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Resum

El café és un producte molt popular i important a escala mundial. Segons I’Organitzacié
Internacional del Cafe (ICO), s’estima que entre I'any 2019 i 2020 es van produir
globalment 165 milions de sacs de 60 kg de café [1].

Com a conseqliéncia, aquesta indUstria genera enormes quantitats de subproductes del
café que suposen una pérdua important de recursos. Per aixd, és crucial investigar
metodes de reciclatge i reutilitzacié d’aquests residus.

El marro del cafe és el principal residu generat en la produccié i consum de café. Per
cada tona de cafe verd es generen aproximadament 650 kg de marro (al voltant de 2 kg
de marro humit per cada kg de café soluble produit), el qual es descarrega normalment
en el medi ambient [2].

Per a trobar una solucid a aquesta qliestid, aquest treball pretén comparar diferents
meétodes d’extraccid emprant mescles de dissolvents etanol/aigua en distintes
proporcions, per a extreure de manera optima, del marro del café, dos components
rellevants: I'acid clorogenici la cafeina. Per a fer-ho, es realitzaran els seglients metodes
d’extraccio:

a. Extraccié amb vortex.
b. Extraccié amb ultrasons a temperatura ambient.
c. Extraccié amb ultrasons a 50 °C.

S’estudiaran com a dissolvent distintes mescles d’etanol/aigua amb els seglients
percentatges d’etanol: 0, 20, 40, 60, 80 i 96%.

Els resultats finals de I"estudi mostren que, per I'acid clorogénic, I'extraccié amb el
metode vortex i una mescla d’etanol/aigua 0% d’etanol com a dissolvent, és la que
proporciona els millors resultats. En el cas de la cafeina, la mescla d’etanol/aigua optima
és la del 60% d’etanol. S’obté d’aquesta manera 0,696 mg d’acid clorogenic per cada
gram del marro de cafe, i 1,065 mg de cafeina per cada gram de marro de cafe.



Abstract

Coffee is a very popular and important product worldwide. According to the
International Coffee Organization (ICO), an estimated 165 million bags of 60 kg of coffee
were produced globally between 2019 and 2020 [1].

As a result, this industry generates huge amounts of coffee by-products, which are a
great source of pollution and a threat to the environment. To avoid this, it is important
to research recycling and reusing methods to avoid or greatly reduce this environmental
problem.

Spent coffee grounds are the main waste generated in the production and consumption
of coffee. Approximately 650 kg of them is generated for each tonne of green coffee
(about 2 kg of wet spent coffee ground for every kg of instant coffee produced), which
is normally discharged into the environment, being a major source of pollution [2].

To find a solution to this problem, the aim of this project is to compare different
extraction methods and different solvent concentrations, in order to optimally extract
two important components which are normally dumped: chlorogenic acid and caffeine.
In order to do this, the following extraction methods will be performed:

a. Vortex extraction.
b. Ultrasound extraction at room temperature.
c. Ultrasound extraction at 50 °C.

In addition, different ethanol/water mixtures with the following percentages of ethanol
will be studied as a solvent: 0, 20, 40, 60, 80, and 96%.

The final results of the study show that, for chlorogenic acid, extraction with the vortex
method and a mixture of ethanol/water 0% ethanol as solvent is the one that provides
the best results. In the case of caffeine, the optimal ethanol/water mixture is 60%
ethanol. In this way, 0.696 mg of chlorogenic acid is obtained for every gram of spent
coffee ground, and 1.065 mg of caffeine for every gram of spent coffee ground.
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Antecedents

Aquest treball de fi de grau pretén complementar un estudi anterior també sobre
I’extraccid de I'acid clorogenic i la cafeina, de I'estudiant Leonardo Dos Santos Lopes.
Aqguest es va dur a terme mitjancant dos métodes diferents:

a. Amb el metode vortex es van realitzar dues extraccions diferents, segons el
dissolvent. La primera amb SUPRAS (dissolvents supramoleculars, concretament
una mescla d’aigua, etanol i hexanol) i la segona amb aigua com a dissolvent.

b. Amb el metode d’ultrasons es van realitzar dues extraccions amb ultrasons
utilitzant aigua com a dissolvent, una a 50 °Ci 'altra a temperatura ambient.

Els resultats més bons es van donar amb el metode d’ultrasons a temperatura ambient,
utilitzant aigua com a dissolvent. Es van obtenir 1,154 mg d’acid clorogenic per cada
gram de marro de cafe i 0,972 mg de cafeina per cada gram de marro [3].

A continuacid es troben descrits els estudis més rellevants realitzats emprant diferents
tecniques d’extraccio i distints dissolvents, que apareixen recollits en la cerca
bibliografica realitzada en el TFG d’en Leonardo.

Les dades reportades depenen de diversos factors, com els tipus de dissolvents,
temperatures d'extraccio, tipus de marro de café o diferents processos de preparacio.
Els resultats venen donats en equivalents d’acid gal-lic (EAG), una mesura que fa servir
I’acid gal-lic com a patrd per determinar el contingut de fenols totals.

L’estudi amb els millors resultats es va dur a terme utilitzant com a dissolvent una mescla
d’etanol/aigua del 20% d’etanol, sota 40 segons de radiacié de microones (80 W). Es van
obtenir un total de 398,95 mg EAG/g. Aquest métode va ser molt eficag, a causa de la
guantitat d’analits extrets i I'estalvi de temps i productes quimics [4].

Cal destacar també un estudi on es van comparar dos metodes diferents. El primer va
consistir a desgreixar el marro mitjangant una extraccid Soxhlet (durant 5 hores),
utilitzant n-hexa com a dissolvent. L’altre va consistir en una extraccié amb una mescla
d’etanol/aigua del 50% d’etanol. Els resultats van ser 273,34 mg EAG/g en la mescla
d’etanol/aiguai 255,61 mg EAG/g en el marro desgreixat amb el métode de Soxhlet [5].

En un altre estudi es va utilitzar |'extraccié d'aigua subcritica (SWE), també anomenada
extraccio d'aigua calenta a pressid. Els avantatges de I'SWE inclouen la reduccid del
consum de dissolvents organics, un funcionament simplificat, i un sistema respectuds
amb el medi ambient. Es va usar aigua com a dissolvent, durant 55 min, a 177 °C. Els
resultats van ser de 86,23 mg EAG/g [6].

Finalment, remarcar ’estudi dut a terme utilitzant I'autohidrolisi, que és una tecnologia
ecologica que utilitza només aigua com a dissolvent d'extraccié. Les condicions optimes
van ser durant 50 min a 200 °C. Els resultats van ser de 40,36 mg EAG/g [7].

Per altra banda, cal destacar-ne els que fan referéncia als analits estudiats en aquest
treball individualment, tant de cafeina com d’acid clorogénic.



El primer d’aquests es va dur a terme mitjancant una extraccié liquida pressuritzada. Es
van comparar 10 grans de cafe diferents. Les condicions optimes en les quals es va
treballar van ser: una temperatura de 195 °C, una mescla d’extraccié d’etanol/aigua 70%
etanol, i 10 minuts de temps d’extraccio. Els resultats més rellevants van ser de 9,67 mg
de cafeina per gram de marro, i 213,98 mg d’acid clorogénic per gram de marro [8].

El seglient estudi pretenia estudiar el contingut total de components fenolics i d’acid
clorogeénic. Es va fer mitjancant el métode d’ultrasons, amb unes condicions optimes de
50 °C, durant una hora i amb una mescla de dissolvent d’etanol/aigua del 60% d’etanol.
Els resultats més rellevants van ser de 0,93 mg d’acid clorogenic per gram de marro [9].

Finalment, I'dltim estudi a destacar es centrava en la quantificaci6 de compostos
fenolics, flavonoides i acid clorogenic. Aquest també es va dur a terme mitjancant una
extraccié amb ultrasons, amb unes condicions optimes de 34 minuts, a 40 °C, i 60% de
metanol en una relacié dissolvent/solid de 40 ml/g de marro de café. Els resultats finals
van ser de 1,43 mg d’acid clorogénic per gram de marro [10].

Com a conclusié d’aquest estudi bibliografic, es va veure que els resultats obtinguts per
diferents autors no eren comparables, variaven molt en funcié del tipus de marro
utilitzat, tant pel que fa a la familia de cafe (arabica, robusta o mescles) com al procés
d’obtencidé de la infusio (la tassa de cafe).



Objectius

Es per aix0 que I'objectiu principal d'aquest treball és comparar diferents dissolvents i
metodes d’extraccid, utilitzant el mateix marro de cafe, per observar quin és el millor a
I’hora d'extreure I'acid clorogenic i la cafeina.

S'han estudiat 3 métodes d'extraccid utilitzant diferents barreges d'etanol i aigua com a
dissolvent. Els tres métodes sén: |'agitacié mitjancant vortex i I’extraccié amb ultrasons
a temperatura ambient i a 50 °C.

Per a quantificar els resultats s'ha usat una cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC),
per la qual es va haver de trobar una fase mobil adequada i temps de procediment que
permetessin separar bé els pics i quantificar els analits.



1. Introduccio

El cafe és una beguda estimulant obtinguda del seu fruit i de les llavors, que contenen
cafeina, de gust amargant i estimulant. El café és la segona mercaderia més
comercialitzada al moén després del petroli.

A partir del fruit del cafe, les llavors (o gra) sén separades per produir el café verd sense
torrar. A continuacié es torra esdevenint café torrat, es mol a fines particules que sén
usades tradicionalment amb aigua bullent, son filtrades, i finalment produeixen el cafe.

Els dos tipus de gra de café més cultivats sén Coffea arabica i Coffea robusta, coneguts
comunament com a arabica i robusta, respectivament. Les plantes de café es conreen a
més de 70 paisos, principalment a les regions equatorials d'América, el sud-est asiatic,
el subcontinent indi i a I'Africa. A partir del 2018, Brasil va ser el principal productor de
grans de café, produint el 35% del total mundial.

Una de les diferencies més significatives entre els cafées arabica i robusta esta en el
contingut de cafeina. Els cafés robusta contenen gairebé el doble de cafeina que els
arabica, fet que provoca que el sabor del robusta sigui més amargant. Aixdo comporta
gue els arabica siguin els més estesos al mercat pel seu millor gust. No obstant, el cafe
robusta és molt més resistent a les plagues i es pot cultivar en altituds molt més baixes.
Aix0 vol dir que el cafe robusta és molt més facil de cultivar i barat de produir.

Hi ha algunes altres diferencies reconegudes fins ara: els robusta gairebé no contenen
sacarosa, pero si proporcions més elevades de fenols i hidrats de carboni complexos (tan
solubles com hidrolitzables), en comparacié amb els arabigues. Els grans de robusta
també contenen aproximadament el doble de concentracié d'acid clorogeénic, un
important antioxidant polifenolic [11].

El fruit del café esta format per les seglients parts (Imatge 1):

a. Exocarp (polpa, closca): capa externa que protegeix i envolta el fruit.
b. Mesocarp: Ric en sucres, format per més de 20 capes de cél-lules cobrint el gra.
c. Endocarp: Una de les dues capes que protegeix el gra, de consistencia dura.
d. Epidermis: Envolta la llavor o gra.
e. Grade café: Part que es comercialitza. N’hi ha dos per cada fruit de cafe.
f. Tall central: localitzat a I'interior de la llavor.
Tall central
Gra de cafe
Epidermis :\:ﬁ‘;

Endocarp
Mesocarp

Exocarp

Imatge 1: Parts del gra de cafe.

10



2. Marc teoric

En aquest apartat s’expliquen a nivell teoric els diferents components quimics del marro
del cafe, aixi com la seva composicié. També els fonaments teorics dels dos metodes de
separacio que s’utilitzen en I'estudi (extraccié solid-liquid per vortex i ultrasons), i
finalment, en qué consisteix la cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC).

2.1. Components quimics

El marro és el residu del cafe. Té una mida de particula fina i una alta humitat (entre el
80i 85%) quan es genera [12]. S’ha demostrat que, gracies als seus components, té un
gran poder antioxidant. Aquests varien segons el tipus de planta, les diferents ubicacions
geografiques, edats, clima i condicions del sol [2].

En la Taula 1 es mostren els principals components quimics del marro del cafée.

Component quimic Composicio (% pes)

Cel-lulosa 32-42
Hemicel-lulosa 7-13
Lignina 0-26
Lipids 2-24
Proteines 10-18
Cafeina 0-0,4

Acid clorogénic 1-3
Fibres totals 21-59

Taula 1: Composicié quimica del marro del cafe [13].

2.1.1. Hidrats de carboni

En el marro del cafe, els components quimics més abundants sén els hidrats de carboni
(entre 39% i 55% en massa del total). Aquests es divideixen en cel-lulosa i hemicel-lulosa.

La cel-lulosa (Imatge 2) és un hidrat de carboni complex o polisacarid lineal, format per
3.000 o més unitats de glucosa. Es el constituent estructural majoritari de les parets
cel-lulars de les plantes, que proporciona forca i rigidesa [14].

OH B OH

Q . 0
o S0
HO HO N

OH O

OH OH

— /]
Imatge 2: Estructura quimica de la cel-lulosa.

N

L’hemicel-lulosa (Imatge 3), en canvi, és un polisacarid heterogeni ramificat, format per
diferents unitats de monosacarids. En el cas del marro del café, conté arabinosa, manosa

i galactosa.

11



@) CH->OH 0 OH
o OH)—0o oH HO

OH HO" OH
OH

OH OH
OH OH

Imatge 3: Estructura quimica de I'arabinosa, galactosa i manosa (d'esquerra a dreta).

2.1.2. Lignina

La lignina (Imatge 4) és un tipus de polimer organic complex, o biopolimer, que
conforma la paret cel-lular de les plantes (fusta i escor¢ca) amb una disposicié en forma
de xarxa, aportant rigidesa.

Aguests polimers generen estructures amb un pes molecular d’entre 2.500 i 39.000 u, i
es sintetitza a partir de I'extraccid de I’aigua dels sucres (forma un complex aromatic).
Cal destacar que és I'Ginica fibra existent que no és un polisacarid [15]. Juntament amb
la cel-lulosa i I’"hemicel-lulosa és dels components majoritaris en el marro del cafe.

H.COH
H.COH T"b
CH. CH, H,COH
™ [ HCOH  HO {|3H
oo § ,CH H<|‘;D— .
‘|3H-= CHf | CH4
GH 0 CH
HCOH CH; |
HOC—CH—CH,OH | OH HC—{Carbohydrate) H,COH OCH,
HC——0 - | :
0 2:|: H,<|:0H eH, H<|3—0
H.COH
CH,O. OCH, O——CH
¢l 3 CH‘O H? D',-\i
O—CH
| | ° (|:H HZTOH
HT OCH, HC_,_,—TH CH H2(|:GH HT—O
— HCOH
HOCH, H HC o CH <|:H H.COH
HQ-;|3|—| OCH, HOCH HT_
CHO
H? CHO H)TOH CHO CH, i
HQCHL_O_(';H O—CH  cuo 0 iH
N HOC—?H—CH,OH H H
CH.O HO(|3H H,COH
0—CH HG
| CH,
HOCH, He— 4
[
—CH
CHy | HC|: o Li:H? cH,
T T
HCOH HCOH
HCOH
HCOH CHO
HLO—--- o OCH,

Imatge 4: Exemple d'un polimer de lignina.
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2.1.3. Lipids

Els lipids constitueixen un grup quimicament divers amb la caracteristica comuna de la
insolubilitat en l'aigua. Les seves funcions biologiques sén tan diverses com la seva
guimica. En molts organismes, les grasses i els olis sén les formes principals
d’emmagatzematge energetic, mentre que els fosfolipids i esterols constitueixen els
principals elements estructurals de les membranes biologiques. Altres lipids, presents
en quantitats més petites, tenen funcions vitals tals com cofactors enzimatics,
transportadors electronics, pigments que absorbeixen la llum, hormones, etc. [14]

La fraccid lipidica del cafe esta composta principalment per triacilglicerols, esterols i
tocoferols. Aquesta depén en gran mesura del tipus de cafe (arabica o robusta) i I’'entorn
del gra (tipus de torrat, temperatura i clima d’emmagatzematge, etc.).

El café conté entre un 7 i un 17% de lipids. La majoria d’aquests es troben en
I’endosperma (interior del gra) [16].

2.1.4. Proteines

Una proteina és una substancia natural que consisteix en la unié d’aminoacids
mitjancant enllacos peptidics. Aquestes intervenen en practicament tots els processos
gue tenen lloc en la cél-lula i exerceixen una enorme diversitat de funcions. Sén les
macromolecules biologiques més abundants i estan presents en totes les cél-lules i en
totes les seves parts.

Segons la conformacié dels aminoacids, es poden crear productes com enzims,
hormones, anticossos, fibres musculars, etc. També, sén els instruments mitjancant els
quals s’expressa la informacid genética [14].

En el marro del café s’hi troba una petita part de proteines (entre 10% i 18% de la massa
total). En un estudi es van analitzar les dades sobre el contingut d’aminoacids. Els
principals eren I’acid glutamic, la treonina, I'acid aspartic i la leucina. En un altre estudi,
pero, els aminoacids predominants van ser la leucina, valina i isoleucina [17].

2.1.5. Cafeina

La cafeina (Imatge 5) és un alcaloide vegetal, que es troba en nombroses espécies
vegetals, on actua com un plaguicida natural que paralitza i mata certs insectes que
s'alimenten d'ells. Les plantes que contenen cafeina sén el cafe, el te i el cacau.

La cafeina és un estimulant del sistema nervids central i metabolic, i s'utilitza tant a nivell
recreatiu com medic per reduir la fatiga fisica i restaurar |'alerta mental quan es produeix
una debilitat o somnoléncia inusuals. També provoca un augment de |'alerta i la vigilia,
un flux de pensament més rapid i més clar, un augment de I'enfocament i una millor
coordinacid corporal general [18].
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Imatge 5: Estructura quimica de la cafeina.

2.1.6. Acid clorogénic

L'acid clorogeénic (Imatge 6) és un éster de I'acid cafeic i I'acid quinic. Es un dels principals
compostos fenolics del café i la seva ingesta diaria dels consumidors de cafe és de 0,5 a
1g[19].

Té potencials activitats antioxidants i quimiopreventives. L'acid clorogénic elimina els
radicals lliures, fet que provoca una inhibicid del dany de I'ADN i protegeix contra la
induccio de la carcinogénesi. A més, aquest agent pot regular I'expressid dels gens
implicats en l'activacié del sistema immunitari i millorar I'activacié i la proliferacid de
limfocits T, macrofags i cel-lules assassines naturals. També pot reduir els nivells de sucre
en sang i potencialment exercir un efecte antidiabetic [20].

HQ, CO,H

O

HOY SN 07 N

Qe
I

OH
OH

Imatge 6: Estructura quimica de I'acid clorogénic.
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2.2. Metodes d’extraccio

A continuacid s’expliquen els fonaments teorics dels métodes de separacio utilitzats.

2.2.1. Extraccio solid-liquid amb vortex

L'operacio d'extraccié solid-liquid és una operacié basica en I'enginyeria quimica i a
escala industrial. Un exemple d’aquest tipus d’operacid és I’extraccié de sucre de les
canyes utilitzant aigua com a dissolvent.

Consisteix en una transferéncia de massa, on es recupera o s’extreu un o més
components (solut) d'una fase solida heterogénia, en una fase liquida (dissolvent). El
sentit de la transferencia és sempre des del solid cap al liquid. Un cop s’ha deixat el
temps adequat, es separen les fases; la fase solida inerta o residu, i el dissolvent amb els
soluts extrets (extracte) [21].

Per a facilitar aquesta transferéncia s’utilitza un aparell anomenat mesclador vortex.
Aguest és un instrument de laboratori que combina de manera intel-ligent I'oscil-lacié i
el vortex. Es pot aplicar a una varietat d'operacions de mescla i agitacid, fent que
I'experiment sigui més comode i rapid.

Aguest aparell genera un vortex en l'interior del tub d’assaig, per aconseguir barrejar
completament la solucid. Aixi mateix, barreja completament les fases del tub d’assaig,
incloses les petites restes que es puguin quedar en les parets del tub [22].

2.2.2. Extraccid solid-liquid per ultrasons

El métode d'ultrasons esta basat en la propagacid d'ones sonores mecaniques
conformada per un conjunt de cicles, definits com la combinacié d'altes i baixes
pressions, anomenades compressions i rarefaccions, respectivament.

Compression Compression  Compression Compression

>

— Pressure +
v

v Rarefaction Rarefaction Rarefaction Rarefaction

o @0 @ *

Bubble Bubble Bubble reaches Bubble
formation qrowth critical size implosion
Imatge 7: Principi de I'extraccié amb ultrasons.

Les compressions i rarefaccions generen un mecanisme de fragmentacio, atribuit a les
col-lisions entre les particules i les ones ultrasoniques, causant la reduccié en la mida de
la particula i facilitant la transferéncia de massa.
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Un altre mecanisme és el d’erosid, que ajuda a millorar I’accessibilitat del dissolvent
mitjancant la implosié de les bombolles en la mostra.

A l'espectre d'ones implicades en l'ultraso se'ls anomena ones ultrasoniques, les
freqliencies de les quals es troben per sobre de I'interval audible (>20 kHz) i per sota de
les frequiencies de microones (fins a 10 MHz).

Les principals caracteristiques de I'ona d'ultrasons son les seglients:

Longitud: distancia entre dos punts de compressio o rarefaccié.

Amplitud: algada maxima d'una ona.

Freqliencia (Hz): nombre de cicles per unitat de temps.

Velocitat (m/s): producte de la freqliencia per la longitud d'ona.

Potencia (W): quocient entre I’energia transportada i el temps considerat.
Intensitat (W/cm?): quocient d'una unitat de poténcia mitjancant una unitat
d'area.

m0 Qo0 T o

Els ultrasons es poden utilitzar com a eina per a |'extraccié de diferents components. Un
sistema habitual d’ultrasons consisteix en una sonda ultrasonica immersa directament
a la cambra d'extraccio. L'extraccid per ultrasons té un ampli espectre d’utilitats, des de
la indUstria alimentaria, la farmaceéutica, d’analisi, etc. [23]
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2.3. Cromatografia Liquida D’alta Resolucio (HPLC)

La paraula cromatografia significa literalment “escriure en colors”, ja que quan es va
desenvolupar, els components separats eren colorants. Es tracta d'una técnica o métode
fisic de separacidé de dos 0 més soluts presents en una mescla, basada en la velocitat de
desplacament d’aquests. En ella participen dues fases, una mobil (liquida o gasosa) i una
altra estacionaria (solida o liquida) [24].

En aquest metode, una bomba forga un dissolvent a través d'una columna sota altes
pressions de fins a 400 atmosferes. EI material de la columna (fase adsorbent o
estacionaria) és normalment granular, fet de particules solides com silice o polimers.

La pressio fa que la técnica sigui molt més rapida en comparacié amb el métode antic
de cromatografia en columna. Aixd permet utilitzar particules molt més petites per al
material de la columna. Les particules més petites tenen una superficie molt més gran
per a les interaccions entre la fase estacionaria i les molecules que hi flueixen, fet que
es tradueix en una molt millor separacio dels components de la mescla.

El liquid introduit a pressio es coneix com a fase mobil, i normalment és una barreja de
dissolvents com aigua, acetonitril o metanol, entre d’altres. La bomba proporciona el
cabal i la composicié desitjats de la fase mobil a través de la columna.

Els components d'una mescla es separen entre si a causa dels seus diferents graus
d'interaccido amb les particules absorbents. Aixo provoca diferents velocitats d'elucio per
als diferents components i condueix a la separacié dels components a mesura que
surten de la columna [25].

Després que es produeixi la separacio a la columna, els components de la mescla passen
pel detector. Aquest genera un senyal eléctric proporcional a la quantitat de
components de mostra i s’envia al microprocessador digital, que genera un
cromatograma d'intensitat en funcié del temps. Per a la correcta avaluacié de resultats,
I'ideal és obtenir pics gaussians els quals corresponen cada un a un component diferent
de la mostra [24].

Liquid

Sample
1]
_‘ Column

\(Stationary Phase)  Detector
() o i
I U e T )
Solvent |
D€||V8fy Pump Convert the amount of each
‘ component into an electrical signal

Mobile Phase

Separate mixture
component

Imatge 8: Diagrama dels components de I'HPLC [26].

17



El cromatograma és una grafica bidimensional on es mostra, en l'eix vertical la
concentracidé en termes de la intensitat del senyal del detector, i en I'horitzontal el temps
d'analisi. Quan no s'elueix cap compost de la columna, es dibuixa una linia paral-lela a
I'eix horitzontal (linia de base). El resultat obtingut es mostra similar a la forma d'una
campana, anomenat pic.

El temps de retencid (tr) és l'interval de temps entre el punt d'injeccié de la mostrai el
punt maxim del pic. El temps necessari perque els compostos no retinguts (sense
interaccid) passin de l'injector al detector s'anomena temps mort (to).

L'algada del pic (h) és la distancia vertical entre el punt maxim d'un pici la linia de base,
i I'area del pic (A) és I'area tancada pel pici la linia de base [26].

e ’R N

y

Peak

Iy

tor signal intensity

e

Baseline

Time

Imatge 9: Elements del cromatograma [26].

L'HPLC pot separar i detectar cada compost per la diferencia de la velocitat de cada un
a través de la columna. A part de la fase mobil, hi ha I’estacionaria, que és la part de la
columna que interacciona amb el compost.

A la columna, com més forta sigui |'afinitat entre el component i la fase mobil, més rapid
es mou el component per la columna juntament amb la fase mobil. D'altra banda, com
més forta és I'afinitat amb la fase estacionaria, més lent es mou per la columna.

1, Sample is introduced into column with mobile phase

2, Separation is accomplished by different moving speed of each compound

%

. ==

Injector ‘ \ |
— \
Solvent T
Deli P
elivery umr?/,

[
— = 3, Detector connected to the outlet
- y of column monitors each eluting
compound from the column
[ = a (Chromatogram)

a
Signal from the detector A A

Time
Imatge 10: Diagrama de la separacio de les mostres en la columna [27].

y
Column
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3. Part experimental

En aquest apartat s’expliquen els métodes utilitzats per a extreure la cafeina i I’acid
clorogénic, juntament amb els resultats obtinguts. Aquests han sigut extraccions amb
vortex a temperatura ambient, i ultrasons a temperatura ambient i a 50 °C.

S’han fet servir com a dissolvents en I’extraccié dels analits mescles d’etanol i aigua en
diferent proporcié. Les composicions de dissolvent estudiades sén: 0, 20, 40, 60, 80 i
96% d’etanol.

3.1. Materials i métodes

A continuacid es descriuen els métodes d’extraccid emprats i la técnica de quantificacid
utilitzada.

3.1.1. Metodes d’extraccid

En els seglients subapartats es detalla el procediment dut a terme per a preparar les
diferents extraccions, segons el métode utilitzat: extraccio vortex, o amb ultrasons.

3.1.1.1. Extraccio vortex

El procediment utilitzat en aquesta extraccid és el seglient. En la balanca analitica, es
col-loca el tub d’assaig dins un vas de precipitats (per aguantar-lo), i es tara. A
continuacio s’hi afegeixen 0,7 g de la mostra del marro de cafe, amb una microespatula.

Posteriorment, es prepara la mescla de dissolvent. Per exemple, per preparar una
mescla d’etanol/aigua de 40% etanol, primer es tara un vas de precipitats, i s’hi
afegeixen 4 g d’etanol pur. Es torna a tarar, i s’hi afegeixen 6 g d’aigua ultrapura. Es
mescla per homogeneitzar la barreja (mescla preparada en % en massa).

Amb I'ajuda d’una micropipeta previament calibrada, s’extrauen 4 mL de la mescla de
dissolvents preparada i s’afegeixen en el tub d’assaig que conté el marro del cafe. Es
tapa el tub d’assaig i es deixa durant un minut en I’agitador vortex a maxima poténcia.

Després es col-loca en la centrifugadora durant 30 minuts a 4200 rpm. Un cop acabada
la centrifugacid, es treu el tub d’assaig de I'aparell i es mesura I’alcada maxima i minima
de la fase superior, com s’observa en la Imatge 11, amb |’ajut d’un peu de rei digital.

Imatge 11: Tub d'assaig després de la centrifugacio.
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A continuacid, es prepara el filtratge de la fase superior. Primer, es col-loca una xeringa
en el suport, i es fa un rentat amb una petita part de la mostra liquida, amb una pipeta
Pasteur. S’afegeix un filtre a la punta de la xeringa (amb unes pinces per evitar
contaminacid). Mitjangant la mateixa pipeta Pasteur, es transfereix la resta de fase
superior a 'interior de la xeringa.

Amb unes pinces, es col-loca el vial d’injeccio a la part inferior, i es pressiona amb cura
per extreure la mostra filtrada. Un cop omplert, també amb les pinces, s’agafa el tap i
es tapa el vial.

Finalment, es col-loca dins 'HPLC i ja esta llest per analitzar.
3.1.1.2. Extraccid per ultrasons
Aquest metode s’ha dut a terme tant a temperatura ambient, com a 50 °C.

El métode d’extraccio per ultrasons segueix el mateix procediment que el de vortex, fins
després de I’addicié dels 4 mL de la mescla de dissolvents preparada, i posar el tap al
tub d’assaig. A partir d’aquest punt, es submergeixen els tubs d’assaig en |'aparell
d’ultrasons (a temperatura ambient, o previament escalfada a 50 °C), durant un minut.

Posteriorment, es duen a terme els mateixos procediments de centrifugacid i filtracié
en els vials d’injeccid, i es col-loquen dins I'HPLC.

3.1.2. Metode de quantificacié per HPLC

Per tal de determinar la quantitat de cafeina i acid clorogénic presents en els vials
d’injeccié obtinguts en |'extraccio del residu del cafe, s’utilitza un HPLC amb una
columna C8 KromaPhase (Scharlab) de mida de particula 5 pm, mida de porus de 100 A,
longitud de 150 mm i diametre interior de 4,6 mm.

La fase mobil esta preparada amb acetonitril i aigua ultrapura, ambddés amb un 0,1%
d’acid acetic per a HPLC. Les condicions sén 93:7 (aigua:acetonitril) en mode isocratic,
durant 30 minuts. El volum d’injeccid és de 20 uL i la longitud d’ona del detector de 278
nm.

20



3.2. Experiments inicials per a establir condicions

En aquest apartat s’expliquen experiments inicials duts a terme per a establir les
condicions a partir de les quals es basaran els estudis posteriors.

3.2.1. Condicions de la fase mobil

Per tal que la cromatografia sigui correcta, inicialment s’ha d’ajustar la fase mobil, amb
la finalitat d’obtenir les condicions optimes pel que fa a la separacid i quantificacid dels
diferents pics d’acid clorogénic i cafeina.

Per aquest motiu, s’han provat les seglients condicions de fase mobil:

90:10 aigua:acetonitril

92:8 aigua:acetonitril

93:7 aigua:acetonitril

93.7 aigua:acetonitril (amb gradient)

o 0 T o

A part de la fase mobil, s’han provat diferents temps d’elucid.

Inicialment, s’injecten els patrons de cafeina (300 ppm) i d’acid clorogénic (200 ppm),
amb una fase mobil de 92:8 durant 15 min. S'observa que la cafeina no es detecta
(Imatge 12), i que el pic d’acid clorogénic comenca a sortir al minut 13 (Imatge 13).
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Imatge 12: HPLC patré cafeina (300 ppm). Fase mobil 92:8.
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Imatge 13: HPLC patro acid clorogénic (200 ppm). Fase mobil 92:8.

A partir d’aqui es decideix allargar tots els temps de procés a 30 min.
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A continuacid es detallen els resultats obtinguts per a algunes mostres en les diferents
condicions de fase mobil.

3.2.1.1.  90:10 aigua:acetonitril

En el primer cas que es presenta, I’extraccié es realitza amb una mescla etanol/aigua del
96% d’etanol i vortex, i s’injecta amb una relacié de fase mobil 90:10 (aigua:acetonitril)
durant 30 min (Imatge 14). L'acid clorogenic no es detecta, i el pic de la cafeina surt
deformat.
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Imatge 14: Extraccié mescla etanol/aigua 96% etanol. Fase mobil 90:10.

Posteriorment, s’injecta, en les mateixes condicions, una extraccié amb la mescla de
dissolvents etanol/aigua amb un 60% d’etanol (Imatge 16), i una altra amb el 40%
d’etanol (Imatge 15).

S’observa que en I'extraccié amb la mescla 60% d’etanol, el pic de la cafeina queda
deformat. En I’extraccié amb menys etanol s’obté un cromatograma amb els pics més
separats i nets. Cal afegir que en ambdues concentracions es detecta I'acid clorogenic,
perd en menor mesura en la de 60%. També s’afirma que amb aquesta fase mobil
continuen apareixent analits en torn el minut 28, per tant, es decideix provar amb una
fase mobil amb més concentracié d’acetonitril.
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Imatge 15: Extraccio mescla etanol/aigua 60% etanol. Fase mobil 90:10.
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Imatge 16: Extraccié mescla etanol/aigua 40% etanol. Fase mobil 90:10.
3.2.1.2.  92:8 aigua:acetonitril

Posteriorment, es prova la fase mobil de 92:8 aigua:acetonitril. S'injecten extraccions de
diferents concentracions d’etanol, per observar |’eficacia de cada una.

Injectant I’extraccid amb la mescla d’etanol/aigua 96% d’etanol (Imatge 17), s’extreu
cafeina, pero el pic no té una silueta uniforme, i sembla que es solapi amb un altre pic o
gue es deformi per I’esquerra. Es pot observar com el clorogenic perd afinitat amb una
concentracio tan elevada d’etanol, i de la mateixa manera que en la fase mobil anterior,
no es detecta.
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Imatge 17: Extraccid mescla etanol/aigua 96% etanol. Fase mobil 92:8.

Injectant I'extraccié amb la mescla d’etanol/aigua 60% d’etanol (Imatge 18), apareix
I’acid clorogenic en més quantitat. El pic de la cafeina surt deformat.

Amb I'extracciéo amb la mescla d’etanol/aigua 40% d’etanol (Imatge 19), I'area de la
cafeina augmenta juntament amb la del clorogenic, pero el cromatograma no acaba de
ser del tot net, ja que els pics no sén uniformes ni simeétrics.
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Imatge 18: Extraccié mescla etanol/aigua 60% etanol. Fase mobil 92:8.
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Imatge 19: Extraccio mescla etanol/aigua 40% etanol. Fase mobil 92:8.

Finalment, es decideix provar una fase mobil amb més concentracié d’acetonitril, pel fet
gue ni els pics acaben de sortir del tot separats, ni surten uniformes i simeétrics.

3.2.1.3.  93:7 aigua:acetonitril

La seglient fase mobil en provar és 93:7 aigua:acetonitril. S'injecten extraccions amb
mescles d’etanol/aigua amb un 96, 60, 40 i 0% d’etanol.

Amb I’extraccié amb la mescla d’etanol/aigua 96% d’etanol (Imatge 20) I'area de la
cafeina augmenta, perd no es forma un cromatograma net, ja que el pic de la cafeina
també queda deformat. L’acid clorogenic apareix en quantitats molt baixes.

Amb I'extracciéo amb la mescla d’etanol/aigua 60% d’etanol (Imatge 21), I'area de la
cafeina continua deformada, tot i que té una forma més regular. El clorogenic encara
apareix en quantitats baixes.
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Imatge 20: Extraccié mescla etanol/aigua 96% etanol. Fase mobil 93:7.

Chlorogenic Acid 30004, 13.5min

0.504

0.454

0.40

0.399

0.304

0.259

Cafeine 0,05 Abs - 20 456

0.20+

015

010+

Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min - 17.187

Chiorogenic Acid 300ng, 13.5min - 9.180

0.05

0.00-

o.o0 QIEIEI dIIZIEI EIIZIEI EI‘JD 1EIIEIEI 12|EIEI 1d|EIEI ‘WEIDD 1E‘EIEI ZDIDD ZQIDD ZAIEIEI QE‘DD ZSIEIEI 30.00
Imatge 21: Extraccio mescla etanol/aigua 60% etanol. Fase mobil 93:7.
Amb I'extraccié amb la mescla d’etanol/aigua 40% d’etanol (Imatge 22), es comenga a

veure un millor cromatograma. El pic de cafeina és més uniforme, i els pics de clorogénic
surten més separats que en I’anterior fase mobil.
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Imatge 22: Extraccid mescla etanol/aigua 40% etanol. Fase mobil 93:7.
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Amb I'extracciéo amb la mescla d’etanol/aigua 0% d’etanol (Imatge 23), s’obtenen els
millors resultats. Tant I’area de la cafeina com la de I’acid clorogénic sén les més grans i
uniformes de les extraccions estudiades amb aquesta fase mobil.

070+

065

0.60-

0554

050

0.45-

0.40-

Chiorogenic Acid 300ng, 13.5min - 17.021

035

0.304

0254

020

Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min - 19.183

015

010

| ==Chloragenic Acid 300ng, 13.9min - 12.719
[*>Chiorogenic ASii 300ng, 13 5min - 14.656

T T T T T T T T T T T T T T
o.aa 2.00 4.00 .00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 2400 26.00 28.00 a0.00

Imatge 23: Extraccio amb aigua. Fase mobil 93:7.
3.2.1.4.  93:7 aigua:acetonitril, amb gradient

Finalment, es prova una fase mobil de 93:7, amb gradient durant 35 minuts. La
programacio d’aquest és de 93:7 durant els primers 18 minuts, seguit d’'un canvi
progressiu cap a 83:17 durant els seglients 12 minuts. Finalment seguira un mode
isocratic amb 83:17 durant els ultims 5 minuts. S'injecten mostres extretes amb mescles
d’etanol/aigua amb el 60 i el 40% d’etanol.

Amb I’extraccié amb mescla d’etanol/aigua 60% d’etanol (Imatge 24), també es separen
bé els pics. El de cafeina, mostra la mateixa deformacid que ja s’ha comentat en casos
anteriors, com en la fase de 93:7 sense gradient.
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Imatge 24: Extraccio mescla etanol/aigua 60% etanol. Fase mobil 93:7 (gradient).
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Amb I’extraccié amb mescla d’etanol/aigua 40% d’etanol (Imatge 25), es separen bé els
pics. El de cafeina és uniforme i surt lleugerament deformat. Tot i aix0, els pics de I'acid
clorogénic no queden uniformes.
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Imatge 25: Extraccié mescla etanol/aigua 40% etanol. Fase mobil 93:7 (gradient).

Aqguesta fase mobil es descarta ja que no milloren els resultats, i requereix més temps
d’analisi per tal de que apareguin tots els analits.

3.2.1.5.  Conclusid final fase mobil

Inicialment, es decideix el temps d’analisis. Es fan dos cromatogrames de patrons de
cafeina i d’acid clorogénic durant 15 min, amb unes condicions de fase mobil de 92:8.
S’observa que la cafeina no apareix, i que el pic del clorogénic apareix incomplet per
falta de temps. Per tant, es decideix allargar el temps a 30 minuts.

Posteriorment, es proven diferents concentracions de fase mobil (90:10, 92:8, 93:7, i
93:7 amb gradient). Utilitzant la fase mobil de 90:10, els pics queden solapats, ja que
surten en menys de 12 minuts.

Es prova de reduir la concentracié d’acetonitril, amb 92:8, fet que provoca que els pics
tardin més a sortir i que no es quedin tan solapats. Els resultats milloren, pero els pics
no estan ben definits i alguns surten deformats.

Amb la concentracié de 93:7 s’obtenen els millors resultats (pics molt ben definits i
separats, amb un temps de retencio correcte).

Finalment, es prova la concentracié 93:7 amb gradient (93:7 durant 18 min, seguit d’un
canvi progressiu cap a 83:7 durant els seglients 12 minuts, i isocratic amb 83:7 els ultims
5 min). Aquesta es descarta, ja que el cromatograma surt pitjor que en mode isocratic
(sense gradient), i es necessita més de 30 min perqueé surtin tots els analits.
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3.2.2. Conservacio del marro de café i métode d’assecatge

A causa de les baixes concentracions obtingudes inicialment pels analits estudiats, es
comprova que no s’hagi degradat el marro utilitzat, comparant els resultats obtinguts
amb les extraccions anteriors (Taula 2).

Vuit mesos després de la realitzacio del primer estudi amb aquest marro de cafe, es
realitza una extraccié amb una fase mobil de 92:8, durant 30 minuts. S’ha aplicat el
mateix métode d’extraccid tant en els estudis previs com els actuals, que ha estat el
vortex, utilitzant aigua com a dissolvent. Els resultats que s’observen a la Taula 2, son
fruit de la mitjana aritmetica entre els valors dels duplicats realitzats amb vortex i
utilitzant aigua com a dissolvent.

Concentracié Concentracié
Component )
anterior (ppm) actual (ppm)
Clorogenic 223,00 70,47
Cafeina 207,000 40,434

Taula 2: Comparacio concentracions del marro amb el pas del temps.

Es demostra que el pas del temps si afecta els resultats en ambdds analits del marro
utilitzat fins al moment. Com es pot observar en la Taula 2, es passa d’una concentracié
de 233 ppm a 70,47 ppm de clorogenic, i de 207 ppm a 40,434 ppm de cafeina. Per tant,
en 8 mesos les concentracions de cafeina i de clorogenic en I’extracte s’han reduit en un
80,5% i 68% respectivament.

Per a realitzar els calculs dels analits sobre la concentracié actual, s’han emprat les
rectes de calibratge que apareixen en |'apartat “3.3. Rectes de calibratge”.

A causa d’aquest deteriorament de la qualitat del marro, es decideix recollir-ne de nou,
ja que es considera que s’han degradat els components a estudiar i que cal tenir-ne un
de més recent.

Posteriorment, es du a terme una comparacio entre els metodes d’assecatge del marro
utilitzat, amb I'objectiu de comprovar si varia el contingut dels analits. S’utilitza una fase
mobil de 93:7, durant 30 minuts. Es compara una mostra de cada marro extreta amb
vortex amb mescles de dissolvents d’etanol/aigua de 0 i 40% d’etanol.

En el cas de les extraccions amb la mescla d’etanol/aigua 0% d’etanol (Taula 3), els
resultats sén molt similars en ambdds analits. La diferéncia més gran s’observa en el pic
de la cafeina. Pel que fa a la concentracid, el métode d’assecatge no suposa una
diferéncia notable.

Area Concentracio (ppm)
Analit Assecat natural | Assecat estufa | Assecat natural | Assecat estufa
Cafeina 20.268.144,60 17.699.625,36 234,99 203,99
4.713.933,59 4.892.182,35 103,37 107,28
Clorogeénic 9.095.443,28 8.889.591,70 199,43 194,92
4.159.374,52 3.287.275,70 91,21 72,09

Taula 3: Comparacio de I'area entre assecat natural i amb estufa (0% etanol).
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En el cas de les extraccions amb mescla d’etanol/aigua 40% d’etanol (Taula 4), els
resultats sén molt similars en ambdds analits. Analitzant la concentracid, la diferéncia
més gran també es dona en el pic de la cafeina. En el cas del clorogénic séon practicament

iguals.

Area Concentracio (ppm)
Analit Assecat natural | Assecat estufa | Assecat natural | Assecat estufa
Cafeina 25.679.812,33 | 26.806.625,66 300,29 313,89
1.690.240,43 1.741.685,24 37,08 38,21
Clorogenic 761.139,26 698.561,98 16,71 15,34
4.333.555,87 4.268.854,99 95,03 93,61

Taula 4: Comparacié de I'area entre assecat natural i amb estufa (40% etanol).

Es decideix continuar utilitzant el marro d’assecatge amb estufa, ja que els resultats son
practicament els mateixos en ambdues extraccions, i no hi ha una diferéncia significant
com per a tornar a repetir tots els experiments amb el marro assecat natural.

3.2.3. Patrd de cafeina dissolt amb aigua 0 amb mescles d’etanol/aigua

Per a observar la interaccio de I’etanol amb la cafeina, es decideix preparar tres patrons
de 300 ppm de cafeina dissolts amb mescles etanol/aigua amb un percentatge d’etanol
del 0%, 40% i 80%, i injectar-los a I’'HPLC en una fase mobil de 93:7 aigua:acetonitril,
durant 30 min.

En la Taula 5 es mostren els resultats de temps de retencid i area de cadascun dels
patrons de cafeina dissolts en els diferents percentatges d’etanol.

Concentracié d’etanol

Temps de retencié (min)

Area

0% 22,05 26.281.708,37
40% 21,54 28.241.119,03
15,94 795.621,90
80%
20,55 10.044.106,53

Taula 5: Temps de retencio i area dels patrons.
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Imatge 26: Superposicio patrons cafeina (300 ppm) 0% (vermell), 40% (blau) i 80% (negre) etanol .

30.00
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Com es pot observar en el cromatograma (Imatge 26), en el moment d’afegir etanol al
patrd, es comenca a deformar lleugerament el pic (dissolucié de 40% d’etanol), fins al
punt que acaben apareixent dos pics deformats en el patrdé dissolt en major
concentracié d’etanol. Aquest fet demostra la influéncia de I’etanol en la forma dels pics
en el cromatograma, en les extraccions amb concentracions elevades d’aquest
dissolvent.

Anteriorment, es pensava que un pic d’acid clorogenic es solapava amb el de cafeina,
perd aquesta prova descarta aquesta teoria. A més, tot i que I'addicié d’etanol en el
patrd impliqui uns temps de retencié menors, no es milloren els resultats finals, ja que
els pics dels patrons on no intervé I’etanol no es deformen.

Per tant, es pot concloure que a mesura que s’incrementa la proporcio d’etanol en la
mescla de dissolvents, aquest interactua amb la molécula de cafeina i la resolucié del
cromatograma empitjora, dificultant la quantificacié de la cafeina.

3.2.4. Dilucié mostres extretes amb etanol superior a 60%

Degut a la interaccid de I'etanol amb la cafeina, es decideix diluir amb aigua dues
mostres extretes amb mescla etanol/aigua amb un 40 i un 60% d'etanol, amb unes
condicions de fase mobil de 93:7, durant 30 min. La dilucié es fa en una relacié 1:1,
directament al vial d’injeccid per veure si millora la lectura de I’'HPLC.

Chlarogenic Acid 300ng, 13.5min - 17.535

=)
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Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min - 9 486

Chiorageric Azid 300ng, 13.6min - 19.842
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Imatge 27: Extraccio mescla etanol/aigua 40% etanol, diluit 1:1. Fase mobil 93:7.
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Imatge 28: Extraccio mescla etanol/aigua 60% etanol, diluit 1:1. Fase mobil 93:7.
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Tal com es pot observar en les imatges anteriors (Imatges 27 i 28), els resultats
comencen a millorar. Amb la dilucid, els cromatogrames surten més nets, els pics es
separen millor, i les concentracions son iguals o superiors a les mostres sense diluir.

Després de veure aquests resultats, es decideix diluir-les més, amb una relacié d’1:2. En
primer lloc, es preparen mostres extretes amb mescla d’etanol/aigua de 60, 80 i 96%
d’etanol, amb unes condicions de fase mobil de 93:7, durant 30 min. La dilucid es fa en
una relacié 1:2, directament al vial d’injeccié.
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Imatge 29: Extraccié mescla etanol/aigua 60% etanol, diluit 1:2. Fase mobil 93:7.
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Imatge 30: Extraccio mescla etanol/aigua 80% etanol, diluit 1:2. Fase mobil 93:7.
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Imatge 31: Extraccio mescla etanol/aigua 96% etanol, diluit 1:2. Fase mobil 93:7.
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En les imatges anteriors (Imatges 29, 30 i 31), es pot veure com encara millora més el
cromatograma, separant tots els pics sense excepcid. Per contra, en I'extraccié amb
major concentracio d’etanol, la de 96%, no es detecta I’acid clorogenic. A continuacié es
mostra una comparativa entre les diferents extraccions diluides i sense diluir.

“Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min

[~~~ Chlorogenic Acid 300ng, 13 5min
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Imatge 32: Comparacio extraccié mescla etanol/aigua 60% etanol 1:2 (negre) i sense diluir (blau).
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Imatge 33: Comparacio extraccié mescla etanol/aigua 80% etanol 1:2 (blau) i sense diluir (negre).
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Imatge 34: Comparacio extraccié mescla etanol/aigua 96% etanol 1:2 (blau) i sense diluir (negre).
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Després de veure les imatges anteriors (Imatges 32, 33 i 34), es pot concloure que s’obté
una millora general dels resultats. Per aquest motiu, es decideix comencar a treballar
des d’aquest punt diluint 1:2 amb aigua les mostres extretes, en les extraccions
realitzades amb una mescla d’etanol/aigua superiors al 60% d’etanol, abans d’injectar-
les al cromatograf. Per tant, les analisis es realitzen amb les mostres diluides pero els
resultats finals ja estan recalculats.

3.2.5. Dopatge de les mostres amb clorogénic

A causa de la isomeria que presenta la molécula d’acid clorogénic, en el cromatograma
de les mostres apareixen diversos pics que es corresponen amb aquest analit.

Generalment, I’acid clorogenic engloba una familia d'eésters formada per I'acid quinic i
altres acids transcinamics, dels quals els més comuns sén el cafeic, p-cumaric i ferulic.
Els acids clorogenics es troben ampliament distribuits a les plantes, especialment en el
gra de cafe, que conté almenys 18 acids clorogénics. Aquests es subdivideixen en cinc
classes: tres acids cafeoilquinics, tres acids p-cumaroilquinics, tres acids feruloilquinics,
tres acids dicafeoilquinics i sis acids cafeoil-feruloilquinics. En la Imatge 35 es poden
observar uns exemples d’aquests compostos [28].

OH OH
HOOC OH HOO OH
3 3
OH 0O__0 OH 0. _0
1 5 OH 4
HOOCWOH X X
3
OH OH
OH OMe
OH OH

Imatge 35: Acid quinic (esquerra), ac. 3-O-cafeoilquinic (centre), ac. 3-O-feruloilquinic (dreta).

Per aquest motiu, s’estudia quin d’aquests és el que es correspon amb el del patré
utilitzat en la quantificaci6 del clorogénic. Aquest és l'acid 5-Clorogénic, més
concretament, acid 5-Cafeoiliquinic.

Per a determinar aquest pic (corresponent a I'isomer 5-Clorogeénic, utilitzat com a patré
en la recta de calibratge), es fan una série de dopatges amb patré a diferents
extraccions. Aquest metode permet determinar quin pic correspon al patré, que sera el
gue n"augmenti I'area en el cromatograma.

Es realitza un dopatge consistent en substituir els 4 mL d’aigua en el procés d’extraccié
per 4 mL del patré de 100 ppm d’acid clorogenic. Es comparen els resultats amb
I’extraccio de 0% d’etanol (ja que en el dopatge no intervé I'’etanol) amb el metode de
vortex, metode utilitzat també per I'extraccid de les mostres amb dopatge.
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Area

Num. pic Sense dopatge Amb dopatge
1 221.385,06 228.679,65
2 4.772.306,48 4.865.000,82
3 777.695,18 797.425,21
4 298.568,65 307.378,49
5 361.719,10 349.303,26
6 8.732.220,36 18.353.263,92
7 4.263.478,26 4.315.341,99

Cafeina 18.642.416,86 19.159.327,27

Taula 6: Comparativa pics d'acid clorogeénic

Com s’observa en la taula anterior (Taula 6), el pic més accentuat és el nUmero 6.
Augmenta 10 milions d’unitats en el cas del dopatge amb patrd, aproximadament.

També hi ha un lleuger increment en la resta de pics, pero no és degut al dopatge, ja
gue també augmenta |'area de la cafeina i només es dopa amb acid clorogeénic.

En la Imatge 36, es pot veure la comparacio dels cromatogrames dels quals s’ha parlat
anteriorment. Cal destacar la diferéncia en el pic marcat (pic num. 6 de la Taula 6), que
mostra una gran diferéncia d’arees degut a I’efecte del dopatge.

——————Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min

mi

—————=—=Caleine 0,05 Abs

== Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min

_=Chloragenic Acid 300ng, 13 5min

2 Chlorogenic Acid 300ng, 13.5min
Chiorogenic Acid 300ng, 13.5min

0co] P “\f-m‘ﬁf\ml

— —
2000 2200 2400 2600

Imatge 36: Comparativa dopatge amb patro (negre) i sense dopar (blau).
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3.2.6. Conclusions dels experiments inicials

Després d’escollir la fase mobil i comencgar amb les extraccions, s’observa que el marro
del cafe es deteriora després de vuit mesos de conservacio seci a temperatura ambient.
Comparant els resultats obtinguts amb els de vuit mesos abans, es veu una disminucid
del 70% en la concentracid i massa de I’acid clorogenic, i del 80% en la concentracio i
massa de la cafeina. Es decideix recollir nou marro per treballar en les mateixes
condicions que els experiments realitzats vuit mesos enrere.
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Posteriorment, es comparen els métodes d’assecatge del marro (assecatge naturaliamb
estufa), per a comprovar si varia el contingut dels analits. Es compara una mostra de
cada marro extreta amb vortex amb una mescla de dissolvents d’etanol/aigua de 0i 40%
d’etanol. S’observa que els resultats quasi no varien. Finalment, es decideix continuar
utilitzant el marro d’assecatge amb estufa, ja que no hi ha una diferéncia significant com
per a tornar a repetir tots els experiments amb el marro assecat de manera natural.

A part, es comprova la diferencia en la injeccié de patrons de cafeina utilitzant com a
dissolvent aigua o una mescla d’etanol/aigua, per analitzar en quin cas s’assolirien
millors resultats. Aquest estudi es du a terme per a observar si I'addicié d’etanol provoca
canvis en el picde la cafeina. S’observa que els pics dels patrons preparats amb la mescla
d’etanol/aigua surten lleugerament deformats. Apareixen dos pics deformats i amb
menys concentracié que en els patrons de cafeina sense etanol. Aquest fet permet
entendre que en els cromatogrames amb concentracions elevades d’etanol, la cafeina
no té un pic de clorogénic solapat, sind que el pic queda deformat per la interaccié amb
I’etanol. Es comprova que perjudica els resultats i es decideix no fer els patrons amb una
mescla d’etanol/aigua.

A partir dels resultats esmentats anteriorment en els patrons de cafeina, es veu que en
les mostres extretes amb la mescla d’etanol/aigua superiors al 60%, els pics de la cafeina
gueden deformats. S’observa que I'etanol també interactua amb les molécules d’acid
clorogeénic, i els resultats empitjoren. Es decideix diluir les mostres extretes amb la
mescla d’etanol/aigua superiors al 60%, amb |’objectiu d’aconseguir una bona separacio
i forma dels pics en el moment de quantificar amb I’"HPLC.

Primer es prova una dilucido 1:1 (extracte:aigua), pero els resultats no milloren. A
continuacio, es prova una dilucié 1:2, i es veu una millora en els resultats, per tant, es
decideix que les extraccions extretes amb la mescla d’etanol/aigua superiors al 60% es
diluiran abans d’injectar a I’'HPLC.

Finalment, es realitza un dopatge amb patré de clorogenic, ja que a causa de la seva
isomeria, en el cromatograma es mostren diversos pics. S’extreu el marro amb 4 mL de
patré de 100 ppm d’acid clorogenic. Seguidament, s’injecten les mostres i es comparen
amb una extracci6 amb 0% etanol, treballant en les mateixes condicions
cromatografiques. S’observa que només augmenta un pic, de manera considerable.
Aquest és el que es correspon amb el patrdé utilitzat en la recta de calibratge,
concretament amb I'isomer acid 5-Cafeoiliquinic.
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3.3. Rectes de calibratge

A continuacié es mostren les rectes de calibratge elaborades tan per la cafeina com per
I’acid clorogenic.

3.3.1. Recta calibratge de la cafeina

Per tal d’obtenir la recta de calibratge de la cafeina, es preparen patrons de 96, 240, 480
i 600 ppm en aigua. En la Imatge 37 ila Taula 7, es mostren els resultats obtinguts per a
la recta de calibratge de la cafeina.

4 B I
RECTA DE CALIBRATGE - CAFEINA (96-600 PPM)
60.000.000
y = 82.868,4196x + 795.039,8708
50.000.000 R2=0,9987
40.000.000
<
& 30.000.000
<
20.000.000
10.000.000
0
0 100 200 300 400 500 600 700
CONCENTRACIO (PPM)
- J
Imatge 37: Recta de calibratge cafeina (96-600 ppm).
Patro Concentracio s
.. Area
cafeina (ppm)
PC 96 96 8.464.928,51
PC 240 240 20.717.116,25
PC 480 480 41.524.028,17
PC 600 625 51.887.479,22

Taula 7: Resultats de la recta de calibratge de la cafeina (96-600 ppm).
El coeficient (R?) és superior a 0,995, per tant, la regressié es considera acceptable.

Posteriorment, s’observa que apareixen concentracions inferiors a 96 ppm. Per a assolir
els resultats correctes es prepara una nova recta utilitzant concentracions de patré més
baixes. Els resultats es poden observar a la Imatge 38 i a la Taula 8.
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4 R )
RECTA DE CALIBRATGE - CAFEINA (1,2-120 PPM)
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Imatge 38: Recta de calibratge cafeina (1,2-120 ppm).

Patré Concentracio N
.. Area

cafeina (ppm)

PC1,2 1,2 98.474,60
PC 15 15 1.287.042,69
PC 30 30 2.584.084,91
PC 60 60 5.070.458,95
PC 120 120 10.313.426,83

Taula 8: Resultats de la recta de calibratge de la cafeina (1,2-120 ppm).

La nova recta es fa a partir de patrons d’entre 1,2 i 120 ppm, i s’obté una R? de 0,9999.
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3.3.2. Recta de calibratge de I’acid clorogénic

Per tal d’obtenir la recta de calibratge de |’acid clorogenic, es preparen patrons d’1, 5,
20, 40,100, 160i 200 ppm en aigua. En la Imatge 39i la Taula 9, es mostren els resultats
obtinguts per a la recta de calibratge de I’acid clorogeénic.

4 I
RECTA DE CALIBRATGE - CLOROGENIC (1-200 PPM)
10.000.000
9.000.000 y =45.613,2048x - 1.206,6858
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<
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4.000.000
3.000.000
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0
0 50 100 150 200
CONCENTRACIO (PPM)
- J
Imatge 39: Recta de calibratge acid clorogenic.
Patro Concentracié N
.. Area
cafeina (ppm)
PA1 1 46.667,48
PA5 5 229.442,86
PA20 20 899.716,00
PA40 40 1.845.146,72
PA100 100 4.558.246,09
PA160 160 7.241.467,90
PA200 200 9.163.411,88

Taula 9: Resultats de la recta de calibratge de I'acid clorogeénic.

El coeficient (R?) és superior a 0,999, per tant, la regressio es considera adequada.
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3.4. Extraccions amb vortex

En aquest apartat es presenten els resultats finals de I'estudi d’extraccié de |'acid
clorogénic i la cafeina del marrd del cafe, utilitzant el métode vortex i emprant mescles
d’etanol/aigua en diferent proporcié com a dissolvent d’extraccid.

Es mostra en els dos subapartats una taula amb les dades mitjanes de concentracio i
massa, juntament amb els seus respectius coeficients de variacid. També es mostra un
grafic amb els resultats de massa definitius, per a cada una de les extraccions dutes a
terme amb la mescla d’etanol/aigua de 0, 20, 40, 60, 80 i 96% d’etanol. Aquests resultats
es representen en forma de grafic de barres perqué s’observi de forma clara I’eficiéncia
de cada un dels métodes usats. Cal tenir en compte que tots aquests resultats del
clorogénic s’han calculat tenint en compte I'area d’un sol pic de clorogenic, el que
correspon al patré utilitzat (tot i que el clorogenic té diferents isomers). La comparacié
dels resultats obtinguts tenint en compte 1 sol pic o els pics de tots els isomers es pot
veure a I’Annex 1.

Per les tres ultimes extraccions amb la mescla d’etanol/aigua 60, 80 i 96% d’etanol, tal
com s’ha indicat anteriorment, s’ha diluit I'extracte 1:2 amb aigua per tal de poder fer
I’analisi cromatografic de forma correcta. Aquesta dilucid ja s’ha tingut en compte a
I’hora de fer els calculs i representar els resultats en les taules.

L’analisi cromatografic s’ha dut a terme amb una fase mobil de 93:7 (aigua:acetonitril),
durant 30 minuts.

Els resultats de les extraccions que s’exposen, estan realitzats en duplicats (tret d’alguns
casos que s’ha requerit fer triplicat, o quadruplicat a causa de I'alta variacid). La
concentracié ve donada a partir de I'area del pic obtinguda del cromatograma i de
I’equacid resultant de les rectes de calibratge de cada analit. La massa s’ha calculat a
partir del volum de la fase superior del tub d’assaig, i la concentracié calculada
préviament.

3.4.1. Acid clorogeénic

Els resultats de les extraccions d’acid clorogénic obtinguts a partir de la mitjana dels
duplicats, es mostren en la Taula 10.

Mostra Concentracio mitja Coef. variacio (%) Massa mitja Coef. variacio (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 191,806 2,29 0,696 1,92
E-20% 154,658 20,70 0,528 19,63
E-40% 95,812 3,24 0,341 13,66
E-60 % 157,599 5,87 0,226 13,54
E-80 % 43,185 0,16 0,061 5,45
E-96 % 0,000 - 0,000 -

Taula 10: Resultats massa d’acid clorogénic en vortex.
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Els experiments realitzats amb el métode vortex mostren uns bons resultats, ja que
només en el cas de la mescla d’etanol/aigua 20% etanol, el coeficient de variacid és
elevat (tant per la mitja de concentracid i la de massa).

Pel que fa a la concentracio, destaquen les extraccions amb mescles d’etanol/aigua de
0i 60% etanol, obtenint uns resultats de 191,806 i 157,599 ppm, respectivament. Tot i
aixo, tal i com s’observa en el Grafic 1, la major extraccié de massa es dona en |’extraccid
gue no conté etanol (mescla etanol/aigua 0% etanol). El valor més alt de massa d’acid
clorogénic extreta en les extraccions vortex ha sigut de 0,696 mg per cada gram de
marro de cafe.

Cal destacar que la massa d’analit extreta disminueix progressivament a mesura que
augmenta la concentracié de la mescla d’etanol/aigua, fins al punt que en I'extraccié
amb la mescla etanol/aigua 96% d’etanol, no es detecta I’acid clorogeénic.

Massa clorogénic vortex (mg/g)
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Grafic 1: Massa d'acid clorogenic en vortex.
3.4.2. Cafeina

A partir de la mitjana dels duplicats de les extraccions de cafeina amb vortex, s’obtenen
els resultats mostrats en la Taula 11.

Mostra Concentracio mitja Coef. variacio (%) Massa mitja Coef. variacio (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 201,349 1,86 0,732 6,07
E-20% 224,056 3,34 0,766 2,25
E-40% 290,813 11,22 1,039 21,54
E-60 % 270,173 9,72 1,065 10,16
E-80 % 154,941 2,11 0,654 0,45
E-96 % 24,380 0,42 0,110 1,81

Taula 11: Resultats massa de cafeina en vortex.

Els experiments realitzats amb el métode vortex mostren uns bons resultats, ja que
només en el cas de la mescla d’etanol/aigua 40% etanol, el coeficient de variacié és
elevat (homés en el cas de la massa).
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Pel que fa a la concentracio, destaquen les extraccions amb mescles d’etanol/aigua de
40 i 60% etanol, obtenint uns resultats de 290,813 i 270,173 ppm, respectivament.
Aguestes també son les que major massa de cafeina han aconseguit extreure, tal com
s’observa en el Grafic 2.

Massa cafeina vortex (mg/g)
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Grafic 2: Massa de cafeina en vortex.
El valor més alt de massa de cafeina extreta en les extraccions vortex ha sigut d’1,065

mg per cada gram de marro de cafe, en I'extraccié amb mescla d’etanol/aigua de 60%
etanol.

La massa i concentracié de cafeina extreta disminueix en els dos extrems del grafic, en
les concentracions més i menys concentrades. El punt mig és on I’extraccio és optima.

Cal afegir també que, a diferencia de les extraccions d’acid clorogénic, la que utilitza la
mescla d’etanol/aigua més concentrada (96% d’etanol) si detecta la cafeina, toti que els
resultats son els més baixos.
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3.5. Extraccions amb ultrasons

En aquest apartat es presenten els resultats finals de I'estudi d’extraccié de I'acid
clorogénic i la cafeina del marré del cafe, utilitzant el métode d’ultrasons i emprant
mescles d’etanol/aigua en diferent proporcié com a dissolvent d’extraccié. També es
comparen els resultats a temperatura ambient i a 50 °C.

Es mostra en els dos subapartats una taula amb les dades de concentracid i massa mitja,
juntament amb els coeficients de variacié de cada mostra. També es mostren grafics
amb els resultats de massa definitius, per a cada una de les extraccions dutes a terme
amb la mescla d’etanol/aigua de 0, 20, 40, 60, 80 i 96% d’etanol. Aquests resultats es
representen en forma de grafic de barres perqué s’observi de forma clara I’eficiencia de
cada un dels metodes usats.

Per les tres ultimes extraccions amb la mescla d’etanol/aigua 60, 80 i 96% d’etanol, tal
com s’ha indicat anteriorment, s’ha diluit I'extracte 1:2 amb aigua per tal de poder fer
I’analisi cromatografic de forma correcta. Aquesta dilucid ja s’ha tingut en compte a
I’hora de fer els calculs i representar els resultats en les taules.

L’analisi cromatografic s’ha dut a terme amb una fase mobil de 93:7 (aigua:acetonitril),
durant 30 minuts.

Els resultats de les extraccions que s’exposen, estan realitzats en duplicats (tret d’alguns
casos que s’ha requerit fer triplicat, o quadruplicat a causa de l'alta variacid). La
concentracié ve donada a partir de |'area del pic obtinguda del cromatograma i de
I’equacio resultant de les rectes de calibratge de cada analit. La massa s’ha calculat a
partir del volum de la fase superior del tub d’assaig, i la concentracid calculada
préviament. Es mostra, en cada taula, el coeficient de variacid corresponent als resultats
de concentracié i massa per a cada concentracié de la mescla d’etanol/aigua utilitzada.

3.5.1. Acid clorogénic

A partir de la mitjana dels duplicats de les extraccions d’acid clorogenic amb ultrasons,
a temperatura ambientia 50 °C, s’obtenen els resultats mostrats en la Taula 12 ila Taula
13, respectivament.

Mostra Concentracio mitja Coef. variacio (%) Massa mitja Coef. variacio (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 61,402 20,46 0,207 20,19
E-20% 59,893 34,84 0,209 35,56
E-40% 37,906 8,96 0,145 10,64
E-60 % 58,355 2,25 0,077 4,02
E-80 % 15,765 14,41 0,021 42,40
E-96 % 0,000 - 0,000 -

Taula 12: Resultats d’acid clorogénic en ultrasons, a T ambient.
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Mostra Concentraci6 mitja Coef. variacié (%) Massa mitja Coef. variacié (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 67,276 0,23 0,230 0,40
E-20% 69,235 9,47 0,249 8,82
E-40% 42,042 5,99 0,155 8,37
E-60 % 104,084 2,77 0,138 9,24
E-80 % 27,955 6,95 0,038 22,87
E-96 % 0,000 - 0,000 -

Taula 13: Resultats d’acid clorogenic en ultrasons, a 50 °C.

Els experiments realitzats amb el metode d’ultrasons mostren uns resultats més
imprecisos, ja que apareixen diversos coeficients de variacié elevats. D’aquests, destaca
la mescla d’etanol/aigua amb 20% d’etanol a temperatura ambient, amb un 35% de
variacié aproximadament, tant per concentracié com per massa. La major variacié es
troba en la mescla d’etanol/aigua amb 80% d’etanol a temperatura ambient, amb un
42% de desviacio pel cas de la massa extreta.

Cal destacar que els resultats a 50 °C son molt més precisos que a temperatura ambient.
En aquest cas només un valor del coeficient de variacidé s’excedeix, amb un 23% (mostra
amb la mescla d’etanol/aigua 80% d’etanol).

Pel que fa a la concentracio, destaca I’extraccié a 50 °C amb mescla d’etanol/aigua del
60% etanol, obtenint un resultat de 104,084 ppm. Els seglients resultats més elevats es
troben en les mescles d’etanol/aigua més poc concentrades (0 i 20% etanol). Aquests es
troben entre els 60i 70 ppm.

Tot i aix0, tal i com s’observa en el Grdfic 3, els resultats de massa més elevats es donen
en les extraccions dutes a terme amb la mescla d’etanol/aigua amb 0 i 20% d’etanol,
tant a temperatura ambient com a 50 °C. El valor més alt de massa d’acid clorogénic
extret en les extraccions d’ultrasons ha sigut de 0,249 mg per cada gram de marro de
cafe.
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Grafic 3: Massa d'acid clorogénic en ultrasons.
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De la mateixa manera que en |’extraccio realitzada amb vortex, la massa d’analit extret
disminueix a mesura que augmenta la concentracié de la mescla d’etanol/aigua, fins al
punt que en l'extraccié amb la mescla etanol/aigua 96%, tampoc es detecta I'acid
clorogénic, en cap de les dues condicions de temperatura.

També cal destacar que, comparant les temperatures de treball, els resultats més
elevats entre les mateixes mescles d’etanol/aigua es donen en les extraccions dutes a
terme a 50 °C.

3.5.2. Cafeina

A partir de la mitjana dels duplicats de les extraccions de cafeina amb ultrasons, a
temperatura ambient i a 50 °C, s’obtenen els resultats mostrats en les Taules 14 15.

Mostra Concentraci6 mitja Coef. variacio (%) Massa mitja Coef. variacio (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 58,913 18,83 0,199 18,58
E-20% 67,191 30,58 0,234 31,44
E-40% 93,558 9,96 0,358 11,64
E-60 % 118,486 2,19 0,469 1,27
E-80 % 101,077 10,68 0,407 10,05
E-96 % 6,967 2,03 0,029 2,37

Taula 14: Resultats de cafeina en ultrasons, a T ambient.
Mostra Concentraci6 mitja Coef. variacio (%) Massa mitja Coef. variacio (%)
(ppm) (mg/g)

E-0% 58,993 7,01 0,201 7,64
E-20% 70,806 11,87 0,254 11,22
E-40% 107,156 9,03 0,395 11,40
E-60 % 170,596 3,82 0,680 4,13
E-80 % 114,907 5,11 0,474 6,18
E-96 % 20,146 2,12 0,084 1,96

Taula 15: Resultats de cafeina en ultrasons, a 50 °C.

Els experiments realitzats amb el métode d’ultrasons per cafeina mostren uns millors
resultats que pel clorogenic, ja que el coeficient és elevat només en dos casos: en la
mescla d’etanol/aigua 20% etanol, amb 31% (tant concentracié com massa), i la de 0%
d’etanol, amb un 19% (tant concentracié com massa). Aquests coeficients elevats només
es donen en la temperatura ambient, a 50 °C tots sén correctes.

Pel que fa a la concentracid, destaca I'extracci6 amb mescla d’etanol/aigua de 60%
etanol, obtenint un resultat de 170,596 i 118,486 ppm, a 50 °Ci a temperatura ambient,
respectivament. Altres resultats destacables es donen en les mescles d’etanol/aigua de
40 80% d’etanol, perd en menor mesura, entre 93,558 i 114,907 ppm.

L’extraccié amb la mescla d’etanol/aigua de 60% etanol a 50 °C també és la que major
massa de cafeina aconsegueix extreure, tal com s’observa en el Grdfic 4. En total s’ha
extret 0,680 mg de cafeina per cada gram de marro de cafe.
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Grafic 4: Massa de cafeina en ultrasons.

De la mateixa manera que en el métode vortex, la massa i concentracié de cafeina
extreta disminueix en els dos extrems del grafic, en les concentracions més i menys
concentrades. El punt mig és on I’extracci6 és optima.

Cal afegir també que, a diferencia de les extraccions d’acid clorogénic, la que utilitza la
mescla d’etanol/aigua més concentrada (96% d’etanol) si detecta la cafeina, tot i que els
resultats sén els més baixos.

L’extraccié amb la mescla d’etanol/aigua amb 60% d’etanol, a temperatura ambient,
extreu una massa similar a les extraccions amb la mescla d’etanol/aigua amb 80%
d’etanol (en ambdues temperatures).

També destacar que, de la mateixa manera que en I'estudi d’acid clorogénic, els
resultats més elevats entre igual concentracid, pel que fa a les temperatures, es donen
en les extraccions dutes a terme en 50 °C.
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3.6. Comparacio dels diferents metodes d’extraccio

En la Taula 16 i Taula 17, es mostra el resum dels millors resultats amb els diferents
metodes d’extraccid, en funcié de la massa d’acid clorogenic i cafeina extreta per gram
de marro de café.

Métode Mescla etanol/aigua (% etanol) | Massa acid clorogénic (mg/g)
Vortex 0 0,696
Ultrasons T amb 20 0,209
Ultrasons 50 °C 20 0,249
Taula 16: Comparacié massa d'acid clorogénic extreta segons métode d'extraccio.
Métode Mescla etanol/aigua (% etanol) Massa cafeina (mg/g)
Vortex 60 1,065
Ultrasons T amb 60 0,469
Ultrasons 50 °C 60 0,680

Taula 17: Comparacié massa de cafeina extreta segons métode d'extraccio.

Com s’observa en la Taula 16, per a I’acid clorogenic es treballa millor amb una mescla
d’etanol/aigua baixa en etanol, d’'un 0 i 20% etanol, en aquest cas. En canvi, en la Taula
17, s’observa que per la cafeina els resultats optims es donen utilitzant una mescla
d’etanol/aigua del 60% d’etanol.
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Grafic 5: Comparacio diferents metodes d'extraccio.

En el Grdfic 5 es pot observar la gran diferéncia entre els métodes d’extraccio. S’observa
en cada barra el percentatge d’etanol referent a la mescla del dissolvent d’etanol/aigua.
Convé destacar l'eficiéncia del metode vortex, que en ambdés analits aconsegueix
extreure major quantitat de massa per gram de marro de cafe.

Pel que fa a I’'extraccié amb ultrasons, els resultats més alts s’observen a la temperatura
de 50 °C, en el cas de la cafeina. Per I'acid clorogénic, s’extreu practicament la mateixa
guantitat de massa en ambdds casos.
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4. Conclusions

El café és un dels productes més utilitzats a escala mundial. Per aquest motiu, també és
un dels que més residus genera. Amb aquest treball s’ha pretés estudiar la viabilitat de
diferents metodes per a extreure i recuperar la cafeina i I’acid clorogénic del marro del
cafe, dos productes importants que habitualment no s’aprofiten, ja que el marro no es
reutilitza. Aquest camp d’estudi és valuds pel fet que si es desenvolupa en I'ambit
industrial, es podria reaprofitar i revalorar una gran quantitat d’aquest residu, perqué
és un procediment senzill.

En primer lloc, cal destacar la dificultat en la determinacié de la fase mobil. Es van dur a
terme moltes injeccions en I’HPLC per a triar la més adient, i fins passats 5 sessions de
laboratori, no es va decidir la que finalment seria la utilitzada (93:7, aigua:acetonitril).
Posteriorment, no va haver-hi cap problema amb aquesta.

Es important recalcar també, la complexitat de tot el procés relacionat amb I'HPLC i el
seu programari. Amb el temps es va acabar agafant I’habit i finalment ja es treballava
amb fluidesa.

A banda d’aix0, I'objectiu principal d'aquest treball ha quedat assolit. Aquest, consistia
a comparar diferents metodes d’extraccio i mescles d’etanol/aigua com a dissolvents,
per observar quin era el millor al’hora d'extreure I'acid clorogénici la cafeina. Analitzant
els resultats finals obtinguts, es pot concloure que:

El metode amb el qual s’aconsegueix extreure una major quantitat d’ambdds analits és
el vortex. Cal subratllar que els resultats d’ultrasons sén notablement més baixos en les
dues temperatures estudiades.

La major massa d’acid clorogeénic extreta amb vortex ha estat 0,696 mg/g i en ultrasons,
0,249 mg/g (aquests valors s’han quantificat tenint en compte només 1 sol isomer de
clorogenic, el del patré utilitzat). En aquest cas la diferencia suposa un 64%. S’ha
observat que totes les extraccions d’acid clorogenic mostren un patré similar, obtenint
els resultats optims utilitzant aigua com a dissolvent o una barreja etanol/aigua 20/80.
Es pot afirmar que I"'augment d’etanol en el dissolvent interacciona amb la molécula
d’acid clorogénic i fa minvar els resultats.

Pel que fa a la cafeina, la major massa extreta ha estat 1,065 mg/g, mentre que amb
ultrasons 0,680 mg/g. Per la cafeina la diferéncia no és tan elevada, arribant al 36%. De
la mateixa manera que en I’acid clorogenic, els resultats de cafeina mostren un patré
similar en els diferents métodes d’extraccié. En aquest cas, els resultats optims es donen
en els valors mitjos de concentracié d’etanol, concretament amb la mescla
d’etanol/aigua del 60% d’etanol. Aixo implica que la molécula de cafeina té més afinitat
amb I'etanol i suporta millor els seus efectes.

S’ha de tenir en compte que, tot i haver una lleu diferéncia, els millors resultats
d’ultrasons es donen amb la temperatura de 50 °C.
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S’ha observat que I'’etanol intervé en la forma del cromatograma obtingut per HPLC. A
mesura que se n‘augmenta la concentracié en |'extraccid, el pic de la cafeina en el
cromatograma es deforma. Per aquest motiu va ser clau diluir les mescles d’etanol/aigua
iguals o superiors al 60%, ja que es va aconseguir evitar aquesta deformacid i es va
millorar la quantificacio.

Cal tenir també en compte la descomposicié del marro, perque s’ha observat que les
concentracions dels analits disminueixen drasticament amb el pas del temps (disminucid
d’un 68% el clorogénic i un 80% la cafeina en 8 mesos). Es important comptar amb marro
nou per a assegurar que els resultats sén els optims.

Com a conclusi6 final, afegir que el treball que s’ha realitzat és una petita part d’'un gran
camp d’estudi del qual se’n poden extreure molts més resultats i conclusions. Cal
continuar investigant i experimentant amb diferents metodes i procediments per a
trobar el més eficient i que sigui viable per a traslladar-lo al nivell industrial.

Caldria provar altres dissolvents diferents de I’etanol, que siguin més afins a I’acid
clorogénic i interactuin diferent amb els analits o altres fases mobils que aportin
cromatogrames més nets.
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ANNEX 1. Comptabilitzacid de pics de clorogenic

En el cas de 'acid clorogeénic, tal com s’explica en la memoria, existeixen varis isbmers
d’aquesta molecula, que es tradueixen en diferents pics en el cromatograma obtingut
per I'HPLC. Un d’aquests isomers (acid 5-Clorogénic, més concretament, acid 5-
Cafeoiliquinic), és el que s’utilitza com a patré per quantificar. En la bibliografia
existeixen referéncies que quantifiquen el clorogénic només amb el pic del patré (com
ha estat el cas en aquest projecte) i d’altres que sumen les arees dels pics dels altres
isomers per donar la quantitat total de clorogénic. En aquest annex, s’han volgut
mostrar les diferencies en fer-ho d’'una manera o de I'altra.

El dopatge d’algunes mostres, ha permes identificar quin és el pic del patré de clorogenic
utilitzat. En la Taula 1818 i Taula 19 es pot observar la diferéncia entre les dues versions
de comptabilitzacié de pics: comptar tots els pics de clorogénic (els que tenen I'area
superior a 100.000 unitats), i comptar només el pic que augmenta en el dopatge.

Mostra Extraccié Mitja tots Coef. Mitja 1 pic Coef. Increment
pics (ppm) | Variacio (%) (ppm) Variacio (%) | ppm (%)
E-0% Vortex 401,42 0,4 191,81 2,3 109,3
E-20% Vortex 285,03 13,0 154,66 20,7 84,3
E-40% Vortex 181,86 24,2 95,81 3,2 89,8
E-60% Vortex 334,63 7,4 157,60 5,9 112,3
E-80% Vortex 84,03 0,4 43,18 0,2 94,6
E-96% Vortex 0,00 - 0,00 - -
E-0% Ultr. (t amb) 126,27 17,9 61,40 20,5 105,6
E-20% Ultr. (t amb) 104,83 28,3 59,89 34,8 75,0
E-40% Ultr. (t amb) 62,73 9,5 37,91 9,0 65,5
E-60% Ultr. (t amb) 115,85 2,0 58,36 2,3 98,5
E-80% Ultr. (t amb) 21,21 16,7 15,76 14,4 34,5
E-96% Ultr. (t amb) 0,00 - 0,00 - -
E-0% Ultr. (502C) 112,85 15,1 67,28 0,2 67,7
E-20% Ultr. (502C) 113,61 9,8 69,24 9,5 64,1
E-40% Ultr. (502C) 67,19 6,3 42,04 6,0 59,8
E-60% Ultr. (502C) 205,58 2,1 104,08 2,8 97,5
E-80% Ultr. (502C) 48,05 8,3 27,95 6,9 71,9
E-96% Ultr. (502C) 0,00 - 0,00 - -

Taula 18: Comparacio de concentracio en les diferents comptabilitzacions de pics.
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Mostra Extraccié Mitja tots Coef. Mitja 1 pic Coef. Increment
pics (mg/g) | Variacié (%) (mg/g) Variacid (%) | massa (%)
E-0% Vortex 1,46 4,6 0,70 1,9 109,4
E-20% Vortex 0,97 11,9 0,53 19,6 84,4
E-40% Vortex 0,65 34,2 0,34 13,7 91,9
E-60% Vortex 0,49 13,3 0,23 13,5 118,2
E-80% Vortex 0,12 6,1 0,06 5,5 94,6
E-96% Vortex 0,00 - 0,00 - -
E-0% Ultr. (t amb) 0,43 19,5 0,21 20,2 105,7
E-20% Ultr. (t amb) 0,37 29,1 0,21 35,6 75,0
E-40%  |Ultr. (tamb) 0,24 11,1 0,14 10,6 65,5
E-60% Ultr. (t amb) 0,15 3,4 0,08 4,0 98,6
E-80% Ultr. (t amb) 0,03 49,1 0,02 42,4 34,1
E-96% Ultr. (t amb) 0,00 - 0,00 - -
E-0% Ultr. (502C) 0,38 14,4 0,23 0,4 67,7
E-20% Ultr. (502C) 0,41 9,1 0,25 8,8 64,1
E-40% Ultr. (502C) 0,25 8,7 0,15 8,4 59,8
E-60% Ultr. (502C) 0,27 7,3 0,14 9,2 97,5
E-80% Ultr. (502C) 0,95 3,6 0,48 22,9 97,3
E-96% Ultr. (502C) 0,00 - 0,00 - -

Taula 19: Comparacio de massa en les diferents comptabilitzacions de pics.

En la Taula 18 i Taula 19 es mostren els resultats en concentracié i en massa de
clorogénic, respectivament, obtinguts comptabilitzant els pics de tots els isomers del
clorogénic o comptabilitzant un sol pic, el del patré. També s’afegeix una columna amb
el % d’augment, calculat com I'augment de concentracié o de massa en considerar tots
els pics de clorogénic respecte de considerar un sol pic.

S’observa una important diferencia entre ambdds metodes, tant per la concentracio
com per la massa. Per culpa d’aquesta variacié tan elevada, es decideix utilitzar els
resultats obtinguts a partir del pic que augmenta amb el dopatge, ja que és el que

coincideix amb el patré que s’ha utilitzat per a realitzar la recta de calibratge.
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