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Resumen

El café es la segunda materia prima mds comercializada a nivel mundial después del petrdleo y la
segunda bebida mds consumida después del agua. Como consecuencia de tal importancia en el mundo,
la industria del café genera cantidades elevadas de residuos, los mas relevantes son los posos de café

y la piel de plata del café.

Se estima que la industria cafetera genera unos 2 mil millones de toneladas de residuos provenientes
del procesamiento del fruto del café (cereza), del tueste y de la preparacién de la bebida (posos de

café).

Los posos de café, aunque presentes en numerosos estudios de obtencién de productos de valor

afiadido y muy ricos en compuestos fendlicos, hidratos de carbono, proteinas y aceites naturales, no

son utilizados de forma consistente y efectiva como materia prima en otros procesos industriales.

En este sentido, este proyecto pretende comparar distintos métodos de extraccién de facil aplicacidon
de productos de valor afiadido, en especifico, los acidos clorogénicos y la cafeina. Para ello, se

realizaron 4 tipos de extraccién distintas, todas durante 1 minuto:

e Extraccidon mediante solventes supramoleculares (concretamente una mezcla de agua, etanol
y hexanol);

e Extraccion con agua;

e Extraccidn con agua asistida por ultrasonido a temperatura ambiente;

e Extraccidn con agua asistida por ultrasonido a 50 °C.

Los resultados muestran que la extracciéon con agua y ultrasonidos a temperatura ambiente es la que
conduce a mejores resultados, obteniendo 1,154 mg de acido clorogénico por gramo de poso de café

y 0,972 mg de cafeina por gramo de poso de café en 1 minuto de extraccién.
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Abstract

Coffee is the second most commercialized raw material worldwide after petroleum (crude oil), and the
second most consumed beverage after water. Due to its importance, the coffee industry generates
high amounts of waste, the most relevant of which are spent coffee grounds (SCG) and silver skin of

coffee.

It is estimated that the coffee industry produces about 2 billion tons of waste from the processing of

coffee fruit (cherry), roasting and the preparation of the beverage (spent coffee grounds).

Spent coffee grounds, although present in many studies to obtain value-added products and very rich
in phenolic compounds, carbohydrates, proteins and natural oils, are not used consistently and

effectively as raw material in other industrial processes.

In this sense, this project aims to compare different easy-to-apply extraction methods for value-added
products, specifically chlorogenic acids and caffeine. For this, 4 different types of extraction have been

carried out, all during 1 minute:

e Extraction using supramolecular solvents (specifically a mixture of water, ethanol and
hexanol);

e Extraction with water;

e Extraction with water assisted by ultrasound at room temperature;

e Extraction with water assisted by ultrasound at 50 °C.

The results show the extraction with water assisted by ultrasound at room temperature leads to the
best results, obtaining 1.154 mg of chlorogenic acid per gram of spent coffee grounds and 0.972 mg of

caffeine per gram of spent coffee grounds in 1 minute of extraction.
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Obijetivo

El objetivo general del presente proyecto es evaluar, comparar y mejorar la extraccidon del acido
clorogénico y de cafeina del poso de café. Se estudia el método de extraccién con solventes
supramoleculares (SUPRAS) y se compara con otros métodos de extraccidon rapidos, sencillos y

responsables con el medio ambiente.

Por lo tanto, los métodos de extraccion utilizados deberan ser de facil aplicacion a nivel instrumental,
eficientes, econdmicamente viables y deben emplear solventes no tdxicos. Para cumplir este objetivo,

se realizara la cuantificacidn de los analitos obtenidos a partir de los distintos métodos de extraccion

empleados, mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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1. Introduccién

El café tal y como se conoce cotidianamente, es una bebida obtenida mediante la infusién del grano
tostado y molido proveniente del cafeto. Se denomina cafeto al arbusto del café que pertenece al
género Coffea, dentro de la familia de las Rubidceas que comprende unos 500 géneros y mas de 6 000

especies.[1]

Son especies tropicales y su cultivo abarca una franja delimitada entre los Trépicos de Capricornio y
Cancer. Los cinco principales productores de café son: Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia y Republica

Democratica del Congo.[2]

De todas las especies existentes las mas cultivadas a nivel mundial son la Coffea ardbica (café Arabica)
y la Coffea canephora (café Robusta). Debido a sus caracteristicas organolépticas y propiedades
estimulantes, la infusién del café es una de las bebidas mds apreciadas y consumidas en el mundo. Los

principales compuestos presentes en la infusidn del café Ardbica son:

e Polisacaridos (24-29%);

e Lipidos (14,5 —20%);

e Proteinas (13 — 15%);

e Minerales (3,5 -4,0%);

e Cafeina (1,0%);

e Acidos clorogénicos (1,20 — 2,30%).[3]

Segun el informe de enero de 2021 de la Organizacion Internacional del Café, en el afio de 2020, fueron
producidos 101 896 sacos de 60 kg de café Ardbica y 70 021 sacos de 60 kg de café Robusta. De los
cuales, casi el 50% fueron producidos en Sudamérica.[2] Basicamente el café es comercializado de las

siguientes formas:[4]

e Verde (grano del café sin tostar);
e En grano (tostado);

e Molido;

e Soluble;

e Encapsulas.
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El fruto del café se compone de las siguientes partes (ver llustracion 1):

e Piel exterior (pericarpio);
e Pulpa (mesocarpio);

e Pergamino (endocarpio);
e Pelicula plateada;

e Semilla o grano;

e Embridn.

&  Piel exterior (pericarpio)

b Pulpa (mesocarpio)
C Pergamino (endocarpio)
d Pelicula plateada

€ semilla (endospermo)

f Embridn

llustracion 1 — Anatomia de la fruta y de la semilla del café.

(5]

El proceso de fabricacion del café tostado consiste en la conversion del fruto del café verde en granos
tostados, que posteriormente pueden ser molidos o no; para su uso en la preparacion de infusiones.
A continuacion, en la llustracién 2 se presentaran los procesos y operaciones basicos de la produccion

del café.
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llustracion 2 - Proceso de fabricacion del café.

(6]

Es importante destacar que el presente proyecto tratara del estudio de la extraccidn de productos de

valor afiadido del poso de café obtenido en la produccion del café molido y no del café soluble. Para

cada kilogramo de café molido consumido, se generan 910 gramos de poso de café himedo.

Extraccion de acido clorogénico y cafeina a partir de posos de café
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2. Productos bioactivos del poso de café

El poso o borra de café corresponde al desecho del café tostado y molido después de la preparacidn
de la infusion de la bebida. Los métodos de elaboracién de la infusién del café pueden variar, pero el
método mas tradicional es la percolacién con agua caliente. Las maquinas de preparacion del café tipo
expreso también son muy utilizadas, principalmente en cafeterias. Otro método muy utilizado en los
ultimos afios, son las cdpsulas de café. En la Tabla 1, se presentan los principales componentes del

poso de café molido:

Compuesto Composicion (% p/p)
Celulosa 32-42
Hemicelulosa 7-13
Lignina 0-26
Lipidos 2-24
Proteinas 10-18
Cafeina 0-0,4

Acidos clorogénicos 1-3

Fibras alimentarias 21-59

Tabla 1 - Principales componentes del poso de café.

(7]

2.1 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son las biomoléculas mas abundantes en el planeta y estdn compuestas por
carbono, hidrégeno y oxigeno. Son predominantemente, polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas
ciclicos o también sustancias que forman tales compuestos por hidrdlisis. Muchos de los hidratos
poseen la férmula empirica (CH,0), y también pueden contener dtomos de nitrégeno, fésforo o azufre.

Estan clasificados en tres clases principales segun su tamafio:

e Monosacdridos: consisten en una Unica unidad de polihidroxialdehido o polihidroxicetona, el
monosacarido mas comun en la naturaleza es la D-glucosa (dextrosa);

e Oligosacaridos: representan los hidratos de carbono formados por la condensacién de dos o
mas unidades de monosacdaridos, en general cadenas cortas hasta 20 unidades. Los mas
abundantes son los disacdridos, compuestos que estdn formados por dos moléculas de
monosacaridos, como, por ejemplo, la sacarosa, que esta formada por una unidad de D-

glucosa y D-fructosa;
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e Polisacaridos: este grupo comprende las moléculas formadas por mas de 20 unidades de

monosacaridos, pueden ser lineales como la celulosa o también ramificadas como el

glucégeno.[8]

En los posos de café, los compuestos mas abundantes presentes en su composicién son los hidratos

de carbono, representados por la celulosa y la hemicelulosa, que corresponden aproximadamente a

un 52% del peso seco del poso de café.[9]

La hemicelulosa es un heteropolisacarido

monosacaridos (ver llustracidn 3), de los cuales, los mas importantes son:[10][9]

e Lamanosa—37%;
e Lagalactosa —32%;
e Llaglucosa—24%;

e Laarabinosa-7%.

ramificado formado por

HO

CH,OH
OH

OH

Glucosa

CH,OH CH,OH
Q OH HO
HO OH
OH
Manosa Galactosa
HO OH
OH
Arabinosa

llustracion 3 - Principales monosacdridos de la hemicelulosa.

(10]

unidades distintas de

La celulosa es un homopolisacarido lineal formado por unidades de glucosa mediante a enlaces

glucosidicos del tipo B, que favorecen la formacidn de enlaces de hidrégeno entre cadenas vecinas de

celulosa y que explican la linealidad y resistencia frente a ataques quimicos de la celulosa.[10] En la

llustracion 4 se muestra la estructura de la celulosa.

Extraccion de acido clorogénico y cafeina a partir de posos de café

Pagina 15 of 76



Leonardo Dos Santos Lopes

ESCOLA
POLITECNICA SUPERIOR

UNIVERSITAT DE LLEIDA

Hydrogen bond ]
- | H g

1o ~ / D v
o / o« S R— ‘ \ -
"""" O- C }": (9) Il
[ w H
H
llustracion 4 - Ejemplo de la estructura quimica de la celulosa.
[11]
2.2 Lignina

Debido a su alto grado de complejidad y sus multiples unidades estructurales, asi como la fuente de

obtencidn y su método de extraccidn, no existe una Unica definicién de la molécula de la lignina. La

definicidn mds aceptada es la de Brauns, que define la lignina como un polimero tridimensional amorfo

formado por la polimerizacidn de unidades de fenilpropano (ver llustracién 5).

Juntamente con la celulosa y la hemicelulosa, es uno de los compuestos mas abundantes en los posos

de café, en relacidn a lignina, representa unos 24% del peso seco.[6][10][12]

Extraccion de acido clorogénico y cafeina a partir de posos de café
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lustracion 5 - Estructura quimica de la lignina.

(11]

2.3 Lipidos

Los lipidos consisten en un grupo de moléculas estructural y funcionalmente diverso pero que exhiben

una caracteristica comun que es la insolubilidad en agua.[8] Se dividen en 5 grandes grupos :[8]

e Triacilgliceroles, triglicéridos o grasas;
e Fosfolipidos;

e Glucolipidos;

e Lipidos éter arquebacterianos;

e Esteroles.

Extraccion de acido clorogénico y cafeina a partir de posos de café
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Segun algunos estudios realizados sobre la composicién lipidica del poso de café, esta puede variar
entre un 7% y 14% del peso del poso de café dependiendo de la especie y del tipo de extraccién de la

bebida.[13][4][14]

Aproximadamente un 90% del contenido en grasa esta compuesto de triglicéridos y lo restante se

divide en terpenos, esteroles y tocoferoles.[13]

En el proceso de preparacion de la infusidn del café, los lipidos no son filtrados y se concentran en el

poso de café. Los principales dcidos grasos presentes en los triglicéridos de los posos de café son:[4]

e Acidos linoleicos;

e Acidos palmiticos;
e Acidos esteéricos;
e Acidos oleicos;

e Acidos linolénicos.

2.4 Proteinas

Las proteinas son polimeros resultantes de la deshidratacién de aminoacidos y de la unién de los
mismos, mediante un tipo especifico de enlace covalente denominado enlace peptidico. Los posos de
café contienen valores significativos de proteinas presentes en su composicién, que pueden llegar

hasta un 14% del peso total del mismo.[14]

Aunque la informacidén sobre la caracterizacién de los aminoacidos en los posos de café es algo muy
limitado, segun Lago et al., 2001, los principales aminodcidos encontrados en los posos de café fueron

la isoleucina, leucina, valina y fenilalanina.

El contenido de proteina puede ser sobrevalorado debido a la presencia de otros compuestos
nitrogenados en los posos de café, como, por ejemplo, la cafeina, la trigonelina, aminas libres y

aminodcidos libres.[14]

2.5 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles comprenden un amplio grupo de sustancias quimicas presentes
en el reino vegetal con diferentes estructuras quimicas que engloban a mas de 8 000 compuestos

distintos. [15]

Pagina 18 of 76
Extraccion de acido clorogénico y cafeina a partir de posos de café



Leonardo Dos Santos Lopes = ESCOLA
> POLITECNICA SUPERIOR

UNIVERSITAT DE LLEIDA

Dentro de este grupo de compuestos quimicos, estan presentes desde moléculas sencillas como los
acidos fendlicos, hasta macromoléculas complejas como los taninos condensados y la lignina.[16] Se
pueden clasificar en diferentes grupos en funcién del nimero de anillos de fenol presentes en la
molécula y segun los elementos estructurales que unen los mismos, como se puede ver en la Tabla 2.

Clasificacion Estructura de acuerdo al nimero de grupos

fendlicos (Cs) y enlaces carbono (Cn)

Fenoles simples, benzoquinonas Cs
Acidos fendlicos Cs-C1
Acidos fenilacéticos, acetofenoles Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos, isocumarina Ce-Cs3
Naftoquinona Ce-Ca
Xantanos Cs-C1-Ce
Estilbeno, antraquinona Cs-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonas Cs-C3-Cs
Lignanos, neolignano (Cs-C3)2
Bioflavanoides (Ce-C3-Ce)2
Ligninas (C6-C3)n
Melanoidinas (Ce)n
Taninos (Ce-C3-Ce)n

Tabla 2 - Clasificacion de los polifenoles segun el nimero de grupos fendlicos y enlaces de carbono.

(17]

El poso de café es una fuente de obtencidn de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias que pueden ser utilizados como suplementos alimenticios en la industria alimentaria,
cosmética y también como aditivos quimicos. Muchas literaturas técnicas, asi como articulos
cientificos han tratado de identificar los compuestos fendlicos presentes en los desechos de la

preparacion del café, se destacan los siguientes:[18] [19]

e Acidos clorogénicos;

e (Catequinas;

e Galocatequinas;

e Acidos quebdlicos;

e Epigalotequina 3-galato;
e Acidos galicos;

e Acido p-hidroxibenzoicos.
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2.5.1 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos se dividen en dos clases (ver llustracién 6): los derivados del acido benzoico y
derivados del 4cido cinamico. Los acidos hidroxibenzoicos son compuestos de estructuras complejas
tales como los taninos hidrolizables y los taninos condensados. Los acidos hidroxicindmicos consisten

principalmente en: dcidos clorogénicos, p-cumarico, ferulico, cafeico y sindpico.[17]

Acido hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
-OH "‘_-_._
( )
AN:
Ri=R:= DH, Rg— H: Acido protocatequidico R:= OH; Ro= H: Acido cumarico
) R:=R== OH: Acido cafeico
R1=R=Rs= OH: Acido galico R:= CH;0; R;= OH: Acido fertlico

llustracion 6 - Derivados de los dcidos benzoico y cindmico.

(17]

2.5.1.1 Acidos hidroxicindmicos

Los acidos hidroxicindmicos son compuestos presentes en la pared celular vegetal que presentan un
grupo carboxilico (grupo acido) y uno o mas grupos hidroxilo en un anillo aromatico cuyos principales
representantes son: el clorogénico, ferulico, p-cumarico, cafeico y sinapico.[20] En la llustracién 7 se

indican los principales tipos de acidos hidroxicinamicos.

COOH J\J\Q
Acido cafeico Acido fertilico Acido clorogénico

llustracion 7 - Principales tipos de dcidos hidroxicindmicos.

(17]
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2.5.1.1.1 Acidos clorogénicos

El principal componente de la fraccion fenélica de los granos de café verde son los acidos clorogénicos,
alcanzando cerca del 14% (materia seca) del peso del grano. Los principales grupos de acidos
clorogénicos encontrados en el café incluyen los dcidos cafeoilquinicos, dicafeoilquinicos,

feruloilquinicos, p-cumaroilquinicos y ésteres mixtos del dcido cafeico y ferulico con acido quinico.[21]

La molécula del dcido clorogénico presenta instabilidad térmica y en el proceso de torrefaccién de los
granos de café puede alcanzar temperaturas entre 188-282 °C, cosa que puede degradarla y
convertirla en quinolactona debido a la pérdida de una molécula de agua y formacién de un enlace

intramolecular (ver llustracion 8).

HO. 3 0H A H
N H —
4 5 - H0
HO’ OH H

HO. HO.

HO HO

llustracion 8 - Formacion de la quinolactona durante el proceso de torrefaccion del grano del café.

2.5.1.2 Acidos hidroxibenzoicos

Esta clase de acidos fendlicos se caracteriza por la presencia del grupo CH = CH-COOH en el remplazo
del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzoicos. Se encuentran libres y ligados como los
ésteres de acido benzoico en muchas especies vegetales y animales. Los principales son el acido galico,

p-hidroxibenzoico, protocateculico, vanillico y siringico.[20]

2.5.1.2.1 Taninos

Los taninos son polimeros polifendlicos naturales presentes en arboles, forrajeros, arbustos,
legumbres, frutas, cereales y granos. Poseen alto peso molecular y tienen capacidad de formar
complejos, principalmente con proteinas debido a la presencia de un gran nimero de grupos hidroxilos

y fendlicos. Presentan las siguientes caracteristicas:
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e Solubilidad en agua;
e Astringencia;
e Reaccién con sales férricas produciendo coloraciones negro azuladas o verdosas;

e Precipitacién con gelatina, albumina y alcaloides en solucién.
Se subdividen en dos grupos

e Taninos hidrolizables: se hidrolizan con facilidad por la accidn de los acidos, bases o enzimas,
en un azucar, un polialcohol y un 4cido fenolcarboxilico. Dependiendo del tipo de monémero,
los taninos hidrolizables se dividen en dos grupos (ver llustracion 9):
o Galotaninos: acido galico como mondmero;

o Elagitaninos: acido eldgico como mondmero.

0
HO o
o) 0
HO
HO OH
y o
HO  OH ©
o

Acido gélico Acido eldgico

llustracion 9 — Estructuras quimicas de los galotaninos y de los elagitaninos.

e Taninos condensados: también conocidos como proantocianidinas, son derivados de unidades

de flavan-3,4-dioles, catequinas y galocatequinas (ver llustracion 10).

OH
@:OH OH
HO o HO O
OH h OH
OH OH
OH O OH
Catequina Galocatequina

llustracion 10 - Estructura quimica de los taninos condensados.

(17]
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2.6 Cafeina

La cafeina (1,3,7 — trimetilxantina) es un alcaloide que pertenece al grupo de las metilxantinas que
estan presentes en el café, junto con la teofilina y la teobromina (ver llustracion 11). Las metilxantinas
son alcaloides estimulantes que actian en el sistema nervioso central y se encuentran en forma natural
en las hojas, semillas y frutos de muchas plantas, como, por ejemplo: hojas de té, chocolate, cacao,

guaranad, yerba mate y otras mas. [22][23]

Aungue en el proceso de preparacion de la infusidn del café (extraccidn sélido-liquido) se extraiga una
importante cantidad de cafeina, los posos de café pueden contener cantidades de cafeina que pueden

ser de gran interés en aplicaciones industriales.

0 /CH , O y H 0 CH 4
H,C N HC | N H N
N N /I > N > N N >
CH, CH, CH,
Cafeina Teofilina Tecbromina

llustracion 11 - Metilxantinas presentes en el café.

(24]

2.7 Aplicaciones de los compuestos fendlicos y de la cafeina

Los compuestos que presentan propiedades antioxidantes son aquellos que poseen la capacidad de
neutralizar radicales libres y evitar o disminuir el dafio oxidativo y asi prevenir o retardar la apariciéon
de diversas enfermedades de complejo diagnédstico. El deterioro de los tejidos celulares estd asociado
al daio oxidativo provocado por la accion de radicales libres, en especial, sobre las sustancias lipidicas,

acidos nucleicos y proteinas.[25]

Se entiende por radical libre, toda aquella figura quimica que tiene en su estructura uno o mas
electrones no apareados. Los radicales libres son altamente reactivos y reaccionan en cadena,

presentan rapida propagacion con moléculas aledafias y de mayor dafio potencial.[26]
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En este sentido, los compuestos fendlicos son de extrema importancia para la salud humana porque
presentan capacidad de bloquear la produccion de radicales libres e inhibir la oxidacion y degradacion
celular. Esta actividad antioxidante, por parte de los compuestos fendlicos, estd dada

mayoritariamente por mecanismos de 6xido reduccién.[27]

Es importante tener en cuenta las investigaciones respecto a la accién de los acidos clorogénicos en el
metabolismo de lipidos y glucosa en los desdrdenes metabdlicos genéticos, y del efecto anti-

hipertensivo del acido ferulico y acido cafeico en administraciones orales.[27]

Muchos estudios han sefialado una importante actividad microbiana en extractos de café verde y se
atribuye dicho efecto debido a la presencia de acidos clorogénicos. En resumen, las principales

aplicaciones de los compuestos fendlicos presentes en los posos de café suelen ser como:

e Antioxidantes naturales;
e Anti-hipertensivos;

e Agentes anti-microbianos.

En relacién a la cafeina, que es el alcaloide mas importante de las especies de café, esta presenta
diversas actividades bioldgicas como la estimulacidon del sistema nervioso central, estimulacidn

miocdrdica y vasoconstriccion periférica.[28]

Algunos estudios sugieren que la cafeina es efectiva en la disminucién de peso mediante termogénesis
y oxidacion de grasa, eficaz en la reduccidn de los efectos de la radiacidn ultravioleta y el dafio inducido
por los radicales libres en la piel y también como adyuvante en el tratamiento de la caida del

cabello.[28] En suma, las aplicaciones de la cafeina pueden estar relacionadas a:

e Suplementacidn deportiva;

e Cosmética (cremas y champus).
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3. Revisidn bibliografica de los métodos de extraccidn para los posos de

café

Los métodos de extraccidon de sustancias quimicas de los extractos de posos de café comprenden un
campo de estudio bastante variado. Se ha verificado en la busqueda bibliografica ademas de diferentes
metodologias de extraccidon, numerosas modificaciones y adaptaciones de dichos métodos. En relacidn

al tipo de metodologia de extraccién, se hace una clasificaciéon en dos grupos, estos son:

e Convencional: sélido-liquido, Soxhlet y autohidrdlisis;
e No convencional: ultrasonido, microondas, fluidos supercriticos y subcriticos, enzimaticas y

solventes supramoleculares.

En la Tabla 3 se resumen de forma comparativa los distintos métodos de obtenciéon de acidos

clorogénicos y cafeina a partir del poso de café encontrados en la bibliografia.

Tipo de Ratio
Referencia Solvente Tiempo @ Temperatura Resultados
extraccion Solvente/extracto
[29] Autohidrdlisis Agua 50 min 200 °C 15 mL/g 40,36 mg EAG/g
[30] Sélido/liquido Etanol 50% - Ambiente 5ml/g 273,34 mg EAG/g
17,09 mg EAG/g
[31] Sélido/liquido Etanol 70% 2h 50 °C 40 mL/g
(Expreso)
19,98 mg EAG/g
[31] Sélido/liquido Etanol 70% 2h 50°C 40 mlL/g
(Cépsulas)
[32] Sélido/liquido Etanol 60% 30 min 60 °C 50 mL/g 28,26 mg EAG/g
[33] Sélido/liquido Metanol 60% 90 min 60-65 °C 30 mL/g 16,2 mg EAG/g
[34] Soxhlet Etanol 6h 78 °C 30 mL/g 119 mg EAC/g
[35] Agua subcritica Agua 55 min 177 °C 1L/14,08 g 86,23 mg EAG/g
26,46 mg EAG/g
Liquida
[36] Etanol 25-75% 5-20 min 195 °C - 6,94 mg Caf/g

presurizada
213,98 mg AC/g

[34] Ultrasonido Etanol 2h _ 30 mL/g 587 mg EAC/g
12,67 mg EAG/g
[37] Ultrasonido Etanol 60% 1h 50 °C 20 mL/g
0,93 mg AC/g
Asistida con 33,84 mg EAG/g
[38] Etanol 34 min 40 °C 17 mL/g
ultrasonido 1,43 mg AC/g
[39] Microondas Etanol 20% 40s Ambiente 9mL/g 398,95 mg EAG/g
Pretratamiento
[40] hidrotermal Agua 20 min 120 °C 20 mlL/g 32,92 mg EAG/g

suave

Tabla 3 - Métodos de extraccion de los posos de café encontrados en la bibliografia.
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Los resultados estan expresados en diferentes unidades de medida, que son:

e EAG: equivalente de acido galico;
e EAC: equivalente de acidos clorogénicos;

e AC: acidos clorogénicos.

El objetivo de este proyecto es poder comparar un método novedoso, rdpido y sencillo, la extraccidon
con solventes supramoleculares “SUPRAS” (que se explica en el apartado 3.3 Extraccidn con solventes
SUPRAS), con algunos de los métodos mas convencionales, como son la extraccién sélido-liquido y la

extraccion mediante ultrasonidos.

3.1 Extraccion sdlido-liquido

La extraccion solido-liquido es una operacidn bdasica de la ingenieria quimica utilizada en numerosos
procesos industriales, como, por ejemplo, en la obtencién del aceite de soja. Consiste en una operacion
de transferencia de masa, donde un solvente o mezcla de estos, extraen selectivamente uno o varios

solutos que se hallan dentro de una matriz sélida.

En este tipo de operacidn, los componentes que son solubles en el solvente empleado son
denominados solutos y la matriz sélida insoluble se denomina “inerte”. El principio de la extraccién
solido-liquido se explica en la llustracién 12. Esta técnica también recibe otros nombres, que son:

e Lixiviacion;

e Percolacién;

e Decoccidn;

e Elucion.
La transferencia de masa se realiza de acuerdo al siguiente orden:

1. Difusion del solvente a través del sélido;
2. Disolucién del soluto en el solvente;
3. Transferencia del soluto desde el interior a la superficie y luego hacia la solucién como

consecuencia del gradiente de la concentracion.[41]
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Solvente

Fase sdlida

Bt — Solido no extralldo + solvente retenido
+ sélido inerte

Solvente + sdlido de interés

llustracion 12 - Principio de la extraccion sélido-liquido.

3.2 Extraccion por ultrasonido

El ultrasonido esta basado en la propagacién de ondas sonoras mecanicas que se propagan en
frecuencias por encima del intervalo audible humano (aproximadamente 20 kHz) y por debajo de las
frecuencias de microondas (hasta 10 MHz). Las principales caracteristicas de las ondas de ultrasonidos

son:

e Longitud: distancia entre dos puntos de compresién o rarefaccion;

e  Amplitud: altura mdxima de una onda;

e Frecuencia (Hz): numero de ciclos por unidad de tiempo;

e Velocidad (m/s): producto de la frecuencia por la longitud de onda;

e Potencia (W): cociente entre la energia transportada y el tiempo considerado;

e Intensidad (W-cm™): cociente de una unidad de potencia a través de una unidad de area.[42]

Las aplicaciones del ultrasonido en el procesamiento, andlisis y control de calidad en el sector
alimentario estdn fundamentadas segin los niveles de intensidad de energia utilizados en la

extraccién, que pueden ser altos o bajos.

Los niveles bajos de energia ultrasénica (baja intensidad) se encuentran en frecuencias mayores que
100 KHz y en intensidades menores que 1 W-cm, mientras que los niveles altos (alta intensidad) se

encuentran en el intervalo de frecuencia de 20 a 500 KHz y en intensidades mayores que 1 W-cm™2.[43]

El método de extraccidn por ultrasonido consiste en varios mecanismos fisicos pero la principal fuerza
impulsora es la cavitacion acustica, capaz de inducir una serie de compresiones y rarefacciones en las
moléculas del solvente presente, provocando la formacién de burbujas como consecuencia de los

cambios de temperatura y de presion (ver llustracion 13).[42]
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llustracion 13 - Principio de la extraccion con ultrasonido.

3.3 Extraccion con solventes SUPRAS

Se denominan solventes supramoleculares (SUPRAS), los liquidos nanoestructurados generados a
partir de dispersiones coloidales acuosas o hidro-organicas de sustancias anfifilicas a través de

procesos espontaneos de autoensamblaje y coacervacion.[44]

La formacién de un solvente SUPRA ocurre cuando moléculas anfifilicas (en general tensoactivos y
acidos carboxilicos de cadena larga) se autoorganizan en un proceso compuesto por etapas
secuenciales. En la etapa inicial, por consecuencia de la accidn de interacciones atractivas y repulsivas,
las moléculas anfifilicas en solucién se orientan de forma que sus segmentos polares y apolares

disminuyan las interacciones solvofdbicas.

En esta etapa es donde se originan los agregados tridimensionales, cuya morfologia depende de los
tamanios relativos de la cabeza polar hidrofilica y de la parte carbdnica hidrofébica de la molécula
anfifilica. La morfologia de los agregados tridimensionales puede ser predicha segun el factor de
empaquetamiento (Cpp), que se calcula segun la siguiente férmula:[45]

%
Crp= 7177

Donde:

e Cpp = factor de empaquetamiento;
e V =volumen de la cadena carbdnica;
e A =dreade laseccidn transversal de la cabeza polar;

e L =longitud total de la molécula.[45]
Los tipos de micelas formadas varian segun el valor del factor de empaquetamiento (ver llustracién

14).
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llustracion 14 - Tipos de micelas segtn el factor de empaquetamiento.

A continuacion, bajo el efecto de estimulo externo (un cambio de temperatura o pH, adicién de una
sal o un solvente) transcurre la segunda etapa de autoorganizaciéon, que consiste en un fenémeno de

separacion de fases liquidas denominado coacervacién.[45][44]

La coacervacion mas propiamente definida es la separacién de un coloide muy solvatado en dos fases
liquidas, una de las cuales contiene una alta proporcion de coloide (capa de coacervado) y la otra, una
baja proporciéon. Este proceso ocurre a causa de la disminucién de la repulsidn entre los agregados
debido a neutralizacién de los grupos polares cargados o sino a la deshidratacién de los mismos para

reducir su area efectiva.[44][46]

En la segunda etapa (coacervacion), se observa la formacion de gotas de coacervado que luego se
organizan en aglomerados (clusteres) de mayor tamano hasta que, por ultimo, da lugar a una
separacion liquido-liquido que origina una nueva fase con una micro o nanoestructura diferente

inmiscible y dispersa en la fase continua (solucién de equilibrio).[44]

A esta nueva fase, que estd formada por gotas de coacervado independientes, se denomina SUPRAS y

en la llustracién 15, se explica el paso a paso de la formacién de dicha fase.

Concentracion - autoensamblaje inducido Condiciones del medio - coacervacién inducida

>
e —
_Q_-SUPRAS
e : — | Solucién de :>

Cambios de pH

Cambios de temperatura
Adicion de sales

Adicion de solventes

20 |

=

—
>

equilibrio

° 6]

el |

Solucién de Sistema coloidal Gotas de Cldsteres de
moléculas de agregados coacervado gotas de
anfifilicas anfifilicos coacervado

llustracion 15 - Principio de la extraccion con solventes SUPRAS.
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4. Método de cuantificaciéon por HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica de separacidon basada en la
distribucidon de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fase denominada

estacionaria y otra denominada movil.[47] La cromatografia liquida puede ser de:

e Particién;
e Adsorcidn;
e Papel;
e Capa delgada;
o Gel;
e Intercambio idnico.
Los tipos anteriormente citados se diferencian segliin el mecanismo de retencién. La técnica utilizada

en el presente proyecto es la cromatografia liquida de adsorcidn, que se basa en la competencia por

los analitos neutrales entre la fase movil (liquida) y la fase estacionaria (sélida). En cuanto a fases

moviles, existen tres modos en los que se puede operar la cromatografia liquida de alto resolucién:[47]

e Fasereversa;
e Parion;

e Fase normal.

En la cuantificacién de los acidos clorogénicos y de la cafeina se utilizé el modo de fase reversa, método
que es utilizado para analizar la mayoria de muestras, especialmente, aquellas que contienen
sustancias neutras o no ionizadas, solubles, en mezclas de compuestos organicos y agua. La fase
estacionaria es hidrofébica mientras que la fase mavil es un liquido polar, en este caso, compuesto por

una mezcla de agua-metanol. [48]
El tipo de deteccidn puede variar seguiin su mecanismo, los detectores se clasifican en:

e Detectores de propiedades intensivas;
e Detectores especificos;
e Detectores de modificacidn de la fase movil;

e Técnicas hifenizadas.
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El detector utilizado por defecto es el de Ultravioleta (UV), ya que los analitos a cuantificar absorben
radiacion en esta zona del espectro. A continuacidn, en la llustracién 16, se muestran los componentes

basicos de un sistema de cromatografia liquida de alta resolucidn.

Deposito de la
fase movil

L 4

Bomba

L <

Sistema de inyeccion .
de muestras ‘ Columna ‘ Detector - Registrador

llustracion 16 - Componentes bdsicos de un sistema HPLC.
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5. Parte experimental

En este capitulo del presente proyecto, se explicaran con mas detalles los métodos utilizados en las
extracciones de los acidos clorogénicos y de la cafeina y también, se presentaran los resultados

obtenidos en cada experimento.

5.1 Materiales y métodos

A continuacién, se enumeran todos los materiales y reactivos utilizados en los métodos de extraccion

ensayados y también se explica cada etapa realizada en la ejecucion de los mismos.
5.1.1 Materiales y reactivos
Para llevar a cabo el procedimiento de extraccion con los solventes SUPRAS y la preparacidn de las

muestras que seran analizadas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se necesitaran de

los siguientes materiales y reac