se hace 

grano por gro.no cuando llegan a la madurez completa, que se 

observa por un color marrón intenso, aunque hay variedades -

de color amarillo cuando están maduros, 

En la figura Nº 2 se ve un corte longitudinal del fruto 

de cafi mostrando laa partea anatómicas del fruto, La aemi-­

lla de caf& presenta una superficie plana que se encuentra -

con otra igual dentro del fruto, cada mitad está recubierta 

por un delicado tejido llamado pel!cul.a, Estas dos fraccio-­

nes se sostienen dentro del endocarpio por una membrana con~ 

cida con el nombre de pergamino o cascarilla 4e car&, que es 

duro y quebradizo cuan~o se seca, el ouál rodea individual -­

mente a cada una de las partes que constituyen el grano, La 

cascarilla en cambio está cubierta por una gruesa capa de cd­

lulas esponjosas que forman la pulpa, tenidndo un espesor de 

5 mm. Debido a la consistencia viscosa del mucílago, una le­

ve presión sobre el frute ea suficiente para expulsar de dl 

las dos mitades que constituyen el grano. 
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Figura Nº 2.-CORTE LONGITUDINAL DE UNA CEREZA DE CkFE. 

a) ENDOSPERMO O GRANO DE CAFE 

d b) ENDOCARPIO O CASCARA 

c c) MESOCARPIO O ~UCILAGO 

b d) ESOCARPIO O PULPA 

e) DISCO U OMBLIGO 

f) EMBRION. 

La compoeici6n qu!mica de las diferentes partee que fo~ 

man el fruto del caf6 son las eiguientees 

a) Endospermo o Grano de Caf6.-Tiene Wlll compoeici6n -
qu!mica compleja, 

En base seca contienes 

A~~caree Reductores 1.5 .¡. 
Sacarosa 7.0 

"' Almid6n 10.0 " Pentoeanae 5,0 " Hemioelu1oea 15.0 .¡. 
Holocelu1oea 18.0 .¡. 
Ligriina 2.0 .¡. 
Aceites 1).0 .¡. 
Prote!na 13.0 .¡. 
Cenizas como Oxido e 4.0 .¡. 
Acidce no Volátiles comos 
Acido Clorog6nico 7.0 

"' Acido O:dlioo 0.2 " 
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Acido Málico 

Acido Cítrico 

Acido Tartárico 

Trigon~lina 

Cafeína 

0.3 .,. 
0.3 .,. 
0.4 .,. 

1,0 'f. 
l a 2 fo 

·b) Endocarpio o Cáscara.-Ea la parte anat6mica que envuelve 

al grano después de la capa mucilaginosa y representa aproxi­

madamente el 12 '/. del grano en base seca, 

Químicamente contiene: 

Huemdad 

Carbohidratos 

Grasas 

Proteína 

Cenizas 

Extracto Libre 

de NitrcSgeno 

7.6 ':(, 

92.8 fo 
o.6 fo 
o.39f. 
0.5 .,. 

c) Mesocarpio o Mucílago.-Está localizado entre la pulpa 

y la cáscara del grano de car,, representa el 5 '/. del peso S! 

co, ea W1l1 capa de 0.5 - 2 mm. de espesor fuertemente adheri­

da a la cáscara, f'ísioame~te es un siatema coloidal l!quido, 

liof!lico e insoluble en agua, 

Químicamente contiene: 

Agua 
Proteína 

Azlioarea 

Acido Péctico 

Cenizas 

84.2 .,. 
8.9 .,. 
4.1 .,. 
0.9 fo 
0.7 ~ 

Esta f'racci6n aparentemente no contiene taninos ni caf~ 
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!na, pero contiene enzimas pectinolíticaa. 

d) Esocarpio o Pulpa de Caf€.-RepresEnta alrededor del 

29 f. En base seca del fruto y tiene la siguiente composicidn 

química; 

Prote!na 9.2 - 11.2 "' 
Fibra cruda 13.2 - 27.6.,, con promedio de 18.l .,, 

Carbohidratos 57.8 - 66,l .,, con promedio de 43,0 .,, 

Grasas 2.3 - 2.7.,, 

Cenizas 8 .o f. 
Cafe:l'.na 0.51- 1.3 .,, 

Taninos 1.44- 4,5 .,. 

Acido Clorog€nico 2.6 - 2.7 .,. 

Acido Cafeico 0.31- 1.6 .,. 

Estos valores pueden cambiar de acuerdo a la variedad -

del caf&, localidad, prdcticaa agrícolas o t€cnicas de proc.!!. 

semiento. 

Los minerales de la fracoidn de las cenizas son1 

Potasio 

Calcio 

Pdsforo 

Sodio 

1.765 mg f. 
0,554 mg '!> 
0.116 mg f. 
0,100 mg f. 

Pe, Mg, zn, Cu, Mn y B Trazas, 

Loa principales constituyentes de la porcidn de los ca!'. 
bohidratos son: 

Celulosa 

Az~cares Reductores como ~luoosa 

Az~cares No Reductores 

Substanoia e P&oticas 

27.65 .,, 

12.4 .,. 

2.02 .,, 

6.52 .,. 
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Plosicari~os en la PRred Celular, Lignocelul~' 

sa, Hemicelulosa, y Lignina. 

Con respecto a la fracci6n proteínica, contiene niveles 

similares o m~s altos de aminoácidos que otros productos 

como la harina de soya o de algod6n, pero ea deficiente en -

aminoácidos azufrados. Tiene contenido alto de liaina, tanto 

como la harina de soya, Alrededor del 40 % del nitr6geno 

total, determinado por el m'todo de Kjeldah1, es nitr6geno -

no proteico que incluye cafeína, trigonelína, niacina, puri­

nas, pirimidinas, nitr6geno inorg~ico y otras fracciones no 

identificadas y la suma de todos los amino~cidos representa 

el 60 ~ de la concentraci6n del nitr6geno total en la pulpa 

del oaf' (2,7,12), 

3, 7 .-PROCESA!.:IENTO DEL FRUTO DEL CAF'E 

Despu's de cosechados los granos de caf' son llevados a 

loe beneficios para obtener los granos comerciales, coneia 

tiendo bdsioamente en dos operaciones que son: 

A) Beneficio HtSinedo.-Es el proceso o beneficiado del -­

car' cereza que se realiza por la vía hdmeda, es determinante 

para la calidad intrínseca del grano y su sabor como bebida, 

Requiere un consumo de agua más o menos grande en sus dife­

rentes etapas y tiene por objeto separar las envolturas que 

cubren al grano de caf,, el agua sirve como vehículo o condu~ 

tor del fruto y de sus resíduos hasta la obtenci6n del caf' 

pergamino, 
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El proceso tiene las siguientes etapas: 

a) Recibo de café cereza 

b) Despulpe 

c) Fermentaci6n 

d) Lavado 

e) Escurrido 

f) Oreado 

p,) Secado 

h) Reposo 

i) Envasado 

j) Almacenamiento, 

a) Recepción,-Despuée de la recolecci6n, los frutos se 

sumergen en un tanque al que se le dá forma de pirámide in-­

vertida, en el fondo del tanque, un tubo como sifón transpO! 

ta loe frutos a los pulperos, 

b) Depulpado.-Bs la primera operaci6n, por medio de un 

mecanismo de fricción se separa la pulpa del grano del caf.S, 

las m!Íquinae deepulpadorae se· pueden ajustar de acuerdo con 

el tamaffo del café cereza que se vaya a despulpar, si no se 

corre el riesgo de que se rompan loe granos grandes y no se 

despulpen loe granos chicos. La pulpa se transporta por agua 

hacia un sistema de recolección de desperdicios, ésta se pUJ!. 

de utilizar como abono orgtínico en loe cafetos y para ensil! 

dos en la alimentación del ganado vacuno, 

c) Permentaci6n.-Después que se ha efectuado el despul­

pe, loe granos de café se transportan por agua a tanques do~ 

de se lleva a cabo la fermentacidn, que consiste en la tran~ 

formaoi6n de las substancias insolubles del mucílago a otras 

solubles que sean fácilmente movibles por el agua, actuando -
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enzimas 9ropias del fruto y/o de microorganismos del fruto, 

del aire, agua, etc, que se encargan de desdoblar principal­

mente lOB azÚcAres. 

Se desarrollan cuatro tipos de fennentación durante la 

remoción del muc!lago, que son: 

- Fermentación Alcoholica 

Fermentación Láctica 

- Fermentación Acética 

- Fermentación But!rica, 

Generalmente la fennentación se para cuando se desarro­

lla la fermentación acética donde se lleva a cabo en un tiem 

po de 24 a 36 hre. si se produce la fermentación but!rica -­

ésta imparte sabor agrio o a cuero al grano y olor putrefac­

to a la masa de café en fermentación, daño que es el de ma-­

yor castigo o es rechazado por loe catadores, 

Hay otros procedimientos que aceleren la fermentación o 

remoción del muo!laeo y que son loe sistemae1 mecánico, quí­

mico y bioqu!mico. 

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

d) Lavado,-Inmediatamente después del proceso de ferme!!. 

taoión el café es lavado, nara lo cuál se necesita contar -­

con agua necesaria y que sea suficientemente limpia para no 

dar a1 café ningdn olor o sabor extraño o desagradable, 

El lavado se puede hacer utilizando las mismas tinas o 

pilas de fermentación, agitando o desprendiendo el mucílago 
y dejando escurrir el agua sucia por una coladera hasta dejar 

el pergamino limpio, utilizando el agua del Último lavado -­

como transporte a las tinas de escurrimiento, 



-20-

Otros procedimientos de lavado similares son1 el tanque 

lavador, canal de correteo o caffo lavador y otros que utili­

zan máquinas y bombas lavadoras, 

e) Escurrido.-Una vez lavado el grano de café, pasa a -

unas tolvas para ser escurrido, lo cuál consiste en eliminar 

la mayor cantidad posible de Reua sin utilizar maquinaria, 

f) Oreado,-Es la eliminación de la humedad de café ese);!; 

rrido con el fin de dejarlo en un grado de humedad que faci­

lite el secado final y ae puede llevar a cabo mediante máqu! 

nas creadoras o patios de asoleo. El tiempo de secado en les 

máquinas oreadores es de cuatro a seis horas y en los patios 

de dos d!es aproximadamente de asoleo constante, 

g) Secado,-Posteriormente el café pasa a su secado fi-­

nal, nasta quedar en Wl estado de pergamino seco y quitándo­

le aproximadamente el 47,9 '!-de aeua con relaci&n a1 peso t.Q. 

tal de café lavado, ya en este estado de pergamino seco con­

tiene un 12 .¡. de humedad promedio, Loe procedimientos que se 

utilizan son el asoleadero o patio, que va desapareciendo ~ 

con rtfpidez, utilizando cada vez más máquinas secadorao del 

tipo "Guardiola" horizontales y verticales, en las cuales el 

secado es por medio de aire caliente, El tiempo de secado de 

estas máquinas es de 18 a 24 hrs. 

h,i,j) Reposo, Envasado y almecenamiento,-El café seca­

do correctamente se deberá tener en reposo, oon el objeto de 

que la humedad del ambiente sea compatible y uniforme con la 

humedad del café, se envasa a granel en sacos de malle abie!, 

te; de aproximadamente 50 Kg. de acuerdo con la 9roducci6n -

de cada beneficio se calcule que su capacidad de elmacene~­

miento debe ser de 15 d!as a~roximedamente (2,9,13). 
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B) Beneficio 3eco.-Consiste en despren~er y eliminar -­

las envolturas que cubren al café pereamino, conocidas como 

pajilla o cascabillo, as! como la película plateada para or~ 

parar el grano para su comercialización. Las distintas oper~ 

ciones para obtener caf6 verde o caf6 oro se realizan con el 

uso de maquinaria especializarla !J(lra !'1Anojar grandes volume­

nes de café y obtener un producto uniforme y reducir loe co~ 

tos. Al igual que en el proceso del beneficio hdmedo, en el 

beneficio seco se realizan una serie de operaciones tales ~ 

como: 

a) Recepción y pesado 

b) Separación de Impurezas 

o) Morteado 

d) Clasificación y Desmanche 

e) Pulido 

f) Graneleo 

g) Envasado 

h) Taxeo y Estiva. 

a) Recepción y Pesado .-$11 finalidad es controlar las en 

tradae de las distintas clasea de café, conocer el peso bru­

to y neto del café recibido y produciño y determinar el con­

tenido de humedad, daffos e impurezas. 

b) Separación de Impurezas,-Consiste en la separación -

de materiales voluminosos como piedras, palos, basura, pape­

les, mecates, cafés machos (oapul!n, burras y elefantes) y -

otroa como clavos, alambree y tornillos se separan por medio 

de una rejilla imantada que está colocada a la salida ~e la 

tolva, tambi6n se utiliza una máquina limpiadora de pergamino 

que funciona a base de tres zarandas que tienen movimientos-
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de vaiv~n en sue diecoe con cuerdas excdntricae, del centro 

hacia la periferia. Limpio el café pasa al morteado, 

c) llorteailo.-Tiene ~or objeto eliminar el pergamino, 

cascabillo o pajilla, así como lR película del grano para o:ll, 

tener la almendra desnuda o cafd oro, para esto existen dos 

sistemas: 1) por desgarramiento que se realiza con m~quinae 

llamadas morteadorae y se emplea para procesar café pergami­

no o café bola y 2) por fricción. 

d) Clasifioación.-Eata operación consiste en separar el 

café atendidndo a su tamnílo, forma, peso y color. Se forman 

lotee uniformes de café oro, 

e) Pulido de Café,-Se realiza por fricción mec!Ínica a -

base de costillas pulidas y lisas de bronce, desprendiendo -

la película plateada adherida a la semilla dando brillo al -

grano, para mejorar la presentación especialmente a1 café de 

exportación. 

f) Graneleo,-Se realiza para preparar café de calidad y 

marcas determinadas, consiste en la mezcla de café limpio y 

sano de diferentes tamaíloe y formas de acuerdo a especifica­

ciones de loa clientes, 

g) Envaeado,-Se realiza para facilitar el transporte -­

del café, igualar el contenido neto en kilo8I'!lmoa y dar la -

presentación y garantía de la marca para su venta, 

h) Taxeo y Eetiba,-El taxeo es el movimiento de loe ea­

coe dentro del a1macdn, generalmente se hace utilizando pe-­

queílae carretillas y la finalidad de la estiba es la de dis­

poner oportunamente de café, listo para su venta al exterior 

o nacional, así como también facilitar la obtencidn de inven 
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tarios físicos de existencias por clases de café y consiste 

en acomodar unos sacos sobre otros en forma alternada o cru­

zada ~ara que amarren debidamente (2,9,14) 

3.8.-TORREFACCION 

Es la operación que consiste en tostar el café por medio 

de calor. Las técnicas usadas tratan de que en este proceso 

se produzca el mínimo deterioro tanto en el aroma, como en -

la acidez y cuerpo del café. 

Las temperaturas para tostar varían entre 200 y 250 °c 
dependiendo del tipo del tostador que se emplea, E1 tiempo -

promedio que se lleva en la tostación es de cinco minutos, 

Al perderse la hwnedad por efectos del calor, los gra-­
nos se hinchan por la liberación de gasee y desarrollo de ~ 

loe aceites perdiendo de 14 a 16 ~ de su peso aproximadamen­

te, Se le da mucha importancia a la torrefacción porque de -

ello depende que el catador dé un buen o mal dictamen, Siem­

pre deber~ tostarse a punto de prueba, de no ser as! se lle­

va el riesgo de dejarlo falto de tueste, resultando en la -­

prueba de la taza un sabor flojo, pajoso, falto de acidez, -

etc, en caso contrario, que se pasara de tueste, el resulta­

do en la prueba de la taza serJ un sabor de café fuerte, qu~ 

mado, sabor a cacahuate, etc. 

Cuando la torrefacción ha sido normal, el resultado de 

la prueba de la taza puede ser excelente, bueno, regular, 

irregular,, disparejo, claro, obscuro, ooaco, parejo, etc. 

que son características que el catador tiene bien reconoci-­

doe, 
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).9.-C.\LIDAD DEL CAFE. 

Son las características físicas tanto en café verñe co­

mo en café tostado, unidas a sus características intrínsecas 

de sabor su~ve y limpio, fino aroma, agradable acidez y cueE 

po. Refiriéndose específicamente a la bebida estas cualida-­

dea organolépticas ee determinan en la prueba de cataci6n o 

prueba de la taza, 

En la calidad del café también intervienen factores co­

rno los suelos, variedades de café, proceso de beneficiado Y 

torrefaoci6n. 

Cada comprador o exportador tiene un equipo completo de 

cataoión, para cerciorarse de la calidad del grano y que con 

siete en clasificar los granos de un lote, muestra o embar-­

que, en forma, tamaí'lo, color y uniformidad del grano tal y -

como se obtiene, 

Existen dos métodos para hacer la prueba en la taza, La 

prueba ciega en la cuál no hay ninguna referencia para indi­

car la clase y tipo de caftf y la prueba abierta donde el ca­

tador conoce el café que va ha clasificar; el método más co­

rrecto es el primero, 

El procedimiento para hacer la prueba en la taza es el 

siguiente; de cada muestre de 250 a )00 g. de café oro (ver­

de) ya tostado a punto de prueba y molido mediano, se pesan 

10 g, por cada taza de 150 ce, ee agrega agua hirviendo al -

ras, inmediatamente se huele la infusión o licor tomando el 

aroma desprendido, llamándosela a ésto prueba de la inhala-­

oi6n humada que es de gran ayuda al momento de la cataoión, 

posteriormente se van tomando sorbos y determinando las cara~ 

terísticaa del café por parte del catador. 
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3,10,-J.'OJ,IDO DEL CAPE. 

Después del tostado a punto de prueba y enfriados ade-­

cuadamente los granos, ~uede decirse que cada uno de ellos -

tienen un contenido natural de nroma, acidez y cuerpo carac­

terístico del buen cnfé, cualidndea contenidas en un 25 ~ -­

del grano, ya que el 75 ~restante eE borra, tara o sedinen­

to en forma de fibra, Innecliatamente después contintia la OP! 

ración de molienda o trituración del café tostado a determi­

nada graduación o finura, si6ndo estos: molido grueso, moli­

do mediano y molido fino, 

El molino ya sea de discos o de rodillos, debe cumplir 

los siguientes requisitos: 

1,-Producir una completa l!nea de grdnulos, desde el -­

m~s fino hasta el m~a grueso, 

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

3.-Evitar el calentamiento del café que produce la pér­

dida del aroma por el escape de las substancias voldtiles -­

( 9,10), 

3,11,-'l'EOBROIV!INA, TEOFIHNA Y CAPRINA, 

La teobromina, teofilina y cafeína son treo alcaloides 

estrechamente relacionados entre s!, que provienen de plan-­

tas de amplia distribución geogr~fica como el café, t~, ca-­

eso, mate, kola, guaran~, yoco, etc, 

El café es la semilla madura desecada de la ~ !!.!:!!:,­

~ una vez tostada origina el café, contiene como promedio 

1 a 2 % de cafeína, 
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El té es la hoja desecada de la Camellia (Thea) sinensie 

estas hojas mediante fermentación dan origen al té negro co­

mún, contiene un promedio de 2.5 ~ do cafeína y pequeñas ca~ 

tidades de teofilina. 

El cacao es la semilla desecada y fermentada de la TI:!.25?. 
:!ll:2!!!!!. ~contiene 2.5 % de teobromina y 0.4 % de cafeína, 

La kola es la semilla desecada de la Q.Q1! ~ con--­

tiene 2 % de cafeína y cantidades pequeñas de teobromina, 

El guaran~ es una pasta desecada y preparada con lae s~ 

millas de la Paullinia ~. contiene un 4 ~ de cafeína, -

eiéndo la planta más rica en este alcaloide. 

La teobromina, teofilina y cafeína son compuestos deri­

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

Las xantinas de importancia farmacológica resultan de -

la introducción de gru~os metilo a nivel de los átomos de n! 

·trógeno heterocíclico, originandose la teobromina y la teof! 

lina que son dimetilxantinas y la cafeína que es una trime~ 

tilxantina, Estas xantinas pueden considerarse como alcaloi­

des porque al solubilizarse en agua dan soluciones alcalinas, 

Las fórmulas de las xantinas son: 

XANTI!IA 

3,7-dihidro-lH-purina-2,6-diona. 
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TEOBROMINA 

31 7-dihidro-3,7-dimetil-l,H-purina-2,6-diona. 

TEOFILINA 

3,7-dihidro-l,3-dimetil-l,H-purina-2,6-diona, 

CAPEINA 

317-dihidro-l,3,7-trimetil-l,H-purina-2,6-diona, 
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3.12.-PROPIEDADES FISICAS DE TEOBRO~INA, TEOFILINA Y 

CAFEINA. 

TEO!JROnNA 

Nombre químico: 3,7-dihidro-3,7-dimetil-l,H-purina-2,6-

diona, 

Fórmula química condensada: c~8N4o2 
Peso molecular: 180,17; 0=46.66 ~. H=4.48 "' N=31.l fo 

y 0=17.76 "· 
Tambil!n se le da el nombre de 1 3, 7-dimetil>:antina. 

Es el principal alcaloide del cacao, contiene de 1.5 a 

Cristal~za de sus soluciones acuosas en agujas monocl!­

nicaa. 

Su punto de fusión ea de 357 oc, sublima a 290-295 ce. 

Un gramo de teobromina se disuelve en 2000 ml.. de agua, 

150 ml. de agua hirviendo, 2220 ml.. en alcohol al 95 fo. 

TEOFILINA 

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

Fórmula química condensada: c~8N4o 2 
Peso molecular: 180.17; 0=46.66 fo, H=4.48 fo, N=31.l fo, 

y 0=17.76 fo. 

Se le da también los nombres de: 1,3-dimetilxantina; -­

T.eocina; Acurbron; Amorrilina. 

Ea un polvo blanco cristalino de sabor amargo, es isdm~ 

ro de la teobromina, existe en pequeffa cantidad en el ti. Su-
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punto de fusión es de 270 a 274 °c, se sintetiza de dimetil 

urea y etilcianoncetato, 

Un gramo se disuelve en 120 ml, de agua, 80 ml. de a1-­

cohol, 110 mI, de cloroformo. Soluble en agua hirviendo, hi­

dróxido de sorlio, hidróxido de amonio, ácido clorhídrico o -

ácido nítrico dilu!do. 

CAFEI!fA 

Nombre químico: 3,7-dihirlro-l,3,7-trimetil-1,H-purina-

2,6-niona, 

Pórmul.a química condensada: c
7

H8N
4
o2 

Peso molecul.ar: 194.191 0=49.48 ~. N=28,25 %, H=5.19 f. 
y 0=16. 48 f.. 

Otros nombres de la cafeína que se conocen son1 1,3,7-

trimetilxantina; l,3,7-trimetil-2,6-dioxopurina; teína, gua­

ranina, metil teobromina. 

La cafeína se encuentra en las plantas de café, té, ho­

jas de mate, pasta de guaraná y nueoes de kola, 

Es un polvo blanco, poco oloroso, de sabor amargo. Por 

cristalización de sus soluciones acuosas se forman agujas ~ 

blancas largas, finas y flexibles de un brillo sedoso, que -

pertenecen a1 sistema monoclínico con una molécula de aeua -

en su molécul.a. 

Sublima de 178 a 180 °c a presión atmosférica formando 

prismas hexaeonales en forma de agujas incoloras. Su punto -

de fusión es de 238 °c, hierve a 348 °c con vapor incoloro y 
descomposición paroial. Gradualmente pasa de la forma crist! 

lina a polvo a temperatura ambiente, rápidamente a 80 ºe y-
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completamente a 100 °c, Una cantidad considerable de cafeína 

se recupera de los productos sublimados del colector en las 

chimeneas de los tostadores de café, El pH de una solución -

al l ~ es igual a 6,9, Las soluciones acuosas de cafeína son 

neutras al papel tornasol y 6ryticamente inactivas, sin emba~ 

go, se considera una base Monodcido débil, La cafeína es de~ 

compuesta por d1calie calientes y reaotivos clorados, el agua 

de cal no hace efecto en la cafeína y esto se usa en algunos 

procesos de extracción. Las sales de cafeína en solución se 

disocian cuando son evaporadas, estas salee con dcidos no -­

son establee, 

Un gramo de cafeína se disuelve en 46 mi. de agua, 5,5 

ml, de agua a 80 ºe, 1,5 ml, ñe agua hirviendo, 66 mi. de a}. 

cohol, 122 mi, de alcohol a 60 °c, 50 ml, de acetona, 5.5 mi. 

de cloroformo, 530 ml. de éter, 100 mi. de benceno, es poco 

soluble en alcohol absoluto, sulfuro de carbono, benzol, -~ 

éter de petróleo y se absorbe de sus soluciones dcidae por -

carbón activado, El dcido sulflirico y el ácido nítrico la di 

euelven sin decolorar, 

3.13,-PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE TEOBROMINA, TEOFIL! 

NA Y CAFEINA, 

La teobromina, teofilina y cafeína tienen en comdn va~­

rias acciones farmacológicas de interés terapéutico, en este 

orden creciente en potencia, estimulan al sistema nervioso -

central (SNC), primero en la corteza cerebral, luego en bul­

bo raquídeo y finalmente en la médula espinal, Avivan la ac­

tividad mental, el rendimiento físioo y la asooiación de ~­

ideas, quitan la fatiga y la somnolencia, 
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Estos efectos pueden producirse con 85 a 250 mg, de ca­

feína o la cantidad contenida en una a tres tazas de café, 

Son estimulantes del músculo cardíaco y relajan el músculo -

liso, son estimulantes respiratorios, actuan sobre el centro 

bulbar respecti,,o, aumentando frecuencia, aMpli tud y volumen 

por minuto respiratorio y como consecuencia una disminución 

de bioxido de carbono del aire alveolar. 

Por la v{a oral o pnrenteral provocan un aumento prolon 

gado de la secreai6n ¡;datrica, son irritantes para la mucosa 

gt{etrica y pueden provocar nduseaa y v6mitoa, lo que limita 

su administraci6n por vía oral, 

En eete sentido, la teofilina se libera f~cilmente en 

el est6mago cuando se administra, ea la mda irritante y ea -

capaz de provocar erosiones hemorrdgicaa, 

Las xantinas son diuréticos aumentando el volumen urin~ 

rio, as! como la excreaión ae iones de sodio (aaluresis), -­

disminuyen la reabsorci6n tubular del sodio. Aumentan la ca­

pacidad funcional del músculo estriado, haciéndo mds potente 

la contracción, mientras la fati1.19 disminuye, au~entan el m~ 

taboliamo basal, Producen fdcilmente tolerancia, au.~entando 

la dosis a1 cabo de pocos días, 

Las xantinaa se absorben por todas las v{aa que se admi 

nistren (bucal, rectal, intramuscular), siéndolos derivados 

solubles los que se absorben mejor, hay que sei'la1Rr que las 

xantinaa liberadas a nivel del est6mago se comportan como b~ 

sos sumamente débiles, la cafeína y la teofilina se encuen-­

tran parcialmente ioniaadas en el jugo gt{strico e intestinal 

absorbUndose también pa1·cialmente. 

Una vez absorbidas, las xantinas se distribuyen por ~-



-32-

todos los ÓrP.~nos, sufriendo luego una biotransformación so­

bre todo en el hígado, se desmetilan y oxidan parcialmente, 

transformándose en monometilxantinns y ácidos mono y dimetil 

dricos; no se 9roduce la des~etilaci6n total, de manera que 

no se nroduce ácido úrico, 

Toclos los metaboli tos son excretados por el ril'ion, ss:I'. 

como una 9e~ueña cantidad de xantinas no transformadas, 

La intoxicación aguda con alcaloides es extremadamente 

rara y no se han descrito intoxicaciones mortales con cafeí­

na, ya que se necesitarían dosis mayores de 10 ~ramos, le c!!_ 

feína y las bebidas que la contienen son capaces de crear 

cierta dependencia, no adici6n, sino que se considera como -

una habitud sin mucha trascendencia (15,16,17), 

3.14,-lf.ETODOS El~PLEADOS EN LA l'EDICION DE LA CONCENTRA­

CION DE TEOBRO!r!NA, TEOFILINA Y CAFEINA, 

El método del A.O.A.e. (Official Methods Of Analysis) 

N° 15,019 de Bailey-Andrew se basa en la determinaci6n del 

nitr6geno total de Ja muestra, este mdtodo aunque es el ofi­

cial, solo determina la cafeína, presentando además el incon 

veniente de que el nitr6geno determinado puede provenir de -

las ~roteínas y de otras substancias nitrogenadas no protei­

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

Otro método del A,O,A,C, es el cromatográfico-espectro­

fotomdtrico Nº 15.020, que consiste en la separaci6n del com 

puesto por medio de columnas cromatográficas (una ácida con 

ácido sulfúrico y Celite 545 y una báaica con hidr6xido de -

potasio y Celite 545), Se pasa una muestra de café, primero 



-33-

por la columna básica y luego oor la columna ácida, se cole~ 

ta la muestra en un matraz volu~étrico que se afora con agua 

y lueeo se lee en un espectrofotometro a 276 nm contra un e~ 

tandar de cafeína, Este método basado en la absorci6n ñe luz 

ultravioleta por los alcaloides es muy complicAdo, tiene mu­

chas manipulaciones debido a la preparaci6n ñe las columnas 

y a la separaci6n y obtenci6n de las muestras en las columnas. 

Existen otras técnicas para el análisis de estos alca-­

loides en diversos productos alimenticios y que utilizan el 

método de Kjeldahl, espectrofotometría ultravioleta, cromat2 

grafía en capa fina, cromatografía de gas, cromatografía en 

papel, titulaciones potenciomdtricas, cartucho sep-pak, etc, 

Estos métodos requieren tratamientos largos, lentos y a ve-­

ces complicados o bien no permiten la separaci6n y cu~ntifi­

oaci6n de los tres alcaloi~es al mismo tiempo. 

La utilizaci6n de la Cromatografía ñe Líquidos de Alta 

Resoluoi6n (HPLC) para realizar este trabajo, se escogio de 

entre las demás técnicas por: su alta resoluci6n, rápidez, -

sensibilidad y operaci6n automatica, Y al mismo tiempo ñete~ 

tar, separar y cuantificar los tres alcaloides que se anali­

zan en el café (18,19,20), 
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4,-CilO~'.ATOGRAFIA DE LI\.:UIDOS 

La cromatografía en un término aplicado a una amplia v~ 

riedad de técnicas de separación de una substancia, donde ee 

emplea una fase móvil que puede ser un gas o un líquido y 

una fase estacionaria que puede eer un líquido o un solido, 

Loe componentes de una mezcla ee transportan a travee -

de la fase estacionaria por medio de la fase móvil que fluye, 

las eeparacionee ee basan en lae diferentes velocidades de -

migración de los componentes no la muestra, 

I.oa componentes que ee desean separar deben eer solubles 

en la fase móvil, caoacee de interaccionar con la faee esta­

cionaria, ya sea diaolviendoae, adaorbiendose o reaccionando 

químioamente con ella, como consecuencia durante la seonra-­

ción los componentes ee distribuyen en esta fase. 

El descubrimiento de la cromatografía se acredita a Ni­

j~il Tewet, cuando en 1903 describe un trabajo donde utiliza 

una columna de yeeo para separar pigmentos de hojas verdee. 

La palabra cromatografía proviene de dos raices grie¡¡aa -~­

"CllRO!f.A"= color y "GRAPHOS''= eacrituz-a, este término fue 

puesto por el mismo Tswet para describir el color que se mu_! 

ve en la columna, 

A partir de loa a~oa de 1960 se desarrolló rápidamente 

la cromatografía de líquidos en columna, como una técnica -­

complementaria a la cromatografía de gas. 

La cromatografía de adsorción, partición, de intercam-­

bio ionico, de capa fina y cromatografía en papel, son algu­

nos ejemplos de la cromatografía de l!qllidoe. 

En el cuadro N°1 se ve la clasificación de los tipos d.! 
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cromatografía eY.istentes, 

CUADRO Nº 1.-LAS IlA!'AS DE LA CilOl'.ATOGilAFIA, 

1 

CROMAT&GRAJ!'IA 
DE GAS 

1 
1 

LillUIDO-GAS SOLIDO-GAS 

Ci!OMATOGJAFIA 
DE LillUIDOS 

INTERCAJ\mIO 
IOliICO 

CRO!(ATOGRAFIA 
DE PARTICION 

CROJliATOGRAFIA 
EN PAPEL 

EXCIUSION 

ADSORCION 
SOLIDO-LI 
llUIDO 

EN CAPA 
FINA 

4,1,-CROMATOGRAFIA DE LI~UIDOS DE ALTA RESOLUCIO!I (HPLC) 

El t~rmino de cromatografía de líquidos de alta reso1u­

ción (HPLC), se define como 1a tácnica de cromatografía de -

líquidos que emplea en su operación alta presión en 1a fase 

móvil, también se le puede 11amar cromatografía de líquidos 

de alta velocidad o cromatografía de líquidos moderna, 

La HPLC se basa en los mismos princi~ios de la cromato­

grafía de gas, 

La HPLC tiene muchas ventajas sobre la cromatografía de 

gas, algunas de ellas son: no esta limitada por ln estabili­

dad termica y volatibilidad de las muestras, es ideal para 

la separación de especies ionices, productos ldbiles, compue~ 

tos estables y/o de peso mo1ecu1ar alto, tiene una eran va--
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riedad de empaques r¡ue "ueden ser utilizaclon corro fa"e esta­

cionaria en la colwnna, la separación ñe los componentes de 

una muestra se 9uede llevar a cabo a temperaturas bajas, sus 

fases cromatográficas entran en interacción con las mol.;cu-­

laa de la muestra.y las muestras se rueden recuperar. 

La HPLC, emplea columnas reusables, que pueden ser usa­

das en diferentes tinos de ouestra, la inyección ae lleva a 

cabo fác:ül. y rápidamente usando una jeringa ae inyección o -

una valvul.a de muestra, el flujo de solventes se produce por 

bombas de alta presión, la detección y cuantificación se 11.!!. 

va a cabo en detectores continuos de varios tipos y loa re•­

sul tados son registrados automaticamente de la separación de 

loe componentes de la muestra, 

4,1,1.-APA.~ATOS PARA LA HPLC, 

Las partes fundamentales de un cromatográfo básico de -

líquidos se muestran en la figura NO 3, 

Pigura NO 3,-ES<.lUEMA DE UN CRO!!.ATOGRA"FO DE LIQUIDOS, 

CRO~lATOGRA?ilA 

COLUlrNA DETECTO~ .REGISTRADOR 

DEPOSITO 
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Cada u.no de estos cor.ioone'1te3 funciona con cnracte1·Í'1t.!, 

cae propias de la capacioaü de cndn instru~ento narticular, 

4.1.2.-r,RADIEN~E DE EIUCIC'l1, 

El ~adiente de elución ee define como el incremento de 

fu~rza de la fase móvil, durante un análisis cromatográfico, 

Doa solventes miscibles· por separarlo o juntos, se unen 

provenientes de dos bombas de alte presión. En la práctica -

el gradiente ee puede formar antes o después de las bombas, 

Con el manejo de el gradiente de olución se puede lograr 

que1 

a) El tiempo de análisis se reduzca significativamente, 

b) La resolución por unidad de ti•mpo para una mezcla -

se incremente, 

c) La forma del pico ee mejore. 

d) La sensibilidad efectiva se incremente cuando hay P!I.. 

ca variación en la forma del pico, 

4.1. 3.-FASE !.!OVIL. 

En la cromatografía de líquidos la oomposición del sol­

vente o fase móvil es una de las variables que ejercen la a~ 

paraaión, hay una amplia variedad de solventes usados en to­

das las formas de cromatografía de líquidos de alta reeolu~ 

ción. 

La faso móvil debe1 

a) Ser pura; no contaminada, 
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b) "ue no reaccione con el emrin'1ue 

c) Ser com,atible con el detector 

d) Disolverse en la muestra, 

e) Tener baja viscosidad 

f) Permitir la recuperaci6n fácil ee la muestra, si ae 

desea. 

g) Obtenerse coMercialmente u un precio razonable. 

En eeneral, el solvente. se desecha después de su uso,-­

porque su procedimiento de limpieza ea costoso y tedioso. De 

los requerimientos arribe mencionados los cuatro primeros 

son loe m~s importantes. 

4.1. 4.-BOMBAS, 

A le fase m6vil en le HPLC, líquida se le da propulsi6n 

a trav'e de la columna con bombas que pueden ser de dos ti-­

pos, lee de preei6n constante y les de desplazamiento constaa 

te. Las de desplazamiento constante se dividen en bombas re­

ciprocentee y de jeringa.. 

4.1. 5.-Il!YEC'l'ORES. 

La muestra puede ser introducida en la cabeza de le co­

lumna sin afectar el empaque. 

Hay dos modos generales de inyecci6n1 

a) Flujo suspendido y b) Solvente flu!do, 

Hay tres tipos básicos de inyectorea: 

a) Flujo Suspendido,-El flujo es suspendido, y la inye~ 

ci6n se hace a preai6n atmosferica en un sistema cerrado y -
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posterionnente el flujo es reiniciado, 

b) Septum.-Estos inyectores aon usados a presiones de -

60 a 70 atm6sfera.s, desafortunadamente no son compatibles 

con todo:J los solventes ele cromatoe;rafía de líquidos. 

e) Ve.1 vula de llave .-Se emplean para inyecciones con -­

volumenes más eranñes de 10 microlitros y com~nmente se usa 

en sistemas automatioos. 

4 .1. 6, -COLtn.iNAS, 

El éxito o fracaso de un anÁlisis depende de la selec-­

oi6n de la columna y las buenas condiciones de operaci6n. 

Las columnas se dividen en dos grupos: 

a) Analíticas,-De diámetro interno de dos a seis milím~ 

tros, el largo depende del tipo de empaque. Para empaques de 

películas, el largo usual es de 50 a 100 centímetros, Para -

empaque de micropartícW.as porosas el más oom~ es de 10 a -

30 oent!metros. 

b) Preparativas,-Generslmente tiene dirunetro de seis mi 

l!metros y de longitud de 25 a 100 centímetros, 

Las columnas invariablemente son de acero inoxidable, -

son operadas a temperatura ambiente o a temperaturas altas, 

En intercambio i6nico y cromatografía de exclusi&n, el empa­

que depende de la fonna de cromatografía de líquidos de alta 

resoluci6n que vaya a ser realizado (cromatografía s6lido-l! 

quido, de intercambio i6nico o exclusi6n est6rica), 



4.1.7,-COLUMNAS REUSABLES, 

En contraste con la cromato~afía de líquidos clásica, 

las columnas en la cromatoe;raf!a de líquidos de alta resolu­

ción son reusables, ~ueden llevarse a cabo muchos análisis -

en una columna antes de que sea reemplazada, Sin embargo, -­

las columnas se degradan debido al tipo de muestra inyectaoa, 

o a la limpieza y ti~o de solventes empleaños, 

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. 

Loa buenos detectores tienen a1ta sensibilidad, bajo rui 

do, un rango de respuesta lineal. amplio y respuesta para to­

do tipo de compuestos, 

Los detectores se dividen en destructivos y no destruc­

tivos, loe no destructivos permiten usar la muestra en inve.!! 

tigaoionea posteriores, entre estos estan1 

a) De absorción 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 Índice de refracción.-Estos detectan la presencia 

de la muestra por un cambio en el índice de refracción, 

Otros detectores que tembien se emplean sonr Fluoróme-­

tros de cal.ar, ionización a la flama, electroquímicos, etc, 

4.1.9.-SENSIBILIDAD; 
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Los detectores de absorción ultravioleta comWimente em­

pleados en cromatografía de líquidos rueden detectar nanogr~ 

moa (1~9 ) de una am9lia variedad de materiales, Los detecto­

res electroquímicos y de fluorecencia pueden detectar canti­

danes en la región de picogramos (101 ~). Los detectores que 

también se pueden emplear en crcmatograf!a de líquidos son: 

eepectrómetro de masas, Índice de refracción, radiómetros, -

etc, 

4,1,10,-MANEJO DE DATOS, 

Loe resultados de la separación cromatografica general­

mente se muestran en una carta, de donde. se obtiene el volu­

men o el tiempo de retención, esto se puede usar si las con­

diciones se controlan apropiadamente, para identificar la c~ 

lidad de un componente, El área bajo el pico y su altura son 

proporcionales a la concentración y pueden ser usados para -

obtener los reeul.tadoe cuantitativos. 

4,1,11.-VELOCIDAD. 

Loe tiempos de análisis de menos de una hora son comu-­

nes, muchos análisis se realizan en 15 o 30 minutos, De he-­

cho para análisis no complicados generalmente el tiempo de -

análisis es de menos de cinco minutos, 

4.1.12.-RESOLUCION, 

En contraste a la cromatografía de gas, la cromatogra-­

fía de líquidos tiene dos fases cuando se presentan las int~ 

racciones selectivas, 
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En la cromatografía de gas, el flujo de gaa tiene poca 

interacción con los solutoa; la separación primero se lleva 

a cabo solo en la fase estacionaria. 

La capacidaa del aoluto para interactuar selectivamente 

con la fase estacionaria y móvil en cromatografía de lÍqui~ 

dos produce paramentros adicionales para llevar a cabo una -

separación, 

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

La cromatografía de líquidos de alta resolución puede -

ser considerada complementaria a la cromatografía de gas, En 

muchos caeos las dos técnicas se usan para efectuar la misma 

separación, En la cromatografía de gas ea necesaria la form~ 

ción de derivados, en cambio en la cromatografía de líquidos 

de alta resolución esto puede ser o no factible, Para loa m~ 

teriales que son termolébilea o no volétiles la cromatogra-­

fía de líquidos de alta resolución ea una selección lógica, 

La formación de derivados se esta haciendo más común en la -

cromatografía de líquidos, para incrementar la sensibilidad 

del detector visible-ultravioleta, 

La cromatografía de líquidos de alta resolución ofrece 

muchas ventajas sobre la cromatografía de líquidos tradicio­

nal como: 

a) Rapidez 

b) Resolución 

c) Sensibilidad; detector único 

d) Columnas reusables 

e) Ideal para grandes moléculas y especies no iónicas 

f) Fécil recuperación de la muestra, 
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4,1,14,-MODO DE 'lELECCION DE LA llPLC, 

Como fue mencionado previamente, hay cuatro formas b~ei 

cae de cromatografía de líquidos de alta ree9lución (HPLC), 

es importante tener una referencia para seleccionar la forma 

conveniente para ver la capacidad de la separación efectuada, 

En estos caeos el análisis debe hacerse para decidir cuál -

ea la mejor forma para obtener la información deeeana, 

En la tabla Nº 1 so muestra una forma sistemática de -­

aprovechamiento para la selección de la cromatoerafía de lí­

quidos, Esta información conbinada con aquella obtenida de -

otras fuentes, permiten el análisis para decidir cuál forma 

es la más probable de llevar a cabo en la se!>Bración deseada, 

esto puede ser el caso de que fuera una muestra desconocida 

o raramente encontrada, La información para solubilidad, gr.!! 

poa funcionales presentes, variación del peso mollcular es -

muchas veces obtenida de información previa, 

El suministro de datos de las muestree tales como RN.N, 

RI, UV y espectrofotometr!a de masas se pueden usar para --­

guiarse en el análisis para la selección apropiada de la for, 

ma de la cromatografía de líquidos, 

Refiriendose nuevamente a lB tabla Nº 1 rdpidamente po­

demos ver que cuando el peso molecular ea más grande de 2000 

se use cromatografía de exclusión, El solvente que se usa es 

agua si la muestra es soluble en agua; si es soluble en sol­

ventes orgt!nicos, estos se usan como la fase móvil; el empa­

que es Sephadex ( dextranos), Bondagel ( e!lica) serie E para 

fases móviles acuosas y Styragel (polieetireno-divinilbence­

no) o Gel Micropak TSK (polieetireno-divinilbenceno) para f! 
ee móvil orgánica, 
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Si el peso molecular es aba.jo de 2000, primero se dete~ 

mina si la muestra es soluble o poco soluble en aeua, y en-­

toncas puede usarse cromatografía de partición fase reversa 

o intercambio iónico, Si la solubilidad se realiza por la a­

dición de ácidos o bases o si el pH de la solución varia por 

más de dos unidades de pH de 7, la técnica de selección ea -

la de intercambio iónico. 

Si la solubilidad no se afecta por ~cidos o bases y la 

solución acuosa es escencialmente neutra, la forma a selec-­

cionar ea la cromatografía de partición de fase reversa, Tam 

bién se puede probar la técnica de exclusión cuando se usan 

tamafios pequeños de poros de la fase estacionaria y fase a--

cuoea. 

Si la muestra ea insoluble en agua, la selección apro-­

piada es la cromatograf!a eólido-l!quido o de partición, 

Para el traba.jo de rutina es conveniente el uso normal 

de cromatografía de partición fase-liga.da, puesto que estas 

columnas requieren poco cuidado en su uso, 

Para muestras isom6rioas puede probarse cromatograf!a -

sdlido-l!quido como le forma más dtil; si hl\Ydiferentes tam~ 

f'!os en la muestra, la exclusión est~rica con fases móviles 

org~nicae también ee útil, 
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TABLA Nº 1.-GUIA PARA LA FORMA DE SELECCION DE LA HPLC, 

MUESTRA 

PESO 
MOLECULAR 

')2000 

PESO 
MOloECULAR 

<2000 

[
S~L~~;!- EXCLUSION: 

NSOI.UB1E_EXCLUSION1 
EN AGUA 

FASE .A.CUOSA 

FASE NO ACUOSA 

[

0,'0LOGOS_OROMATOGRAFIA 
DE "PARTICION 

INSOloUBLE SOMEROS __ ORO~IATOGRAFIA 
EN AGUA SOLIDO-LIQUIDO 

A!o'Af.!OS 
DIFERENTES-EXOLUSION 

OROMATOGRAFIA DE PARTIOION 

NO IONI01: DE FASE REVERSIBLE 
SOLUBLE 
EN AGUA 

EXCLUSION, FASE ~lOVIL 
ACUOSA 

ION!OO BIO IONIOO 

{

BASICO __ CATION INTERCA!:l 

SOLUBLE 
EN AGUA 

ACIDO __ ANION INTEROAll!.­
BIO IONICO 

IONIOO Y 
NO IONIOO PARTICION ION-PAR 
SOLUBLE -----FASE REVERSIBLE 
EN AGUA 
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4.1.15.-SELECCION DE LA COLUMNA, 

La selecci6n de las colu.'!l?laB debe hacerse lo mda efi~­
ciente posible (tabla Nº 2), en todos loa casos se recomien­

da el empaque con micropart!culas porque en ellos es grande 

la eficiencia y capacidad de muestra (21). 

TABLA Nº2 
INVENTARIO RECOMENDADO DE COLlTh'NAS PARA LA HPLC. 

FORMA EMPAQUE RECOMENDADO LONGITUD 

CSL 10 SILICA GEL 25 - 30 cm. 
PARTICION 

a) FASE NORMAL 10 ALQUILONITRILO 25 - 30 cm. 

10 ALQUILAMINA 25 - 30 cm. 

b) FASE 
REVERSIBLE 10 c18{POLIMERICO) 25 - 30 cm. 

10 c18 (MONO~ERICO) 25 - 30 cm. 

10 FENIL 25 - 30 cm. 
INTERCAMBIO 

IONICO 10 INTERCAMBIO 
CATIONICO 

a) SILICA GEL 25 - 30 cm. 
b) BASE POLIESTIRENO 25 - 30 cm, 

10 INTERCAMBIO 
ANIONICO 

a) SILICA GEL 25 - 30 cm. 
b) BASE POLIESTIRENO 25 - 30 cm. 

EXCLUSION EMPAQUE RECOMENDADO 
OOLUMNAS DE SERIE A 
CONTENIENDO LA 
V ARIACION DEL 
TAMAllO DE !'ORO DE 
MICRO-PAK TSK 25 - 30 cm. 
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5,-MATERIAL Y REACTIVOS. 

5,1,-MATERIAL, 

5.1.l,-CROV.ATOGRAPO DE LI~UIDO~ DE ALTA RESOLUCION (HPLC) 

Se utiliz& un aparato de cromatografía de líquidos de 

a1ta resoluoi6n (HPLC) Varinn 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 ua& fue una de fase reversa ~'.icro-Pak 

MCH-10 de 30 cm de largo por 4 mm de diámetro, empacada con 

octadecilailanoa. 

5,1,3,-MUESTRAS DE CAPE. 

Las mueetrae de café utilizada.a para la realizaci6n de 

este trabajo se adquirieron en tiendas de autoservicio y -~ 

tiendas de mercados de la ciudad de México, La mueetra. cruda 

de café ee obtuvó de una planta cultivada en la ciudad de ~ 

Cuernavaca, 

Estas muestras fueron: 

- Café en grano crudo 

- Café en grano tostado 

- Caf& en grano tostado Internacional 

- café en grano tostado con azúcar 

- Café en grano tostado con az~car Legal 

- Café granulado soluble Internacional 
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- Caf~ soluble Oro 

- Café eranulndo soluble Nescaf~ 

- Cafi soluble Diplomat (Neecafé) 

- Café soluble Ristreto (Nescaf~) 

- Café soluble Decaf, 

Las muestras no recibieron ningdn tratamiento previamen 

te por<tue ven:l'.an molidas y/o en forma granulada, R excepc16n 

de la muestra de cnf~ cruda,' que se molio en un molino Thomae 

Welhey en malla 40. 

Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente y en 

recipientes cerrados, 

5, 2 ,-REACTIVOS, 

5, 2 .1.-DI SOLVE!lTES, 

Loe disolventes que se emplearon para formar la fase m~ 

vil de la columna fueron1 

Agua Desmineralizada 

Acido Acético de grado all!Ílitico de laboratorios SiSlJla 

Metanol de grado andlitico de laboratorios Si!'Jllª• 

5,2,2,-ESTANDAR INTERNO, 

La substancia que se utiliz6 como estandar interno para 

la realizaoi6n dA este trabajo fue la Cwnarina, 
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6,-PARTE EXPERIMENTAL, 

6,1,-CONDICIONES DEL APARATO, 

Antes de empezar a trabajar con las muestras de café c~ 

merciales, se hicieron pruebas de la mezcla de disolventes -

de la fase móvil, velocidad de flujo y longitud de onda, que 

sirvieran para establecer las conñiciones en las que tr~baj!!;, 

ria el aparato, 

6,1.1,-FASE t'.OVIL. 

Con base en el método oficial del A,O,A,C, y otros tra­

bajos, se probaron las siguientes mezclas de disolventes pa­

ra la fase móvil: 

- Agua:Acetonitrilo (80:20) 

- Agua-Ac,Acético(l ") :Wlete.nol (80:20) 

- Agua-Ac,Acético(l ") :!.1etanol ( 70130). 

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

Se varió la velocidad de flujo ele la faso móvil en la -

columna desde 0,5 a 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 el tiempo de retención, así.como el --­

ares bajo la curva para la teobromina, teofilina y cafeina, 

se tomaron substancias puras de grado analítico (R,A,) de los 

laboratorios Sigma (San Luis Mo, USA), 

Se hizo primero la determinación de los tiempos de re~ 
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tención de cada uno de loa alcaloides por separado y poate-­

riormente, haciendo una mezcla de ellos, se observó que eran 

los siguientes: 

Teobromina: 5.8 + 0,3 m!n. 

Teofilina: 7,2 : O, 5 m!n. 

Cafeína: 9.8 + 0,5 m:Cn. 

Las figuras 4 y 5 muestran loa cromatoeramaa obtenidos 

con los tiempos de retención de un estandar de alcaloides y 

de una muestra de café con au estandar interno reapectivameu 

te, 

6,3,-ESTANDAR INTERNO, 

El eatandar interno ea una substancia seleccionada, con 

estructura parecida con los compuestos a investigar, que no 

se encuentra de manera natural en el material de estudio. 

El eetandar interno debe aer agregado a la solución que 

contiene el o loe compuestos que se desean determinar, pref.!!, 

rentemente 4ebe aparecer en una posición no muy alejada ñe -

loa compuestos de la muestra que se analiza. 

Por medio del estandar interno se corri~en las variaci.Q. 

nea de color, de rendimiento, velocidad de flujo y probable­

mente otros parametroa de operación de la columna y del sis­

tema analítico que podria afectar el area del pico, 

Con el objeto de determinar el compuesto a emplear como 

eatandar interno, ae hicieron pruebas con substancias que t~ 

v·ieran estructuras parecidas a loa alcaloidea que se estaban 

valorando y cuyas caracter:Caticaa fueran parecidas en el com 

portamiento cuando ae trabajan en el HPLC, pero que el 
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,Fip;ura Nº 4 

CRO'óATOG:l..\MA DE UN E3Ti.NDAR DE ALCALOIDE1 DEL CAFE. 

ALCALOIDE 

TEOBROMINA 

TEOFILINA 

CAFEINA 

TIEMPO DE RETENCION 

5,884 !Un, 

6.940 Min, 

9.695 Min, 
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Fio:ura Nº 5 

CRÓ~:ÁrÓGR.uf.A DE UNA ~IUE3TRA DE CAFE cóil su ESTANDAR 

1 1 

... 
"' 

O l 2 J 4 5 6 7 S ~ {o 
1 

Ú 
1 

14 16 
1 

1
1

8 
1 

20 
1 

~2 
1 

24 26 Min, 

~LCALOIDE TIEMPO DE RETENCION 

TEOBROMINA(TB) 5,609 lllin, 

TEOFILINA(fF) 7,500 !Hn, 

CAFEINA( CA) 9.519 Min. 

ESTANDAR IN'l'ERNO 19.905 Min, 



-53-

tiempo de retenci6n de estas substancias no interfiriera con 

el tiempo de retenci6n de los alcaloides y que tuvieran una 

irea bajo la curva bien definiaa, 

Las substancias que se orobaron para definir el estan-­

dar interno fueron lns siBUientes: 

()O 
1 
OH 

Alopurinol 

Nombre qu!mico: 4-hidroxipirazolon 

(3,4-d), pirimidina. 

Peso molecular: 136.11 

O H 

:~ter 
N· 

.leido Urico 

Nombre químico: (7,9-dihidro-l,H-purina-

2,6,6 (3H))-triona. 

Peso molecular: 166,11 
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H 

ó:. 
" o 

Uracilo 

Nombre químico: 2,4 (1H,3H)-pirimidin-diona. 

Peso molecular: 112,09 

triptofano 

Nombre qu!mico1 Acido 1-cG-aminoindole-

3-propionico, 

Peso molecular: 204.22 

~ ?H3 V 
Ho-7-CH-N-CHJ 

o 
Efedrina 

Nombre químico: (1-(metilamino)etil) 

bencenometanol, 

Peso molecular: 165.23 
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º'C'º .. 1' 
H C - N-H 5 2 1 

H5C2 

Penobarbital 

Nombre químicos 5,5-nietil-2,4,6 

(1H,)H,5H)pirimidine.triona, 

Peso molecular: 184.19 

(()' 
Cwnarina 

Nombre qu!micot 21!-l-benzopiran-2-ona. 

Peso molecu.lar: 146,14 

6.4,-CURVA ESTANDAR, 

Se hizo la preparación de una curva eetannar con la me.i. 

ola de loe tres alcaloides, con el objeto de tener una refe­

rencia para cuando ae hicieran las determinaciones de los a!_ 

caloides en las muestras de café, 

Se prepar6 una solución a una concentración de 100 --­

mcg/ml. de cada uno de los trae alcaloides y de esta solu---



ción se hicieron diluciones para tener concentraciones de: 

1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 mcg/ml, se filtraron 

por membrana Millipore Tipo HVLP (para soluciones or~nicas 

y acuosas) con tamaño de poro de 0,47 mm y se inyectaron al 

HPLC, con los datos obtenidos de las concentraciones y áreas 

para cada uno de los alcaloides, se construyeron las gráfi-­

cas de la curva estandar. 

6,5,-METODO DE EXTRACCION, 

Se procedió a elaborar un método de extracción de los -

alcaloides que fuera adecuado para las muestras de café, 

Se probó primero el método para café tostado del -----­

A,0,A,C, Nº 15.019, modificándose a cantidades más pequeftas, 

pues el método de cuantificación por HPLC es mucho más sene! 

ble, también se probaron las condiciones de extracción pro~ 

puestas en otros trabajos, en los cuales determinan alguno -

de loe alcaloides en caté o en otros productos alimenticios 

tales como chocolate, té, cola, etc, 

Independientemente de la cantidad de muestra usada para 

la determinación, se tenian dos factores que eran temperatura 

y tiempo de extracción, los cuales hab!a que establecer per­

fectamente para que la extracción fuera óptima, ya que la s2 

lubilidad de loa tres alcaloides no es la misma, 

La temperatura a la cuál se hizo el ~ de recu0eración -

de los alcaloides, se determinó en base al comportamiento de 

una mezcla eatnndar de los tres alcaloides a una concentra-­

ción de 10 mcg/ml, teniendo constante el tiempo del ~ de re­

cuperación de 15 minutos y variando la temoeratura de 20, 30, 

40, 60, 80 y ebullición (93°0). 
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En la gráfica Nº 1 se presentan los resultados obteni­

dos para teobromina, como se puede ver en la gr>Ífica el f. de 

recuperación máximo ae tuvo a la temperatura <le ebullición -

(93 OC), 

Para teofilina se presentan los resultados en la gTáfi­

ca NO 2 y como podemos ver también el f. de recuperación máx.!, 

mo vuelve a ser la temperatura de ebullición (93 oc), 

Loe resultados para cafe{na se dan en la gráfica Nº 3 y 

ee repite igual que para los alcaloides anteriores, nuevamen 

te el - de recuperación máximo es la temperatura de ebulli-­

ción (93 °c), 

De acuerdo a las gráficas anteriores para teobromina, -

teofilina y cafeína se puede conc1u!r que la temperatura don 

de hay mayor eficiencia en el - de recuperación para los tres 

alcaloides es la temperatura de ebullición (93 ºC), 

Por esta razón se tomó esta temperatura como parte del 

moftodo de extracción de los alcaloides de las muestras de -

carof estudiadas, 

Por otra parte también ee determinó el tiempo necesario 

en que el - de recuperación de los alcaloides fuera más efi­

ciente, observando el comportamiento de la misma mezcla es-­

tandar a una temperatura de ebullición (93 OC) y variando el 

tiempo de o, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos, 

En la gráfica N° 4 se dan los resultados para teobromi­

na y como se puede ver, se tiene un lapso de tiempo en que -

el - de recuperación se mantiene constante y este es de 20 a 

45 minutos, 

Para teofilina los resultados los podemos ver en la gr!f 
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fica NO 5, en la cudl ee observa que se tienen nos puntos m!! 

ximoe del ~ de recuperación y estos son: uno a los 20 minu-­

toe y otro a loa 60 minutos, 

Con respecto a la cafeína los resultados los podemos -

observar en la gráfica NC 6 y podemos ver que el tiempo ideal 

de el ~ de recuperación a la temperatura de ebullición ea a 

loe 30 minutos, 

En estas gráficas, se observó que la mayor eficiencia -

en el ~ de recuperación de los alcaloides a la temperatura 

de ebullición ee en el rango de 20 a 45 minutos, 

Se decidid que el tiempo óptimo del % de recuperación -

de loe alcaloides sería a loa 25 minutos, ·ya que en ese mo-­

mento ee tendría un valor promedio para teofilina y cafeína 

y en el caso de la teobromina eu valor fue constante desde -

loe 20 minutos, 

TambiJn se utilizó el procedimiento de digestión pro--­

puesto por otros autores empleando Oxido de !ragnesio y se -

vió que loa valoree no mostraban diferencias significativas 

que cuando ee hacia la extracción con agua caliente, 

Basiínaonos en otro trabajo, se comparó el procedimiento 

que utilizan loa cartuchos SeP-pak c18 para purificación de 

la muestra y el empleo de membranas ~illipore tipo HVLP (pa­

ra soluciones orgánicas y acuosas) con tamaño de poro de --

0, 47 mm, se encontró que filtrando por el cartucho Sep-pak -

c18 se perdía la mayor parte de teobromina y parte de la teg, 

filina, Como en este trabajo había inter6s en conocer el con. 

tenido de estos dos alcaloides, ademas de la cafeína, se de­

cidio emplear iinicamente membranas lóiillipore ( 22, 23), 
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TEtfP. ºe AREA ! D,S. :( RECUPERO ! D,S, 

20 226995 4728 71.25 1,4A 

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 

40 50 60 70 80 90 

TE!~P. ºe 
1,00 
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GRAFICÁ NO 2 

F.FEC'O DE LA TE!>'PO.:lATURA EN LA F.1CTRACCIOll DE 

TEOnr.INA A T!l:l'PO CON~T'.NT'l (15 min.) 

TJ:JlP,ºC AREA :!: D.3. :t fu"lCUPERC, 

20 225251 2265 76.0l 

30 267711 4706 90.34 

40 286856 1930 96.80 

60 268838 1260 97.47 

80 301559 2582 101.76 

310564 1774 104.80 

30 40 60 70 

...:60-

! D.S, 

0.76 

l.59 

o.65 

o.42 

o.67 

0.60 

90 100 
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115 
EPECTO DE LA TW.'PERATlrdA EN u EXTa \OOION T)J: 

114 CAFEI!IA A TI7.l'F0 CONSTÁNTE, (15 min.) 

"' 113 
o .... 
'-' ..,, 

112 "' ,., 
~ 

111 ~-!:l 
no ~ 

109 

108 
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105 

104 

103 

102 

101 

20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Tr.!"1P. oc 

TElllP.ºC AREA ! D.S, 'f. RF.CUPERC, :! D,S, 

20 279640 6872 102,68 2. 52 
30 290616 6385 106.n 2.34 

40 295348 3695 108,44 l.36 
60 294641 2281 108.18 0.84 

80 293744 3794 107,85 l. 39 
Ebull.(93) 304~19 5182 lll.77 l.90 
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GRAPICA Nº 4 

EFEc·ro DEL '!'IE!.lPO 1rn LA EXTRACCICll DE 

TF.OBaonnA A TE'.{PERATURA COll1'I'~NTE (Ebullicion) 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 
'l'IEMPO (min,) 

'l'IE!·~PO A.'IEA ! D.s. ,C RECUPERO, .!: D,S, 

o 279422 2877 95.09 o.ge 
5 290604 5225 98,90 1.78 

10 281326 1725 95.74 0.59 
15 285557 1946 97.18 o.66º 
20 288480 2678 98.17 0.91 
30 288974 5313 98. 34 1.81 

45 288273 1688 98.10 0.57 
60 281273 2865 95,72 0.97 
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En:co 1lEL TH.1.'PO EN L \ EXrlU~CIC:I llS TEOFILINA 

120 " 1'F.'ºPY.:!tñ. TUTlA co:n1' ArTr. ( ::bul Ución) 

113 
~ Tlfil'PO(min) i\ilEA. ! n."1. ::: '.l:>CUPERC, ! D.3. 

116 
e .., 
" 

o 2816~4 CB23 3g,81 2.42 .. 
117 ¡;¡ 

116 
f, 
?. 

5 291179 6222 103.19 2.20 

l~ 288582 3362 102. 27 1.19 

15 235717 2749 104.80 0.97 

115 "'- 20 308401 7218 lOg. 29 2. 58 

30 218370 7224 105. 74 2.56 
114 

45 305397 3479 108,23 1.08 

113 60 330239 4436 117.03 1.59 

llZ 

111 

110 

103 

106 

107 

99 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 o 
TIE?f.l'O (min) 
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EFECTO n:L Tl!:'~PO E:: !.A E11'.TRACnc:1 DE CA~:r:J~A 

A TE?.~PEíl.\1'lrrt_\ ~c~ni.': .. ~'TE (F.bullic1ón) 

10 15 20 25 30 35 40 45 

TIElll'O(min,) AREA ! D,S, '/. RECUPERC, ! D, S, 

o 273012 4116 111. 33 1,66 

274496 7523 111.94 3,07 
10 274532 3714 111.95 l., 51 
15 274091 1079 111.77 0.44 
20 273296 1727 111.45 0.10 

30 283547 2037 115. 63 0.83 

45 258670 5681 105.48 2.32 
60 266773 5422 108, 74 2.21 

-ll4-

50 55 60 
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6, 6,•CALCULOS PARA SACAR EL 1- DE RECUPF.iL\CI011 POR 

EF~CTO DEL 'C!El'PO Y TE!.'.PERATllilA. 

CUANDO NO SE U':'ILIZA ESrAND.'..ll INT;;Rt•o. 

Area de una c~nc, de 

curva estandar extraido 

sin tratamiento. 

Area de la mismn cono, 

de eatandar después del 

tratamiento, 

x = % de recu,eración, 

CUA.'IDO SE UTILIZA ESTANDA."! I?HERllO, 

100 fo 

X 

E.~. = Area del estandar interno 
Area del alcaloide (cono. de trabajo) 

E,Q, = Equivalente de alcaloide, 

~ de Recuperación = Cono, de trabajo del alcaloi~e x 

E,Q, x Área del alcaloide con tratamiento 
Area del estand~r interno 

con tratamiento. 

Nota,- En este trabajo se encontró que el estandar in+erno 

no se modificaba por efecto del tiempo y temperatura, 
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6.7.-CALCULOS PARA LA CONCENTR,\CION n;:; TEO::mor.:mA, 

TEOFILINA Y CAFEINA EN ~'l'E'.3'l'RAS DE CAFE, 

Con loe cromatogramae obtenidos, ee obtuvieron las 

áreas de concentraci6n correspondiente para cada alcaloide y 

se compararon con la curva estandar, obteniendose una conceu 

traci6n para cada compuesto, 

Para la obtenci6n de la concentraci6n de cada alcaloide 

en 100 gramos de muestra se ueó la ei~iente f6rmula. 

mcg/100 e. C X A 
X 100 

Peso de muestra 

Dondet 

C = Concentración 

A = Af'oro. 
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?.-RESULTADOS Y DI~CUSION. 

7.1.-CONllICIC·NES ESTA:9LECIUAS EN EL INSTRlll'F.NTO (HPLC) 

Después de probar las mezclas propuestas para la fase -

móvil, se observó que la que dió mejores resultados en cuan­

to a separación de los compuestos y a resolución de los pi-­

coa, fue 1.a mezcla Agua-Ac,Acético(l. ~):!i'.etonol (70:30), 

Con 1.a fase móvil. definida se determinó 1.a velocidad de 

flujo a 0,8 ml/min, ya que con esta velocidad se definió una 

mejor separación de los picos, 

La 1.ongitud de onda con 1.a que se tuvo mejor reeol.ución 

fue de 280 nm. 

Ya con estos datos bien definidos, se estableció el pr~ 

grama de trabajo para el HPLC, quedando de la siguiente. for-

ma: 

Col.umna; Micro-pak MCH-10 ( 30 cm x 4 rnm) 

P1.ujo1 0,8 ml/min. 

Fase móvil.: Agua-Ac,Acético(l. ~):Metanol. (70:30) 

Detector: Ultravioleta 

Longitud de onda: 280 nm. 

De 1.oe compuestos que se probaron para usarlos como ea­

tandar interno, se vió que el Alopurinol., Acido drico, Uraci 

1.o, Triptofano y el. Penobarbital, daban tiempos de retención 

muy parecidos a 1.oa compuestos de interés o salían muy cerc~ 

nos a el.1.os, 1.o que hacía que se presentara interferencia. 

El. dnico compuesto que tenía un tiempo de retención más al.a­

jado: de 1.9,1. a 1.9.3 m!nutoe era 1.a Cumarina, lo que reeult~ 

ba 1.Ógico pues su estructura qu!~ica no era ten parecida a -

la de 1.ae xantinae, por 1.o que se decidió usar este compues­

to como estsndar interno, 
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7.2.-CURVA E~TANDAR. 

Para la obtención de la curva estandar, se graficó Con­

centración (mcg/ml) Ve, Area y se obtuviero~ las gráficas -­

M°s. 7, 8 y 9 de teobromina, teofilina y cafeína respectiva­

mente, 

En la tabla Nº 3 ee ven los resultados de la curva estan 

dar. 

TABLA Nº 3 
RESULTADOS DE LA CURVA ESTANDAR. 

CONCENTRACION AREA 

mcg/ml TEOBROUNA 'l'EOFILINA 

l 45679 23287 
2 75999. 53625 

4 136640 114303 
6 197280 174980 
8 257920 235657 

10 318561 296334 
12 379201 357011 
14 439841 417689 

16 500482 478366 
18 5611Q2 539043 
20 621763 599720 

CAFEINA 

31924 

58638 
112068 

165494 
218922 

272350 

325778 

379205 

432633 
486061 

539471 
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GRAFICA Nº 7 -69-

ClTilVA ÉST \~U PARA TEOBl~"Jll.\ 

r m 0.998 

m m 30469,6 

b • 18371.4 
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GRAFICA Nº 8 

CURVA ESTA'.'ID.\R PAJIA TEOFir.INA 

4 5 7 

y .. mx + b 

r a 0.998 

m a 30338,6 

b.- -7051.8 

'I·ª 30338.6 X - 7051.8 
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CURVA ESTANDAR ?AR~ CHEJ!!A 

Y•DlX+b 

-r a 0,999 
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7,3,-lr'ETODO DE F.XTRACCION, 

A continuación se da el métono ae extracción que sirvió 

para la preparación de las muestras de café comerciales, 

Se pesa una muestra de café de 100 a 300 m&, se coloco 

en un matraz Erlemeyer de 125 ml, se nff?'egan piedras de ebu­

llición, se agregan aproximaonmente 50 ml de agua desminera­

lizada hirviendo y se sigue con la ebullición durante 25 mi­

nutos; al terminar este tiempo, se enfr!a el matraz inmedia­

tamente al chorro de agua hasta temperatura ambiente, 

Después se pasa el contenido a un matraz aforado de 100 

ml, lavando el matraz original con agua. desmineralizaaa, se 

agrega un mulilitro de estendar interno.de Cwnarina de una -

concentración de 1000 mcg/ml y se afora con agua deeminerali 

zada, se homogeiniza perfectamente, se filtra en papel de -­

filtración rápida (Watman N° 5) y de esta solución se toma un 

volumen de aproximadamente 10 ml, la cuál se filtra por mem­

brana Millipore tipo HVLP (para soluciones orgl!nicas y acuo­

sas) con tamafto de poro de 0,47 mm y de este filtrado se in­

yecta al aparato HPLC una alícuota de 10 microlitros. 

El drea obtenida para cada muestra problema se interpo­

la en la curva estándar correspondiente para cada alcaloide, 

obteniendo la concentración de cada muestra, 
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7,4,-DISCUSION DE RESULTA!l0'3 OBTENIDOS Eli LOS CAFES 

COMERCIALES EMPLEANDO EL METODO DESARROLLADO, 

Los resultados de la concentración de teobromina, teofi 

lina y cafeína de las muestras de cafés comerciales se van a 

continuación en la tabla Nº 4, 

TABLA No 4, 

CONTENIDO DE LOS ALCALOIDES EN CAPES COMERCIALES, 

ALCALOIDES 

mg/100 g. de muestra de café 

lr.UES'rRA TEOBROMINA TEOPILINA CAFEINA 

- Caf if en grano crudo Trazas 2064.1 1620,1 

- Café en grano tostado 388,0 1234.7 

- Café en grano tostado 

Internacional 720,5 1320.0 

- Café en grano tostado 

con aztfcar, 199.9 862,9 

- Cafif en grano tostado 

con aztfcar Legal 183.4 639.6 
- Café granulado soluble 

Internacional 795.6 
- Café soluble Oro 418.4 2191.3 
- Cafif granulado soluble 

Nescafif, 956.7 2435.1 
- Café soluble Diplomat 

{Neecafé) 1706,3 2899,5 
- Café soluble Ristreto 

(Nescafé) 377,4 3306,3 
- Café soluble Decaf 1528,8 599.8 
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en la tabla anterior se observa, que la teobromina no -

se detectó en nineuna de las muestras anali~aaas de cafés 

tostados e instantdneoa comerciales, solo se encontró muy p~ 

quefia cantidad en en el .-;rano crudo, que no se tomó en cuen­

t~ 

La teofilina que en el grano crudo se encuentra en ma-­

yor proporción que la cafeína, se ve disminuída notablemente 

en todos loa caf6s tostados, manteniéndose una relación in-­

versa a la que se presenta en el caf6 en grano crudo. 

Unicamente en el caf6 Ristreto se moatró una relación -

tan desproporcionada entre cafeína y teofilina de 1:8, podría 

pensarse que se le ha agregadoo cafeína o .se emplearon para -

su preparación variedades de caf6a con mayor contenido de C! 

reína. Un resul.tado contrario se observó en el caf6 Decaf, -

donde se ve una relación inversa de cafeína y teofilina. 

Bn loa oar6a tostados con az~car se observa un efecto -

de simple dilución lógica por la adición de az~car. 

No se encontró ninguna explicación al resultado obteni­

do en la muestra de caf6 granulado soluble Internacional don 

de no se detectó teofilina, aunque podría pensarse en una 

destrucción de este alcaloide por un tratamiento dr~stico de 

calentamiento. 

En el car& en grano tostado se podr!a decir·que dismin~ 

ye la cafeína aproximadamente 20 ~. sin embargo esta diferen 

cia podría ser mayor porque la humedad del caf6 tostado es -

menor que el crudo. 

En el andlisia de resultados de loa caf6a tostados en -

grano, no se encontró diferencia para cafeína entre el caf6 



Internacional comparándolo con uno a granel, sin embargo en 

el café Legal y el café a granel en grano con azdcar se en 

contró que el contenido de cafeína fué aproximadamente el 50 

~ del encontraño en loe anteriores, esto es debido a la dilJ! 

ción con azdcar, 

En cuanto a los cafés instantáneos, el café Oro y las -

cuatro presentaciones de la compa1!ia Neatle, resultaron lÓIQ.. 

cae siendo el café Ristreto el de mayor contenido en cafe!na 

y el café Decaf el de más bajo contenidob 
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8 ,-CONCLUSIONES, 

1.-se simplificó el método de extracción, no utilizando -­

Oxido de f.lagneeio pues se obtuvieron resultados sel'Jeja!! 

tea empleando el método de extracción con agua dee~ine­

ralizada en ebullición durante 25 minutos. 

2.-No se detectó teobrominn en ninguna de las muestras tan 

to de cafés tostadóe como de cafés inetantffiteos, no ob~ 

tante que en una prueba preeliminar realizada con gra-­

nos de cafés verdes se encontraron pequel'iae cantidades 

de este alcaloide, junto con otros picos no identifica­

dos, 

),-Otro aspecto de importancia en este.método, es el tiem­

po razonablemente pequef'!o en relación con loe métodos -

hasta ahora presentados y que en una sola determinación 

se cuantifica a loe tres alcaloidea, y por loe otros mi 
todos solo se determina uno o dos de loe tres alcaloi~ 

des, 

4,-Aunque loe cromatógrafoe de líquidos de alta resolución 

(HPLC) son muy coatoeoe, cuando se tienen resultan muy 

convenientes pues se necesitan cantidades muy pequeflas 

de muestra, as! como reactivos de fdcil acceso, 
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