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INTRODUCCION

CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los 4&cidos clorogénicos (ACGs) son ésteres formados entre ciertos acidos
hidroxicinamicos y &cido quinico (AQ). Con la hidrolisis de algunos de ellos se
producen &cido caféico (AC) y acido quinico (AQ), que son compuestos que tienen
amplias aplicaciones en la industria de alimentos, farmacia y medicina, razén por la cual
tienen un alto valor agregado. Los ACGs forman parte de la quimica del café verde, lo
que hace posible que con su hidrolisis se puedan obtener AC y AQ como subproductos,
implicando un beneficio en contra de la fuerte crisis que el café ha atravesado en los
ultimos afios. EI AC comUnmente se obtiene a partir de acido clorogénico (ACG), los
métodos que generalmente se han empleado son quimicos. Estas técnicas son poco
eficientes, pues se tienen rendimientos muy bajos del producto final; por esta situacién
se han buscado otras alternativas como el uso de métodos enzimaticos, ya que con el
empleo de enzimas los procesos son mas eficientes y baratos, pues se obtienen mejores

rendimientos del producto final.

Los precios del café en los mercados mundiales, que alcanzaban un promedio de
120 centavos de ddlar por libra en la década de los 80s, en los afios 2001 y 2002 se
situaron alrededor de 50 centavos, que es el precio mas bajo en términos reales, en los
ultimos 100 afios. La caida de los precios fue consecuencia del desequilibrio entre la
oferta y la demanda. La produccion de café estaba creciendo a razon de un 3.6 %, pero
la demanda aumentaba a razén del 1.5 % solamente (www.ico.org/ed/crisisc.pdf,
2002). Para resolver esta crisis, en febrero de 2002 la Organizacion Internacional del
Café (OIC), formulé el “Programa de mejora de la calidad del café”, que dio
comienzo el 1° de octubre de 2002. Este programa pretende beneficiar a los
consumidores, al tener mejores niveles de calidad de las mezclas de cafés en
general; y a los productores, al reducir el exceso de produccién, ya que se
elimina del mercado el café de baja calidad implicando una mejora en los
precios del producto. En el 2003 el precio del café se elevo hasta aproximadamente 70
centavos de dolar por libra y se espera que en los afios proximos siga creciendo
(www.ico.org/ed/crisisc.pdf, 2002).

El café verde que se desecha por no cumplir con la calidad requerida puede

convertirse en una materia prima importante, ya que contiene ACGs que podrian
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recuperarse para obtener ACy AQ.

El objetivo de este trabajo fue obtener AC del café verde nacional, aplicando
un nuevo método enzimatico para la hidrolisis de los ACGs del café verde que pudiera
aplicarse a escala industrial. Por lo que, en una primera etapa se implemento una técnica
de extraccion para la recuperacion de ACGs de las diferentes fuentes de café verde
utilizadas; en una segunda etapa, se identificé cual de las fuentes tuvo mayor contenido
de ACG, cuantificando la cantidad obtenida en la primera etapa. Finalmente, en una
tercera etapa se realizo la hidrolisis enzimatica del ACG recuperado para obtener el AC.
Se trabajo con verde obtenido de los estados con mayor produccion, como son: Chiapas,

Veracruz, Oaxaca e Hidalgo.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 EL CAFE.

2.1.1 Generalidades.

El nombre café se deriva de la pronunciacion turca, kahveh, de la palabra arabe
gahweh (Kirk-Othmer y cols., 1983; Francis, 1997). Café es el nombre con el que se
designan las semillas de las plantas del género Coffea (Fig. 2.1) desprovistas por completo
de sus vainas y en lo posible de sus tegumentos (envoltura plateada), en estado crudo,

tostado, enteras o molidas; y a la bebida preparada con ellas (Belitz, 1997).

El café nace en Africa (Etiopia, Abisinia), se difundi6 por Arabia vy
Constantinopla hasta Venecia, extendiéndose por Europa desde mediados del siglo
XVII. Arabia 'y las zonas cercanas permanecieron como las Unicas fuentes de
abastecimiento para el café hasta 1658, cuando los holandeses introdujeron la Coffea
arabica a Ceilan y a Java en 1699. Unos veinte afios después de establecerse en Java,
los embarques de C. arabica, via Paris, a la Martinica y otros paises, proporcionaron el
nicleo para que el café arabigo se propagara en casi todas las plantaciones actuales del

Nuevo Mundo (Belitz, 1997; www.infoagro.com, 2002).

La superficie del fruto al principio es verde, posteriormente se colorea de rojo o
violeta al madurar y contiene en su pulpa (mesocarpio) dos semillas que contactan por su
cara lisa. Exhiben un surco, estdn envueltas por una membrana llamada tegumento y

luego recubiertas por el endocarpio. Para un buen desarrollo del arbol de café estan
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indicados los territorios tropicales de mediana altitud con temperaturas de 15 y 25 °C, a

600-1200 m sobre el nivel del mar (Belitz, 1997).
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Fig. 2.1 Diseccion de un grano de café.

2.1.2 Especies y variedades.

Hay cuatro especies o grupos principales, que se cultivan ampliamente y
constituyen los cafés del comercio: café arabigo (Coffea arabica), café robusta (Coffea
canephora), café liberiano (Coffea liberica), y café excelso (Coffea excelsa); ademas,
existe una gran cantidad de otras especies llamadas econdmicas, que se plantan en
escala local y normalmente no entran a los canales comerciales (Belitz, 1997; Rogers y

cols., 1999; Guerrero y cols., 2001; Ky y cols., 2001; www.infoagro.com, 2002).
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2.2 CAFE CRUDO.

2.2.1 Café verde.

El café crudo o también llamado café verde, son las semillas de las plantas del café
desprovistas por completo de sus vainas y cascara. Los cafés de zonas altas en general
son mas apreciados que los de tierras bajas pues presentan mejores caracteristicas de

calidad (Belitz, 1997).

ARABICA ROBUSTA

Fig. 2.2 Semillas de café verde.

2.2.2 Recoleccion y tratamiento.

En el hemisferio boreal, la recoleccion se efecttia entre los meses de diciembre y
febrero, mientras que al sur del ecuador es en los meses de mayo a agosto. Los frutos son
recolectados, luego se les elimina la pulpa para obtener el grano comercial, lo que se
realiza por dos procedimientos: Preparacion seca y preparacion himeda. La preparacion
seca es practicada casi exclusivamente en Brasil. Los frutos recolectados se secan al sol
hasta que las semillas se desprenden de la cascara. Con maquinas descascarilladoras de
tornillos sin fin conicos, se retiran la pulpa, endocarpio y tegumento. El café
descascarillado obtenido, se clasifica y se envasa. La preparacion humeda es mas cara,
moderna y habitual en los cafés arabica de América Central, Colombia y Africa. En
este método se llevan los frutos al despulpador, que mediante un sistema de discos y
rodillos graduables de superficie aspera, eliminan la pulpa por compresion sin dafar las
semillas; éstas se pasan por tamices y posteriormente se secan al sol, se descascarillan y se

envasan (Sivetz, 1963; Kirk-Othmer, 1983; Cervantes, 1996; Belitz, 1997).
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2.2.3 Clases de café crudo.

La especie Coffea arabica es el 80-90 % de la produccion mundial, Coffea
canephora corresponde al 20 % aproximadamente y Coffea liberica es alrededor del 1 %.
El café de mayor calidad lo proporciona C. arabica, seguido por C. canephora y por ultimo
C. liberica (Belitz, 1997; Ky y cols., 2001; www.infoagro.com, 2002).

La categorizacion del café crudo se realiza atendiendo al tamano, color, forma,
consistencia y corte de los granos. El café debe cumplir con el Programa de mejora de la
calidad del café descrito en la resolucion 407 de la OIC. Los granos deficientes como
semillas inmaduras, congeladas y verdes, granos dafiados por la lluvia e insectos, y
granos deficientemente desecados deben ser retirados (Sivetz, 1963; Belitz, 1997;

www.ico.com, 2002; Franca y cols., 2005).

2.2.4 Programa de mejora de la calidad del café. Normas minimas para el cafe de calidad
exportable. Resolucion 407 de la OIC.

En febrero de 2002, la OIC (Organizacion Internacional del Café¢) formuld el
“Programa de mejora de la calidad del café”, que dio comienzo el 1°de octubre de 2002.
En ¢l se determinan grados de calidad minima y de humedad maxima para el café
destinado a la exportacion. Este programa pretende beneficiar a los consumidores, al
tener mejores niveles de calidad de las mezclas de cafés en general; y a los
productores, al reducir el exceso de produccion. A continuacidon se mencionan

algunos de los puntos contenidos en la resolucién 407 (www.ico.com, 2002).
1. Los miembros exportadores no deberan exportar café que:
a) Si es arabico, tenga mas de 86 defectos por muestra de 300 g (método Brasil de

clasificacion de café verde, o equivalente); y si es robusta, tenga méas de 150 defectos por

300 g (Vietnam, Indonesia, o equivalente).
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b) Tanto si es Arabica como Robusta, tenga un contenido de humedad de menos del 8% o

de mas del 12.5%.

2. Cuando ya se consigan en la actualidad porcentajes por debajo del 12.5, los miembros

deberan hacer todo lo posible para que esos niveles se mantengan o disminuyan.

3. Los miembros exportadores emitirdn certificados de origen de la OIC, inicamente a

partidas de café que cumplan las normas del nivel minimo de defectos y de humedad.

2.3 EL CAFE EN MEXICO.

2.3.1 Méxicoy el café.

El café fue introducido a nuestro pais desde 1795. Es un cultivo de una enorme
trascendencia econodmica, social, cultural y ecoldgica. Al ser el producto agricola principal
de exportacion durante los ultimos afios, su cultivo ha colocado a México en importantes
posiciones internacionales, pues comparte hoy en dia con India, el cuarto lugar por su

produccion, después de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam (Moguel y cols., 1996).

Participacion en el mercado internacional de los principales
productores de café

Paises principales % de participacion
Brasil 30.4
Colombia/ Indonesia 11.2
Vietnam 10.2
Meéxico/India 44
Guatemala 3.6

Tabla 2.1 Participacion en el mercado internacional de los principales productores de café. FUENTE:
ASERCA CON DATOS DE USDA TROPICAL PRODUCTS: “WORLD MARKETS AND TRADE
DICIEMBRE 2003”. (www.ico.com).
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2.3.2 Productores de café en México.

De acuerdo con el Censo del Inmecafé, hacia 1989 la produccion del aromético se
concentraba en alrededor de 4300 localidades, distribuidas en 411 municipios y en doce
estados de la Republica. La superficie cultivable se estima entre 700 000 y 800 000
hectareas (Censo Agropecuario 1991), una superficie que puede variar afio con afo de
acuerdo con las expectativas econdmicas que presenté su cultivo. A diferencia de lo que
ocurre en Brasil y Colombia, en nuestro pais el café lo producen principalmente las
familias campesinas e indigenas y a pequena escala. El 92% de la superficie cultivada
corresponde a propietarios con predios de menos de 5 hectareas o a 70% con no mas de dos
hectareas. Estos representan 65% de la superficie cafetalera del pais y casi la mitad del
total de produccidn, pues un tercio lo generan los propietarios con mas de 10 hectareas y
el 20% restante los de entre 5 y 10 hectareas; 60% de los productores pertenecen a

ejidos y comunidades indigenas, y 38% son propietarios privados (Moguel y cols.,

1996).

Municipios, localidades, superficie y productores de café en México

Ndmero de Ndmero de Superficie NUmero Produccion
Estado municipios localidades cultivada de en
cafetaleros cafetaleras | de café (en ha) | productores quintales
Colima 5 28 2170 795 8 935
Chiapas 69 1418 211950 28 620 2318014
Guerrero 10 73 40 620 8389 254336
Hidalgo 18 473 43100 23 746 451372
Jalisco 1 10 2 080 308 6 398
Nayarit 7 49 19 000 3288 157 825
Oaxaca 117 771 176 980 57 052 1097 296
Puebla 47 442 67 700 14 136 1 184 286
Querétaro 1 3 614 313 4 592
San Luis 8 247 31 150 16 100 203 970
Potosi 2 29 1 690 950 5600
Tabasco 72 783 134 430 44908198 605 1703 180
Veracruz
Total 357 4 326 731 484 198 605 7 395 804

Tabla 2.2 Produccion de café en México. FUENTE: CENSO INMECAFE, 1989, (Moguel y cols., 1996).
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2.3.3 Zonas de produccién de café en México.

La distribucion que presenta este cultivo en México es muy amplia, con altitudes
que van desde 300 hasta casi 2000 metros sobre el nivel del mar, con una gran diversidad
de climas, suelos y vegetacion. Pero se desarrolla mejor entre 600 y 1200 metros sobre el
nivel del mar encontrandose fundamentalmente en zonas cerriles y montafiosas de las dos
vertientes: la del Golfo de México y la del Pacifico. Por lo tanto, los principales estados
productores por orden de importancia son: Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca, Hidalgo y

Guerrero (Moguel y cols., 1996; Cervantes, 1996).

Desde el punto de vista bioldgico, las areas cafetaleras coinciden con regiones muy
ricas en flora y fauna, por lo que Oaxaca, Veracruz y Chiapas son sitios con un enorme

valor para la conservacion de la biodiversidad (Moguel y cols., 1996).
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Fig. 2.3 Estados productores de café en la Republica Mexicana.

2.3.4 Sistemas de produccion.

En Meéxico se pueden diferenciar dos modalidades de produccion, café bajo
sombra y sin sombra, dentro de las que es posible distinguir cinco sistemas productivos:
rusticano, policultivo tradicional, policultivo comercial, monocultivo de sombra y

monocultivo de sol. A continuacion se describe cada sistema (Moguel y cols., 1996).
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Sistema rusticano o de montafia

Es la simple sustitucion de las plantas del piso de las selvas o bosques por matas de
café. Este sistema afecta en forma minima el ecosistema forestal, pues se mantiene
la cubierta original de arboles. Es realizado basicamente por grupos indigenas, sin uso

de agroquimicos y con un rendimiento bajo.

Policultivo tradicional o “jardines de café”

Se trata del estado mas avanzado de manipulacion del ecosistema forestal nativo.
En este sistema se introduce el café debajo de los bosques o selvas originales, pero a
diferencia del sistema anterior, el café es acompafiado de numerosas especies de plantas
utiles (cacao, naranja, platano, mamey, chicozapote, aguacate, achiote, zapote negro,
bambll y guayaba). El resultado es un exuberante “jardin de café”, con gran variedad
de especies arboreas, arbustivas y herbaceas tanto de la vegetacion natural como de las
cultivadas, nativas e introducidas. Bajo este sistema, existe un empleo eventual de
agroquimicos y los rendimientos obtenidos resultan en muchos casos comparables a los de

sistemas modernos.

Policultivo comercial

Consiste en la total remocion de los bosques y selvas originales y la introduccion de
un conjunto de arboles de sombra apropiados para el cultivo del café. Son plantaciones
homogéneas donde solo se utiliza una variedad de café. La diversidad biologica y

productiva es considerablemente menor que en el caso anterior.

Monocultivo bajo sombra

Es un sistema moderno, introducido al pais por Inmecafé en la década de los
setenta. Se utiliza en forma casi Unica y natural los arboles de una leguminosa (del genero

Inga). De ésta forma se crea una plantacion monoespecifica bajo un sistema igualmente
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especializado. En éste sistema el uso de agroquimicos se torna una técnica obligada y la

produccion esté directamente dirigida al mercado.

Monocultivo de sol

En este sistema no hay ninguna cobertura de arboles y hay una exposicion directa al
sol. Es una plantacion especializada, que requiere de grandes insumos de agroquimicos,
maquinaria y mano de obra. En este sistema se alcanzan los mas altos rendimientos de café

por unidad de superficie.

2.4 COMPOSICION QUIMICA DEL CAFE CRUDO.

La composicion quimica del café verde puede afectar la calidad del sabor en el
café tostado. La quimica puede variar de acuerdo a la especie, variedad, altitud, origen,
medio de cultivo, manipulacién poscosecha (proceso de preparacién seco y humedo),
tiempo de almacenamiento, temperatura y humedad (Kirk-Othmer, 1983; Belitz, 1997;

Francis, 1997; www.incae.com, 1998; Franca y cols., 2005).

En la tabla 2.3 se muestra la composicién quimica del café verde de las especies
robusta y arabica. La especie robusta generalmente tiene un bajo contenido de lipidos,
trigonelina y sacarosa; y un alto nivel de cafeina y ACGs al compararse con la especie
arabica. Ambas especies tienen un contenido de proteina muy similar. Las semillas
preparadas con el proceso humedo, tienen un contenido muy bajo de minerales
comparandolas con las semillas preparadas en seco (Kirk-Othmer, 1983; Francis, 1997; Ky

y cols., 2001).

La pulpa y céscara del café son de interés actual, por su potencial biotecnoldgico en
la produccién de enzimas, acidos orgénicos y compuestos de sabor y aroma. La cafeina esta
presente en la pulpa y céscara en un 3 % de base seca. El contenido de taninos, que
representan un factor antinutrimental, difiere dependiendo del tipo de cultivo (Pandey y

cols., 2000; Ulloay cols., 2002).
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Composicion del cafe verde (cifras en % de base seca. Valor tipico e intervalo)

Especies
Componente Robusta Arabica
Humedad 11(10-13) 12.5(10-13)
Lipidos 10(7-11) 15(14-17)
Cenizas 4.2(3.9-4.5) 4.0(3.5-4.5)
Cafeina 2.0(1.5-2.6) 1.3(1.1-1.4)
Acidos clorogénicos 9(7-10) 7(5-8)
Acidos carboxilicos 2(1-3) 2.5(1.5-3.5)
Trigonelina 0.7(0.3-0.9) 1.1(0.9-1.2)
Proteina 11(9-13) 11(9-13)
Aminoacidos libres 0.8 0.5
Sacarosa 4(3-6) 8(5-9)
Azucares reductores 0.5(0.4-0.6) 0.1(0.1-0.2)

Tabla 2.3 Comparacion de la composicion quimica del café robusta y arabica. Datos obtenidos de Ky y
cols., 2001 y Kirk-Othmer, 1983.

2.5 LOS ACIDOS CLOROGENICOS (ACGs).

2.5.1 Generalidades.

Los ACGs son una familia de ésteres formados entre ciertos 4acidos trans-
cindmicos y acido quinico (fig. 2.26, pag. 36). Se pueden nombrar tres grandes grupos de
acidos clorogénicos, los cuales son 4cidos cafeoilquinicos (ACQs), dacidos
feruloilquinicos (AFQs) y acidos dicafeoilquinicos (AdiCQs). Estos grupos contienen tres
isdmeros que se mostraran mas adelante. El mds comin y mas disponible comercialmente
es el dacido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ), también conocido como acido 3-cafeoilquinico
(3-ACQ) y cominmente llamado acido clorogénico (ACG). Al acido 3-O-cafeoilquinico
(3-ACQ) se le conoce como acido neoclorogénico; el acido 4-O-cafeoilquinico (4-ACQ) es
nombrado como acido criptoclorogénico y a la mezcla de varios AdiCQs se les llama

acidos isoclorogénicos (Clifford, 2000; Rice y cols., 2001).
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En este trabajo se referira al acido 5-cafeoilquinico o 5-O-cafeoilquinico, como el
acido clorogénico abreviado como ACG; cuando se presenten las siglas ACGs, se estara

refiriendo al total de acidos clorogénicos. La estructura del ACG se muestra en la figura

2.4,
O
/ OH
(@] @)
HO OH
J\W\ )
OH OH

Fig. 2.4 Estructura del ACG.

2.5.2 Propiedades fisicoquimicas.

El ACG 0 acido 3-(3-(3,4-dihidroxifenil)-1-oxo-2-propenil)-1,4,5-
trihidroxiciclohexancarboxilico, CisH13O9, presenta las siguientes caracteristicas: PM 354
g/mol, p.f. 203-205°C, UV: 243, 300, 330 nm. Fisicamente son cristales de color crema,
solubles en agua, acetona y alcoholes (Cervantes, 1996; The Merck Index, 2001).

2.5.3 Fuentes de ACGs.

Los ACGs estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Iwahashi y cols.,
1984; Friedman, 1997; Chen y cols., 1997; Chuda y cols., 1998; Kweon y cols., 2001;
Pontes y cols., 2002), se encuentran en numerosas frutas y verduras. En las tablas 2.5 y
2.6, se muestra el contenido de ACGs en las frutas y verduras en las que se encuentran mas
abundantemente, y en la tabla 2.4 se muestran las fuentes mas importantes de ACGs por el

alto contenido que presentan de estos compuestos.
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Tabla 2.4 Contenido de ACGs en porcentaje en base seca, en diferentes vegetales. Datos obtenidos de Kirk-

Fuentes mas importantes de ACGs

FUENTE %
Alcachofa 10-15
Café verde 5-8
T¢é de mate 3.7
Ciruela pasa 0.73
Papa 0.14
Semilla de girasol 0.1

Othmer, 1983; Kopsch y cols., 1989; Clifford, 2000; Nakatani y cols., 2000; Pedrosa y cols., 2000; Llorach,

2002.
Contenido de ACGs en frutas
ACGs | Manzana | Pera Cereza | Ciruela | Durazno | Albaricoque | Mora Black Mora Nispero
currant azul
5-ACQ 26-510 10-516 11-140 15-142 30-282 37-123 t-3 1-2 1851-2075 | 329-907
4-ACQ t-12 - 1-21 6-100 - T 1 3-5 2-5 5-43
3-ACQ - - 73-620 88-771 29-142 26-132 41-52 38-48 5-7 95-207
AFQ 2-4 - t-13 1-34 2-9 5-22 2-4 1-3 8 28-145
Tabla 2.5 Contenido de acidos cafeoilquinicos (ACQ) y feruloilquinico (AFQ) en miligramos por kilogramo
de masa fresca, base hiimeda; t = trazas; y (- )= no detectable (Rice y cols., 2001).
Contenido de ACGs en verduras
ACGs Tomate Col Brocoli | Rabano | Lechuga | Endibia | Alcachofa | Papa | Zanahoria
5-ACQ 12-71 t-10 t 2 5-39 36-124 433 22-71° 5-541
4-ACQ 5-11 2-19 3 - - - 11 4-20 T
3-ACQ 11.2 6-120 58 t - - 12 3-9 t-9
Adi-CQ - - - - - - 160-260° 3 1-58
AFQ 2 2-17 - - - - - - t-83
Adi-FQ - - - - - - - - t-17

Tabla 2.6 Contenido de acidos cafeoilquinicos (ACQ) y feruloilquinico (AFQ) en miligramos por kilogramo
de masa fresca, base himeda; t = trazas; (- ) = no detectable; (*) = Estimado de cinarina (1,3 AdiCQ); (b) =
Alrededor de 229.1 en cascara de papa (Rice y cols., 2001).
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2.5.4 ACGs del café.

El contenido de ACGs en café varia en funcion a la especie, a la etapa de desarrollo
y a las condiciones de cultivo en las plantas. La concentracion de los tres grupos que
constituyen los ACGs (ACQ, AdiCQ y AFQ) presentes en café verde, varia en funcion a la
especie de forma tan importante que incluso hay grandes variaciones entre genotipos de la

misma especie (Guerrero y cols., 2001).

Por lo general, se reporta un contenido promedio de 7-8 % de ACGs en café verde
de la especie C. arabica y el contenido de 5-ACQ promedio reportado (peso en base seca)
es de 3-5 % (Franca y cols., 2005); sin embargo, se han encontrado contenidos (peso en
base seca) de 1.2 a 3.8 % solamente (Pchelkin, 2003). Se sabe que el contenido de ACGs
varia si el grano esta dafiado, pues el 5-ACQ se ha encontrado en un 1.8 % (peso base seca)

en granos negros (Franca y cols., 2005).

A continuacion se muestra el contenido de cada grupo de ACGs y de sus isomeros

en las especies C. arabica y C. robusta o canephora (Datos obtenidos de Ky y cols., 2001).

Acidos Cafeoilquinicos.

Estos son los compuestos mayoritarios del contenido total de ACGs del café verde,
estan en un 3.26 % (peso en base seca) en el café ardbica, en donde el 5-ACQ y 4-ACQ
aportan el 3.06 % (el 5-ACQ es mayoritario en un 75.3 %) y el 3-ACQ aporta el 0.2 %
restante. En el café robusta estan presentes en un 7.66% (peso en base seca), el 5-ACQ y 4-

ACQ aportan el 6.86 % y el 3-ACQ aporta el 0.81 %.
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Acido 3-O-cafeoilquinico (Acido neoclorogénico) :
O

OH OH
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OH OH
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X

Acido 4-O-cafeoilquinico (Acido criptoclorogénico) -
(0]
O
oH / OH
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OH OH oH
Acido 5-O- cafeoﬂqumlco (Acido clorogénico) :
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Fig. 2.5 Acidos cafeoilquinicos del café verde.

Acidos dicafeoilquinicos.

En lo que corresponde a este grupo, estan presentes en un 0.6 % (peso en base seca)
en el café arabica, en donde el 3,4-AdiCQ aporta el 0.12 %, el 3,5-AdiCQ aporta el 0.23 %
y el 4,5-AdiCQ el 0.25 %. En el café robusta estan en un 2.31 % (peso en base seca), en
donde el 3,4-AdiCQ, el 3,5-AdiCQ vy el 4,5-AdiCQ aportan el 0.77, 0.71 y 0.83 %

respectivamente.
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Acido 3,4-dicafeoilquinico : o Acido 3,5-dicafeoilquinico : "
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Fig. 2.6 Acidos dicafeoilquinicos del café verde.

Acidos feruloilquinicos.

Este ltimo grupo se encuentra en café arabica en un 0.19 %, en donde el 0.15 % lo
aporta el 5-AFQ y el 0.04 % restante los demas isomeros. En el café robusta estan en un

1.43 %, de donde el 5-AFQ aporta el 1.17 % y los otros dos isdmeros aportan el 0.26 %.
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Acido 3-O-feruloilquinico :
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Acido 4-O-feruloilquinico :
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Fig. 2.7 Acidos feruloilquinicos del café verde.

2.5.5 Métodos de obtencién de ACGs.

El interés que surgio6 por los ACGs debido a sus propiedades, motivo la creacion de

métodos que permitieran su obtencion de las diferentes fuentes en que se encuentran.
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El primer paso para la obtencion de ACGs es extraerlos de las diferentes fuentes que
lo contengan, para hacer una separacion y purificacion posteriores. Para hacer la extraccion
se emplean generalmente metanol o etanol a una temperatura de 4°C, mezclas de estos
disolventes con agua en diferentes proporciones, o también se pueden extraer con agua
hirviendo (Rodriguez de Sotillo y cols., 1994a; Ky y cols., 1997; Guerrero y cols., 2001;
Llorach y cols., 2002). Para hacer la separacion, purificacion y cuantificacion se han

desarrollado diferentes métodos de analisis que se mencionan a continuacion.

2.5.6 Métodos de analisis de ACGs.

Purificacion

Los métodos de purificacion empleados generalmente eran muy laboriosos, tanto
para los intereses en investigacion de cuantificar el contenido de ACGs en las diferentes
fuentes, como para su obtencién en escala comercial. Por lo cual se desarrollaron
alternativas de obtencion y purificacion. Los polisacaridos modificados y especialmente las
dextranas, tienen una capacidad de retencidon selectiva en los ACGs; un material
particularmente apropiado, para la separacion son los geles conocidos con el nombre de
SEPHADEX.RTM. En 1989 Kopsch y cols., patentaron un método simple que requiere de
pocos pasos en el proceso, por lo que se aplica a escala comercial. Con este método, los

ACGs contenidos en el material crudo, se pueden obtener y aislar casi por completo.

Cuantificacion

Con el desarrollo que ha tenido la técnica de la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) se ha logrado un gran avance en el andlisis de los ACGs. La técnica
consiste comunmente en el uso de columnas fase reversa, constituidas de silica con
particulas de 40 pm parcialmente modificadas con enlaces covalentes de octadecilsilano
(ODS); se emplea una bomba de presion constante y un detector de absorciéon UV a una
longitud de onda aproximada a 325 nm; longitud de onda en doénde normalmente se

detectan estos compuestos (Iwahashi y cols., 1984; Rodriguez de Sotillo y cols., 1994a; Ky
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y cols., 1997; Moon y cols., 1998; Casal y cols., 1999; Gillet y cols., 1999; Nakatani y
cols., 2000; Pedrosa y cols., 2000; Jham y cols., 2002; Llorach y cols., 2002; Nardini y
cols., 2002; Nuutila, 2002; Pontes y cols., 2002; Nishitani y cols., 2004). El mayor avance
que se tiene actualmente del HPLC con columna apolar, es su acoplamiento a
espectrometria de masas (EM), pues ademés de una identificacion exacta, este método ha
servido para estudios relacionados con la distribucion de los isomeros de ACGs en
diferentes compartimentos bioldgicos como sangre, plasma y orina humanas (Tolonen y
cols., 2002; Bastos y cols., 2004). La electroforesis capilar es una técnica que se ha
aplicado recientemente para el analisis de ACGs en plantas, su acoplamiento con EM ha
aumentado la sensibilidad del método y la eficiencia de la identificacion de compuestos

(Bastos y cols., 2004).

2.5.7 Propiedades y usos de los ACGs.

Los ésteres de acido caféico han atraido la atencion de la biologia y la medicina,
pues estos compuestos muestran propiedad anticarcinogénica, antiviral, antibacterial,
vasoactiva, antiproliferativa y antiinflamatoria. Estas actividades estdn particularmente
relacionadas con su propiedad antioxidante (Pauli y cols., 1998; Filip y cols., 2000; Rajan y
cols., 2001; Sefkow, 2001), por su alta actividad antioxidante pueden prevenir Ia
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) que juegan un papel clave en la
arterogénesis. En especial, el 4cido clorogénico, 5-CQA, ha sido ampliamente reconocido
por ser un antioxidante de las LDL humanas (Nakatani y cols., 2000; Cartron y cols., 2001).
Diversos estudios epidemiolégicos han reportado que el café puede disminuir los
riesgos de canceres humanos, especialmente el cancer colorectal, pues se ha descubierto
que los 4cidos clorogénicos contenidos en el café, han inhibido la carcinogénesis en ratas y
hamsteres (Clifford, 2000; Mori y cols., 2000). El 5-ACQ es un buen hepatoprotector
(Gillet y cols., 1999). Recientes descubrimientos revelan que el consumo de café,
disminuye el riesgo de diabetes y se cree que el responsable es el ACG (Khramov, 2000;
McCarty, 2005). Debido a las amplias propiedades que presenta el ACG, un extracto de
semillas de café¢ verde enriquecido con ACGs (55 %), esta disponible comercialmente

(McCarty, 2005). El ACG es empleado como fuente de AC y AQ, ya que con su hidrolisis
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se obtienen ambos compuestos (Cheetham y cols., 2000; The Merck Index, 2001).
2.6 ACIDO CAFEICO.
2.6.1 Generalidades.

El AC forma parte de los acidos hidroxicinamicos (AHC) los cuales son acidos
fenolicos que pertenecen a la serie de 4cidos trans-3-fenilpropendicos conocidos como
acidos cinamicos, pues derivan de la molécula de 4acido cinamico formando cuatro
estructuras basicas: acidos caf€ico, ferulico, cumarico y sindpico. Estos compuestos estan
clasificados dentro de los Fenilpropanoides, que es el nombre con el que se le conoce a los

compuestos responsables de la actividad bioldgica que presentan las plantas medicinales

(Clifford, 2000; Khramov y cols., 2000; Rice y cols., 2001; Kurkin, 2003).

Los AHC y sus derivados estan ampliamente distribuidos en las plantas, dicha
distribucioén varia en funcion a la especie, edad y modo de cultivo de la planta. Estos
compuestos forman parte de la estructura de la pared celular y juegan un papel importante
en el mecanismo de defensa de su sistema bioldgico contra microorganismos patdégenos; asi
como en sus cualidades organolépticas y nutrimentales en el caso de frutas, vegetales y
productos derivados, como jugos, vinos y sidras. Ademas, sus propiedades antioxidantes
son esenciales en la estabilidad de los productos alimenticios (Faulds y cols., 1993;
Bartolomé y cols., 1997; Friedman, 1997; Clifford, 2000; Rice y cols., 2001; Kurkin, 2003;
Asther y cols., 2005). La estructura del AC se presenta en la figura 2.8.

OH

HO /

OH

Fig. 2.8 Estructura del AC.
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2.6.2 Propiedades fisicoquimicas.

El AC, acido 3,4-dihidroxicindmico o acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propenodico,
CoHgOs, presenta las caracteristicas siguientes: PM 180 g/mol, p.f. 218-222°C, UV. 247,
299, 327 nm. Fisicamente son cristales de color amarillo, solubles en agua caliente y

alcoholes (The Merck Index, 2001).

2.6.3 Fuentes de AC.

Los AHC en sus formas libres se encuentran como trazas en frutas y vegetales, pero
haciendo una comparacion se ha encontrado que el AC es el mas abundante de los 4cidos
hidroxicindmicos presentes.

Fuentes mas importantes de AC

FUENTE PRODUCTO
manzana, uva, ciruela

Frutas
pasa, mora azul.
apa, tomate, col roja
V p 4 > )
erduras alcachofa
Semillas café, girasol
Plantas mate, olivo

Echinacea purpurea,
Cerasus serrulata,
Rhodiola rosea,
Plantas medicinales Papulus balsamifera,
varias especies de
Lamiacea como
Melissa officinalis
café soluble, sidras,

Otros vino

Tabla 2.7 Diferentes fuentes de AC. Datos obtenidos de Onyeneho, 1993; Rodriguez de Sotillo y cols.,
1994b; Chen y cols., 1997; Janicsak y cols., 1999; Clifford, 2000; Nakatani y cols., 2000; Pedrosa y cols.,
2000; Saija y cols., 2000; Cotelle, 2001; Rice, 2001; Silva y cols., 2001; Bergeron y cols., 2002; Kurkin,
2003.

Este compuesto se encuentra en la naturaleza en mayor concentracion formando
¢ésteres u otros derivados (Clifford, 2000; Cotelle, 2001). Los mas importantes son los
¢ésteres que forma con el AQ, como los ACGs (descritos en el capitulo anterior). Los ésteres
de AC y AQ estan presentes en manzana, aguacate, pifa, cereza, durazno, berenjena,

nispero, moras rojas, semillas y pulpa de café, té, mora azul, calabaza y han sido reportados
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raramente en granos de cebada. Esteres cafeoilquinicos han sido reportados en varias
verduras como coles, alcachofas, zanahorias y endibias. La alcachofa se caracteriza por
tener ACG vy varios ésteres dicafeoilquinicos, especialmente el 4acido 1,3-dicafeoilquinico
(1,3-AdiCQ), conocido como cinarina (figura 2.9). El acido 3,5-dicafeoil-4-succinilquinico
(figura 2.10) esta presente en guirnaldas (Chuda y cols., 1998; Rice y cols., 2001) y varios
acidos cafeoil-metilquinicos (figura 2.11) se encuentran en bambt (Kweon y cols., 2001;

Rice y cols., 2001).

Acido 1,3-dicafeoilquinico

OH
HO,

HooC OH OH

OH

Fig. 2.9 Estructura de la cinarina.

Acido 3-O-cafeoil-1-metilquinico

Acido 3,5-dicafeoil-4-succinilquinico
HO OH
HO OH

A\ A\

o o
o )‘k/\ o
HOOC. HOOC
\ﬁ\o COOH o
OH Q OCHs OH
0]
\ Fig. 2.11 Estructura del acido 3-O-cafeoil-

1-metilquinico.

HO OH

Fig. 2.10 Estructura del acido 3,5-dicafeoil-4-succinilquinico.
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Se ha encontrado acido cafeoiltartarico o acido caftarico (figura 2.12) en uva, acidos
cafeoil y dicafeoiltartaricos en lechuga, endivias y achicoria (Cartron y cols., 2001; Rice y
cols., 2001). Esteres cafeoilshikimicos (figura 2.13) son muy abundantes en datiles, en
donde participan en el pardeamiento enzimatico. El acido rosmarinico que es un éster
caféico de acido 3,4-dihidroxifenilactico (figura 2.14) que se encuentra en extractos de

varias hierbas culinarias y medicinales, como el tomillo (Rice y cols., 2001).

COOH
H————OH
HO \ COO———H
COOH
HO
Fig. 2.12 Estructura del acido caftarico.
O
HO
X o
COOH
HO OH

OH

Fig. 2.13 Estructura del acido cafeoilshikimico.
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O] COOH

HO 0 OH

HO OH

Fig. 2.14 Estructura del acido rosmarinico.

Los ésteres con azucares también estdn presentes en varios vegetales; por ejemplo,
la cafeoilglucosa se encuentra en hojas de espinaca y tallos de ruibarbo (figura 2.15). E1 AC
combinado con malvidin 3-glucosido, es una condicion comun en frutas y vegetales (figura
2.16). Se ha encontrado 4acido caféico 3-O-glucésido en papa (2.17). Algunos
cafeoilglucosidos como el verbascosido (figura 2.18), se han encontrado en diferentes

miembros de la familia Oleaceae, por ejemplo en los olivos (Rice y cols., 2001).

= OH

OH

Fig. 2.15 Estructura de la cafeoilglucosa.



ANTECEDENTES

HO

COOH

Fig. 2.16 Malvidin 3-(cafeoilglucosido).

HO

HOOC

Fig. 2.17 Estructura del acido caféico 3-O-glucésido.
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HO coo. HOH:G

HO H5;C OH

HO OH

OH
OH

Fig. 2.18 Estructura del verbascosido.

Las cafeoilamidas de hidro o dihidroxifenilalanina se encuentran en el cacao (figura
2.19) (Sanbongi y cols., 1998; Rice y cols., 2001). El AC y compuestos derivados han sido
encontrados en el propdleo (Chen y cols., 1997; Rajan y cols., 2001; Cos y cols., 2002).

N-(3,4-dihidroxi-trans-cinamoil)-3-(3,4-dihidroxifenil)-L-alanina :

OH
O COOH

HO \

OH

Iz

HO

Fig. 2.19 Cafeoilamida de dihidroxifenilalanina.
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2.6.4 Métodos de obtencién de AC.

El AC se ha extraido frecuentemente de las frutas y vegetales empleando alcoholes
y agua; por ejemplo, se ha usado etanol o soluciones de metanol/agua (80/20 v/v). La
extraccion se lleva a cabo a bajas temperaturas (4°C aproximadamente) y se adiciona algun
antioxidante para prevenir la oxidacion de AC durante el proceso, pero como ya se ha
mencionado, la cantidad de AC en su forma libre es minima en frutas y vegetales, por lo

cual, con este método no se puede obtener AC a grandes escalas (Rice y cols., 2001).

En algunas plantas, entre las que se encuentra el café, se han aplicado métodos de
hidrdlisis con el fin de cuantificar el total de compuestos fenolicos (Faulds y cols., 1993;

Bartolomé y cols., 1997; Casal y cols., 1999; Nardini y cols., 2002).

El AC puede ser obtenido por Ia hidrolisis del ACG en agua, el cual ademds de
producir AC, también produce AQ (Cervantes, 1996; Cheetham y cols., 2000; The Merck
Index, 2001).

Los métodos de hidrdlisis que se han utilizado para obtener AC a partir de ACG
han sido quimicos y enzimaticos. La mayoria de los métodos quimicos estan basados en la
hidrdlisis alcalina con NaOH 2-4 N, usando tiempos de incubacién que van de 4 a 6 horas y

en algunos casos realizando la reaccidon en atmoésfera de nitrogeno (Bartolomé y cols.,

1997; Casal y cols., 1999; Nardini y cols., 2002).

La reaccidon consiste en una substitucion nucleofilica, en donde el nucleéfilo es el

grupo hidroxilo de la base, la reaccién se da de la siguiente forma:

NaOH
RCOOR? ——— R'COOH + R’0OH
+H
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Al realizar este método hay pérdidas importantes del contenido de &cidos fenolicos,
en un ensayo realizado en café partiendo de ACG se obtuvo solamente un 22.9 % de AC
(con hidrolisis 4cida el rendimiento es atin menor), por esta razon se adicionaron EDTA y
acido ascorbico en la hidrélisis alcalina, con el fin de evitar la oxidacion del acido caféico,

con esta nueva técnica se logro tener un rendimiento del 97 % (Nardini y cols., 2002).

En lo concerniente a los métodos enzimaticos, se sabe que las hidrolasas pueden
llevar a cabo la hidrolisis de ésteres; se han descubierto enzimas como la acido clorogénico
tetramérica esterasa, la cinamato dimérica esterasa (aisladas de Aspergillus niger) y la
hidroxicinamico éster hidrolasa (purificada de A. japonicus), que tienen la capacidad de
hidrolizar el ACG. Se ha demostrado que algunas bacterias colonicas humanas tienen la
capacidad de producir esterasas con actividad en contra del ACG (Asther, 2005). Cheetham
y cols. (2000) patentaron la obtencion a gran escala de AC a partir de ACG de café,
mediante el empleo de la lipasa Candida antarctica obteniendo un rendimiento de reaccion
de casi un 100 %. Recientemente se ha reportado la purificacion y caracterizacion de una
acido clorogénico hidrolasa aislada de A. niger que cataliza la hidrélisis de ACG y que ha
permitido la obtencion de AC partiendo de ACG de gabazo de manzana y pulpa de café con
rendimientos de 86 y 100 % respectivamente (Asther y cols., 2005).

2.6.5 Métodos de analisis de AC.

Se han disefiado varios métodos para determinar la presencia de AC en plantas; se
ha empleado un método densitométrico para determinar el contenido de AC en varias
especies de Lamiaceae (Janicsak y cols., 1999). Los métodos cromatograficos se han usado
ampliamente desde 1960 para separar 4cidos fenolicos, se han conseguido grandes
progresos con el desarrollo del HPLC y la electroforesis capilar de alta resolucion (HPCE)
respectivamente. Estas tecnologias han permitido mejorar las determinaciones cuantitativas.
En particular, el desarrollo de las columnas fase reversa ha aumentado en gran medida la
eficiencia de los andlisis. El HPLC acoplado a detectores UV ha permitido la identificacion

y cuantificacion del AC y sus derivados (Rice y cols., 2001).
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Las técnicas de analisis de AC con HPLC consisten cominmente en el uso de
columnas fase reversa Cjs. Se emplea una bomba de presion constante y un detector de
absorcion UV a una longitud de onda aproximada a 320 nm, longitud de onda en donde
normalmente se detecta este compuesto. En el café, se determind6 AC empleando una
columna apolar, a una longitud de onda de 320 nm y usando una fase mévil compuesta de
agua, acido formico y metanol a un flujo de 0.9 ml/min (Casal y cols., 1999). Se ha logrado
la determinacion simultanea de AC y ACG en céscara de papa empleando una columna fase
reversa Cig, la fase movil compuesta de agua, metanol y acido acético (64:35:1 v/v/v) con
un flujo de 1 ml/min y un monitoreo a una longitud de onda de 313 nm (Rodriguez de
Sotillo y cols., 1994). El analisis de AC se ha beneficiado con el desarrollo de la
espectroscopia de infra rojo (IR), la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (EM), que han permitido el conocimiento exacto de las estructuras
de las moléculas fenolicas. Se determinaron AC y ACG en diferentes semillas de girasol
empleando una columna apolar Ci;s. Se empled un detector de arreglo de diodos
(photodiode array detector) con el cual se hizo el monitoreo hasta 325 nm. La fase movil
estuvo compuesta por acetonitrilo, metanol, agua y acido féormico (5:5:85:5) y un flujo de
0.4 ml/min, manteniendo la temperatura de la columna a 30°C. Se empleo un espectrometro
de masas que permitio la determinacion de AC, ACG y de los tres isobmeros de AdiCQ
(Pedrosa y cols., 2000; Rice y cols., 2001). El método de acoplado a espectrometria de
masas (HPLC-MS) ha permitido el mayor avance actual que es la determinacion de AC en
sangre (Rice y cols., 2001). Si bien, la combinacion de estas técnicas ha permitido obtener
sistemas de andlisis mas eficientes, se han mejorado al afiadir mas elementos. Por ejemplo,
se ha desarrollado HPLC-MS con una interfase de ionizacion quimica a presion atmosférica
(IQPA) que ha permitido la identificacion de AC en plantas y orina humana. Al emplear
HPLC-SM con ionizacion por “electrospray” (HPLC-SM-IES), se ha logrado analizar AC
en plasma y orina (Rice y cols., 2001; Bastos y cols., 2004).

2.6.6 Propiedades y Aplicaciones del AC.

Es bien sabido que los radicales de oxigeno estan relacionados con varias

patologias como el cancer, los desordenes cardiovasculares, la artritis, la inflamacion y
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enfermedades del higado. Los compuestos antioxidantes pueden proteger al cuerpo de los
dafos inducidos por los radicales de oxigeno. El AC es un compuesto que ha tenido gran
importancia en sistemas quimicos y bioldgicos debido a su potente actividad antioxidante
(Rodriguez de Sotillo y cols., No. 5, 1994; Filip y cols., 2000; Saija y cols.,, 2000; Cartron y
cols., 2001; Asther y cols., 2005).

La actividad antioxidante de los acidos fenodlicos, depende del numero de grupos
hidroxilo y de la posicion en la que se encuentren en la molécula. EI AC presenta actividad
antioxidante debido a su estructura fenolica, el grupo hidroxilo en posicion para interviene
en los pasos de la iniciacion de la oxidacion actuando como donador de hidroégeno, pues
cede su atomo de hidrogeno a los radicales alcoxi (RO) o peroxi (ROO’) logrando
estabilizarlos e inhibir la oxidacion. Los radicales del antioxidante que se producen, son

menos reactivos debido a su resonancia (Cervantes, 1996; Medrano, 2002; Sosa, 2003).

El AC y varios de sus derivados tienen importantes aplicaciones en medicina y en la
industria de alimentos, por lo cual el AC se convierte en una materia prima de gran
importancia desde su uso como antioxidante natural hasta su empleo en el desarrollo de
nuevos antioxidantes (Rodriguez de Sotillo y cols., No. 5, 1994; Moon y cols., 1998; Silva y
cols., 2001).

Se sabe que la acilacion de antocianinas con AC, la cual es comin en frutas, es

responsable de una mejor estabilidad del color en productos de frutas (Rice y cols., 2001).

En gran medida, el AC es el responsable de las propiedades benéficas que presentan
las plantas medicinales que lo contienen y que suelen utilizarse en infecciones ya que
estimula el sistema inmunologico y tiene actividad antibacterial (Cos y cols., 2002; Kurkin,

2003; Asther y cols., 2005).

El AC brinda cierta proteccion en contra de genotoxinas responsables del desarrollo
de varios tipos de cancer. Se ha reportado que el AC es un potente protector de especies de

nitrégeno altamente reactivas como los peroxinitritos o el radical didéxido de nitrogeno. Se
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ha demostrado que el AC y compuestos relacionados son potentes inhibidores de la
carcinogénesis humana, pues inhiben las reacciones de N-nitrisacion. Esta reaccion es
potencialmente mutagénica y las N-nitrosaminas estan implicadas en la carcinogénesis
(Clifford, 2000; Cotelle, 2001; Asther y cols., 2005). El AC también brinda proteccion en
contra de cancer en la piel, pues combinado con acido fertlico (AF) y disueltos en una
solucion saturada a pH de 7.2, protegen la piel contra la luz UV, por lo que se usan en los

protectores solares (Cheetham y cols., 2000; Saija y cols., 2000).

Se ha encontrado que el AC y cafeoil derivados como el 4cido dihidrocaféico y los
acidos cafeoilquinicos, cafeoiltartarico y rosmarinico, previenen enfermedades
cardiovasculares, pues protegen a las lipoproteinas de baja densidad atacando al i6n

superoxido responsable de su oxidacion impidiendo que se genere la arterogénesis (Moon y

cols., 1998; Cartron y cols., 2001).
2.6.7 Derivados de AC

Existen compuestos derivados de AC que han tenido importantes aplicaciones,
aditivos como el propil cafeato y propilhidrocafeato (figuras 2.20 y 2.21) son utilizados en

el aceite de girasol para aumentar su estabilidad pues presentan mayor actividad

antioxidante que el a-tocoferol (Silva y cols., 2001).

HO \ O/\/

HO

Fig. 2.20 Cafeato de propilo.
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Fig. 2.21 Hidrocafeato de propilo.

También se ha empleado el cafeato de bornilo como conservador de la grasa de

cacahuate (Sosa, 2003).

(0]
CHs
HO
O
3)2
HO
Fig. 2.22 Cafeato de bornilo, derivado de AC.

Ademas de los compuestos derivados de AC mencionados, se han sintetizado
compuestos a partir del AC y que tienen importantes aplicaciones, a continuacion se

presentan su estructura, propiedad o aplicacion.
Glucosidos

Se han sintetizado varios cafeoilglucosidos derivados de los 4acidos
dicafeoilquinicos obtenidos del AC (figura 2.23), que actian en contra del VIH-IN, pues
inhiben la replicacion del VIH (Kim y cols., 2000). Dependiendo de las condiciones de

reaccion se pueden obtener los siguientes cafeoilglucésidos.
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Fig. 2.23 Glucésidos obtenidos de AC con actividad anti- VIH.
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Amidas

Se ha determinado que las amidas de AC presentan una actividad antioxidante fuerte
en la oxidacion de lipidos por lo que se han sintetizado amidas a partir del AC y una amina

(Rajan y cols., 2001; Cos y cols., 2002).

o) o
HO X HO R’
OH R N
R'-NH, H
_
BOP/Et;N
HO DMF/CHCl,

Fig. 2.24 Sintesis de amidas de AC

Cafeato de etilo

El cafeato de etilo es un compuesto que forma parte de la formulacion de los

protectores solares y se ha obtenido a partir del AC (figura 2.25) (Cheetham y cols., 2000).

HO \
OH MeOH reﬂujo /\
H2804 conc.
AcOEt
HO NaHCO; 0. 1M

Fig. 2.25 Sintesis de cafeato de etilo.
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2.7 ACIDO QUINICO

2.7.1 Generalidades.

El AQ, acido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexancarboxilico o acido hexahidro-1,3.,4,5-
tetreahidroxibenzoico. C;H2Og; tiene las siguientes caracteristicas: PM 192 g/mol.
Fisicamente son cristales blancos con un fuerte sabor acido; p.f. 162-163°C; este compuesto
es soluble en 2.5 partes de agua, en alcohol y acido acético glacial. Se encuentra en la
corteza de arboles, particularmente en cortezas de arboles de América del Sur, tales como
arboles del tabaco, manzana, durazno, pera y ciruela (The Merck Index, 2001). La

estructura del compuesto se observa en la figura 2.6.

HO OH

OH OH

Fig. 2.26 Estructura del AQ.

2.7.2 Aplicaciones de AQ.

El AQ se emplea como precursor sintético Optimamente activo en muchos pasos de
sintesis quimica, pero ha sido particularmente apreciado como bloque de construccion
para la sintesis de compuestos naturales; puede ser usado para producir dimetiléster
hidroquinona, que es utilizada para perfumar los jabones. E1 AQ puede ser convertido a
benzoquinona, ambos compuestos son muy usados para la produccion de intermediarios
quirales, por ejemplo como precursores en la produccion de nucledsido. La
benzoquinona es un precursor de hidroquinona, la cual es ampliamente utilizada

en las soluciones reveladoras fotograficas (Barco y cols., 1997; Cheetham y cols., 2000).
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2.8 ENZIMAS EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS.

2.8.1 Generalidades.

Las enzimas son capaces de controlar especificamente a las macromoléculas
bioldgicas como proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucléicos; asi como a las
moléculas mas pequefias como aminoacidos, azlicares y vitaminas. Esta es la primera razon
por la cual las enzimas son importantes para la industria de alimentos. Cuando las enzimas
son consideradas para emplearlas en procesos alimentarios, es indispensable cuestionar si
se tendra algin beneficio comercial. Los beneficios que se pueden obtener aplicando
enzimas en un proceso son el mejoramiento de la conversion, beneficio ambiental, ahorro
econémico y la posibilidad de estandarizar procesos. Por ejemplo, en la hidrdlisis de
almidon para producir glucosa, con la hidrolisis 4cida se obtiene una conversion limitada,
mientras que las enzimas pueden aumentar el rendimiento y la pureza del producto
obtenido. Ademas, empleando enzimas se puede decir que la hidrdlisis es menos toxica y es

mas barata en términos de reduccion de pérdidas (Tucker, 1991).

Las enzimas han tenido un papel importante en la industria de alimentos tanto en los
productos tradicionales como en los novedosos. Los antiguos procesos de elaboracion de
cerveza y fabricacion de queso cuentan con actividad enzimatica en sus etapas. El
comienzo de la tecnologia enzimatica se remonta a Christian Hansen, quien en 1874
comercializé el cuajo y que fue la primera preparacion enzimatica normalizada para una
aplicacion tecnologica (fabricacion del queso). Tradicionalmente el queso se fabrica
empleando estdbmagos de animales lactantes para cuajar la leche. Pero Hansen extrajo el
principio activo del cuajo, la proteasa renina o quimosina, obteniendo el primer preparado
purificado de una enzima industrial. El cuajo, la malta y el koji son preparados crudos de
enzimas que el hombre ha usado para procesar alimentos desde épocas muy antiguas. La
malta son granos de cebada puestos a germinar e inactivados térmicamente apenas iniciado
el proceso. Durante la germinacion se produce a-amilasa que actua sobre el almidon
generando azucares susceptibles de fermentacion alcoholica por las levaduras. El koji es el

equivalente en Japon a la malta de occidente, consiste en un cultivo en superficie del hongo
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Aspergillus oryzae sobre trigo o arroz hervidos; el hongo secreta a-amilasa que es empleada
en la fabricacion del sake, que es el equivalente a la cerveza (Serrano, 1985; Gacesa y cols.,

1990; Tucker, 1991).

El uso de enzimas en diferentes procesos ha tenido gran importancia por los
beneficios que se pueden obtener con sus aplicaciones. Actualmente se emplean enzimas
para obtener o mejorar el producto final; por ejemplo, las pectinasas que se usan en la
extraccion de aceites esenciales de citricos, ofrecen ventajas durante la elaboracion de jugos
de frutas observadas en la clarificacion del producto final. La amiloglucosidasa es
empleada para la produccion de jarabe, etanol y cerveza. En la produccion de aminoacidos
se utiliza la enzima aminoacilasa. Las a-amilasas se emplean en la fabricacion de jarabes y
pan, la papaina se emplea para estabilizar la cerveza. Estos ejemplos, ilustran el desarrollo
y la importancia que ha tomado la aplicacion de enzimas en diferentes procesos.
Actualmente, son constantes las investigaciones que se hacen para encontrar nuevas

enzimas con aplicaciones industriales (Serrano, 1985; Gacesa y cols., 1990; Tucker, 1991).

La mayoria de las enzimas utilizadas en la industria son hidrolasas y debido a que
las enzimas aplicadas en este trabajo pertenecen a dicho grupo, se describen en el siguiente

apartado.

2.8.2 Hidrolasas.

Las hidrolasas son un grupo de enzimas que pueden realizar la hidrdlisis y la
formacion de ésteres, ademds de amidas, lactonas, lactamas, epoxidos, nitrilos, anhidridos y

glicosidos. Las proteasas, lipasas y esterasas pertenecen a este grupo (Fober, 2000).

Las esterasas preferentemente, rompen enlaces éster de cadena corta de los acidos
grasos, a diferencia de las lipasas que tienen preferencia por acidos de cadena larga. Se ha
encontrado que las esterasas presentan mayor actividad en substratos solubles en agua
(Fober, 2000; Fojan y cols., 2000). Las esterasas han sido obtenidas de una gran variedad

de fuentes, pero mas ampliamente de tejidos animales ya que tienen numerosas
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aplicaciones en sintesis organica. Con el empleo de esterasas se tiene el beneficio de que la
hidrolisis o sintesis de ésteres se puede obtener con menor cantidad de agua o se puede
reemplazar el agua con alcoholes como medio de reaccion (Staubmann, 1999). Las
esterasas de bacterias 4cido lacticas, levaduras y pseudomonas estdn involucradas en el
desarrollo de sabores frutales en alimentos. Por su parte, las lipasas tienen aplicacion
industrial en sintesis de ingredientes de alimentos, farmacos, agroquimicos, fragancias y
sabores, textiles, ademas se usan como aditivos en detergentes. Ambas enzimas son
esenciales para el desarrollo del sabor tipico de los quesos italianos (Fober, 2000;

Mohamed y cols., 2000).

Existe un tipo de esterasas llamadas Esterasas acido fenolicas que fueron detectadas
por primera vez por Deobald y Crawford en 1987 y que son una clase especifica de éster
carboxilico hidrolasas que tienen la capacidad de esterificar e hidrolizar acidos fendlicos
como el acido fertlico, por lo que son conocidas como acido ferulico esterasas (AFE). Las
AFE de Streptomyces olivochromogenes fueron las primeras esterasas acido fendlicas que
se obtuvieron de una fuente bacteriana. Las AFE han sido detectadas en varios
microorganismos, ya que estas enzimas extracelulares juegan un papel importante en la
degradacion del los compuestos fenolicos de las plantas para obtener substratos de
crecimiento. Actualmente se obtienen abundantemente de Aspergillus niger (Faulds, 1993,

Kroon y cols., 1997).

En los distintos trabajos en los que se busca sintetizar derivados del 4cido fertlico
asi como su hidrolisis, ha sido necesario conocer las mejores condiciones en las que actuan
estas enzimas, se sabe que la mayor actividad de las AFE la presentan a un pH de 6 que es
su Optimo, y a una temperatura de 37°C, por lo que generalmente se emplean estas
condiciones. Por lo general, se incuban la enzima y el sustrato en buffer MOPS 0.1 M a las
condiciones de temperatura y pH mencionadas, con agitacion constante y dependiendo del
tiempo de incubacion y substrato, se obtendra la esterificacion o hidroélisis (Faulds, 1993;

Ralet y cols., 1994; Bartolomé¢ y cols., 1997).

El mecanismo de accion de la enzima es similar a la hidrdlisis alcalina. Un grupo



ANTECEDENTES

nucleofilico, en este caso del sitio activo de la enzima (grupo hidroxilo de la Ser) ataca el
grupo carbonil del éster. La triada catalitica de la enzima esta formada por: Asp-His-Ser. La

reaccion se da en dos etapas (Fober, 2000).

I. Ataque nucleofilico, formacion de un intermediario acil-enzima y liberacion del alcohol.

Asp-His-Ser-OH
R1-CO-OR2 » Asp-His-Ser-O-OCR1 + HO-R2

II. Ataque de nucleéfilo (usualmente agua), regeneracion de la enzima y produccion del Ac.

Carboxilico.

H,O
Asp-His-Ser-O-OCR1 — Asp-His-Ser-OH + R1ICOOH
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener AC a partir de ACG recuperado de café verde, aplicando un nuevo método

enzimatico con posible aplicacion industrial.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefiar una metodologia para extraer ACG de café verde.

e Extraer el ACG presente en el café verde generado por las principales zonas

productoras del pais: Chiapas, Veracruz, Oaxaca e Hidalgo.

e ldentificar cual de los diferentes tipos de café estudiados tiene mayor contenido
de ACG.

e Disefiar un método para hidrolizar el ACG recuperado del café verde nacional,
empleando las enzimas X1y X2.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS

Con el método enzimatico de hidrdlisis disefiado en este trabajo, se puede
obtener AC a partir de los ACGs presentes en el café verde nacional, logrando mejores
rendimientos que los generados por los métodos que comdnmente se aplican para su

obtencion.
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CAPITULO 5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama general de la investigacion.

|| Obtencion de materia prima.

v

Variedad: Coffea arabica.

[ Muestra: Semillas de café verde. Zonas: Chiapas, Veracruz, Oaxaca e Hidalgo. ]

v
la. Etapa

Prepvaracion de las muestras.
v
[ Congelamiento de las semillas de café verde con N, liquido. "

Molienda.
v

Tamizado malla No. 14. Almacenar a -70°C.

v

” Extraccion de ACGs del café verde molido. "
v

Determinacion de rendimientos de extraccion.

\
2a. Etapa

Cuantificacion de ACGs en cada tipo de café verde empleado.
v

Seleccidn del extracto con mayor contenido de ACGs.

v
3a. Etapa

Hidrolisis enzimatica del extracto metandlico con
mayor contenido de ACGs.

v

Cuantificacion del AC producido.
v

” Analisis de resultados y conclusiones. “
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5.2 Obtencion de materia prima.

Se estudiaron cuatro tipos diferentes de café verde de la especie Coffea arabica;
las semillas fueron obtenidas de los estados de mayor produccion: Chiapas, Veracruz,

Oaxaca e Hidalgo.

5.3 Materiales y métodos.

5.3.1 Reactivos y equipos.

El estandar de AC y el buffer MOPS empleados son de la marca Aldrich Chem
Co. El DPPH y el estandar de ACG son de la marca MercK. Todos los reactivos
empleados eran grado R.A.; se utilizaron metanol, acido acético y acetato de etilo
marca Reasol. Para el andlisis en HPLC se emple6 MeOH grado HPLC. Para las
pruebas enzimaticas preliminares se emplearon Chirazime (Boehringer-Monnheim),
Lipasa (Sigma Chemical Co.), Lipozima RMIM (Nonozimes) y Lipasa de Candida

antarctica, Fraccion-B (Proporcionada por el Instituto de Quimica).

Para las destilaciones se emple6 un rotavapor Buchi R-205 conectado a una
bomba Edwards de alto vacio. El equipo de HPLC que se utiliz6 es un sistema Waters
con bomba de HPLC binaria Waters 1525 acoplado a un detector UV dual Waters
2487. Se empled un horno Perkin Elmer LC Oven 101. Se utilizé una columna para
sistema Waters W32311F 027 Nova-Pack C;g de 3.9 x 300 mm. Part No. WAT011695
Waters, hecha en Irlanda. Las membranas de filtracion fueron Durapore, 0.45 um HV y

papel filtro Whatman No. 4.

El desarrollo del trabajo se desarrolld en tres etapas generales, a continuacion se
presenta el esquema experimental y se explican las operaciones de cada una de las

etapas.
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5.3.2 Primera etapa.

" Preparacion de las muestras. "

v

Congelamiento de las semillas de café verde con N, liquido.
Molienda.

v

Tamizado malla No. 14. Almacenar a -70°C.

v
Extraccion

A 50 g de semillas molidas de cada muestra, agregar 300 ml
de MeOH (hacer por triplicado).

“ Lavar el homogenizado con 200 ml de MeOH (tres veces). Il

v

Homogenizar. Condiciones: 200 rpm/12 hrs/ 4°C.

v

v

Concentrar los extractos metanolicos. "

v

Il Recuperar el disolvente. “
\

Determinar el porcentaje de extracto seco obtenido.

v

Guardar los extractos en refrigeracion hasta su utilizacion.
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5.3.2.1 Preparacion de las muestras.

Las semillas de café verde de los diferentes estados, se congelaron con nitrogeno
liquido e inmediatamente se molieron en un molino para cereales. La molienda se
tamiz6 en malla No. 14, obteniendo particulas menores a 1.44 mm. El material obtenido
del tamizado fue utilizado como muestra para la extraccion de ACG. Las diferentes
muestras se almacenaron a -70°C hasta el momento de su empleo. Esta metodologia se
realiz6 teniendo como referencia los trabajos de Ky, y cols., 1997; Casal, y cols., 1999 y

Guerrero, y cols., 2001).

5.3.2.2 Procedimiento de extraccién.

El método de extraccion empleado, estd fundamentado en las técnicas que

normalmente se aplican para obtener extractos de compuestos fendlicos de las plantas.

La extraccion se hizo por triplicado en cada muestra diferente de café verde
molido, se pesaron tres lotes de 50 g de cada muestra. Cada lote se extrajo con 300 ml
de metanol, la mezcla se mantuvo con una agitacion de 200 revoluciones por minuto
(rpm) y manteniendo una temperatura de 4°C. Las extracciones se llevaron a cabo en la
noche la noche durante 12 hrs. Transcurrido el tiempo, se separ6 la fase liquida de la
fase solida por filtracion a vacio empleando papel Whatman No. 4. La parte solida se
lavo tres veces con 200 ml de metanol enfriado a 4°C. El extracto y los lavados se
juntaron y se procedi6 a evaporar el disolvente, la destilacion se llevdé a cabo
manteniendo la temperatura del bafio a 40°C. El extracto se concentré hasta eliminar el
disolvente. El disolvente se recuperé y se determind el porcentaje de extracto seco
obtenido de cada muestra. Al extracto obtenido se le nombro extracto de ACG, aunque

es una mezcla de ACGs.

Los extractos generados por cada muestra se mantuvieron refrigerados hasta su

utilizacion en los andlisis cromatograficos.
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5.3.3 Segunda etapa.

Redisolver los extractos secos en agua
desionizada y filtrar.

v

Analisis cromatografico cualitativo:
CCF y HPLC.

v
Cuantificacion

Redisolver 30 mg de los extractos secos de ACG
en 100 ml de agua desionizada.

v

Filtrar la solucion e inyectar en el HPLC.

v

Condiciones:
Temperatura de columna 45 °C, A 330 nm.

v

) Sistema eluyente:
Agua-Ac. Acet 1%/MeOH (70:30).

v

Identificacion por comparacion con estandar de ACG.
Cuantificacion por patrén externo.

v

{ 3\
Seleccion del extracto con mayor contenido
de ACG.

Los extractos obtenidos en la primera etapa se redisolvieron en agua
desionizada, las soluciones generadas generadas se emplearon en los andlisis
cromatograficos. En primer lugar se realizaron andlisis con cromatografia en capa fina
(CCF) para determinar la presencia de ACG en los extractos, posteriormente con el

HPLC se realizo la cuantificacion del ACG de cada extracto.

5.3.3.1 Analisis por CCF.

La cromatografia en capa fina se utilizé para determinar la presencia de ACG en
los extractos obtenidos, los cuales se compararon con un estandar de ACG. En la técnica

se emplearon cromatoplacas de silica gel como fase estacionaria, la fase mévil consistio
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en una mezcla de CHCIl3/MeOH/H,0O (3.5:1.3:0.2) las placas se revelaron con una
solucion de radical-DPPH al 0.2% en metanol. La aparicion de manchas color amarillo
en contra de un fondo purpura, indicarian que el radical-DPPH fue reducido por la

presencia de compuestos con actividad antioxidante.

5.3.3.2 Analisis en HPLC

El método de HPLC empleado se disend a partir de los trabajos de Iwahashi, y
cols., 1984; Rodriguez de Sotillo, y cols. 1994a; Moon, y cols., 1998; Jham, y cols.,
2002; Nardini, y cols., 2002; Nuutila, 2002.

Se redisolvieron 30 mg de extracto seco de cada muestra en 100 ml de agua
desionizada, la solucion se filtr6 en membrana y se inyectd un volumen de 20 pL por
triplicado. El sistema eluyente empleado fue agua-acido acético al 1%/MeOH (70:30) y
se aplicéd con un flujo constante de 1 ml/min. La columna se mantuvo a una temperatura

de 45°C y la deteccion se hizo a una A de 330 nm.

La identificacion de ACG en cada muestra se realizd por comparacion del
tiempo de retencion con el estandar de ACG. Para hacer la cuantificacion de ACG en
cada muestra se aplico el método de patrén externo y se determind cual de las muestras
presentd el mayor contenido de ACG, la cual se emple6 como muestra para la hidrélisis
enzimatica. En la secciéon de anexos (pag. 71) se muestra la curva patron de ACG

realizada.
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5.3.4 Tercera etapa.

A 30 mg de extracto seco agregar 100 ml de buffer.
(Solucién madre).

\

Tomar alicuotas de 2 ml para los diferentes ensayos.
Cuantificar la cantidad inicial de ACG en la solucion.

A

Hacer los ensayos por duplicado con 25, 50, y 75 puL de
X1 cony sin N,. Hacer igual con X2.

v

Condiciones de incubacion:
Buffer MOPS 0.1 M, pH 6, 250 rpm, 24 hrs. 37 °C

|
v v

Terminado el tiempo, Filtrar la mezcla de reaccion
hacer analisis de CCF. e inyectar en el HPLC.

v

Condiciones:
Temperatura de columna 45 °C, A 330 nm.

v

 Sistema eluyente:
Agua-Ac. Acet 1%/MeOH (70:30). Con
fluio de 1ml/min.

v

Identificacion por comparacion con estandar de AC.
Cuantificacion por patron externo.




METODOLOGIA

5.3.4.1 Hidrolisis enzimatica de ACG y cuantificacion de AC.

En un principio se intentd obtener el AC aplicando la patente desarrollada por
Cheetham, y cols. (2000), empleando lipasa de C. antarctica; sin embargo, no se logro
su obtencion. Posteriormente se utilizaron otras lipasas comerciales, siguiendo las
condiciones de la patente, con éstas tampoco se obtuvieron resultados positivos. Por
ultimo y siguiendo las mismas condiciones, se emplearon las enzimas X1 y X2; sin

embargo, tampoco se logro la obtencion del AC.

Con base en los resultados obtenidos, se desarrolld el método aplicado en este
trabajo; tomando como antecedente los trabajos y procedimientos para la obtencion de
AF. El método enzimatico empleado, se disefio tomando como referencia los trabajos de
Faulds, y cols., 1993; Ralet, y cols., 1994; Bartolomé¢, y cols., 1997 y Cheetham, y
cols., 2000.

Las enzimas X1 y X2 empleadas para la hidrolisis de ACG, fueron obtenidas de
Aspergillus niger. Presentan una actividad de 7 U/g y 36 U/g respectivamente. Se
realizd un ensayo preliminar en donde el método de hidrélisis desarrollado se llevo a
cabo con 100 pL de cada enzima; el andlisis cualitativo con CCF, mostrd resultados
satisfactorios, por lo cual se decidié aplicar el método variando la cantidad de enzima
afadida y observar su efecto; los volumenes de enzima que se estudiaron fueron 25, 50
y 75 uL. Se hicieron ensayos con y sin atmdsfera de nitrogeno para observar si se

favorecia la hidrélisis logrando mayores rendimientos de reaccion.

Previo a la hidroélisis se prepard una solucion madre con 30 mg de extracto seco
en 100 ml de buffer MOPS (&cido 4-morfolina propanosulfonico) 0.1 M y se verificd
que el pH se encontrara en 6. Se cuantificd la concentracion inicial de ACG y se
tomaron alicuotas de 2 ml que se colocaron en viales color &mbar. Se ocuparon 3 viales
para hacer los ensayos con los diferentes volimenes de E1 en atmosfera de nitrégeno y
3 viales para hacer los ensayos sin atmdsfera de nitrégeno; se procedié de la misma
forma con E2. Todos los ensayos se hicieron por duplicado. Se cuantificé el ACG que

estuvo presente después del tiempo de hidrolisis.
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Las condiciones de la hidrdlisis enzimatica fueron las siguientes: Los diferentes
viales que contenian la solucion madre se incubaron a 37°C y una vez que llegaron a esa
temperatura, se les agregaron las enzimas en los volimenes correspondientes. La
mezcla de reaccion se mantuvo a la misma temperatura y con una agitacion constante de
250 rpm durante 24 hrs. Concluido el tiempo, la mezcla de reaccion por un lado se
analizo con cromatografia en capa fina para determinar la presencia de AC; y por otra
parte se filtr6 en membrana para hacer el analisis con HPLC. Las condiciones de estas
técnicas cromatograficas fueron las mismas que para el andlisis de ACG; de igual
manera, se identifico al AC por comparacion con un estandar y se cuantifico por el

método de patron externo.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y su discusion se presentan por etapas tal como esta dividido el
proyecto: extraccion de ACG, cuantificacion de ACG e hidrolisis enzimatica de ACG

para la obtencion de AC.

Diagrama general.

|| Obtencion de materia prima.

v

Muestra: Semillas de café verde. Zonas: Chiapas, Veracruz, Oaxaca e Hidalgo.
Variedad: Coffea arabica.

v
la. Etapa

Preparacion de las muestras.

v
[[ Congelamiento de las semillas de café verde con N, liquido. ]’

Molienda.

v

Tamizado malla No. 14. Almacenar a -70°C.

v

” Extraccion de ACGs del café verde molido. ll
v

Determinacion de rendimientos de extraccion.

1/
2a. Etapa

Cuantificacion de ACGs en cada tipo de café verde empleado.
v

Seleccidn del extracto con mayor contenido de ACGs.

v
3a. Etapa

Hidroélisis enzimatica del extracto metanodlico con
mayor contenido de ACGs.

v

Cuantificacion del AC producido.
v

” Analisis de resultados y conclusiones. ”
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6.1 Obtencion de materia prima.

Se trabajo con cuatro tipos diferentes de semillas de café verde de la especie
Coffea arabica; las semillas fueron obtenidas de los estados de mayor produccion:
Chiapas, Veracruz, Oaxaca e Hidalgo. El café empleado no fue de tipo comercial, por lo

cual no se tienen los datos de cuando se cosecharon.

6.2 Primera etapa.

6.2.1 Preparacion de las muestras.

Tomando como base los procedimientos de Ky y cols. (1997), Casal y cols.
(1999), Rogers y cols. (1999) y Guerrero y cols. (2001); las semillas de café verde de
los diferentes estados, se congelaron con nitrogeno liquido e inmediatamente se
molieron en un molino para cereales. Las semillas fueron congeladas para que en el
momento de la molienda se obtuvieran particulas pequefias y no se produjera pasta. La
molienda fue una operacion que se realizd con el objetivo de reducir el tamafio de
particula de las semillas y de esta forma aumentar la superficie de contacto de la
muestra con el disolvente durante la operacion de extraccion, favoreciéndose esta ultima
operacion en comparacion de haberla hecho directamente en las semillas sin moler. La
molienda se tamiz6 en malla No. 14 (1.44 mm de tamano de particula). El resultado de
la molienda y tamizado fue utilizado como muestra para la extraccion de ACG. Las
diferentes muestras se almacenaron a -70°C para prevenir su degradacion hasta el

momento de su empleo.

6.2.2 Extraccién de ACG.

La operacion de extraccion se realizd teniendo una proporcion 1:6, esto se
refiere a que por cada gramo de muestra se colocaron 6 ml de disolvente. Esta
proporcion fue la empleada por Rodriguez de Sotillo y cols. (1994a) para la obtencion
de ACG a partir de la cascara de papa. Se decidio aplicar su técnica, debido a que se
emplea menor cantidad del disolvente de extraccidn, el cual es Gnicamente metanol, en

comparacion con otras técnicas en donde se aplican proporciones de 1:100 usando
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metanol/agua (70:30) como disolvente (Ky y cols., 1997); 1:50 empleando etanol al 80
% (Guerrero y cols., 2001); y 1:12 con una mezcla de metanol/agua (40:60) (Casal y
cols., 1999). Se hicieron tres lotes de 50 g de café verde molido de cada una de las
muestras, cada lote se colocd en un sistema de extraccion con 300 ml de metanol, la
mezcla se mantuvo con una agitacion de 200 revoluciones por minuto (rpm), a una
temperatura de 4°C, durante 12 horas. Las diferentes extracciones se llevaron a cabo
durante la noche. Posteriormente, se separo la fase liquida de la fase solida por filtracion
a vacio empleando papel Whatman No. 4. La parte solida se lavo tres veces con 200 ml
de metanol enfriado a 4°C. Se juntaron los triplicados de cada extracto y los lavados, y
se evapord el metanol a 40°C. El extracto se concentrd eliminando completamente el

disolvente; de esta manera se obtuvieron los extractos crudos que contienen ACGs.
6.2.3 Extracto crudo obtenido.

En la tabla 6.1 se muestran los porcentajes promedio de extracto crudo seco del

café verde de cada estado, obtenidos con el método propuesto (Anexo I).

Porcentaje de extracto crudo seco

Estado % de extracto seco
Chiapas 149°1.5
Veracruz 11.8% 0.8
Oaxaca 1137 0.4
Hidalgo 10.3° 0.5

Tabla 6.1 Tabla de porcentaje de extracto obtenida con el método de extraccion empleado.

En la evaporacion del disolvente se logré recuperar aproximadamente el 60 %
del metanol utilizado para la extraccion y los lavados. Se obtuvo de 9.8 a 10.8 % de
extracto crudo seco del café verde de Hidalgo; de 10.9 a 11.7 % del café verde de
Oaxaca; de 11.0 a 12.6 % del café de Veracruz 'y de 13.4 a 16.4 % del café de Chiapas.
Se puede ver que los valores obtenidos en el café de Oaxaca y Veracruz tienen algunas
similitudes, los valores del café de Hidalgo estan ligeramente por debajo y los valores
obtenidos para el café¢ de Chiapas son mas altos. Los resultados anteriores, podrian
implicar que hay diferencias en el contenido de ACG de cada tipo de café, segun el
Estado; y que el café de Chiapas podria presentar el mayor contenido, seguido por el

café de Veracruz, Oaxaca e Hidalgo (estas ideas se retomaran cuando se discutan los
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resultados obtenidos en la cuantificacion por HPLC).

6.3 Segunda etapa.

6.3.1 Identificacion y cuantificaciéon de ACG.

Identificacion con CCF.

Los extractos crudos secos obtenidos del café¢ verde de Chiapas, Veracruz,
Oaxaca e Hidalgo, fueron analizados con CCF; de acuerdo con los resultados obtenidos
en las cromatoplacas hechas, se observo la aparicion del ACG (Rf de 0.6, empleando
como eluyente el sistema CHCI3/MeOH/H20, 3.5:1.3:0.2). En la figura 6.1 se muestra
la cromatoplaca hecha para el extracto del café verde de Chiapas. Las aplicaciones
hechas correspondieron al extracto de café verde (E) y al estandar de acido clorogénico
(ACG). El resultado observado en esta figura, es el mismo que se obtuvo con cada uno

de los extractos de cada muestra.

Condiciones

Fase estacionaria:

cromatoplaca de silica gel.

Fase movil:

CHCI13/MeOH/H,0 (3.5:1.3:0.2).
Revelador:

Radical-DPPH al 0.2% en metanol.
RfE:RfACG: 0.6

Fig. 6.1 Cromatoplaca hecha para analizar extracto de ACG.

El resultado antes mencionado, indic6 la presencia de ACG en los extractos
crudos obtenidos del café verde de Chiapas, Veracruz, Oaxaca e Hidalgo; dado que al
comparar cada uno de estos extractos contra el estandar de ACG, se observaron las

mismas caracteristicas.



RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y cuantificacion de ACG con HPLC.

El método de HPLC implementado en este trabajo se disefio a partir de los

métodos siguientes:

Iwahashi: Columna C,s, temperatura de 40°C, sistema eluyente: agua /metanol

(1:1) mas Ac. Fosforico 10 mM/Metanol. A de 325 nm (Iwahashi, y cols., 1984).

Rodriguez de Sotillo: Columna Cg, con flujo de 1.0 ml/min, sistema eluyente:
agua /metanol /Ac. Acético (64:35:1 v/v/v). A de 313 nm (Rodriguez de Sotillo,
y cols. 1994a).

Moon: Columna C;g, temperatura de 50°C, con flujo de 3.0 ml/min, sistema
eluyente: agua /metanol /Ac. Acético (75:24:1 v/v/v). A de 254 nm (Moon, y
cols., 1998).

Jham: Columna C;s, temperatura de 40°C, sistema eluyente: Ac. Fosforico al 1

%. A de 210 nm (Jham, y cols., 2002).

Nardini: Columna Cg, temperatura de 30°C, con flujo de 1.0 ml/min, volumen
de inyeccion de 50 pL y sistema eluyente: 1.5 % de Ac. Acético glacial/agua

mas metanol (Nardini, y cols., 2002).

Nuutila: Columna C;s, con flujo de 0.8 ml/min, sistema eluyente: Metanol 20 a

60 % mas 300 pL/L de Ac. trifluoroacético. A de 280 y 340 nm (Nuutila, 2002).

En general, de estas técnicas se tomaron las condiciones que se utilizaron en el
método implementado que se describe a continuacion. Se emplearon las condiciones
siguientes: columna Cjg, temperatura de 45°C, con flujo de 1.0 ml/min, volumen de
inyeccion de 20 puL y sistema eluyente: Agua-acido acético al 1%/metanol (70:30). La

columna se mantuvo a una temperatura de 45°C ya que esto aunado a todo el sistema,
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permitié que el tiempo de retencion en el que aparecieron las sefiales de los compuestos
fuera menor en comparacioén con otras metodologias, en donde se tienen tiempos que
son de 5 y hasta 23 minutos (Rodriguez de Sotillo, y cols. 1994a; y Nardini, y cols.,
2002). Tomando en cuenta el trabajo de Kurkin (2003), donde define que los méximos
de absorcion son de A = 247, 299, y 327 nm para AC y A = 243, 300 y 330 nm para
ACG, la deteccion de las sefiales de los diferentes compuestos estudiados con el sistema

implementado en este trabajo se hizo a una A de 330 nm.

Utilizando el método de HPLC implementado en este proyecto, se determind
que el tiempo de retencion en el que aparecio la sefial del estandar de ACG fue de 3.2 +
0.1 minutos. El resultado de la aplicacion de los extractos de cada muestra de café, fue
la aparicion de una sefial que cay6 dentro de dicho tiempo de retencion. En la figura 6.2
se observa el cromatograma obtenido del andlisis del extracto del café verde de Chiapas,
en ¢l se puede observar la sefial caracteristica que aparecié en todos los extractos. Con
base a estos resultados, se corroboro6 lo obtenido por CCF y se confirmé la presencia de
ACG en los diferentes extractos obtenidos. Estos resultados revelaron que con el

método propuesto fue posible obtener ACG presente en el café verde.
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Fig. 6.2 Cromatograma de HPLC del extracto de café verde de Chiapas. ACG= acido clorogénico; tiempo
de retencion: 3.246 minutos. Cor}diciones: Columna fase reversa C;g. Temperatura de columna 45°C, A
330 nm. Sistema eluyente: Agua-Ac. Acético 1%/MeOH (70:30). Con flujo de 1ml/min
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6.3.2 Concentraciones de ACG obtenidas en cada muestra.
Con base a los resultados obtenidos por HPLC (Anexo II, pags. 70-72), se
calcularon las concentraciones de ACG obtenidas en el café verde de cada Estado

(Anexo II, pags. 70-73). Dichos resultados se observan en la tabla 6.2.

Concentraciones de ACG

g ACG /509 de
café molido
1.2
1.2
1.3
0.7
1.0
1.1
1.1
0.8
0.9
0.8
0.7
0.8

Muestra Lote

=

Chiapas

Veracruz

Oaxaca

Hidalgo

WINPIWINPIWIN|RP|WI[N

Tabla 6.2 Tabla de concentraciones de ACG obtenida a partir de los resultados de HPLC.

Para comparar los resultados cuantitativos obtenidos en este proyecto contra los
reportados en la literatura, las concentraciones de ACG se expresaron en porcentaje
(Anexo 11, pag. 74). Dichos valores se presentan en la tabla 6.3. (Se hizo el promedio

de los resultados obtenidos en los tres lotes hechos de cada tipo de café estudiado).

Porcentaje de ACG
Estado % ACG
Chiapas 2.6~ 0.14
Veracruz 2.0 044
Oaxaca 1.9 © 022
Hidalgo 1.6 ~0.15

Tabla 6.3 Tabla de porcentaje de ACG obtenida a partir del analisis cuantitativo de HPLC.

En la tabla 6.3 se observo que si varid el contenido de ACG en cada tipo de café

y que como se habia supuesto en la etapa anterior, el mayor porcentaje de ACG lo
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presentd el café verde de Chiapas con un 2.6 = 0.14 %, seguido por el café de
Veracruz, Oaxaca e Hidalgo con un 2.0 © 044, 1.9 = 022 y 1.6 © 0.15 %
respectivamente. Los porcentajes de ACG obtenidos con la técnica de extraccion
empleada (proporcidon 1:6, metanol como disolvente), estan por debajo del promedio
reportado que es del 7 % de ACG en la especie Coffea arabica. Al comparar contra el
método usado por Ky y cols., 1997, (proporciéon 1:100 usando metanol/agua (70:30)
como disolvente) en el que se obtuvo un 6.05 % de ACG; y el método empleado por
Guerrero y cols., 2001, (proporcion 1:50 empleando etanol al 80 % como disolvente) en
donde se obtuvo de 7.87 a 11.13 % de ACG, se puede ver que el método de extraccion
que se emplee influye en el rendimiento de ACG extraido, pues depende del disolvente
que se utilice. Se encontraron referencias donde se reporta un intervalo de 5 a 8 %
(Kirk-Othmer, 1983). Por otro lado, Rogers y cols. (1999) reportan un intervalo de 5 a
10 %, mientras que Belitz (1997) reporta el intervalo mas amplio que es de 4.5 a 11.1
%. En un trabajo posterior, Ky y cols. encontraron un intervalo de 3.4 a 4.8 % en otros
tipos de C. arabica. Sin embargo, en una referencia mas reciente, se reportd que hay
tipos de C. arabica que tienen un intervalo de 1.2 a 3.8 % (Pchelkin 2003) los cuales se

asemejan a los resultados obtenidos en este proyecto.

La variacion del contenido de ACG en el café es muy amplia, en el capitulo 2 ya
se comentd que hay grandes variaciones en la composicion quimica de los diferentes
tipos de café de una misma especie. Retomando nuevamente el trabajo de Guerrero y
cols. (2001) en donde se analizaron diferentes tipos de C. arabica, se reporta que
obtuvieron un intervalo muy amplio del contenido de ACG que vade 7.87 a 11.13 % y
que estuvo en funcion del tipo de C. arabica. Sin embargo, no sélo depende de la
especie, sino también de las condiciones de cultivo, la edad y del grado y tipo de dafio
de las semillas, ya que se ha reportado que las semillas inmaduras, de baja densidad,
negras o dafadas por insectos presentan menor cantidad de ACG (Franca y cols., 2005).
El método de obtencion de las semillas también tiene influencia en la composicion
quimica final del café. La semilla se obtiene a partir de la drupa mediante dos métodos,
si se aplica la Via himeda, el fruto se procesa inmediatamente, éste es despulpado y se
fermenta desde 11 horas hasta varios dias, mientras mas prolongada sea esta etapa, hay
mayor degradacion de compuestos quimicos, posteriormente se realiza el lavado en

donde hay pérdida de polifenoles. En ¢l caso de la Via seca, el fruto se pone a secar al
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sol durante tres semanas, posteriormente se realiza la decorticacion; en esta técnica no
hay lavado, razon por la cual lleva su nombre, por lo tanto hay menor pérdida de

antioxidantes (Kirk-Othmer, 1983; Belitz, 1997).

En las técnicas de extraccion de ACG que comlnmente se emplean en el
laboratorio para trabajar con semillas de café, se emplea poca cantidad de muestra, se
utilizan mezclas de agua con algun alcohol o solamente agua como disolvente, se ocupa
un gran volumen de éste, por cuya etapa de evaporacion se hace muy larga, sobre todo
por la cantidad de agua que se debe eliminar. Ademas en tales técnicas, el problema es
mucho mayor al escalar el tamafio de muestra inicial (Ky y cols., 1997; Casal y cols.,
1999; Guerrero y cols., 2001). En la técnica de extraccion propuesta, se utiliza menor
cantidad de disolvente, que ademas se puede recuperar en un 60% y se puede reutilizar;
ademas de que la muestra inicial es mucho mas grande. Al realizar esta técnica bajo
condiciones de laboratorio, se tiene un ahorro de tiempo, energia y dinero. Estos
hechos podrian resultar benéficos si se piensa en obtener ACG a escala industrial.
Ademas de que la técnica propuesta puede optimizarse ain mas, modificando el tamafio
de la particula de la molienda, la velocidad de agitacion durante la extraccion, se pueden
probar otros disolventes que aumenten el rendimiento de extraccion y que se eliminen
facilmente como el etanol o se puede aumentar el volumen de metanol utilizado en la

extraccion.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, no se puede asegurar que el café
nacional presenta un bajo contenido de ACG, ya que como se menciono, depende de
muchos factores; por lo que se sugiere hacer mas estudios al respecto. Sin embargo,

para los fines de este trabajo, los resultados obtenidos fueron satisfactorios.

Debido a que el extracto de café verde de Chiapas presentd el mayor contenido
de ACQG, se selecciond para emplearlo en la hidrolisis enzimatica (tercera etapa de este

proyecto).
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6.4 Tercera etapa.

Se obtuvo un extracto enriquecido de ACG a partir del extracto crudo, se utilizé
una columna empacada de celulosa y metanol al 5 % como fase moévil para separar los
carbohidratos presentes en el extracto crudo. Con el extracto enriquecido en ACG se
hicieron ensayos previos aplicando la metodologia de la patente 6, 066,311 (Cheetham
y cols., 2000). En esta se describe que empleando una hidrolasa es posible obtener AC a
partir de ACG. La metodologia que maneja la patente es la siguiente: A 200 mg de
ACG se le adicionan 10 ml de buffer de fosfato (pH 6.81). El pH de la solucion se
ajusta a 7.0 usando hidréxido de sodio 1 M, posteriormente la mezcla se incuba a 37°C
con 200 mg de lipasa de C. antarctica. La solucion es incubada por 24 horas agitando a
200 rpm. Siguiendo estos pasos, se realizd esta metodologia en el laboratorio utilizando
lipasa de C. antarctica y otras hidrolasas comerciales (lipasa pancreatica, Chirazime ,
Lipozima, X1 y X2), sin embargo no se logrd la obtencion de AC en ninguno de los

diferentes ensayos.

Al no tener los resultados que se deseaban, se tomaron en consideracion los
procedimientos enzimaticos empleados para la obtencion de AF, ya que es un
compuesto que al igual que el AC pertenece al grupo de los AHC, tienen una estructura

quimica muy similar y comparten ciertas propiedades (Capitulo 2, pag. 21).

OCH;
HO / ?

OH

Fig. 6.3 Estructura del AF.

El método enzimatico empleado, se disefid tomando como referencia los trabajos
de Faulds, y cols., 1993; Ralet, y cols., 1994; Bartolomé, y cols., 1997 y Cheetham, y
cols., 2000. Capitulo 5, pag. 50-51. Con esta metodologia propuesta solamente las
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enzimas X1 y X2 produjeron el AC. El hecho de que solamente estas enzimas realizaran
la hidrdlisis deseada, se podria deber a que las esterasas preferentemente rompen
enlaces éster de compuestos de cadenas hidrocarbonadas cortas, como es nuestro caso; a
diferencia de las lipasas que actian sobre cadenas hidrocarbonadas largas (Fojan, y

cols., 2000).

El hecho de que X1 y X2 realizaran la hidrolisis deseada empleando la técnica
propuesta fue muy importante en este trabajo; las enzimas X1 y X2, asi como la
informacion relacionada con ellas, pertenecen a una patente de caracter confidencial;
ademas, la técnica se probo directamente en el extracto crudo y se obtuvo el mismo
resultado, por lo cual la obtencion del extracto rico en ACG ya no fue necesaria. Los

resultados fueron los siguientes.

6.4.1 ldentificacion cualitativa de AC.

Identificacion con cromatografia en capa fina.

En la siguiente figura se muestra la cromatoplaca hecha al extracto crudo con
ACG obtenido del café de Chiapas y que fue sometido al método de hidrolisis

enzimatico propuesto.

En la figura 6.4 se presentan las aplicaciones de izquierda a derecha: extracto
crudo (C), extracto hidrolizado con X1 (1) y X2 (2) a los diferentes volumenes de
enzima establecidos previamente (25, 50 y 75 uL), estdndar de acido caféico (AC) con

Rf de 0.89 y estandar de acido clorogénico (ACG) con Rf de 0.60.

Condiciones

Fase estacionaria:

cromatoplaca de silica gel.

Fase movil:

CHCI;/MeOH/H,0 (3.5:1.3:0.2).
Revelador:

radical-DPPH al 0.2% en metanol.

Fig. 6.4 Cromatoplaca para analizar extracto de ACG
hidrolizado con 25,50 y 75 uL de E1 y E2.
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En la imagen se puede apreciar la disminucion del ACG del extracto crudo
(mancha con Rf de 0.60) y la aparicion de AC (mancha con Rf de 0.89) que se tuvo
como resultado de la accién de las enzimas X1 y X2 en todos los casos. En el ensayo
con 75 uL de enzima X2, el ACG desaparecio aparentemente por completo; se obtuvo
un resultado diferente con la enzima X1, en donde se observa que hubo una presencia
mayor de ACG. Estos resultados sugirieron que tal vez la enzima X2 era mas eficaz que
la enzima X1 para realizar la hidrolisis de ACG en las condiciones aplicadas, este
resultado concuerda con las actividades que se conocen de las enzimas X1y X2 (7 y 36
U/g respectivamente) para la obtencion del AF. Sin embargo, para asegurarlo, hacian

falta los andlisis cuantitativos.

Identificacion con HPLC.

Se determiné el tiempo de retencion en el que aparece la sefial del estandar de
AC utilizando el método de HPLC desarrollado. Con este método el AC aparece en 4.3
+ 0.1 minutos. Este resultado revel6 que el método de HPLC empleado permite la
determinacion simultanea de AC y ACG, como podemos observar en la figura 6.4. En el

cromatograma, se logra identificar la aparicion de AC en el extracto hidrolizado.

Con los resultados cualitativos obtenidos (andlisis con CCF y HPLC) se puede
asegurar que las enzimas X1 y X2 son enzimas que llevan a cabo la hidrélisis del ACG
y que permiten la obtencién de AC, asi que es posible obtener AC a partir de ACG

recuperado de café verde nacional aplicando la metodologia enzimatica propuesta.



RESULTADOS Y DISCUSION

0184

AC

0164

0144

ACG - 3.252

0124

0104

Al

0.08

[ERS

0044

002 4/\
D.DD——//\\
I L L L L L T e L e

1.00 1.50 200 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Minutes

L1} ]

Fig. 6.4 Cromatograma de HPLC del extracto de café verde de Chiapas hidrolizado. ACG = acido
clorogénico; tiempo de retencion: 3.252 minutos. AC = acido caféico; tiempo de retencion: 4.307
minutos. Condiciones: Columna fase reversa C;g.Temperatura de columna 45°C, A 330 nm. Sistema
eluyente: Agua-Ac. Acético 1%/MeOH (70:30). Con flujo de 1ml/min

6.4.2 Cuantificacion de AC.

La solucion de extracto de ACG de la que se partid para hacer los diferentes
estudios (solucion madre), presentd una concentracion inicial de ACG de 0.142
milimoles por litro (mM). En la siguiente tabla se presentan las concentraciones

promedio de AC obtenidas en las diferentes condiciones de hidrolisis.

Concentraciones de AC obtenidas por la hidrdlisis enzimética

C (ul) de enzima sin N (mm) con N> (mMm)
25 X1 0.194 * 0.013 0.174 * 0.007
25 X2 0.282 * 0.005 0.277 * 0.025
50 X1 0.249 * 0.011 0.320 * 0.004
50 X2 0.292 * 0.021 0.377 * 0.026
75 X1 0.280 * 0.020 0.328 * 0.012
75 X2 0.305 * 0.021 0.333 * 0.008

Tabla 6.4 Concentraciones de AC obtenidas a diferentes concentraciones de X1 y X2 en atmoésfera con y
sin N,. Concentracion inicial de ACG: 0.142 mM. mM = milimoles/ litro.

En la tabla 6.4 se presentan las concentraciones milimolares de AC obtenidas a
partir de los diferentes ensayos de hidrolisis del extracto de café de Chiapas. Donde se
observa que la enzima X2 produjo mayor concentracion de AC que la enzima X1. Por

ejemplo, con atmosfera de nitrégeno y a 50 pL de cada enzima, mientras que X2
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produjo 0.377 mM. Por otro lado, con una atmosfera libre de nitrégeno X2 produjo
0.292 mM y X1 produjo 0.249 mM. Estos resultados indican que la enzima X2 es mas
eficaz que X1 para realizar la reaccion de hidrolisis del ACG y producir AC en las
condiciones en que se desarrollo la técnica. Este resultado concuerda con lo que se
conoce de las enzimas X1 y X2, ya que tienen actividades de 7 y 36 U/g
respectivamente. Dichas actividades hidroliticas ya se conocian al utilizar como sustrato
otros compuestos (como ya se menciond para la obtencion de AF), no asi para la
obtencion del AC. En la tabla 6.4 también se observa que a 25 pL de enzima, X1 y X2
produjeron mayor cantidad de AC en una atmosfera libre de nitrégeno que realizando la
reaccion en atmosfera de nitrogeno. Por el contrario, al aumentar la cantidad de enzima
a 50y 75 pL, se observo que la mayor produccion de AC se obtuvo en la atmosfera de
nitrogeno. Sobre todo este efecto se ve mas claro a 50 uL, donde X1 produjo 0.320 mM
en atmosfera de nitrégeno contra 0.249 mM en atmosfera libre de nitrégeno. Mientras
que X2 en atmosfera de nitrégeno produjo 0.377 mM contra 0.292 mM en atmosfera
libre de nitrégeno. De acuerdo al ultimo resultado mencionado, se aprecia que tal como
ocurre en la hidrolisis quimica del ACG en los trabajos reportados por Nardini y cols.,
2002; y Nuutila, 2002, al hacer la reaccion en atmoésfera de nitrégeno se favorece el

incremento del rendimiento del AC obtenido.

La reaccion de hidrolisis de ACG, tiene una estequiometria 1:1, es decir, que por
cada mol de ACG se produciran una mol de AC y una mol de AQ. Revisando este
fundamento, se observa en los resultados de la tabla 6.4 un sobrerendimiento, ya que se
parti6 de 0.142 mM de ACG y todas las concentraciones de AC obtenidas posteriores a
la hidrélisis enzimatica estuvieron por arriba de dicho valor. Ademas, después de
aplicar el método de hidrdlisis, se tuvieron remanentes de ACG. Lo que sobreestimaria
ain mas los rendimientos de reaccion. Ya que como se observa en la tabla 6.5, para el
caso de 25 pL de enzima X1 en atmoésfera con y sin nitrogeno, se tuvieron remanentes
de 0.085 y 0.041 mM respectivamente; y 0.021 mM con 50 pL. de X1 en atmoésfera de
nitrogeno. A continuacién en la tabla 6.5 se muestran las concentraciones de los

remanentes y los casos en los que se presentaron.
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Concentracion de ACG remanente después de la hidrdlisis

Volumen de Concentraciéon mM de ACG en Concentracién mM de ACG en
enzima (uL) atmosfera sin nitrogeno atmosfera con nitrogeno
X1 X2 X1 X2
25 0.041 = 0.006 0.000 0.085 * 0.011 0.000
50 0.000 0.000 0.021 * 0.002 0.000
75 0.000 0.000 0.000 0.000

Tabla 6.5 Tabla de concentraciones de ACG remanente después de la hidrélisis enzimatica con los
diferentes volimenes de enzima estudiados y en atmosfera con y sin nitrogeno. Datos obtenidos con el
analisis cuantitativo con HPLC.

En la tabla 6.6 se presentan los porcentajes de hidrolisis de ACG obtenidos en

los diferentes ensayos a partir de los datos obtenidos en la tabla 6.5.

Porcentaje de hidrolisis de ACG

Volumen de % de hidrolisis en % de hidrolisis en
enzima (uL) atmosfera sin nitrégeno atmosfera con nitrogeno
X1 X2 X1 X2
25 70.9 100.0 40.4 100.0
50 100.0 100.0 84.9 100.0
75 100.0 100.0 100.0 100.0

Tabla 6.5 Tabla de porcentaje de ACG hidrolizado con los diferentes volimenes de enzima estudiados y
en atmosfera con y sin nitrégeno. Porcentajes calculados con respecto al ACG inicial: 0.14285 mM.
Finalmente, en la tabla 6.5 se observa que la enzima X2 hidrolizé por completo
al ACG en todos los casos, reiterando su mayor eficacia en comparacién con X1. Estos
resultados son muy parecidos a los obtenidos por Asther y cols. (2005) recientemente,
donde en su trabajo también obtuvieron sobrerendimientos de AC al emplear una

enzima aislada de A. niger para hidrolizar al ACG.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se piensa que X1y X2 no
solo hidrolizan al ACG, si no que también presentan actividad sobre otros ésteres de
AC presentes en el café¢ verde tales como los acidos dicafeoilquinicos, los acidos
feruilcafeoilquinicos o incluso sobre los cafeoilglucosidos, dando como resultado la
produccion de AC; la cual sumandose a la produccion de AC por la hidrdlisis del ACG,
explicaria por qué se tienen sobrerendimientos. Por otro lado, al no separar los
carbohidratos en el extracto crudo, el ACG puede estar unido a éstos y al no estar libre,

no se cuantifico al inicio; al agregar las enzimas X1 y X2 (las cuales presentan actividad
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celulasa), podrian liberar el ACG unido a los carbohidratos y aumentar la concentracion
de ACG inicial e impactar directamente en el rendimiento de AC obtenido al final de la

hidrolisis

Con los resultados obtenidos en esta investigacion se demuestra que el nuevo
método desarrollado, fue eficaz para la obtencion de AC a partir de ACG recuperado de
café verde nacional. Dando la pauta a nuevas investigaciones para su posible aplicacion

industrial, ya que es un método répido y sencillo.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Se puede recuperar ACG del café verde nacional con el método de extraccion

propuesto.

Hay diferencias en el contenido de ACG de cada café estudiado a pesar de que

todas las semillas de café eran la especie Coffea arabica.

El café verde de Chiapas tiene el mayor contenido de ACG con un 2.6 %,
seguido por el café de Veracruz, Oaxaca e Hidalgo con un 2.0, 1.9y 1.6 %

respectivamente.

Los rendimientos de ACG obtenidos con el método de extraccion empleado son
bajos comparados con el 7 % promedio, pero estan dentro de los intervalos

reportados.

El método de extraccidn utilizado, al parecer ofrece un menor gasto de energia y
un ahorro de tiempo y dinero en comparacion con las metodologias que se
emplean bajo condiciones de laboratorio. Esto puede ser interesante si se piensa

en un método para la obtencion de ACG a escala industrial.

Las enzimas X1y X2 llevan a cabo la hidrélisis de ACG y producen AC.

La enzima X2 es mas eficaz que la enzima X1 bajo las condiciones desarrolladas
en este trabajo para la obtencién de AC a partir de ACG.

Se obtienen mejores rendimientos de AC producido, cuando el método de
hidrélisis se lleva a cabo en atmosfera de nitrdgeno a 50 y 75 uL de las enzimas
X1y X2.

Con el método de hidrdlisis desarrollado se tiene sobre rendimiento de AC
producido debido a que X1y X2 tienen la habilidad de presentar actividad sobre
otros ésteres de AC presentes en el café verde.
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e EIl método enzimatico desarrollado, es una técnica novedosa que permite la

obtencion de AC a partir de ACG recuperado de café verde nacional.

e El café verde nacional es una fuente importante de AC y ACG.
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CAPITULO 8. ANEXOS

Anexo I. Calculo del porcentaje de extracto seco.

Para hacer el calculo se empleo la siguiente ecuacion.

%E = (MBE— M|\/|) 100/ MCM

En donde,

% E = Porcentaje de extracto crudo obtenido.
Mg = Masa de extracto.

Mm = Masa del matraz.

Mcm = Masa de café molido.

Ejemplo:

Extracto de Café de Oaxaca. Lote 1.

% E = (128.4300g — 122.5920g) 100/ 50g

%E

11.6760

En la tabla siguiente se presenta el porcentaje de extracto crudo obtenido en cada
muestra y la masa inicial de extracto que se tuvo en cada caso a partir de los 50 g de

café molido.
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Tabla de porcentaje de extracto crudo obtenido

OAXACA
LOTE m café molido(g) |[Exto.+ matraz(g) [Matraz(g) Extracto(g) % Extracto
1 50 128.4300 122.5920 5.8380 11.6760
2 50 91.7573 86.0787 5.6786 11.3572
3 50 91.5328 86.0787 5.4541 10.9082
VERACRUZ
LOTE m café molido(g) |Exto.+ matraz(g) |Matraz(g) Extracto(g) % Extracto
1 50 46.1813 39.8314 6.3499 12.6998
2 50 34.2019 28.4547 5.7472 11.4944
3 50 34.4810 28.9501 5.5309 11.0618
HIDALGO
LOTE m café molido(g) |[Exto.+ matraz(g) |Matraz(g) Extracto(g) % Extracto
1 50 48.6251 43.2028 5.4223 10.8446
2 50 127.6250 122.5920 5.0330 10.0660
3 50 89.5184 84.6039 4.9145 9.8290
CHIAPAS
LOTE m café molido(g) |[Exto.+ matraz(g) [Matraz(g) Extracto(g) % Extracto
1 50 129.3800 122.5870 6.7930 13.5860
2 50 50.8953 42.63280 8.2625 16.5250
3 50 91.8109 84.5990 7.2119 14.4238

Anexo Il. Calculo de concentraciones y porcentajes de ACG en cada tipo de café.

Para obtener el % de ACG fue necesario obtener una serie de datos previos. En primer
lugar se obtuvo la concentracion de ACG en cada caso empleando la ecuacion de la

curva estandar.
Y =X134x10"-3.19x 10°
En donde:

Y = Area de la sefial obtenida en el cromatograma de cada muestra.
X = Concentracion de ACG.
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Curva estandar de ACG

1. B00e+007

1. 400e+007-

1.200e+007

1.000e+007-

8,000 e+00E

5,000 e+ 005

Ansa

4,000 e+00E

2,000 e+00EH

.00 0e+000H

-2.000e+ 008
e oy e e e B e I
Amount
Mame: ACG Time: 3.281 Fit Type: Linear (1st Crder) R 0998245 Rt 0.996453 Equation: Y = 1.34e+0C
3.19e+005 Date Calibrated: 6/2/04 4:55:20 PM

Peak: ACG

Sample = Cale o, \ anore
r\}:|]1|1-|4 rsmt Level | Amaunt) Respanse .»1.;.1‘?:!Lr||.1t De-.-:iz‘ltin:nn r-:Z:?:I-}::i1I IFl'nu;t
1| ACG 0.0001M ACG 0,100 [1.4452+006 [0.083969 | -16.031 | No Mo
2| ACG 0.0001M ACG 0.100 |1.510e+006 |0.085776 | -11.224 | No Mo
3| ACG 0.0002M| Al 0.200 |3.149e+006 | 0.211028 5.514 | No HNo
4| ACG 0.0002M ACG 0.200 |2.802e+006 |0.185109 | -7.446 | No Mo
5| ACG 0.00030M| Al 0.300 [4.819=+006 |0.335648 | 11.849 | Mo Mo
6| ACG 0.0004M ACG 0.400 |5.745e+006 | 0.404560 1.140 | No Mo
T|ACG 0.001M |ACG 1.000 |1.361e+007 [0.991010 | -0.899 | No Mo

Ecuacion de la curva

Y= (1.34X10") X + 3.19 X

De la ecuacion se despejo X.

x= Y-319Xx10°
1.34X 10

Ejemplo de calculo de % ACG para Oaxaca Lote 1, Area 1.

386543 - 3.19 X 10°
X= =0.15429 mM

1.34 X 10’
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En la tabla que se muestra a continuacion se presentan las concentraciones obtenidas en

cada caso.
Area
M en100ml Inyeccion Cacc(mM)
Muestra| Lote MOPS (g) 1 2 3 1 2 3
1 0.03010| 2386543 | 2321889 | 2389406| 0.15429| 0.14947| 0.15451
0 2 0.03090| 1985969 | 2077824 | 2036047 | 0.12440| 0.13125| 0.12814
3 0.03130| 2249202 | 2368559 | 2402532 | 0.14404| 0.15295| 0.15549
1 0.03620| 1913342 | 1925389 | 1900583 | 0.11898| 0.11988| 0.11803
\Y 2 0.03100| 2421634 | 2729127 | 2463209| 0.15691| 0.17986| 0.16001
3 0.03320| 2729624 | 3034939 3034571| 0.17989| 0.20268| 0.20265
1 0.03010| 2084882 | 2344827 | 2056258| 0.13178| 0.15118| 0.12965
H 2 0.03820| 2346008 | 2519906 | 2381518| 0.15127| 0.16425| 0.15392
3 0.03390| 2427205| 2432089 | 2289750| 0.15733| 0.15769| 0.14707
1 0.03070| 2431554 | 2126019 | 2722405| 0.15765| 0.13485| 0.17936
C 2 0.03600| 2349158| 2761385| 2531531 | 0.15150| 0.18227| 0.16511
3 0.03130| 2483329| 2683302 | 2465940| 0.16152| 0.17644| 0.16022
O: Café de Oaxaca.
V: Café de Veracruz.
H: Cafe de Hidalgo.
CE: Café de Chiapas.
CA: Café de Chiapas.

M en100ml MOPS: Masa de extracto diluida en 100 ml de MOPS para el analisis en

HPLC.

Caca: Concentracion de ACG en el extracto crudo de cada tipo de cafe.

En segundo lugar, se calculé la masa de ACG presente en cada extracto crudo

empleando las concentraciones de ACG y el peso molecular (PMacc= 354 g/mol).

Continuando con el ejemplo:

0.15429 X 102 mol/L (354g/1mol)=0.0562g/L (100ml/1000mI)=0.00546 g
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Con este valor y empleando la masa de extracto crudo usada en el analisis de HPLC,

que para el ejemplo es 0.0301 g, se hace la siguiente relacion.

0.0301g —— 100%

0.00546g — X X=18.1457 % de ACG en el extracto seco.

Con este dato se calculé la masa de ACG presente en la masa total de cada extracto.

Siguiendo el ejemplo:

El extracto seco obtenido fue de 5.8380 g, con estos datos hacemos la relacién

siguiente:

5.8380 g —— 100%

X «—18.1457% X=1.05935¢g

Se encontrd 1.05935 g de ACG en el extracto obtenido a partir de los 50 g de café

molido. A continuacién se muestran los datos obtenidos en cada muestra.

% ACG en extracto para HPLC g ACG en

Muestra Lote 1 2 3 Extracto(g) extracto
1 18.14573 17.57886 18.17161 5.83800 1.05935
O] 2 14.25165 15.03641 14.68012 5.67860 0.80929
3 16.29079 17.29850 17.58577 5.45410 0.88852
1 11.63506 11.72307 11.54216 6.34990 0.73881
Vv 2 17.91811 20.53885 18.27211 5.74720 1.02979
3 19.18104 21.61106 21.60786 5.53090 1.06088
1 15.49838 17.77997 15.24787 5.42230 0.84037
H 2 14.01821 15.22107 14.26379 5.03300 0.70554
3 16.42915 16.46674 15.35775 4.91450 0.80741
1 18.17853 15.54948 20.68190 6.79300 1.23487
C 2 14.89750 17.92322 16.23582 8.26250 1.23091
3 18.26776 19.95519 18.12073 7.21190 1.31745
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Finalmente se calcula el porcentaje de ACG obtenido en cada tipo de café verde.

Para el ejemplo:

50 g—— 100%

159359 — X X=2.11869 %

Masa de ACG en extracto seco

%ACG %ACG %ACG

Muestra Lote 1 2 3 prom. p/mta.
1 2.11869 2.05251 2.12172 2.09764

0 2 1.61859 1.70771 1.66725 1.66452| 1.87430
3 1.77703 1.88695 1.91829 1.86076
1 1.47763 1.48881 1.46583 1.47742

\Y 2 2.05958 2.36082 2.10027 2.17356| 1.98394
3 2.12176 2.39057 2.39022 2.30085
1 1.68074 1.92817 1.65357 1.75416

H 2 1.41107 1.53215 1.43579 1.45967| 1.59826
3 1.61482 1.61852 1.50951 1.58095
1 2.46973 2.11255 2.80984 2.46404

C 2 2.46181 2.96181 2.68297 2.70220| 2.62507
3 2.63491 2.87830 2.61370 2.70897
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Anexo I11. Produccion de AC con la hidrélisis enzimatica.

Para hacer la cuantificacién de AC se partié de una solucién madre de ACG que se

sometié a la hidrolisis.

mM de ACG inicial
Se pesaron 0.028g de extracto seco del café CA que tuvo en mayor contenido de ACG y
se disolvieron en 100 ml de MOPS.

0.028g / 100 ml. MOPS

El area de respuesta en HPLC fue: 260022

Empleando estos datos y la ecuacion de la curva de ACG, se calcul6 la concentracion
inicial de AGC en la solucién madre.

2260022 — 3.19 X 10°
1.34 X 10’

=0.14485

Se tuvo 0.14285 mM de ACG inicial, lo cual equivale a 0.0050568g de ACG.
Calculo de AC.

Para identificar el AC producido, se empled la ecuacion de la curva estandar:

Y =(5.71 X 10°) X + 3.08 X 10°

donde se despejo X

y—3.08 X 10°
5.71 X 10°




ANEXOS Y LISTA DE ABREVIATURAS

Curva estandar de AC

E-.DEl:Ie+EID6;
?.DE{Ie+DE6§
6.DCGe+DDS§
5.DE(I9+EIE6;
4.DCGQ+DE6§
3 1
< 3.000e+006]
2.DEl:Ie+EID6§
1.DEIIIe+EIDB§
D.DC':IQ+C||II—5
-1.I]I[:III(;‘+[IIEISE
0.00 ‘o200 " o400 Toed 7 Tosd 1.0 © N
Amount
Mame: AC Time: 4.325 Fit Type: Linear (1st Order) R: 0.998741 R+t: 0987483 Equation: ¥ = 5.71e+00
3.08e+005 Date Calbrated: 10/4/04 5:50:50 PM
Peak: AC
Sample | Peak Calc. % Manual | Ignore
Name | Name S LB D Amount | Deviation] Point Point
1{ac0.1mM AC3 0.13 |1.14e+006 |0.145088| 20.907 |No No
2laco2mM  AC3 0.23 |1.49+006 |0.206483| -13.966 | No No
3laco4mM AC3 0.43 |2.37e+006 [0.361118 0.311 | No No
4laco6mM  AC3 063 |377€+006 0606905 1.151|No No
5(aciomM AC3 1.03 |7.29e+006 |[1.223251 1.938 | No No
6 AC10mM AC3 1.03 |7.03e+006 |1.177156 -1.904 | No MNo

En las tablas siguientes se presentan las concentraciones de AC obtenidas y los

remanentes de ACG en las diferentes condiciones de hidrolisis.

Nomenclatura utilizada en las tablas.

CE = Concentracion de enzima; M = Repeticion; Aacc = Area de ACG. Aac = Area de
AC. Cace (MM) = Concentracion de ACG; Cac (mM) = Concentracion de AC; Prom.
Cac (mM) = Concentracién promedio de AC.
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Enzima 1 sin Ny

CE p.l M Aacc Aac CACG (mM) CAC (mM) Prom. CAC (mI\/I)
1 952268 1355305 0.04725 0.18341
2 966425 1380217 0.04832 0.18777
25 3 777491 | 1946975* 0.03422 0.28703 0.19465
4 806539 | 1523084 0.03638 0.02127
1 0 1723458 0 0.24789
2 0 1804281 0 0.26204
S0 3 0 1764797 0 0.25513 0.24929
4 0 1633459 0 0.23212
1 0 1975651 0 0.29205
2 0 2009352 0 0.29796
7 3 0 1746448 0 0.25191 0.28095
4 0 1917402 0 0.28185
Enzima 1 con Ny,
CE l.ll M Aacc Aac Cacc (mM) Cac (mM) Prom. Cac (mM)
1 1699345 | 1274552 0.10301 0.16927
2 1441357 | 1366319 0.08376 0.18534
25 3 1328044 | 1273665 0.07530 0.16911 0.17422
4 1371135 | 1296750 0.07852 0.17316
1 626379 | 2133963 0.02294 0.31978
2 641567 | 2172501 0.02407 0.32653
S0 3 577662 | 2115406 0.01930 0.31653 0.32071
4 588010 | 2135389 0.02007 0.32003
1 0 2099326 0 0.31371
2 0 2138397 0 0.32055
7 3 0 2226726 0 0.33602 0.32829
4 0 2266083 0 0.34291
Enzima 2 sin Ny,
CE Hl M Aacc Aac Cacc (mM) Cac (mM) Prom. Cac (mM)
1 0 1915495 0 0.28152
2 0 1960956 0 0.28948
25 3 0 1879838 0 0.27527 0.28235
4 0 1922344 0 0.28272
1 0 1852239 0 0.27044
2 0 1863771 0 0.27246
50 3 0 2097463 0 0.31339 0.29208
4 0 2089714 0 0.31203
1 0 1958851 0 0.28911
2 0 1982847 0 0.29331
7 3 0 2263998 0 0.34255 0.30573
4 0 2009383 0 0.29796
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Enzima 2 con Ny

CE u' M Aacc Aac Cacc (mM) Cac (mM) Prom. Cac (mM)

1 0 1729492 0 0.24894
2 0 1764059 0 0.25500

25 3 0 2030078 0 0.30158 0.27715
4 0 2038794 0 0.30311
1 0 2617820 0 0.40452
2 0 2603169 0 0.40195

50 3 0 2269363 0 0.34349 0.37781
4 0 2371062 0 0.36130
1 0 2249584 0 0.34003
2 0 2237644 0 0.33794

7 3 0 2128172 0 0.31876 0.33306
4 0 2223884 0 0.33553

Ejemplo de célculos.

Para 25 pl E1, primera repeticion. Se tuvo un area de 952268 de ACG.

Sustituyendo en la ecuacion de la curva estandar de ACG:

A= 952268

5
X = 952268 — 3.19 X 10 =0.04725 mM

1.34 X 10’

Se obtuvo un area de 1355305 de AC.

Sustituyendo en la ecuacion de la curva estandar de AC:

A = 1355305 5
X = 1355305 — 3.08 X 10 = 0.18341 mM

5.71 X 10°

LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS
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1,3-AdiCQ Acido 1,3-dicafeoilquinico

3,4-AdiCQ Acido 3,4-dicafeoilquinico

3,5-AdiCQ Acido 3,5-dicafeoilquinico

3-ACQ Acido 3-cafeoilquinico

4,5-AdiCQ Acido 4,5-dicafeoilquinico

4-ACQ Acido 4-cafeoilquinico

5-ACQ Acido 5-cafeoilquinico

5-AFQ Acido 5-feruloilquinico

AC Acido caféico

ACG Acido clorogénico

ACGs Acidos clorogénicos

ACQs Acidos cafeoilquinicos

AdiCQs Acidos dicafeoilquinicos

AF Acido ferdlico

AFE Acido ferdlico esterasas

AFQ Acidos feruloilquinico

AFQs Acidos feruloilquinicos

AHC Acidos hidroxicinamicos

AQ Acido quinico

C Extracto crudo de ACGs

CCF Cromatografia en capa fina

E Extracto de ACG

EDTA Acido etilen diamino tetraacético

EM Espectroscopia de masas

HPCE Electroforesis capilar de alta resolucién
HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion
HPLC-MS Cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrocopia de masas

HPLC-SM-IES Cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrocopia de masas con
ionizacién con electroespray

IQPA Interfase de ionizacién quimica a presién atmosférica
IR Infrarrojo

LDL Lipoproteinas de baja densidad

MOPS

OoDS Octadecilcilano

RMN Resonancia magnética nuclear

uv Ultravioleta
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