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RESUMEN

El presente inlbrme se lo ha desarrollado en el tema del café. Enfocándose en

Investigación y desarrollo de una técnica que permita analizar de forma cuantitativa

concentraciones de Ocratoxina-A, siendo una toxina propia presente en el grano de café

verde.

Se inicia el infbrme conociendo aspectos generales dc la empresa en el cual ejecute la

práctica de la investigación, en este punto conoceremos sobre la historia , localización.

nrercado destinatario y cl organigrama de la Empresa EL CAFÉ S. A.. procesadora de

café. Siguiendo con nuestra investigación el informe se lo ha desglosado para tener una

visión niás amplia en cinoo capítulos. En los cuales abarcamos temas de mucho interés.

En el primer capítulo, hablaremos sobre el café y su cultivos, así como su clasificación.

En el segundo capítulo, se tocara el tema de la'lécnica de Cromatografia Líquida dc

Alta Resolución-(HPlc, por sus siglas en inglés), a su vez es subdivido en varias

tópicos que describen su f'unción y aplicación. En el tercer capitulo, describiremos los

procedimientos requeridos para el análisis de Ocratoxina-A, mediantc la técnica de

Cromatografia Líquida de Alta Resolución-(HPlc). Que incluye procedimiento para la

muestra de café, las soluciones requeridas, los estándares aplicados. En el cuart<r

capítulo. se exponc sobre la micotoxina, que es la Ocratoxina-A. incluyendo su

descripción. clasificación, las dosis letal media condiciones de almacenamiento y el

método invasivo en el ser humano.

C lBT
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son un grupo muy amplio de metabolismo secundario de origen

fúngico caractcrizadas por prcsenlar una elevada toxicidad tanto para el hombre ctvlo

para los animalcs, toxicidad que puede comprender dcsde el desarrollo de actividades

carcinogénicas. mutagénicas o hasta la producción dc desórdenes de tipo hormonal o

innrunosupresor. Los molros productores de micotoxinas se encuentran en la mayoría de

hábitat y pueden contanrinar los alimentos, principalmente los productos agrícolas como

el Café. y como resultado de su actividad metabólica acumular en éstos las toxinas.

Para la empresa El. CAFE S. A., productora de café. Uno de los pará'rnetros

fundamcntales que detcrminan la calidad del producto, es la determinación cuantitativa

de concentraciones mínimas en partes por billón (ppb) de la Ocratoxina-A. Por este

motivo la cmpresa tlesigno al Área de lnvestigación y Desarrollo, la larea de aplicar una

técnica nueva quc pefrnita obtener resultados seguros y pueda detectar concentraciones

minimas de parte por millón.

Con la investigación cn vivo de esta técnica, determinará un control más estriotos de la

materia prima como cs el café, por parte de los distribuidores ya calificados por la

empresa y de olros dcstinatarios. Así, como también la emisión de los resultados de

análisis de Ocratoxina-A en grano de café verde y en café soluble. en los envíos hacia

mercados extranjeros.

()



Durante el desarrollo de la Práctica Prol'esional en Ia Empresa t,l, CAFE S. A., me

desempeñe como ayudante en e[ ¡irea de lnvestigación y Desarollo. En este lapso la

empresa desarrollaba el proyecto de aplicar un nueva técnica para la detemrinación de la

micotoxina, "Ocratoxina-A". mediante Cromatogralia Líquida de Alta Resolución

(HPr,C).

La misión lue la dc finaliz.ar 60 análisis de Ocratoxina-A, aplicando la l"écnica de l¿

Cromatogralia Líquida dc Alta Resolución en grano de café verdc. Y determinar la

recuperación de la toxina conocido como análisis de "SPIKE". para determinar la

cficacia del equipo en un 100%. Así, determinar que la técnica y el equipo empleado es

válido para las exigencia dc los par¿irnetro establecido por los clientes en el exterior.

Durante los trcs meses que duro la práctica se me designo al [ng. Carlos L]ucarán. Jet'c

del Área dc Investigación y Desanollo, como mi jefe inmediato; con el cual sc

estableció el horario de prácticas siguiente" de lunes a viernes con un horario de th00

am. hasta las 18h00 pm., y en el caso de que no se concluyera los análisis, se trabaiaba

los días sábados, a partir de las th00 am. Hasta las lóh00 pm.

El práctica incluíal la elaboración de la cstándares, el desarrollo dc Curva Estándar, el

análisis de Ocratoxina-A, el análisis de recuperación de la Ocratoxina, la limpieza de los

inslrurnentos. cquipos y área dc trabajo. la evaluación de los resullados, la tabulación de

los resultados.iunto con las especificaciones de producción, y en el caso dc un resultado

errónco. desarrollarlo nuevamente.

l0
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ASPECTOS GENERAES DE LA EMPRESA

I. HISTORIA DE LA EMPRI]SA - EL CAFÉ S. A.

La empresa EL CAFE S. A. división Guayaquil, es una empresa propianrente

ccuatoriana, que nació en el año de 1978, donde en sus inicios era conocida

como ULT'RAMARES Corporación C. A., siendo un fuertc expolador de calé

en grano. IIoy con más de 60 años de exislencia y contando con una vasta

experiencia y prestigio en el mercado intemacional, es una de las emprcsas

más fuerte del mercado cafetero en el Ecuador.

l,a Empresa EL CAI.'E S. A., constituida en área de procesadora de cafét cs

parte del gran conglomerado empresarial del Grupo Noboa. Confbrmada

propiamente por Ecuatorianos.

La emprcsa Fll- CAFÉ S. A. sc caracteriza por scr una empresa ágil, dinámica.

altamentc prolesional y mane.lar una flexibilidad en el procesamiento del café

dependiendo de las exigencias del consumidor. Con un gran conocimiento de

la técnica en cl proceso de elahoración de café soluble, la empresa trL CAFÉ

S. A. le ofi'ece productos que van desde los más económicos hasta el más fino,

cubriendo los requerimientos más compctitivos del mercado.

La cmpresa EL CAFE S. A. se encuentra estratégicamentc confbmrada para

cubrir las nccesidades de consumo del café; tanto a nivel del mercado

nacional, como del intemacional. Para lo cual posee dos plantas procesadora

dc café soluble. La primera localizada en Montecristi, al lado de [a ciudad

portuaria de Manta; cubre las necesidades de consumo nacional. Y la segunda,

en Guayaquil. puerto principal; cubre las necesidades de consumo

intemacional. Ambas plantas se encuentran equipadas totalmente con

maquinaria dc alta tecnología.

l1



II. LOCALIZACIÓN DE LA EMPRESA. EL CAFÉ S. A.

En la Emprcsa El. CAFÉ S. A., sus oficinas y planta industrial , en su divisitin

Guayaquil. Se encuentra ubicada en la Av. Juan Tanca Marengo Km. 3 t/z

l,omas de Prosperina, Primer Pasaje 32 N. O.

l,a empresa EL CAIÉ S. A., copa aproximadamente un área de 60.000 metros

cuadrados. Toda esta área se encuentra seccionada en la siguiente lbrma; La

planta de procesamicnto de calé soluble en polvo y aglomerado, las cuales sc

cncuentran en una misma superficie. que abarca un área de 9.000 metros

cuadrados..

La Empresa EL CA!'É S. A., cuenta además con un área destinada para

TJLTRAMAR. la que cuenla con la maquinaria necesaria para el maquilado

del café verde. Esta posee un área de 5.500 metros cuadrados. Adcmás, la

cmpresa cuenta con un área para el pesaje de los camioncs que transporta el

café verde a la planta.

Además, la cmpresa cuenta con un Departamento dc Mantenimiento a la cual a

destinado un área para las reparaciones. Posee a su vez un área destinada para

el comedor. otra área para enfermería en la cual está destinado un médico y

una enfermera titular.

[,a Empresa además, cuenta con sus oficinas que cubren un área aproximado

de 16 mctros cuadrados. Y una amplia área de parqueo tanto para personal

interno. como visitantes.

I i-\,'
f :'--'. .. I .L\t ¡
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III. MERCADO AL QUE SE DESTINA - EL CAFÉ S. A.

En la actualidad la mayor parte de las exportaciones de la Empresa E,L CA[ti

S. A., en su división Guayaquil; esta dedicada a abastecer de café a granel a

grandcs empacadores internacionalcs, quienes cnvasan baio cl nombre de sus

propias marcas o bajo solicitud del clicnte.

Los mercados intemaoionalcs del producto son muy variados, abarcan desdc

Europa Occidental, a países como: España, Inglaterra Italia. Holanda,

Alemania y Franoia; donde se destina el 28Vo de su producción lo que

constituye 22.821 toneladas anuales.

Mercados de Europa Oriental, con países como: Rumania, Polonia, llcrania.

Rusia. República Checa, Turquia. Los cuales represcntan el 6l%. de su

producción [o que constituye 10.704 toneladas anuales.

Mercados dc Asia, con países como: Japón, Corca, Singapur y Taiwán. Los

cuales representan eI 3o/o, con I . 178 toneladas de café soluble.

Mercados de Continente Americano, con países como: Estados [Jnidos,

Canadá. Perú y Chile. Los cualcs representan el 8% dc su producción total .o

que constituye 2.897 toneladas.

Dando como resultado un tamaño de producción de 37.ó00 toneladas anualcs

tle café soluble que la empresa tjl CAFÉ S. A.. exporta anualmentc.

t3



IV. ORGAI'¡IGRAMA DE LA EMPRESA - EL CAFÉ S. A.

VICFPR F STDFNTF
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Jefe dc
Mantenimiento

Jefe de
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Jefe de Control
de Calidad

Je fe

Administrativo
Jefe de

Investigación
y Desarrollo

Je fe de

Recursos
Humanos
RP I ILI

Asistente
As¡stente

Adr¡in istrativoSupervisor Supervisor de

Materia Prima
Supervisor de

Producto
Terminado

Supervisor
I
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2

AuriliaresAuxiliares Auxiliares
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DIAGRAMA DE PROCESO DE PRODUCCIÓN DEL CAFÉ

Dcbido a que la Práctica Prof'esional I'ue realizada en el Area de Investigación y
f)esarrollo. no cstuvirnos en constante contacto con e[ Área de Producción, y así podcr
conocer los parámetros dc calidad quc cllos manticncn por ctapa de proceso: sin
embargo hacemos ret'erencias en ciertos puntos dcl informe de los tipos de cafés. las
cspccificaciones técnicas y por ende su proceso.

P. C].

l{obusla
Aráhigo

é.v
P. C.

P. C.

CIBT

P. C.

L in¡ tx /.it

Almacenanr iento

Tostado

Mezcladora

Extracción

Filtrac¡ón

Centrituuaci(rn

Evapuracitin

l;¡ltración

División

Café Sprav Dried Caté Aglonerado Cal'é Lioñ lizado

Recosido Aglomerado [ixtracto

I-l nt r¡acad o 7.a¡anda Túnel de entiiamiento

[]lllOilcado Molido

laranda

Bandeias

Secado

l-lnrpacado
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l. Dcscripción dcl proceso para Ia elaboracién de los tipos café ("Spray-Dried";
"Aglomerado"; "l,iofi lizado".)

El proceso para los tres tipos de café que se elaboran siguen los mismos punto desdc

el punto ¿¿), hasta el punlo K); a partir de este punto se separan los pmcesos para

cada café elaborado.

Café SprqLDLitd (l2rqtlxo # I )-ltt[é Aelomeralo y Café Liofilizotlo.

a) Limpieza.- l-uego dc la etapa de selección, el café es clasificado por su tantaño y

peso para facilitar su industrialización. Fln este momento se realiza adcmás un

proccso de limpicza de los granos en el cual se extrae del café cualquier materia

extraña que pudiera tener.

b) Almacenantienlo.- Luego dc clasilicado y limpiado ¡, prcvio a su lucstc. el grano

cs almacenado por variedadcs: ROBI lS l A. ARÁBI(;A: naturul o l¿tvutlos.

d) Mezcladora.- Lucgo de tostado, los granos de las distintas calidades y cspecies

son mezclados en proporciones previamente dcterminadas en la ruta de

producoión.

e) Extracción.- En esta etapa a los granos se les extraen los sólidos solubles

mediante un flujo dc agua a presión y a temperatura elevada. Al líquido obtenido

se lo denonrina extracto.

fl Filtración.- Se realiza un filtrado para climinar residuos sólidos

g) Centrifugación.- Se realii¿a un centrifugado para eliminar los residuos sólidos

que puedan estar prcsentes en el extracto.

t6

c) Tostodo.- La tueste se la realizá de acuerdo a la variedad y a la ruta dc

producción del blend determinado. Los granos son expuestos a una tempcratura

de 200'C., centígrados (392"F'.) es tostadores industriales cilíndricos. El ticmpo

de tueste depende del tipo de café.



h) Evaporación - El agua utilizada para la extracción de los sólidos solubles es

eliminada a través de evaporadores, quedando un 43% de sólidos solubles.

i) Filtración.- Se realiza un segundo filtrado, para eliminar impurezas que

pudieron haber pasado.

j) División.- Iil proceso aquí se divide.

k) Secodo.- Dcspués de eliminar parcialmente el agua del extracto, es introducido

en la torrc de Spray (secado) donde se t¡ansforma el extracto líquido" en un fino

polvo. que es recogido cn el fondo cónico del secador cn recipientes de accro

inoxidable para su posteriormente envasado. EI producto final de este proceso es

el calé en polvo Secado-Spray Dried Coffee.

l) El producto es rccogido y empacado como Calé Spray Dried

Café Aslomcradq. (Ver anexo # 2)

m) Aglomerado.- El calé soluble en polvo. producto final del proccso "Spray-

Dried" es fusionado en el aglomerador mediante agua y vapor. La aglomeración

logra que el producto me.iore se aspecto visual y que concentrc su sabor.

o) Empacodo.- Finalmente cl café aglonrerado es rccogido y empacado.

m) Extracfo.- Luego del proceso de evaporación, el exlracto líquido de calé es

conducido por cañerías hacia el área de Liofilizado, dondc es depositado en cl

Túncl de Enfiiamiento.
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n) Zaranda- En la zaranda se separan las partículas o gránulos de café de acuerdo

a su tamaño.

Calé l.iofilizado. .(L'er anexo # -1)



n) Túnel de enfriamiento.- En esle punto e[ extracto de calé es conducido por una

banda de acero por la cual se introduce al túnel de enfiiamiento a tenrperaturas

dc 50".C (-58".1") durante 30 minutos. Aproximadamente, provocando cl

congclamiento del extracto de café.

o) Molino.- Al llnalizar el túnel el extraoto congelado es triturado por nrolinos de

diferentes tamaños y convertido en pequcñas partículas de acuerdo a las

especilicaciones del cliente.

p) Zoronda.- Se separan las partícula-s congeladas dc café de acuerdo a su tamaño

q) Bandejas.- Las partículas seleccionadas son colocadas en bandejas

(aproximadamente 2.5 kg.. en cada bandeja) las cuales son puestas en cochcs y

transportadas c introducidas a las Cámaras de Secado al Var:ío.

r) Secado.- Introducidas las bande.ias en las cámaras, entran en vacío, lo cual

produce que el líquido (agua) contenido en el extracto congclado se sublime. es

decir pasa de estado sólido a gascoso. sin pasar por el líquido. El producto final

de este pnrceso es el calé Liofilizado o Freez.e Dried.

g Empocado.- cl cafó sccado es empacado para su transportación.
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eaIIrtuLol

EL CAFE.

l. Generalidades del café.-

Todas las bebidas lienen ciertas características tratados por el calor para adquirir

aromas caracteristicosl contielren cafeína; sus aromas son complejos y se deben cn

partc a Ios taninos; sc beben como inlusiones acuosas (o emulsioncs acuosas. como

el cacao).

Ill café ticne relevante inportancia en los órdenes económico, social y ecológico. Su

producción represcnta ingresos de divisas y sostén cconómico para 105.271 familias.

Por sus características de semi-bosque, los cafetales constituyen hábitat de rnuchas

especies de la fauna y la flora nativas.

II. Historia.-

El Café Robusta se introduce desde Costa Rica al Ecuador en 195 I y 1977

Los suelos con tendencia a alcalinos pueden afectar ala aci<lez de la taza. Los altos

contenidos de nitrógeno y hierro en los suelos cafetaleros, contribuyen de mancra

dirccta a mejorar la acidez de la bebida. tl contenido de magnesio lbvorece las

características "Arotna, Sabor y Cuerpo " del café, son afectadas por la presencia dc

altos contcnidos de cobre en el suelo.

IV. Zonas Cafetalcras dcl Ecuador.-

l9

Ill. Características Organolépticas entre tipos de café.-

Respeto a los resultados de las evaluaciones sensoriales, se dcstaca que las

características organolépticas: Aroma, subor, Acidez y Cucrpo; son prácticanrentc

similares cn las variedades Arábigas. "El tamaño del grano", mostró un cfccto

significativo sobre las características organolépticas del Sabor, Acidez y Cuerpo.



En un proyecto se idcntifico como Zona de mayor aptitud Agro-Ecokigica para

producir calé "(iutrmet", "Gourmet Orgúnico" y "Orgánico baio somhru". cn los

siguientes lugares: Vilcabamba, celica, Quilanga, Chaguarpamba, Conzanamá.

Paltos. Puerto Quito. Tandopi. Mindo, Chito, Yantzaza. Pallatanga. Colunra.

Marcabelí y Cascol.

V. Cultivos de Café Arábigo.-

El Calé Arábigo "Coffbe Arabica Z" se cultiva en el Ecuador desde altitudes

cercanas al nivel del mar h¿uta los 2.000 mctros de altura; distribuidos

principalmente en las provincias de: Manabí, l,oja, El Oro. Zamora Chinchipe,

Pichincha, Guayas, Los Ríos, Bolívar, Imbabura, Esmeraldas y Napo.

El Cafe Robusta "(itffea Conephora Pieva", se cultiva en las Zonas 'l ropicales

húmedas, por debajo de los msnm, principalmente cn las provincias dc: Lsnreraldas.

Pichincha (Santo Domingo), Los Ríos, Napo. Sucumhios y Orollana.

Vl. Factores Climatéricos (Pre-Cosecha).-

a) Precipilación.- Es el agua proccdcnte de la atmósfera que cae en lorma sólida

(granizo, nieve) o líquida (lluvia, llovizna) desde las nubes y se deposita sobre la

superficie de la tierra (INAMHI. 1994). Se mide en milímetros (mm) lmm de

precipitación cquivalente e I Lt. de I-luvia / m2 .

La disponibilidad del agua es uno de las condiciones más importantes para la

selección, implantación, crecimicnto y rendimiento de los cultivos, por cso cs

impofante c«rnocer las rcgioncs y épocas del año que puede asegurar un bucn

suministro para las plantas.

20

Algunas variedadcs de Café Arábigo como: Typica y Coturra Roia'" se han adaplado

y producen bien en l¿¡s Zonas Tropicales Secas, donde otras especies vcgctalcs no se

desarrollan satisfactoriamente. En las Zonas sub.-Tropicales. especialmentc hacia las

cstribaciones occidentales dc la Cordillera de los Andes, los cafttalcs dc Arábigo

han mostrado un excelente comportamicnto productivo y buena calidad dc taza.



La cantidad de lluvia necesaria para el Cafeto, los límites bajos para un buen

desarrollo del cafeto fluctúan entre 760-1780 mm (bien distribuidos). límites altos

varía 990-3000 mm.

b) Temperatura.- La temperatura es la magnitud fisica que caractcriza el

movinriento aleatorio medio de las moléculas en un cucrpo fisico. en el caso de la

atrnósfbra. el Aire.(lNAMltl; I 994)

c) Temperalura 1 su relación con el Cofelo.- las Temperaturas altas inhiben el

crccimicnto del cafeto. porque a los 24 o(1, la fotosíntesis comienza a decrcccr y

se hace casi imperceptible a los 34 ocl (Enríquez, 1993); Sin embargo. en algunos

lugares donde existen cafetales el promedio de la temperatura varia desde (7.5 "C

- 25.3 'C. Y cn otras varía de 20-25oC.l Rodríguez-Colaboradores, 1968)

Según (Enríquez: 1993) las temperaturas medias óptimas para el cafe varian de

18" a 21"C. (Fischerworring & Robkamp; 2001)l indican que [a temperatura

óptima oscila entre 19' a 2loC., con extremos dc l7-23'Cl. Las tempcraturas

mcdias por encima de los 24oC. aceleran el crecimicnto vegetativo, limitando la

floración y el llenado de los frutos.

I-as Temperaturas superiores a las óptimas para el "Cofe Arúbigt". originan un

rápido crecimiento, lructificación temprana, sobrecarga de las ramas jóvenes.

agotamiento prematuro y marchites (Flaorer; 1984). Cuando las tcmperatura son

muy liías, el cafeto se desarrolla lento e incompleto, llegando a provooar un

ennegrecimiento, distorsión y marcliites de las puntas de los hrotes tiemos.

VIl. Características dc los tipos de café.-

Existen diversas cspecies de género COFFEA, pero la primcra cultivada luc la

COFFEA ARÁBIGA que es original de Dtiopia y otras regioncs de África.
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F)l principal productor actual de COt"FlaA es el Brasil. t'll 90% de café cultivado

pertenece toclavía a la especie COFI|F,A ARÁlllGA. pero en el ct-».¡rercio sc

cncuentra¡r "granos" de otras especies, principahnentc ('. lihéritu y ('. n$trtu.

El fruto o baya del cafe tiene un aspecto similar a una cercza, y como clla oliece

color rojo cuando esta maduro. Cada fruta contiene 2 semillas quc son los

(granos de café), a partir de los cualcs se separa la behida conocida con el misnlo

nombre. Los bayos se las preparan para cl mercado por 2 procesos distintos. uno

" IIIIMEDO", otro ".lE(.'0 "; ambos incluyen cl Dest¿tscorillu&t y la

Dcsecución de las semillas.

[,as semillas o granos no poseen inicialmente las características aromáticas

propias de la bebida acabada. Al igual que las de cacao. la adquieren durante el

tostado. pero a diferencia de las de cacao, el proceso fbrmentativo no

constituycn un f?rctor fundamental para el desanollo del aroma. Tras su limpieza.

los granos de calé se tuestan en cilindros metálicos rotatorios pcrforados

calentados por gas. Es preciso regular cuidadosamente el suministro de aire y la

temperatura.

La lemperatura de tostado oscila entrc unos 150' y 212 "C. y el tiempo de

tostado viene a ser. por termino medio de 16- I 7 mm.

Las condiciones precisas para el mejor tostado varían con los dif'erentes lotcs de

grano; cl tostado es más un arte que una ciencia. Los dilbrentes tipos de cafó

tostado sc mezclan para obtener un producto de lix propicdades que sc desecn. y

esta mezcla se muele luego y se envasa. Para que conservc el aruna. cvitando la

clxidación durante el almacenamiento sc puede envasar al vacío.

La NATIONAL COFFEE ASOCIATION, en cooperación con el NATIONAI-

BUREAU OF STANDARD, elabora flnalmente el I de Dicicmbre del 1947.

normas deliniendo 3 tipos de molienda; REGULAR - DRIP - FINE. cn

términos de las. proporciones del producto que pasaban a través de cieños

cedazos patrón.

».



Extracto etéreo
Extracto acuoso
Cenizas
Dextrinas
Ac. 'l'ánico

I I .()tt
30.3 5

1.00
0.86
q 0)

13.75

12,62
4.0i

Vlll. Tipos «le café elaborado.

a\ Cofé Orgdnico.

l-ll calt orsánico es un calé cien por cien natural , que ha sido cultivado y luogo

procesado sin la prescncia de sustancias químicas. Adcmás de conservar sus

características naturales, es un producto puro, libre de residuos químicos y dc

cualquier modifi cación genética.

ILCAFE goza de la certificación de NATURLAND e IMO, con lo cual se

garanliza la procedencia y el proccso del café soluble. I'oda la ganra dc

productos elaborados de café (tostado y molitlo, polvo. aglonrcrado. liofilizado.

saborizado. descafeinado) puedcn ser ofrecidos de tipo orgrinico.

b) Café soluble en polvo atomizado ('spray-dried').

Hl caté cn grano recolectado, limpiado cuidadosamentc, es tostado

aromátioamcnte (desde suave hasta luerte). triturado, extraído (con agua y alta

temperatura), filtrado y centrifugado que luego se cvapora para lograr la

conccntraoión ideal y se seca por atomización hasta conseguir un polvo fino

soluble. F)specificaciones técnica ver ancxo # 4
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c) Café soluble aglomerado.

[,as pafticulas finas de café soluble se humedecen y sc seoal] para convcrtirlas cn

gránulos. Pernritc mayor concentración y mejor sabor. Especilicaciones técnica

ver anexo # 5

.. .- ,. \.
( '.- i., . r,v ,-" --\,

rt<
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d) Cdé soluble lioJilizado ('free¿e-dried').

La hidrólisis (extracto de café compuesto de sólidos solubles más agua) sc

congela. se tritura y se clasifica las partículas por tamaño, escogiendo las de 3

milímeEos. que pasan a cámaras de secado. Todo esto sc realiza a tempcraturas

de -50"C. En las cámaras de secado, que se encuentran a bajas presiones, sc

extrae la humedad del extracto congelado mediante un proceso de sublimación,

propiedad fisica mediante la cual se obtiene el paso del agua de su estado srjlido

a gaseoso, sin pasar por el estado liquido, quedando el producto listo para su

consumo. Especificaciones técnica ver anexo # 6
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e) Café soluble oromatizado.

Un sabor singular como resultado de [a combinación con hierbas o liutos: menta.

nuez, eucalipto, vainilla, canela" anís. almendra, avellana, coco. chocolate. crema

irlandesa y amaretto son los preferidos. Especificacioncs técnica ver ancxo # 7

J) Café descafeinado,

tjl café en grano recolectado, Iimpiado cuidadosamcnle, es tostado

aromáticamente (dcsde suave hasta fuerte), triturado, cxtraido (con agua y alta

temperatura), filtrado y centrilugado que luego se cvapora para lograr la

concentraciórl ideal y se seca por atomización hasta conseguir un polvo fino

soluble. t,)spccificaciones técnica ver anexo # 8
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d Caf¿ Tostado ¡: molido.

Granos cscogidos tostados conservando aroma y molidos para reducirlo a

partículas del tamaño adecuado para su preparaciórr final. Flspeciltcaciones

técnica vcr anexo # 9

a = *,:
" )tl )

{ r:.
ratEp " '

CtBT

h) Extracto congelado de cofé.

Hidrólisis centrifugada que contiene el grado de concentración que requiere el

cliente.

27
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CROMATOGRAFiA LiOU IDA DE ALTA RESOLUCIÓN (IIPLC). PAITA

l. (iencralidarlcs.-

La téonica dc Análisis por Cromatogrulía Líquida de Altu Re soluck)n (HPI,C; por

sus siglas en ingles) están cada vez más a ser utilizados y ya están aplicados en

muchos métodos oficiales. No son rápidos y son caros (mús por b del equipo de

HPL(' y por las columruts de inmunoafinidad y columnas puru HPl.(). Y en

especial cuando hay que analizar muchas mueslras y varias micotoxinas. que deben

ser por separado ya que cstas técnicas no permiten la multidetección.

I-as condiciones mínimas dctectablcs de micotoxínas son a veces muy baias o en

gencral más baja quc por cromatografia en capa fina (para una misma micotoxina

analizada por los dos métodos y comparando).

El sistema dc cuantificasión con el detector dc fluorescencia, proporciona resultados

más exactos y con menos variables que los obtenidos por los métodos de

cuantillcación por el límite de comprobación, fluorodensitometría) utilizatlos cn la

cromatografia de capa fina.

Las purilicaciones qLle se consiguen son muy bucnas ya que después, la HPLC no

permite purilicación deficientes; y son técnicas rruy específicas para cada

micotoxina en particular (grncla s a lu columna de inmunoulinidui¡.

Dl uso posterior de la cromatografia de líquidos de alta resolución y detector de

fluorescencia complcta la técnica de una iorma muy buena.

la

CABTIULO_II

ANÁLISIS DE OCRATOXINA.A.



Il. Descripción de Cromatografia Líquida de AIta Resolución-HPLC. (Ver anexo #

t0)

En general la cromatografia abarca todas las técnicas dc separación cn donde

seccionan el análisis cntre difcrentes fases quc se mucve relativamente a cada uno o

dondc el análisis tienc dilerentes velocidades de migración. Esta última parte de la

definición inoluyen técnicas dc cromatografias en donde lo analizado es transportado

por un campo. 1al como ocurrc en Cromatografia eleottónica.

En técnicas de cromatografia de contracorriente, ambas lases son móviles. pcro err

la mayoría de la técnicas de cromatografia una de las fases es estacionaria. micntras

que la otra es móvil. En cromatogralia líquida, la fase móvil es un líquido. mientras

la lase estacionaria puede ser un sólido o un líquido inmóvil en un sólido.

La Cromatograña Líquida de Alta Resolución comprende todas las técnicas dc

cromatografia líquida que requiere el uso de presiones clevadas para lbrzar el

líquido a través de un cámara cnvasado de la fase estacionaria. En base ha esto la

conocemos como: Cromatograffa I-íquida de Alta Presión.

La Cromatografia t,íquida de Alta Rcsolución es principalmente una técnica

analítica de separación, empleada para dctectar y análisis cuantitalivos de interés en

unas o varias mezclas complejas y pur¿Ls. Además, también es empleado para

compuestos purificados y aislados.

IIl, §eparación mecánica empleada en Cromatografía Líquida dc Alta ltcsolución -

HPLC].

La forma tradicional de la cromatografia líquida emplea un absorbente polar, pucde

ser Silica o Aluminia; y una fase móvil no polar. basado en llidrocarburos tales

"omo 
Éter o Hidrocarburos clorinados como e clorofbrmo. Hoy cn rlía, cste tipo de
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cromatógratb es conocida como "Fase-normal", al contrario a la cromatografía de

fase reversa.

Tambión no referimos a la parte de la Absorción de la Cromatogralia, que es basada

en la interacción de los grupos funcionales polares de lo quc se requiere analizar con

sitios polares en la superficie de las columna.

En la cromatografia de fase reversa, la fase estacionaria nupolar es utilizado en

conjunto con Ia parte polar..
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CAPITULO III

PROCEDIMIENTOS PARA LA DETERMINACION DE OCRATOX¡NA-A,

API,ICANDo LA TÉCNICA DE CROMAT(X;RAFiA LiQIJIDA DE ALTA

RESOLUCIÓN HPLC.

l. Procedimicnto para la preparacién del Solución Stock ( Solución MADRE dc

ocRAT()XINA-A).

Preparamos una Solución STOC K de l0 pl disolviendo; 5 mg del estándar seco

de Ocratoxina-A pura en 500 ml de una solución, relación 99:l (t'/t,de Tolueno

en Ácitlo Acético).

La conccntración inicial de la Solut:ión STOCK, se la confirma en un

espectrofotómetro [JV, utilizando longitud de onda de 350 r1m. para Ias

soluciones de Di-cromato de potasio y 333 qm., para la solución de la toxina

(( )cruloxinu-A) .

Se emplea Iuego la siguienle fórmula para obtencr la absortividad molar del Di-

cn)mato:

E=(Ax t000)/C

En ¿londe: A: Absorbancia.
C : Concentración.
E : Absortividad molar.

Se obticnc un promedio de las tres absofividad molares y se utiliza este valor cn

la siguiente fórmula:

cF=3160/E

En donde: 3160 = Es e[ valor de la absortividad molar del Di-Cromato de

potasio.
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CF : Factor de corrección que debe oscilar conro sigue, 0.95 <

Ct-- < 1.05. Si el valor dctcrminado para cl Cl- cs mayor o nrenor a
lo indicado se debe revisar la técnica o el procedimiento.

Para obtener el valor de la concentración cn la Solución SI'O(K de Ocratoxinu-

A. sc realiza Ia lectura de [a absorbancia A de la solución con una longitud de

onda dc 333 qm. Y se reemplaza en [a siguiente ecuación:

pg I g. de Ocrafoxina-A = (A x l'M x l(X)0 x (i1-) / E

l)n dondc: PM = tjt peso molecular de la toxina (403)
CF = Es el factor de corrección de las soluciones de Di-cromato de
potasio.

E = Es la absortividad molar de la toxina: es decir 5440 (en toluent>
Ácido Acético. relación 99:l (v/v).

Obtenemos así la concentración de la Solución ST0(;K de Ocratoxinu-A

utilizando la siguiente lormula:

pg / ml. de Ocratoxina-A = pS I g. de Ocratoxina-A x p

Ltt tlondc: p = [,s la densidad de Ia Solución STO(:K de Ocratoxina-A a20'C

Il. Procedimiento para la preparación de las soluciones intermedias y soluciones

de trabajo dc Ocratoxina-A.

a) A continuación se indican los pasos para prepara las soluciones intermedias,

en las siguientes concentraciones: 2 pg / ml;4 ¡.:,g I ml.8 ¡rg / mll 2O r7g I ml;

40 qg / ml:.80 qg / ml.

a.l.) Solución Intermedia, Concentración (4 pg / ml):

a.l . I .) De la fiola con la Solución Madrc (Ocratoxina-A pura) con una

concentración de 8,7 ¡lg/ ml . debe estar a una temperalura de

20'C., esto se lo controla mediante un termómetro de mercurio (-

l0'C a 350"F).

a.1.2.) Se coge una alícuota de I,149 ml de solución madre (Ocratoxina-

A pura), empleando una micro jeringa de 500p1 y una de 250 ¡rl.



a.I .3.) Verter en una matraz alorado de 5 ml.

a. | .4.) Aforar con solución de Tolueno-Ácido acético (99: I ) a 5 ml.

obteniendo la solución intermedia dc (2 pg / ml). Se cmplea una

pipeta de 5 ml.

a.I.5.) Tomamos 100 ¡rl de Ia solución prepara en el punto (a.1.4.) y Ia

vertin'los en un matraz volumétrico de l0 ml.. empleando una

micro jeringa de 100 pl.

a.l .6.) Se lo lleva a sequedad con nitrógeno en la sorbona.

a.l .7.) Aforamos con l0 ml de metanol Qtreviumente .filtrado).

emplcando una pipeta de l0 ml.

a.1.8.) I'omamos 2.5 ml de la solución del punto (a.1.7.) y añadimos 2.5

ml de fase móvil, en un matraz volumétrico de 5 ml. Obteniendo Ia

solución de trabajo de (20 pg / ml). Para las dos soluciones sc

emplca 2 micro jeringas de 500 ¡rl.

b.l.) Solución Intermedia, Concentr¡cién (4 ¡rg / ml):

b.l .1.) De [a fiola con la Solución Madre (Ocratoxina-A pura). debe estar

a una temperatura de 20"C., esto se lo controla mediante un

termómetro de mercurio (-lOoC a 350"F).

b.1.2.) Se coge una alicuota de 2,3 ml de solución madre (Ocratoxina-A

pura) . empleando una micro jeringa de 500¡rl.

b.'l .3.) Verter en una matraz afbrado de 5 ml.

b.1.4.) Aforar con solución dc Totueno-Ácido acético (99:1) a 5 rnl,

obleniendo la solución inlermedia de (4 pg / ml). Se emplca una

pipeta de 5 ml.

b.I.5.) Tomamos 100 pl de la solución prepara en el punto (b.1.4.) y la

vertimos en un matraz volumétrico de l0 ml., empleando una

micro jeringa de 100 ¡rl.

b.1.6.) Se lo lleva a sequedad con nitrógeno en la sorbona.

b. L7.) Atbramos con 10 ml de metanol Qtreviamente .filtrudo).

empleando una pipeta de l0 ml.
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b.I .8.) Tomamos 2,5 ml de la solución del punto (b.l .7.) y añadimos 2.5

ml de fase móvil, en un matraz volumótrico de 5 ml. Obteniendo la

solución de rabajo de (40 pg / ml). Para las dos solucioncs se

emplea 2 micro jerlngas de 500 pl.

c.I.) Solución lntermedia, Concentracién (8 pg / ml):

c.l . 1 .) Dc la fiola con la Solución Madre (Ocratoxina-A pura), dchc eslar

a una temperatura de 20'C.

c.1.2.) Se coge una alícuota de 9,20 ml de solución nudre (Ocratoxina-A

pura).

c.1.3.) Verter en una matraz afbrado de l0 ml.

c. I .4.) Aforar con solución de Tolueno-Ácido acético (99: I ) a l0 ml.

obteniendo la solución intermedia de (4 pg / ml).

c.I.5.) Tomamos 100 pl de la solución prepara en el punto (b.1.4.) y la

vertimos en un matrü. volumétrico de l0 ml.

c.'l .6.) Se lo lleva a sequedad con nitrógeno en la sorbona.

c. I .7.) Albramos con l0 ml de metanol (previamente .filtrudo)

c.1.8.) Tomamos 2,5 ml de la solución dcl punto (b.1.7.) y añadimos 2,5

ml de fase móvil" en un matraz volumétrico de 5 ml. Obtcniendo la

solución de trabajo de (80 pg / ml).

b) A continuación se indican los procedimientos para la preparaoión del las

soluciones de trabajo de Ocratoxina-A, en las siguientes concentracioncs: 0.5

qglm\l r¡glm|.2 rlglml;5 qglm|'10 qglmL'20 4g/ml;25 qglml:30

ryg I ml;40 qg I ml.

Cuadro de las preparación de las soluciones a partir de la Solución MADRE de

Ocrakxina-A:
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40 ryg/ml

20 qglnl

30 t1g I tnl

2pglnl 4 pg lml I ¡zg / rnl

204g/ml 80 7gl ml

0,5 qg / ml 40qglml

I qglml

2 qg/ml

54glml

l0 7gl ml

Solución
I ntcrmedia
( l ori,ttt puru
¿liluid.t en
Melanol)

(Matraz 5 ml)

Soluc¡ón de
'l'rabajo.

( 100 ltg ¿e la
Solución
lnlemelit +
Sccado
tliluitlu con
melonol)

(Matraz l0 ml)

Solución de
T rabajo.
(de acuenlo a
la lohlfi ! en
v¡ts¿ u la
.fbrmulu-
(',V¡:C2V1

(Matraz 5 ml) (Matraz l0 ml) (Mau'az l0 ml)

c) A cont¡nuación sc muestra los cálculos efbctuados para dcterminar las

soluciones de trabajo, aplicando la siguiente ecuaci(rn:
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Solución Madre de Ocroto.ritto-A

C¡V¡=CzVz
En donde: Cr : Concentración dc solución l.

V¡ = Volumen de solución l.
Cl2 = Concentración de solución 2.. se desea preparar
V2: Volurnen de solución 2. para un matraz dc 5 ml.



c.l.) Solución de trabajo, Concentracién (0,5 r¡g / ml):
Cr Vr -- C: V2 (matraz de 5 ml)

x (20 ml):0,5 (5 ml)

X = (0,5) ( 5 ml):0.1250 ml de Solución lnlermcdia
20 ml

4,8750 ml de F'ase móvil. Se emplea una micro-jeringa de 500 pl. y una

de 250 ¡rl.

c,2) Solución dc trabajo, Concentración (l r¡g I ml):
C¡ V¡ = C2 Y2(matraz de 5 ml)

X (20 ml) : I ¡ig (5 ml)

X : (l_rye)ll_¡1|: 0. 2500 ml de Solución Internredia.
20 ml

4,7500 ml de Fase móvil. Se emplea una micro-jeringa de 500 pl. y una

de 250 pl.

c.3.) Solución de trabajo, (lonccntración (2 4g I mllz
Cr Vr = C: V2 (matraz de 5 ml)

x (20 ml):2 tts6 ml)

X = (¿ .¡gX_5_¡SD:0, 2500 ml de Solución lntcrnredia
20 ml

4,7500 ml de Fase móvil. Se emplea una microjeringa de 500 ¡rl. y una

de 250 pl.

c.4.) Solución de trabajo, Concentración (5 7g / ml):
Cr Vr : Cu V2 (matraz de 5 ml)

X =5 r¡g(5ml)

X : (5 zdfl_m.D : I, 2500 ml de Solución lntermedia.
(20 rts)

3,7500 ml dc Fase móvil. Se emplea una micro-jeringa de 500 ¡-rl. y una

de 250 ¡rl.
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c.5.) Solución de trabajo, Concentración (10 r7g I ml):
Cr Vr = Cz V2 (matraz de 5 ml)

(20 tts)X: 10 ryg (5 ml)

X : (-lO¡igllá¡u.D: 2, 5000 ml de Solución lntermedia.
(20 ¡ts)

2,5000 ml de Fase móvil. Se emplea una micro-jeringa de 500 ¡rl. y una

de 250 pl.

c.6.) Solucirin dc trabajo, Concentración (20 4g I ml)z
Cr Vr = C: V2 (matraz de l0 ml)

(40 ry\X:20 7g (10 ml)

X = (2Orys)f10_!rD: 5. 0000 ml de Solución Intcrmedia.
(40 rts)

5.0000 r¡l de Irase móvil. Sc cmplea una micro-jeringa de 500 ¡rl.

c.7.) Solucién de trabajo, Concentr¡ción (25 qg I ml):
C¡ V¡ : C2 V¿ (matraz de l0 ml)

(40 r7g) X : 25 4g (10 ml)

X = (21¡¡SX18_ED:6,2500 ml de Solución Inlermedia.

@o r¡s)

3,7500 ml de Fase móvil. Se emplea una micro-jeringa de 500 pl. y una

de 250 pl.

c.8.) Solución de trabajo, Concentración (30 ryg / ml):
C¡ V¡ = C2 V2 (matraz de l0 ml)

(40 ttñ x: 30 rys ( l0 mt)

X = G0r¡S)f.l_Q_!0D - 7,5000 ml de Solución lntermedia
(40 qg)

2.-5000 ml dc Fase móvil. Se emplea una micro-jcringa dc 500 ¡rl

c.9.) Solución de trabajo, Concrntración (40 0S I ml):
C¡ V¡ = C2 Y 2(matraz de l0 ml)

f'o..'., .]
¡t-. "-\
É\. '!
+;;-..r/1

rú|l¡ü an c
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(80 ¡7s) X - 40 7¡t (10 ml)

X: (4O7g)f.l_Q_d) - 5.0000m1 de Solución Intermcdia.
(80 ?¡r)

5,0000 ml de Fase móvil. Se emplca una nricro-jeringa de 500 pl.

lII. Procerlimicnto para la elaboración dc Ia Curva de Calibración ( Áreas de

integración de los Estándares de Ocratoxina-A).-

a) [Jna vez elaboradas las soluciones de trahajo con las diferentes concentraciones,

se prosigue a inyectar (5 veces) la cantidad de 75 ¡rl a una temperatura ambiente

(25"C), empleando una micro-jeringa de 150 ¡rl.

b) El cromatógrafo previamente calibrado automáticamente, y en el integrador que

se encuentra digitalizado los panimetros para determinar la curva de Calibración

de Ocratoxina-A.

c) Se inyecta los 75 pl en el inyector del cromatógrafb y se espera que estc analice

la muestra en un lapso de l7 min., esto se lo realiza 5 veces para poder obtener

una media de cada concentración de la solución de trabaio (0,5 ng / ml; I ryg / ml:

2 ryi lml:5 ryg/m|' l0 rygl ml;20 qg /ml:25 4g lml:'JO qS/ml;40 qg /ml).

d) Una ves obtenido los valores del área bajo la curva que se grafica en el intcgrador

a un tiempo determinado de 12 o 13 min., se marca csa área y se la rotula con la

concentración de la solución de trabajo analízada.

e) Estos 5 resultados se los ingrcsa en una hoja de calcuto-Excel. para elaborar la

(lurvade Calibración (Unidades de área "mV/s" vs. ( )oncentracioncs " 1tg/ml").

f) tsn el caso de que un punto dc la media de las concentraciones se grafiquc

desviado con referencia a los otros puntos de la media, se proccdcrá a volver a

preparar esa concentración desde el inicio, inyectarlo en el cromatógrafb y
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obtener el resultado, para poder ingresar los valores de la media en la hoja de

cálcu'lo. (Ver anexo # I l)

g) Cuando los punto (valor medio de las concentraciones) l-ormen una rccta, se

procede a analizar las muestras de café verde. El tiempo que sirve las soluciones

de trabajo es de I mes, por lo que cada mes se dcbe realizar una nueva curva y

nuevas soluciones dc trabajo.

lV. Procedimientos para la preparación de las soluciones requeridas para el

análisis de Ocratoxina-A; empleando la técnica de Cromatografía Líquida de

Alta Resolución-HPLC.

a) Solvente de Extracción.-

Es una nrezcla dc una relación de 50:50, entre metanol (prcviamente.fi rudo al

vucír), en una solución aI 3%o de Bicarbonato dc sodio, el solvente cs cnvasado

en un li¿sco de vidrio de color ámbar de 1000 cc.

h) Solución al3"/¡ de Bicarbonato de sodio.-

Se pesa 30.0000 g. De bicarbonato de sodio, empleando una balanza analílica

(margen de error +/- 0,0001 g.) y cur ayuda de un beaker de 50 nrl. A

continuación se lo traspasa a un matraz aforado (esmerilado) de 1000 cc., y se lo

lleva al ras con agua calidad HPLC; se lo coloca cn la plancha calctaclora-

agitadora y con la ayuda de un agitador magnético se lo deja |rasta obtcncr una

solución homogónca, finalmente se realiza un liltrado al vacío (emplaundo el

equipo da vacío) y envasado en un frasco de vidrio de color ámbar de 1000 cc.

c) Solución de Solución Buffcr Fosfato-PllS.-

Sc la rcaliza en urra balanza analítica (murgcn de error +/- 0,0001 g)

Cantirlad
Cloruro de sodio
Fosláto de sodio di-básico anhídrido
Fosfáto de potasio mono-básico
Cloruro dc tasio 0.2000

tl,(XXX) g.

I .1600 g.

0.2000 g.
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I 000 ccua calidad HPLC

Se la mczcla en un matraz aforado-esmcrilaclo dc 1000cc.. al rast mcdiantc un

agitador magnético en una plancha calelhctora-agitadora se homogeniza la

solución, luego se rcaliza un filtrado al vacío empleando cl equipo de vacío y

finalmentc cnvasado cn un frasco de vidrio de color ár¡bar dc 1000 cc.

d) F ase móvil.-

La fasc móvil consta de una solución filtrada de 4504, en una relación (v/v) de

Acetonitrilo y 55% de 4M de Acetato de sodio en Ácido Acético, relación de

l9:l (v/v).

e) Solución dc Di-cromafo de notasio.-

La solución de Di-Cromato de potasio se prepara disolviendo 78 mg del Di-

cromato en una solución de Ácido sulfirrico ( I ml <tiluido en, I lt. de agua

calidad HPLC). Los 78 mg. se los disuelve en 0,25 M del Di-cromato. Luego. se

toma una alícuota de esta solución y se [a disuelve en la misma cantidad dc

volumen de esta solución ácida hasta alcanzar una concentración de 0.0625 mM.

Se mide la absorhancia A de estas 3 soluciones de Di-cronrato de potasio contra

el blanco a una longitud dc ondade 350 r1m.

V. Proccdimientos para la preparación de la muestra dc café verde ¡rara la

detcrminación de Ocratoxina-A.

a) Pesado de la muestra:

a-l La mucslra es una cantidad de 200 gr. envasada en una funda plástica.

rotulad¿ con Ia fecha de ingreso y a que tipo de proceso es dirigido nrediante

un código.

a.2 Mediante una cuchara previamente lavada, sanitizada y esterilizada. se

toma 25,0000 g. De café vetde Qtraviumente molido). En una balanza

analítica de 0"0000. con error de +/- 0,0001 g., se pesa con en un beaker de

50 ml. (.se cubre con ytpel aluminio para evitdr que capte humcdad).
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b) Lo llevados a un bcaker (1.000m1), y Io diluimos en 200 r¡ll de Solvcnlc dc

F.xItaccitir.r- mediantc una pipeta volumétrica dc I 00 rnl

c) Se cubre e[ bcaker con papel aluminio, sc procede a agitar la mezcal duranto I5

mi¡r., en una plancha calefactora-agitadora a velocidad media con ayuda de un

agitador magnético.

d) Luego pasas por una ctapa de filtrado al vacío, con la ayuda de un equipo de

vacío, llamado "Porta.filtro"(bomba de vacío; Flmbudo de 300 ml esmeriladol

Base y cubierta con tubo lateral para vacío de vidriol pinzas de sujetación de

aluminio; matraz kitasato de boca esmerilada de 1000 cc., B¿rse dc vidrio con

rejilla dc acero inoxidable, y junta de Fosfato de Etilo de politolueno-P'l'F E .Y

un filtro de micro fibra de I ¡"rm de diámetro.

e) Mediante una pipeta de (5 ml), tomar una alicuota de 4 ml dc la solución

filtrada.

l)Diluir la solución filtrada en un matr¿rz aforada de 100 ml. hasta completar los

100 ml con solución de PBS, con la ayuda de una pipeta volumétrica de I 00 ml.

g) Se agita la dilución, luego se la pasa por un columna de inrnunoalinidad

(Ochratest para VICAM), empleando un acuba (marca Milliphoy) quc posee

llaves de paso. (en el caso que la solución diluidu no .fluyu. sa cicrce unu

pequeñu presión de vacío, max.-5p,si, pora que el goteo se rutrmulice). Luego se

lava la columna con I 0 ml de agua calidad-HPlC, con la ayuda de una pipcta de

l0 ml.

h) 'lbmrinado cl lavado con agua calidad-HPlC, se conecta una aguja a la oolumna

dc inmunoafinidad (Ochratest para VICAM), Iuego es sujetado a una base con

un mecanismo de bombeo manual para proceder a eluir la Ocratoxina-A dcl gel

de la columna Ochratest, empleando 4 ml de metanol (previarnente filtrado.

empleando una unidad de filtrado-Miltex) y con la ayuda de una pipcta de 5 ml.

La aguja es insertado en tubo de centrifugación donde va a quedar la Ocratoxina
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-A concentrada; para que gotee se ejerce una pequeña presión inicial sobrc el

columna y mediante la gravedad se espera que gotee los 4 ml, finalmente con el

mismo mecanismo de bombeo manual se efectúa [a succión dc Ooratoxina-A.

eluida y se lo vuelve a pasar mediante goteo, esto se lo realiza 3 veces (Retro-

lavado).

i)Empleando un equipo de secado (Sorbona, Baño maría con rejilla y un'l'anque dc

Nitrógcno con concxión-manguera y una terminal dc acero inoxidable en firrma

de ganchitos individuales (Cantidad 6)), el tubo de centrifugación con la

Ocratoxina-A eluida es colocado en la §illa del baño maría a 40oC.. lucgo se

insefla uno de Ios ganchitos en el tubo, se enciende [a sorbona y se abre la llave

de paso del nitrógeno, regulando la presión no mayor a 5. El tiempo de secado

va ha variar de 30 a 40 min.,concluye cuando en las paredes no se divisa gotitas

sobre las paredes. Si se excede dcl tiempo. las partículas de Ocratoxina-A sccas

se volatilizan rápidamente perdiendo un buen porcentajc de contenido real.

j) Mediante una micro-pipeta de 500 ¡tl (previamenle lavudu con mcturutl ¡,

secada). diluimos el residuo secado en 150 pl de I'ase móvil. Luego es llcvado a

una ccntríl-uga por I min. para homogenizar la muestra y poder rcmover

partículas adheridas a las paredes intemas del tubo.

k) Mediante el empleo de una micro-jeringa de (200 pl), se procede a inycctar 75

pl de la muestra en el inyector del cromatógrafo.

Para analizar una muestra ¡Je Ocrak¡xina-A en grano de café verdc, este tiene que scr

comparada lrente a una muestra patrón de varias concentraciones de Ocratoxina-A.

llamadas "§b/¿rc ión de truhu¡o"

l) [Jna vez quc el cromatógralb se cncuentra calibrado y regulada la presión dc

trabaio, se procedc a inyectar para análisis de mueslra de grano de café vcrde en

el siguiente orden: Solución de trabajo, cualquiera que sea la concentración v

luego la mucstra de cafó, esto se Io realiza para todas las nruestra ha analizar.
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En el caso de que se requiera conocer el "Porccntaje de recu¡terución lc
Otruloxina-Á en caÍé verde", se procede a inycctar prinrera la rclut'ión de

trabujo y luego muestra de grano de café verde agregada la toxina. luego sc

inyecta la & ución de trahajo (a [a misma concentración) y posterior se inyecta

Ia muestra de grano de café verde sin toxina agregada.

m) Sc espera para que el cromatógrafb determinc las ooncentración dc Ocratoxina-

A. en tiempo real y paralelamente integre los datos de la curva obteniendo los

resultados de la concentraciones en un lapso de 17 min. por muestra inyectada.

Nota: [']n el caso que los resultados de las soluciones de trabajo no se encuentren

en los rangos cstablecido en la gráfica de la curva patrón, se deberá seguir

inyeclando la solución de trabajo hasta obtencr los datos correctos. csto se podrá

realizar hasta un máximo de error de datos de 3 veces. Si excede se procederá a

utilizar una solucirin de trabajo con otra concentración.

n) [.lna vez obtcnido los resultados de las concentraciones se procede a tabular

frente a los datos de la curva patrón , obteniendo las concentraciones rcales de

Ocratoxína-A en la muestra analizada.

VI. Prcparación rlel Equipo HPLC-Cromatografo e Impresora.

b) Sc realiza un Pre-enjuague de la columna del Cromatógrafo de la siguiente

nlancta-

a.l Se observa y verifica que la fiola esmerilada de 1000 ml tenga la

suliciente cantidad (700-850 ml) de metanol, y cl tiempo dc preparación:

si ha pasado de 24 horas se debe flltrar el mctanol. Se cnciende la bomba

del cromatógrafb y mediante un controlador de f1ujo. se regula cl flujcr

hasta 1.0 mlimin, o en lodo caso que la prcsión de opcraci(rn quc ejerce

el líquido a una velocidad no pase de 2.5 Mpa. Hl tiempo de exposicirin

con el metanol es de un lapso de 45 min. a I hora. (Dependiendo de la

cantidad de muestra que haya analizado o si se realizo la curva Slandart)
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b.l 'ferminado el enjuague con metanol, sc reduce la velociclad del flu.io

hasta 0 ml/min. y se espera que disminuya la presión operacional hasta 0

Mpa., se apaga la bomba y se seca el filtro mediante un papel (tipo tisúr)

de VICAM. Se cambia la fiola de metanol por una fiola de Agua-

HPLC.. se enciende la bomba y se va aumentando el flujo del agua sin

pasar de I ml / min., la velocidad o que no pase de 2.5 Mpa.. por un

lapso de I hora.

Al finalizar el Pre-enjuague con agua. se disminuyc la velocidad del f)ujo

a 0.0 ml/ min., se espera que la presión descienda a 0 Mpa. Se apaga la

bomba. Sc seca el filtro, y se rcaliza el cambio de fiola de aglla con una

fiola de metanol (recién filtrado) y se realiza el rnismo proccdinriento dc

los dos casos anteriores. El lapso de exposicitln con metanol os de i0
tnt t1.

Al terminar el lapso establecido. Se procede a sccar el filtro y efectuar el

cambio de la fiola con metanol por una ñola con Fase móvil y tapado

con un pedazo de papel aluminio

La preparación de la tase móvil se la puede encontrar cl Tirpico de

preparación de soluciones para la Técnica de I IPLC.

Se cnciende Ia bor¡ba, modelo (Waters 510 FIPLC-Pump/ con válvulas

de relbrencia óptica), se espera que se regule la prcsirin dc operación a

2.5 Mpa; luego el cromatógralb, modelo (Waters 2475 MultiT, Detcctor

de Fluorescencia), se espera hasta que el equipo se calibre

automáticamente, que es hasta que sc visualiza en la pantalla las

coordcnadas de la curva. Y Seguido se encicnde el Integrador de datos.

Una vez encendido el integrador esta listo para digitar los parámetros

quc va a graficar la curva de detección de Ocratoxina-A. F,sto valores

van a depender del tipo de Análisis que vallas a trabajar. siendo para

c.l

d.l

e.l

f.l
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determinar la "()urva Stundarl de Ocrqtoxina-A cn lr¿u'ilt,t

ct¡ncenlruciones", y "Curva para analizar Mueslro vs. Slandart".

c) A continuación se digitaliza los parárnetros necesarios para la detección de

Ocratoxina-A. "OTA-VERDE" en grano de caté verde:

b.i

c.l

d.l

c.l

f .l

g.l

Boton "Dialogo".

Digitar bo«in "Y" (yes)

Digitar botón "N" (no).

Realizar un "Enter".

Digitar "OTA-VERDE".

Digitar el siguiente cuadro:

n TF
0.1
o?
0.3

0.4
t2

A7.
AT
Cs
Ft
Er

I
l6

0.5
I

I

TT = realizar un "Enter"

-5

# Nevelo: digitar "l"
Enjection = digitar "l"
Digitar el siguiente cuadro:

h.l

i.l

.i. l

k.l

l.l

Hasta el punto g,l sorr para
realizar la "Cu rva llstándrr
de OCRATOXINA-A"

Este valor varia de acuerdo a
la Concertrackir del Standart
o Solüc¡ón de Trabajo

m.l

n.l

o.l

p.l

q.l

r.l

s.l

RT = realizar un "Enter"

Realizar un "Doble Enter"

Nombre : Digitar el nombre de la persona encargada

RA = Digitar "l"
CI = Digitar "l"
Concentración Unitaria = Digitar "ng /ml"

R] : "l t.50"

SN= Digitar "MUESTRA" SA- D¡gitar " l"SI

4.5

XF Rcalizar "Lntsr"

I

lrMF I lcc' -z lcN -"ocnnroxrNA-A"
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r.l SI : Realizar un "Enter"

END : Digitar botón "t.CD /STA'IUS"u.l
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CAETIULO-J]¿

I. Descripción.-

Es otra micotoxina clasificada como: Nefrotóxica, producida por eI Aspergillus

ochraceus, l'enicillium Variable, P. Politam entre otras espccies del género

Aspergillus y l'enicillium. Sin embargo, el principal productor es el A. ochruceus;

ampliamente distribuido en la naluraleza siendo sus alimentos que son prefcridos

por el microhongt en el Trigo, sorgo, Arroz. Maí2, maní, Hortalizas e incluso se han

llegado a dcterminar en estos alimentos concentraciones de hasta 27 ppm. En

nuestro pais, otros de los alimentos afectados es el Café.

Las Ocratoxinas son derivados químicamente de anillos ciclicos de D-hidromctil

isocumarinas, muy solubles en solventcs orgánicos.

II. Clasificación.-

Existen 3 tipos de Ocratoxinas:

Tipo A: Contiene (lloro e¡ el anillo isocumarina

Tipo B: No contiene C7¡rrc.

Tipo C: Contiene Cloro y un éter de etilt¡.

La más potente es la de tipo A.

Ill. Dosis Letal Media.-

lln pruebas de laboratorio son tóxicas para los bovinos, porcinos y ralas, cn las

siguientcs concentraciones de Dosis Letal medio.

DL 50 (rata) - 20 25 ppnr

DL 50 (cerdos): 200 ppb.
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lV. Condiciones de almacenamiento de la Ocratoxina

La producción de la toxina se encuentra influenciada por la humedad y la

l cmperatura ambiental y al parecer las condiciones más idóneas son 39% de

humedad a 30 oC.
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Se agrava el problema en producción de micotoxinas cuando el almaccnamiento de

materias primas siguen procedimientos primitivos, sobre todo cuando las

temperaturas de almacenamiento son de 35"C y 37"C.

V. Método inv¡sivo de la Ocratoxina-4.-

Los hongos pueden hacer daños al hombre a través de 2 vias:

o Colonización de las formas vcgetativas sobre la epidcrmis.

o Producción de proteínas y dc forma tóxicas denominadas nricotoxinas

I-as toxinas de los hongos tienen una naturaleza en la que la fracción lipídica supera

a la fracción soluble. Las toxinas de los hongos pueden estar contenidas en las

esporas y sus miscelas o bien ser excretadas como exoloxinas.

La vía de entrada en el organismo de una toxina generalmente es digcstiva aunque

pucde existir otras vías. La absorción de una ciefa cantidad de toxina por ol

organismo causa generalmente una reacción en el tubo digestivos tratando los

eritrocitos de ingresar a la célula una sustancia no rcconocida cnzimáticamcnte. cl

tejido puede versc dañado y en muchas ocasiones puede hacer hemorragias y

necrosis de los tejidos.

Además ha observado que muchos de estas toxinas poseen una alta especificidad por

un órgano o un tejido, siendo los más frecuentemente atacados el lliga&t, Riñones y

el Sislema nervioso.

Los mohos productores dc micotoxinas pueden hacerlo en 2 momentos: Habitandcr

como Purásikts en las plantas, o bie¡ contaminando los alimentos cosechad«rs,

almacenados, o procesados a lbvor de la humedad, tempcratura, delLctuosa

aircación, pH u otras condiciones idóneas para el desarrollo y crecimiento del moho

durante la cual la toxina es formada.

La determinaci<in dc micotoxinas de manera gencral comprcnde proccsos dc

cxtracción. purilicación. identiflcación y dosificación. l-a extracción se lealiza con
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solvsntes polarcs, del tipo cloroformo, metanol, acetona o acetato dc e1ilo, con

adición: uno dc agua, según las características de la micotoxinas.

Benceno +/- polar 3; Etanol +/- polar 5; Agua +/- polar I

La purificación generalmente es conseguida a través de procedimientos

cromatográficos.

(t '.- ,. ,'(qij
-5'S""'
brer
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CONCLUSIONES

La técnica Clromatografia Líquida de Alta Resolución-HPlC. es muy eficaz para la

tleterminación de cuantitativa de Ocratoxina-A en concentraciones de parte por billón

"ppb". Ya que el equipos permite gracias a su amplio espcctro dc onda y su colunrna.

así como los parámetros establccidos para obtener resultados con márgenes tle errores

Il.l1lllI1los.

El control de la materia prima mediantc la aplicación de esta técnica permitc aceptar o

rcchazar el pedido, con un respaldo garantizado mediante la técnica.

ll manejo del cromatógrafb para su obtimización debe ser manejado por personal

conocedor dcl terna. o que este se adiestrado de acuerdo a como lo requiere la técnica.

debido a que es un equipo muy sensible a fallas de sistema.
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El equipo requicre de una limpieza constante, y su calibración pcriódica para evitar

fallas en cl proceso de análisis. Y es necesario seguir krs pasos tal como indica los

manuales para obtcner resultados correctos.

El personal que labore con cse equipo, tendrá que ser adiestrado adecuadamente por un

experto, ya que si se comete alguna falla, el equipo presentará cotidianas fallas durante

su utilización.
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Anexo # I

Proceso de Café Spray Dried-Café seco en polvo
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Anexo # 2

Proceso del Café Aglomerado.
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Anexo # 3

Proceso del Café Liofilizado
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Anexo # 4
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Anexo # 5

P{rán¡€t.o9
H !rr¡odsd trÉ¡. {rYñ) ll,:r.d§

drstúf,!
0{flr¡d¡d librc

Ocrs¡.lJd ...¡b.rd.!

áll*
C,úbr' Ét ,Js Fho(aish

3.0

tG0 - i2ú

2to- 2m

3G-45

{.70 - 52ü

{.3} - 6¡5

2.5

3X- ¡S

5. S

5- ¡0

l- 10

FH

taálls E

5

t
7

a

i6

1¿

t8

2§

35

,l{

6a

Fon¿§

frl ¡ñ- il€rñrll,

¡tr
fJ5

!.fr

!,3G

1tr

t.ü

t.0{

ü.7t

n.5ú

(.¡llS

ü25

(.125

n0- 5ú

3- fil

'tú - r5

C§r,§in!.ñin
{ft'l

Flokl€ rñl.

' P.!ñirEl¡oE q uc pr¡adar .t¡rr¡'Ea sslÉnud dcl
Glhrlé. !{g ü¡ !u= ¡:q ¡rarir¡ÉnloE,

o
tÉ
r-t

I r'*.¡'
I JP/' : ";\.

1... ._/..



Anexo # 6
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Anexo # 7
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Anexo # 10

BOMBA WATER 5IO HPLC
(con valvulas referencias ópticas)
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