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RESUMEN

En esta investigacion el objetivo principal fue la identificacion y evaluacion de
polifenoles (acido clorogénico y &cido cafeico), importantes antioxidantes
encontrados en el café producido en el departamento del Cauca. Se utilizaron
muestras de cuatro variedades, Castillo, Caturra, Colombia y Tipica, que fueron
analizadas en granos verdes (almendra) y tostados. La tostién se realiz6 a una
temperatura promedio de 205°C, durante un tiempo de 8 a 10 minutos para obtener

una muestra tipo catacién medio oscuro 1.

Se desarrollé una metodologia para analizar los polifenoles en el café, utilizando las
técnicas espectroscopicas Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) por
Reflexion Total Atenuada (ATR) y Ultravioleta (UV), pues los espectros obtenidos
por estas técnicas son valiosos para determinar los grupos funcionales asociados a

las sustancias presentes en el café.

En los espectros FTIR se reflejaron diferentes actividades, mas por el alto numero
de compuestos y sustancias presentes en el café, se obtuvo un registro de multiples
picos y bandas de absorcion, que no permitieron realizar la identificacion del acido
clorogénico en las muestras analizadas. Por el contrario la técnica ultravioleta arrojo
espectros caracteristicos del acido clorogénico presente en el café lo que permitié
establecer una metodologia de extraccion econémica, rapida, simple y directa, sin

uso de solventes y de baja tecnologia.

! Para la catacion se realiza una tostion de tipo medio oscura porque en este punto, es mas facil

evaluar a totalidad, las cualidades organolépticas del café.
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INTRODUCCION

El café es un producto muy comercializado y también es la bebida no alcohélica
mas consumida actualmente en el mundo 2. Este alto consumo ha estimulado el
desarrollo de estudios relacionados con la actividad biolégica del grano y
constituyentes del café destacando el hecho de que presenta una alta actividad
antioxidante que esta potencialmente relacionada con su alto contenido de
compuestos fendlicos, especialmente los acidos clorogénicos que contribuyen en el
aroma y sabor del producto final, siendo los principales determinantes del sabor del
café, ademas de ser los precursores de los pigmentos caracteristicos en la bebida.
La mayoria de estos compuestos han recibido interés por sus efectos
potencialmente protectores en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares [1],
hipertension [2], e incluso, neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson [3]. Por

lo anterior el estudio es de alto interés.

Este trabajo busca desarrollar un método de analisis sencillo, directo y accesible,
aplicando técnicas Opticas de caracterizacion de materiales, tales como
espectroscopias infrarroja y ultravioleta, para la identificacion de polifenoles en los
granos de café verde y tostado. La busqueda e identificacion de estos compuestos
esta orientada a comprobar sus nobles propiedades y en lo posible aumentar su
consumo. De otro lado, la determinacién de sustancias en el café con potencial
beneficio para la salud puede dar lugar a la produccion selectiva de granos con
mayor contenido de ellas y al surgimiento de planes de emprendimiento que hagan

uso de estas propiedades.

2 Segun la Organizacion Internacional del Café (OIC), el consumo a nivel mundial de esta bebida se
encuentra representado por 8,7 millones de sacos de nueva demanda en los cuatro ultimos afios, y
las indicaciones son de que hay muchas posibilidades de mas crecimiento en el futuro.

8



Para una mejor comprension del desarrollo de esta investigacion, en el primer
capitulo se trata sobre las generalidades del café, en el segundo los polifenoles en
granos de café, en el tercero el café y las técnicas espectroscopicas, en el cuarto el
método experimental, en el quinto se muestra los resultados con sus respectivos

andlisis y finalmente las conclusiones de este trabajo.



1. GENERALIDADES DEL CAFE

Pocas bebidas en el mundo han llegado a ser tan populares y altamente apreciadas
como una taza de café de alta calidad, bien preparada. Su exquisito aroma y sabor
ofrecen una variada gama de sensaciones que reconfortan el estado fisico y

espiritual de quienes lo consumen.

Los granos de café son las semillas de un fruto llamado popularmente cereza. Esta
semilla procede del arbol del cafeto, perteneciente a la familia de la Rubiacea y al

género Coffea.

Las cerezas se desarrollan en el curso de 32 semanas siguientes a la aparicion de
la flor (color blanco) en el cafeto; cambian desde el verde claro a rojo oscuro o0 a
amarillo segun la variedad (ver figura 1), color en el cual ya se pueden considerar
maduras, para luego ser recolectadas. Las cerezas del café se forman en racimos

unidos a las ramas por tallos muy cortos. [4]

Figura 1. Cereza del café madura [FNC]

Las cerezas estan compuestas por una cubierta exterior, el exocarpio, que
determina el color del fruto; el interior, estd conformado por el mesocarpio, una

goma rica en azucares adherida a las semillas que se conoce como mucilago; el
10



endocarpio, una capa amarillenta que cubre cada grano, llamada pergamino; la
epidermis, una capa muy delgada conocida como pelicula plateada; y los granos o
semillas, el endosperma, conocido como café verde, que se tuesta para preparar

los diferentes tipos de bebida de café (ver figura 2).

EXOCARPIO

MESOCARPIO

ENDOCARPIO

" PELICULA PLATEA

Figura 2. Estructura interna del café [FNC]

Los cafetos cultivados a nivel industrial son de la especie Coffea Ardbiga y Coffea

Canephora.

La Coffea Arabiga es la principal especie del género y constituye mas del 60% del
café que se comercializa en el mundo. Es autégama, es decir, se autopoliniza o
autofertiliza. Es una especie tetraploide (44 cromosomas), que proviene de formas
antiguas de dos especies diploides (es decir, combinaciéon de coffea eugenioides y
canephora). Se considera un café de altura, cultivado a temperaturas de 18 a 23°C.
En Colombia las plantaciones estan concentradas en altitudes de los 1200 a 1800
m.s.n.m.; el contenido de cafeina de los granos esta entre 1 y 1,4% respecto a la
materia seca, y es menos amargo que la otra especie. Es el café de mejor calidad
en taza [5]. Dentro de éste género existen numerosas variedades, [4] entre ellas:

tipica, bourbon, maragogipe, caturra, amarella, castillo.
11



A su vez, la Coffea Canephora a la que pertenece el 35% del café que se
comercializa en el mundo, conocida como Robusta. Es de polinizacion cruzada, por
lo que para su cultivo se deben sembrar varios genotipos compatibles. Las zonas
bajas tropicales de Africa permitieron que esta especie se desarrollara y fuera mas
resistente a la roya (Hemileia vastatrix), y esta caracteristica determind su cultivo en
el mundo a comienzos del siglo pasado. Se cultiva generalmente en altitudes
menores a 1000 m.s.n.m. En Colombia no se cultiva esta especie. Su contenido de
cafeina es mayor al 2%; su taza es mas amarga y con sabor a cereal [5]. Las
variedades de esta especie, por lo general, tienen 6érganos pequefios (hojas, frutos,
flores y granos) y las dos mas conocidas son: Koulliou y Robusta.

1.1 COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO DEL CAFE

La composicion quimica del grano de café depende de la especie, variedad, estado

de desarrollo del fruto y ambiente o condiciones de produccidn, entre otros factores.

A continuacién se mencionan los principales componentes del café: [5]

o Agua. Un grano de café verde tiene entre 10 y 13% de agua, que se evapora
durante el proceso de tostado, de manera que el grano en estas ultimas
condiciones no tiene méas de 5% de humedad.

o Materias grasas. Un grano de café contiene de 15 a 20% de materia grasa.

o Alcaloides. El principal alcaloide del café es la cafeina. Los cafés arabigos
contienen entre 1 y 1,5% de cafeina y los Robusta entre 1,6 y 2,7%. Esto
explica que el café Robusta sea mas amargo que el arabigo.

o Proteinas. Un grano de café verde encierra un promedio de 11% de
proteinas, parte de las cuales sera destruida durante el tostado.

o Materias minerales. Un grano de café contiene pequefas cantidades de
potasio, calcio, magnesio y fosforo.

12



o Acidos organicos. Los granos de café contienen diversos acidos organicos,
principalmente clorogénicos. Los expertos destacan su papel asociado con
propiedades antioxidantes y antivirales, con absorcién de iones metalicos y

con oxidacion de lipidos.

1.2 CUALIDADES ORGANOLEPTICAS DEL CAFE

Se conoce como cualidades organolépticas a los atributos percibidos por el
consumidor al probar la bebida. Estas cualidades se cuantifican de 1 a 10, siendo

un 10 la nota para un café excepcional.

A continuacién se describe cada una de estas cualidades [5]:

o Fragancia/Aroma. Los aspectos aromaticos incluyen la fragancia, definida
como el olor del café molido cuando aun esta seco, y el aroma, el olor del
café cuando se prepara la infusion con agua caliente.

o Sabor. Representa la caracteristica principal del café, es una impresion
combinada de todas las sensaciones gustativas y los aromas retro-nasales
gue van de la boca a la nariz.

o Sabor residual. Es la permanencia del sabor en el paladar después de haber
expulsado el café de la boca. Este puede ser agradable dejando un sabor
dulce y refrescante o desagradable dejando un sabor amargo o aspero.

o Acidez. Se refiere a esa chispa ligeramente picante que se siente en la lengua
y que hace que el bebedor se estremezca por un instante. Puede llegar a ser
indeseable cuando se califica como agria, vinosa, picante, acre, astringente
0 ausente.

o Cuerpo. Es una cualidad mucho mas sutil que el aroma y que el sabor, y es
mas dificil de diferenciar para el bebedor corriente. El cuerpo corresponde a
la persistencia que tiene la bebida en la boca y a la manera como se desplaza

13



por la lengua hacia la garganta, que es un indicio inequivoco de su suavidad.

o Limpieza. La no presencia de defectos en las tazas de una muestra.

o Impresion global. Se refiere a la calificacion general de la bebida de café. Por
medio de ésta se acepta o rechaza la calidad del grano.

o Uniformidad. La uniformidad entre distintas tazas de una sola muestra, puede
ser uniforme tanto por atributos y caracteristicas, como en defectos y/o
contaminaciones, el catador la puede catalogar como positiva o negativa.

o Balance. Es la combinacién de los atributos de acidez, cuerpo y sabor,
cuando se presentan cafés limpios y sanos.

o Dulzura. No todos los cafés presentan esta caracteristica, ya que se observa

con mas intensidad en los cafés de altura.

1.3 EL CAFE DEL CAUCA

El café del Cauca es 100% arabigo suave, cultivado en su gran mayoria en
pequefias parcelas, recolectado y procesado en las mismas fincas de manera
selectiva, con apego a protocolos y estandares de calidad. Por su ubicacion en
Colombia y por las particulares caracteristicas de la zona de produccion del café de
Cauca, este café tiene atributos sensoriales y de calidad en taza particulares.

En la figura 3, se pueden ver las cualidades organolépticas del café del Cauca,
valores calculados bajo procedimientos 1ISO17025 por Almacafé 3, los cuales oscilan
entre 7 y 8 para la gran mayoria. Esto significa, que es un café de fragancia y aroma
muy fuertes y acaramelados, que en taza presenta acidez alta, cuerpo medio,
impresion global balanceada, limpia, suave, con algunas notas dulces vy florales,

atributos que estan relacionados con las condiciones de la zona de produccion [5].

3 Almacafé, es una empresa especializada en el control de la calidad del café, almacenamiento,

custodia, conservacion, transformacion, distribucién y en la compra.
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Figura 3. Representacion grafica de las cualidades organolépticas del café del Cauca,

representado por la linea azul [Almacafé 3]

Las cerezas de café en Cauca no solo toman mas tiempo en madurar, sino que
acumulan azlcares y compuestos que se traducen en una bebida con notas dulces
y de alta acidez, atributo altamente deseado por los expertos. Ademas la interaccion
de los azucares con el azufre, proveniente de los suelos de origen volcanico, permite

generar los aromas acaramelados que se destacan en el café de esta region.

La region productora de café se encuentra al norte del Rio Patia, y esta rodeada por
el volcan Puracé (4,600 m), por el Macizo Colombiano y por las estribaciones de la

cordillera occidental que dan al océano pacifico, al suroccidente del pais.

Al ser una zona de mayor altura, enfrenta menores temperaturas promedio. El café
de Cauca se produce en 29 de sus municipios, en altitudes promedio de 1,758 y
2,100 m.s.n.m. Los suelos, de origen volcanico, son bastante homogéneos en esta

zona, asi como el clima y las estaciones de lluvia. 4

4 Centro Nacional de Investigaciones de Café, estudia los aspectos con la produccién en las fincas,
la cosecha, el beneficio, la calidad del grano, el manejo de los subproductos de la explotacion

cafetera y la conservacion de los recursos naturales de la zona cafetera.
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1.3.1 Factores Agrocliméticos

La zona cafetera del Cauca, esta ubicada en rangos de altura superiores al
promedio nacional, es particularmente homogénea por estar rodeada de altas
montafias que la aislan de buena parte de los efectos climéticos que se generan en

los valles interandinos.

En la zona cafetera del Cauca se presenta una gran diferencia de temperatura entre
la noche y el dia, que los especialistas denominan diferencial térmico. En efecto, el
diferencial térmico en el Cauca puede alcanzar hasta cerca de 12°C (ver figura 4),
y es uno de los mayores en comparacion con el resto del pais. Teniendo en cuenta
la altura a la cual se produce el café en el Cauca, es facil concluir que las plantas
soportan temperaturas bajas en la noche, lo que tiene un claro efecto sobre
caracteristicas del café que producen.

La zona cafetera de Cauca presenta suelos derivados de cenizas volcanicas, lo cual
explica las altas concentraciones de azufre que generan en el café aromas
acaramelados que lo hacen muy particular. Por supuesto, su vecindad con el Macizo
Colombiano y las caracteristicas de quienes lo cultivan, en simbiosis con un entorno

natural particular, suman para que sea un origen colombiano reconocido.

Figura 4. Temperatura promedio y diferencial térmico en Piendamé, Cauca [Cenicafé 4]
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2. POLIFENOLES EN GRANOS DE CAFE

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal. En los Ultimos afios se ha demostrado
gue una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y disminuir la

incidencia de enfermedades cardiovasculares.

Los polifenoles son en realidad los principales antioxidantes de la dieta, y su ingesta
es 10 veces superior a la de la vitamina C, y 100 veces superior a la de la vitamina
E o los carotenoides [6]. Algunos alimentos que se destacan por su alto contenido
en polifenoles son, café, té, vino y cacao. Los polifenoles contenidos en estos

alimentos son altamente efectivos como defensa antioxidante [7].

El café, como el té y el vino, contiene importantes antioxidantes fendlicos, tales
como los acidos clorogénico y cafeico, en algunos aspectos similares a las
epicatequinas y taninos del té o las quercetinas del vino tinto, pero con diferentes

estructuras quimicas y, por tanto, distintas funciones metabdlicas.

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos.
Estos compuestos son denominados polifenoles. Se originan principalmente en las
plantas, que los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo

secundario.

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcion del
namero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que
presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos,

estilbenos, alcoholes fendlicos, lignanos y flavonoides [1].
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En la figura 5, se sefialan los sustituyentes que corresponden a la estructura
concreta de algunos compuestos, se humeran los &tomos de carbono del nucleo
estructural de los flavonoides y se presentan asi mismo los distintos nucleos

estructurales de los flavonoides que derivan del nucleo principal al que aparece.

Derivados del acido hidroxibenzoico

Acidos fendlicos Estilbenas Alcoholes fendlicos

OH

Derivados del acido
hidroxibenzoico

Ra

Rz R =H Resveratrol

R

Ry =0H: R:=H Trosol

Bo =B = Re = OH Acida Gilico Dervados del acido hidroxicinamico

Lignanos
R'_ I:H.ElH
Derivados del acido Flavonides 3
hidroxicinamico ;
i CH:OM
R a
[#]3] R
[R1=0H Acido p-Cumdrico | [R= Re= OH Enterodiol |

Figura 5. Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles [1]

La diversidad de estructuras de los compuestos fendlicos esta relacionada con una
variedad de propiedades bioldgicas, asociadas a roles especificos en plantas. Por
ejemplo, los compuestos fendlicos actian como pigmentos, protegen a los tejidos
vegetales del dafio oxidativo de la radiacion UV y de los radicales libres, participan

también en el proceso de interaccion de las plantas con su medio ambiente.
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Los compuestos fendlicos poseen al menos un anillo aroméatico con 1 o mas grupos
hidroxilos; entre ellos, los fenilpropanoides presentan la estructura basica de los
fenoles mas una cadena tricarbonada como grupo lateral. Los mas comunes son
los acidos clorogénico (éster del acido cafeico y el acido quinico), cafeico, ferulico,

y p-cumarico [8].

El conocimiento de la biodisponibilidad de los niveles sanguineos y tisulares de los
compuestos fendlicos reviste importancia en la extrapolacién de estudios de lineas
celulares a modelos animales y humanos; sin embargo, en este momento hay poca
informacion acerca de la absorcion de la mayoria de los compuestos fendlicos
presentes en el café, aunque se sabe que casi todo el acido cafeico es absorbido
en el intestino delgado y la mayor parte del acido clorogénico (alrededor de dos

tercios) alcanza el colon, donde es hidrolizado por esterasas ° de la flora endégena

[9].

Se especula que los productos resultantes podrian ejercer interacciones con las
células de la mucosa del intestino distal, como sucede con otros compuestos
fendlicos, pero en esta area se precisa de futuras investigaciones que aporten

nuevas evidencias.

> Acido Quinico

El acido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexano-1-carboxilico, es un &cido vegetal muy
abundante en la naturaleza que se encontrd en la cinconarinda y también se halla
en los granos de café y en las hojas de muchas plantas [10]. En la figura 6 b se

puede observar la estructura quimica del acido quinico.

5 Una esterasa, es una hidrolasa que rompe enlaces éster en los correspondientes alcoholes y acidos
por medio de una reaccién quimica en la cual se utiliza una molécula de agua, es decir por medio de

una hidrdlisis.
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» Acido Cafeico

Los acidos hidroxicindmicos como el acido cafeico y sus correspondientes ésteres
se encuentran como constituyentes de una gran variedad de plantas distribuidas en
diversas zonas geogréficas, asi como también en productos naturales de origen
vegetal como los propdleos [11]. Estos compuestos han recibido la atencion de
numerosos grupos de investigacion en los ultimos afios debido a sus propiedades

antifangicas [12], insecticidas, antiproliferativas [13] y antioxidantes.

El acido cafeico se conjuga con el acido quinico para formar mono-, di-, tri- y tetra-
ésteres. El acido 5-O-cafeoilquinico o acido clorogénico (ver figura 6 a), es el éster
de acido quinico y &cido cafeico mas conocido, el principal compuesto
hidroxicindmico en la dieta humana y el compuesto fendlico mas abundante en el
café [14].

> Acido Clorogénico

El 4cido clorogénico responde al estrés medioambiental. Cuando un fruto, o una
hoja son rozados, el acido clorogénico es el que repara esos desgarros, 0
cortes. Generalmente, la cantidad presente de este acido en las plantas es muy
pequefia como para que resulte en un efecto en el ser humano cuando lo ingiere en
la dieta. Sin embargo, el &cido clorogénico ocasionalmente se concentra en
mayores proporciones en algunos frutos y semillas y en estos casos si puede haber
una experiencia de efectos fisioldgicos. Esto es lo que ocurre, por ejemplo en el café
sin tostar o café verde que contiene entre un 6% y 7% de &cido clorogénico. Una
vez tostado, el acido clorogénico cambia su estructura molecular, pasando a ser

acido cafeico y acido quinico [15].
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Los acidos clorogénicos fueron aislados del café en el siglo XIX. Su nombre
proviene del pigmento verde formado por la reaccion entre el acido cafeico con el
cloruro férrico y también por la coloracion de los precipitados de acidos clorogénicos
del café, formados en varias reacciones de oxidacion. Se encuentran en los granos
de café principalmente como mono y di-ésteres, y conforman mas de 40 &cidos, en
grupos de isébmeros con sustituciones en las posiciones 1, 3-, 4- 0 5- del acido

quinico (ver figura 7) [16].

La estructura del &cido clorogénico (ver figura 6 c), es un éster del acido cafeico
(fragmento fendlico, en la figura 6 a) y el acido quinico (figura 6 b). El &cido
clorogénico tiene propiedades antioxidantes, siendo un intermedio en la biosintesis
de la lignina, un polimero fendlico, material esencial en las paredes celulares de las

plantas y de la madera [17].

0O O~ OH
OH

HO ‘

s OH + HO OH
HO OH . . -

acido cafeico acido quinico
a) b)

— HO S

HO
acido clorogeénico

C)
Figura 6. Acido clorogénico como resultado de la unién de del acido cafeico y el cido quinico
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Figura 7. Isbmeros de acido clorogénico

El acido clorogénico es el mayor componente fendlico del café, pues cada taza
contiene de 15 a 325 mg, con un promedio de 200 mg por taza para el café
americano; asi, estimdndose el consumo diario de personas adictas al café se
estima entre 0,5 a 1 gramo por dia [8].

2.1 INCIDENCIA DE LOS COMPONENTES DEL CAFE EN LA SALUD HUMANA

Los mayores efectos beneficiosos de los polifenoles en la salud, se han atribuido a

su actividad antioxidante, es decir, su capacidad para eliminar los radicales libres.

A continuacion se presentan algunos estudios sobre el efecto de los componentes

del café en la salud humana:

o Caffeinated coffee, decaffeinated coffee, and the phenolic phytochemical
chlorogenic acid up-regulate NQO1 expression and prevent H>O2-induced
apoptosis in primary cortical neurons, de la autoria de J. Kim, S. Lee, J. Shim,
H. Kim, J. Kim, Y. Jang, H. Yang, J. Park, S. Choi, J. Yoon, K. Lee, H. Lee.
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Los resultados de este estudio muestran que el café, tanto con cafeina como
descafeinado, inhibi6 la muerte neuronal apoptética © inducida por H20:2
(peroxido de hidrogeno) y que el acido clorogénico podria ser el principal
responsable de estos efectos. La eficacia neuroprotectora del café con
cafeina fue similar a la de café descafeinado, lo que indica que los
compuestos activos presentes tanto en el café con cafeina y descafeinado,

como el acido clorogénico, pueden ser los responsables de esos efectos [18].

o Does coffee enriched with chlorogenic acids improve mood and cognition
after acute administration in healthy elderly? A pilot study, de la autoria de V.
Cropley, R. Croft, B. Silber, C. Neale, A. Scholey, C. Stough, J. Schmitt. La
cafeina tiene efectos positivos sobre los procesos cognitivos y de
comportamiento, especialmente en condiciones sub-Optimas cuando la
excitacion es baja. Este estudio piloto encontr6 que el café con cafeina
muestra un efecto positivo en los procesos del estado de animo y la atencién
de mas alto nivel. El café descafeinado con alto contenido de &cido
clorogénico también mejoré algunas medidas del estado de animo y del
comportamiento, en relacion con el café descafeinado regular. Estos
resultados experimentales sugieren que los compuestos en el café (no
cafeina), tales como los acidos clorogénicos pueden ser capaces de ejercer

unos efectos conductuales agudos [19].

o Acute effects of decaffeinated coffee and the major coffee components
chlorogenic acid and trigonelline on glucose tolerance, de la autoria de A.
Van Dijk, M. Olthof, J. Meeuse, E. Seebus, R. Heine, R. Van Dam. En este
estudio les fue administrando 1 g de acido clorogénico a 15 voluntarios

6 La apoptosis es una via de destruccién o muerte celular programada o provocada por el mismo
organismo, con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento, puede ser de naturaleza fisiolégica y

esta desencadenada por sefiales celulares controladas genéticamente.
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obesos, 30 minutos antes de un test estandar de tolerancia a la glucosa, que
consta de la ingesta de 75 g de glucosa en un vaso de agua. El acido
clorogénico produjo una reduccion significativa de los niveles de glucosa y
de insulina en las primeras muestras de sangre. No se redujo la
biodisponibilidad de la glucosa, ni el area bajo la curva de la insulina, pero
los autores del estudio interpretan estos resultados sugiriendo que el acido
clorogénico puede tener varios efectos sobre el metabolismo de la glucosa
“in vitro”; concluyendo que el acido clorogénico y la trigonelina redujeron las
respuestas previas a la glucosa y la insulina durante el OGTT (oral glucose
tolerance test). Este hallazgo es consistente con la hip6tesis de que estos
compuestos contribuyen al efecto beneficioso del café sobre el desarrollo de
la diabetes tipo Il [20].
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3. CAFE Y TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

A continuacién se muestran algunos estudios actuales, donde se han utilizado las

técnicas de Espectroscopia Infrarroja y Ultravioleta en muestras de café.

o Chemometric analysis of UV characteristic profile and infrared fingerprint
variations of coffea arabica green beans under different space management
treatments, de la autoria de A. Terrile, G. Marcheafave, G. Oliveira, M.
Rakocevic, R. Brunsd, L. Scarminio. En este trabajo utilizaron perfiles
caracteristicos de la espectroscopia de infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR) y ultravioleta de extractos de coffea arabiga verde, y
encontraron que los mayores contenidos de &cido clorogénico se dan a una
menor densidad de plantacion. Los extractos del solvente diclorometano del
tratamiento S10 mostraron los niveles mas altos de cafestol y kahweol 7. El
tratamiento R6 mostré un contenido ligeramente superior de cafestol y
kahweol. El analisis en grupos de las huellas FTIR les confirm6 que los
niveles de acido clorogénico y cafeina diferencian arreglos espaciales,
ademas sugieren que los granos verdes de S6 y R10, son mas ricos en

lipidos y los otros dos tratamientos tenian mas azlcares y proteinas [21].

o Evaluacién por TGA y FTIR de los cambios de composicién producidos por
la tostiébn en granos de café, de la autoria de W. Rivera, X. Velasco, C. A.
Rincon. En esta investigacion determinan las transformaciones que produce
la tostion y asocian los cambios a patrones de identificacion de grupos
funcionales por espectroscopia FTIR. Los picos de absorcion infrarroja, que

evidencian los cambios principales por efecto de la tostion del café, se

7 Cafestol y Kahweol, son moléculas de diterpeno presentes en el café. Un grano tipico de Coffea

ardbiga contiene aproximadamente un 0,6% en peso de cafestol.
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presentan en los 880 cm por bandas anoméricas de carbohidratos, en 1160,
1250 y 1380 cm! por accién del acido clorogénico y en la regiéon de 1500 a

1800 cm* con un pico mayor en 1650 cm™ por la presencia de cafeina [22].

Characterization and determination of chlorogenic acids (CGA) in coffee
beans by UV-Vis spectroscopy, de la autoria de A. Belay, A. V. Gholap. En
este trabajo desarrollaron por espectrometria UV-Vis la caracterizacion
Optica y el método para la determinacion de CGA en los granos de café. Las
propiedades de transicion Optica recientemente investigadas son utiles para
estudios experimentales y tedricos de CGA. Por otro lado el método
desarrollado para el andlisis CGA en los granos de café es simple, rapido y
sensible. Ademas, los productos quimicos y equipos necesarios para llevar

a cabo el analisis estan disponibles en la mayoria de los laboratorios [23].

3.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia Infrarroja (IR) es versatil, ya que permite estudiar practicamente

cualquier muestra con independencia del estado en que se encuentre: liquidos,

disoluciones, pastas, polvos, fibras, films, gases o superficies.

Técnica que utiliza la radiacién infrarroja del espectro electromagnético cuya

longitud de onda este entre los (14000 y 20 cm™) 8. En la Figura 8, se observa los

movimientos de torsion, flexion, rotacién y vibracion de los atomos de una molécula,

implicados en la espectroscopia IR. La multiplicidad de las vibraciones que ocurren

en forma simultdnea produce un espectro de absorcion altamente complejo que

depende de las caracteristicas de los grupos funcionales constitutivos de la

molécula, asi como de la configuracion total de los atomos [24].

8 Las unidades se dan en cm1, nUmero de onda (magnitud inversa de longitud de onda) k = p

1
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La Reflexion Total Atenuada (ATR) es una técnica de muestreo utilizada en el IR, la

cual se produce cuando una radiacion IR entra en un cristal trasmisor de alto indice

de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir la reflexion interna total, que crea

una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta onda se extiende a la

muestra que se mantiene en contacto intimo con el cristal, registrandose el espectro
IR del analito [25].

Las tres zonas en las que se divide el espectro Infrarrojo son [26]:

o

IR cercano (NIR): (12800 - 4000) cm®, requiere una minima o nula
preparacion de la muestra y ofrece un andlisis cuantitativo sin consumir o

destruir la muestra.

IR medio: (4000 - 400) cm, es donde se dan la mayoria de las aplicaciones
analiticas tradicionales, los avances en la técnica se produjeron con el
desarrollo de instrumentos que incorporan el método de transformada rapida
de Fourier (FT-IR), que ha mejorado la calidad de los espectros y minimizado

el tiempo requerido para la obtencion de datos.

IR lejano: (400 - 10) cm?, requiere el uso de fuentes y materiales 6pticos
especiales. Utilizado para el analisis de compuestos organicos, inorganicos
u organometalicos que contengan atomos pesados (masa atomica superior

a 19) y proporciona informacion muy util en estudios estructurales.

En la figura 9 se presentan espectros infrarrojo, para muestras de café verde y

tostado. Los cuales fueron tomados del articulo, Evaluacién por TGA y FTIR de los

cambios de composicion producidos por la tostion en granos de café.
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Figura 9. Espectros de absorcion FTIR de las muestras de café verde (curvas S1 verde y S2
verde) y de café sometido a tostion por 5 min a 220°C (curvas S1y S2) [22].
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3.2 ESPECTROSCOPIA UTRAVIOLETA

Técnica espectroscopica que utiliza la radiacion ultravioleta del espectro
electromagnético cuya longitud de onda esta comprendida entre los 10 y 400 nm.
Su efecto sobre la materia orgénica es producir transiciones electrénicas entre los

orbitales atdbmicos y/o moleculares de la sustancia.

En la radiacion ultravioleta se distinguen cuatro zonas: UV cercano (300 - 400) nm,
UV medio (200 - 300) nm, UV lejano (95 - 200) nm, y UV extremo (10 - 95) nm. Las
zonas del ultravioleta cercano y medio son las de mas interés puesto que los

equipos existentes trabajan a partir de los 200 nm.

Cuando la radiacion interacciona con la materia, pueden ocurrir varios procesos
como reflexion, dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia (absorcion y
reemision) y una reaccion fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En
general, cuando se miden espectros UV-visible, s6lo es deseable que ocurra

absorbancia.

En algunas moléculas y atomos, los fotones de luz ultravioleta tienen suficiente
energia para causar transiciones entre los diferentes niveles electrénicos. La
longitud de onda de la luz absorbida es aquella que tiene la energia requerida para
mover un electrén desde un nivel de energia inferior a uno superior. Estas
transiciones deben resultar en bandas de absorbancia muy estrechas, a longitudes
de onda caracteristicas de la diferencia entre los niveles de energia de las especies

absorbentes. Esto es cierto para los atomos, ver figura 10.
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Figura 10. Transiciones electronicas y espectros de los atomos [26]

Sin embargo en las moléculas, los niveles de energia vibracional y rotacional estan
superpuestos sobre los niveles de energia electronica. En la figura 11, se ve como
pueden ocurrir muchas transiciones con diferentes energias, las bandas se
ensanchan. El ensanchamiento es incluso mayor en las disoluciones, debido a las

interacciones disolvente-soluto. [27]
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Figura 11. Transiciones electronicas y espectros UV-Visible en moléculas [27]
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4. METODO EXPERIMENTAL

Los granos de café arabiga utilizados en este proyecto fueron cultivados en el
departamento del Cauca y proporcionados por la Federacion Campesina del Cauca
(FCC) [28]. Se trabaj6é con 10 muestras de café clasificadas por su variedad y
provenientes de los municipios de Cajibio (los Pinos), la Sierra (las Delicias),
Popayan (Figueroa, Santa Rosa y Villa Nueva) y Toribio (el Diviso), las cuales fueron
obtenidas por el sistema de produccion organico (sistema sostenible de produccion
y procesamiento en el cual no se utilizan quimicos como plaguicidas, herbicidas y

fertilizantes) y el convencional (sistema en el cual si se utilizan quimicos).

En el desarrollo experimental de este proyecto se realizd el proceso de catacion,
con la ayuda de la catadora de la FCC. Este proceso consisti6 en un analisis
sensorial de las cualidades organolépticas, cada una se califica con una puntuacién
del 1 al 10, donde la calificacion de 5 hacia abajo es algo negativo y 6 hacia arriba
es positivo, y mientras mayor sea la puntuacion mejor es la calidad de la taza. Este
analisis brinda la oportunidad de realizar una evaluacion del olor, sabor vy
degustacion y se realizé para cada muestra siguiendo el protocolo de la SCAA [29],
pues este es el método tradicional a través del cual se evallan las caracteristicas

de una muestra de café.

En la tabla 1 se enumeran las muestras con sus respectivas caracteristicas y el
puntaje obtenido por cada una, en la sesion de catacion realizada en el laboratorio
de calidades de la FCC.

Después de clasificadas y catadas, se eligieron las muestras 1, 5, 7 y 10, ya que
fueron las que obtuvieron mayor puntaje de catacion comparadas con las otras
muestras de la misma variedad, pues esto garantiza la realizacion de los analisis

por espectroscopia a las muestras de mejor calidad.
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Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de café

_ Sistema de Lugar Puntaje de

N° Variedad . . g
produccion Vereda Municipio catacion

1. Castillo Convencional  Las Delicias La Sierra 83,75
2. Castillo Convencional  Villanueva Popayan 83,00
3. Castillo Organico Santa Rosa Popayan 82,00
4. Castillo Organico Los Pinos Cajibio 79,75
5. Caturra Convencional  Las Delicias La Sierra 83,75
6. Caturra Organico Figueroa Popayan 83,50
7. Colombia Organico Figueroa Popayan 83,00
8. Colombia Organico Santa Rosa Popayan 83,00
9. Colombia Convencional  El Diviso Toribio 82,00
10. Tipica Organico Santa Rosa Popayan 77,00

Los andlisis de espectrometria IR para las muestras de café liquidas, se realizaron
en el laboratorio de Reologia (Departamento de Agroindustria) en la Universidad del
Cauca, utilizando el IRAffinity-1S, espectrofotometro FTIR (ver figura 12 a) que
incluye las técnicas de transmision, reflexion difusa y reflexion total atenuada. Este
interferometro de Michelson esta optimizado continuamente por un mecanismo de
alineacion dinamica y un secador auto incorporado. Trabaja en el rango de nimero
de onda de 7.800 a 350 cm™, una resolucién maxima de 0,5 cm, relacién S/N de
30.000: 1 o superior (pico a pico, 4 cm de resolucion, en un barrio de 2.100 cm™,

acumulacion de 1 minuto) [30].

Los andlisis de espectrometria IR para las muestras de café en polvo, se realizaron
en el laboratorio de Fisica del Plasma en la Universidad Nacional de Colombia (sede
Manizales), utilizado el Alpha Platinum Bruker, un espectrofotometro FTIR
compacto (ver figura 12 b). Un equipo perfecto para control de calidad que incorpora
el interferémetro Rocksolid™ permanentemente alineado. Resolucion espectral
estandar menor a 2 cm? (opcionalmente menor a 0,9 cmt), rango espectral de
7.500 - 375 cm™ y la conexién al ordenador de control se realiza via Ethernet [31].
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Los andlisis de espectrometria UV se realizaron en el laboratorio de Biologia Celular
y Molecular (Departamento de Biologia) en la Universidad del Cauca, utilizando el
Spectronic Genesys 5, un espectrofotometro facil de usar, disefiado para
mediciones cuantitativas (ver figura 12 c). Un instrumento de disefio 6ptico de haz
dividido con dos receptores, tiene como fuente dos lamparas, tungsteno y deuterio,
realiza mediciones de absorbancia, %transmitancia y concentracion dentro del
rango de longitud de onda de 200 a 1100 nm, un ancho de banda espectral de 5
nm, precision de + 0,5 nm, velocidad de barrido de 300 o0 900 nm/min [32].

a) | b) c)
Figura 12. Espectrofotometro a) IRAffinity-1S b) Alpha Platinum Bruker y ¢) Spectronic Genesys 5

Las cubetas son los recipientes donde se depositan las muestras liquidas a analizar
por espectroscopia ultravioleta. EI material del cual estan hechas varia de acuerdo
a la region que se esté trabajando; de vidrio o plastico si se trabaja en la regién
visible, de cuarzo si se trabaja en la ultravioleta. Se caracterizan por tener dos

paredes correspondientes a los lados 6pticos por donde cruza el haz de luz.
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4.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los granos de café en pergamino se procesaron mediante una trilladora GranEl,

colocando 200 g de cada muestra, durante 5 min para obtener el llamado café verde.

Figura 13. Café pergamino, trilladora y café verde

4.1.1 Muestras de café para espectroscopia Infrarroja

Las muestras que fueron procesadas como café verde, se trituraron en un molino
analitico Polymix aproximadamente a 5000 rpm. Posteriormente, se pasé por una
malla N°50, en un tamiz eléctrico durante un tiempo de 10 min, porque en la
molienda se obtuvo una muestra con diferente tamafio de grano y para realizar las
medidas por IR se requiere de un polvo fino que de manera uniforme suelte sus

componentes (ver figura 14).

Con las muestras obtenidas se toman los espectros Infrarrojo en el
espectrofotometro Alpha Platinum Bruker (ver figura 15).
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Figura 14. Molino analitico y tamiz eléctrico

Figura 15. Muestras de café verde

» Las muestras que fueron procesadas como café tostado, se tostaron en una
tostadora Joper durante un tiempo promedio de 8 a 10 min, a una temperatura
promedio de 205°C, para obtener un café tipo catacibn medio oscuro. Pues en

este tipo de catacion el café muestra todas sus cualidades organolépticas.

Figura 16. Tostadora y café tostado
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Una vez tostado el café se dejé enfriar alrededor de 10 min, pues esto permite
a la muestra desgasificarse haciendo que la molienda sea mas fécil de realizar.
Posteriormente se hizo la molienda en un molino Fresh Ground Coffee en tipo

espresso, que es la molienda mas fina.

- ')A

Figura 17. Molino y café tostado y molido

La muestra presentaba diferentes tamafios de grano, asi que se pasé por una
malla N°50, en un tamiz eléctrico durante un tiempo de 5 min, este menor tiempo
se debid al tipo de molienda que se realizd6. Con las muestras tamizadas, se

toman los espectros IR en el espectrofotometro Alpha Platinum Bruker.

Figura 18. Muestras de café tostado
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4.1.2 Muestras de café para espectroscopia Ultravioleta

Para realizar medidas por UV se requiere de muestras liquidas. Fue por esto que
inicialmente se realiz6 una prueba con la prensa de aceite Piteba [33], utilizada para
la extraccion de aceite de semillas y frutos secos (ver figura 19). Después de
muchos ensayos se encontrd6 que debido a la dureza del grano, no es posible

obtener una muestra liquida de café, mediante esta prensa.

Figura 19. Prensa de aceite piteba

» Las muestras que fueron procesadas como café verde fueron trituradas con
nitrogeno liquido, porque este permitié congelar los granos facilitando triturarlos

y conseguir que de manera uniforme soltara sus componentes.

Figura 20. Termo con nitrégeno liquido, proceso de trituracion y café verde triturado con nitrogeno
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Con el fin de obtener los componentes del café disueltos en agua destilada (200
ml de agua a la que se le han eliminado las impurezas e iones mediante
destilacion), se sometio el grano del café verde triturado (100 g) a un proceso
térmico, durante un tiempo de 15 min. La disolucion obtenida fue filtrada con
ayuda de una bomba de vacio, utilizando una membrana de filtracion con un
poro de 0.45 um, esto con el objetivo de tener una muestra que garantice una
buena transmitancia en el momento de realizar la medida de espectroscopia.

Figura 21. Filtrado con bomba de vacio

Con las muestras obtenidas se tomaron los espectros ultravioleta de café verde

en el espectrofotometro Genesys 5.

Figura 22. Celdas porta-muestras con café verde
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Las muestras que fueron procesadas como café tostado, se tostaron y molieron
de la misma manera que para la espectroscopia IR. Luego se peso 1 g de este
café y se le agregd 20 ml de agua destilada, que previamente fue calentada
hasta aproximadamente 90°C. Temperatura ideal para realiza el proceso de

catacion y a la cual se logran extraer los principales componentes del café

solubles en agua.

Figura 23. Café tostado, agua destilada y café disuelto agua

La muestra liquida fue filtrada con la ayuda de una bomba de vacio, haciéndola

pasar por una membrana de filtracion con tamafio de poro de 0,45 um.

Figura 24. Café disuelto en agua y equipo de filtracién
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Con las muestras obtenidas se tomaron los espectros ultravioleta de café
tostado en el espectrofotdmetro Genesys 5.

Figura 25. Celdas porta-muestras con café tostado

4.2 PROCEDIMIENTO DE TOMA DE ESPECTROS

Para las muestras preparadas de café verde y tostado se realizan los siguientes

procedimientos.
4.2.1 Medidas de espectroscopia Infrarroja por ATR

o Se realiza la calibracion del espectrometro de IR por transformada de Fourier.

o Se limpia el porta-muestras con agua destilada para retirar impurezas y
posteriormente se seca.

o Se llena el interior del porta-muestras con la muestra de café (liquida o en
polvo).

o Se coloca el porta-muestras en el espectrémetro y se realiza la medicion.

o Finalmente se obtiene el espectro de IR por ATR para la muestra de café.
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4.2.2

Medidas de espectroscopia Ultravioleta

Se hace una calibracion del espectrofotdmetro, realizando la alineacion de la
lampara.

Se selecciona el rango de trabajo, en este estudio la longitud de onda va de
200 a 500 nm.

Se selecciona la velocidad a la que se realizara el barrido (a velocidad lenta
de 300 nm/min).

Se lavan varias veces las celdas con metanol y se enjuagan con agua
destilada para eliminar posibles contaminantes.

Se depositan 2 ml de agua destilada en una celda, se coloca en el porta-
muestras marcado como Base y se mide la linea base con la que el equipo
realiza la resta a la solucion de la muestra.

Se realizaron muchos ensayos de disolucién de la muestra en agua destilada,
hasta encontrar el rango apropiado para el equipo utilizado. Se encontré que
se debe disolver 2 gotas de la muestra en 10 ml de agua destilada.

Se depositan 2 ml de la disolucion preparada en una celda, se coloca en una
de las posiciones del porta-muestras marcadas para Muestras y después se
mide la absorbancia.

Finalmente se obtiene el espectro de ultravioleta para la muestra de café.

4.3 METODOLOGIA

Cada técnica espectroscépica que fue utilizada, requiere un tipo de preparaciéon

diferente, infrarrojo por ATR para muestras liquidas o solidas (polvo) y ultravioleta

para muestras liquidas.
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Se estandarizé un procedimiento para la preparacion de las muestras de café
verde y tostado, en fase liquida y soélida, para realizar los andlisis por
espectroscopia.

Se realiz6 la toma de espectros infrarrojo por ATR y ultravioleta a las
muestras de café disueltas en agua destilada, para cada variedad de café en
verde y tostado.

Debido a la escasa informacion que se tenia de la actividad infrarroja en las
muestras disueltas en agua, se realizo la toma de espectros infrarrojo por
ATR a las muestras de café en polvo, para ademas posteriormente realizar
una comparacion con los resultados obtenidos para las muestras liquidas.
La informacién de los espectros obtenidos se analizé utilizando el Software
Origin Pro 8.0, para realizar el modelamiento y analisis matematico, que
permitid llevar a cabo la deconvolucion mediante Lorentzianas para los
andlisis por infrarrojo y mediante Gaussianas para los analisis por
ultravioleta.

Se llevo a cabo un analisis de las bandas encontradas en las muestras,
asociando los grupos funcionales a cada una de ellas.

Se realiz6 una comparacion de las bandas encontradas, con algunas
referencias para estandares de compuestos puros de acido clorogénico
(principal polifenol), acido cafeico y cafeina.

Se obtuvo una relacién de las areas calculadas para la region de interés en

el espectro UV para cada variedad en verde y tostado.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

En la figura 26 se observan los espectros FTIR para los extractos de café verde y
tostado, en agua destilada. Para las cuatro variedades de café analizadas no se
observo diferencias apreciables o distintivas entre ellos. En general se presenta una
banda ancha y pronunciada alrededor de 3310 cm™ que corresponde a la regién de
absorcion del agua, la banda es tan ancha debido a que la muestra fue disuelta en
agua. Las otras bandas FTIR que han sido reportadas en trabajos previos de
composicion en café no se aprecian con claridad en los espectros de la figura 26 y
de manera particular se tiene que no hay registro de las bandas en 1462, 1442,
1383 y 1271 cm™ que se han reportado como caracteristicas del &cido clorogénico
[21].

— Cafe WVerde
— Café Tostado

<

=

(o]

=

5=

=

[ %0 )

—

©

|_

T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de Onda (cm'1)

Figura 26. Espectros FTIR por ATR de extractos de café verde y tostado en agua

En contraste con la escasa informacion que ofrecen los espectros FTIR de las
muestras liquidas de café, se tiene un abundante registro de actividades de

absorcion infrarroja en las muestras de café en polvo.
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La figura 27 presenta los dos espectros FTIR obtenidos por la técnica ATR de
muestras de café en polvo (verde y tostado de la variedad Castillo). Los espectros
para ambas muestras tienen bandas de absorcion, bien definidas y muy similares
en formay posicion. Esto es un indicativo de que el café tostado conserva en buena
medida los componentes presentes en el café verde. Se puede observar una
pequeiia diferencia en los picos visibles en la region de 1640 a 1720 cm™ porque
en el café tostado existe la banda a 1694 cm asociada con acidos carboxilicos que

no se encuentra visible en el café verde de la misma variedad.
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Figura 27. Espectros FTIR por ATR de café en polvo de la variedad Castillo

La figura 28 presenta dos espectros FTIR para las muestras en polvo de café
Caturra verde y tostado. Los espectros presentan bandas de absorcion agudas y
con bastante semejanza. Se destaca si una visible diferencia en los picos de la
region entre 1200 y 1720 cm™, porque en el café verde las bandas no estan bien
definidas y no se pueden identificar con precision las bandas presentes en esta

region.
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Figura 28. Espectros FTIR por ATR de café en polvo de la variedad Caturra

La figura 29 presenta los espectros FTIR de muestras en polvo de café variedad
Colombia en estado verde y tostado. Al igual que lo visto en los espectros de las
otras variedades, hay bastante similitud. Se observa en este caso una pequefia
diferencia en los picos visibles entre la regiéon de 1640 a 1720 cm™, pues en el café
tostado se aprecia una banda en 1696 cm™ que se asocia cominmente a acidos

carboxilicos, que no se revela en el café verde de la misma variedad.
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Figura 29. Espectros FTIR por ATR de café en polvo de la variedad Colombia
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La figura 30 corresponde a los espectros FTIR de las muestras de polvo de café
verde y tostado de la variedad Tipica. Se observa una diferencia en la banda 1708
cm? que solo estad presente en la muestra de café verde y otra en la altura o
magnitud del pico de la banda de 1744 cm™ que es mayor en el café tostado que en
el café verde; tales diferencias pueden corresponder a cambios en la composicion

de los ésteres de estas muestras de café.
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Figura 30. Espectros FTIR por ATR de café en polvo de la variedad Tipica

En general las muestras en polvo, de café verde y tostado, para las cuatro
variedades del grano analizadas por FTIR muestran actividades semejantes en
ambos estados, lo que indica que el café tostado conserva en buena medida los
componentes presentes en el café verde. Las multiples bandas y picos de absorcién
que se registran en los espectros FTIR reflejan diferentes actividades por el alto
namero de compuestos y sustancias presentes en el café. En la region de 3000 a
2100 cm! se observa la actividad por la tensién de enlaces C-H que estan asociados
con los compuestos aromaticos presentes en el café (2830, 2359, 2329 y 2111
cm?); en la regién de 1800 a 1500 cm™ se encuentran las tensiones C=0 y C=N
gue estan relacionadas con compuestos responsables del aroma y sabor del café
(1635, 1530, 1513 y 1503 cm), y la regién con bandas en 1462, 1442, 1383y 1271

cm es reportada como la actividad caracteristica del acido clorogénico [21].
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De este modo se tiene el registro de multiples bandas de absorcion IR pero sin

especificidad para evaluar los polifenoles en el café.

Las figuras 31 a 36 presentan la deconvolucion por Lorentzianas de los espectros
FTIR de los polvos de café verde y tostado para las cuatro variedades de café. La
deconvolucién permite establecer el centro, area, ancho y altura de las bandas que
conforman el espectro en 3 regiones de interés: Region 1 (de 2700 a 3100 cm™?),
Region 2 (de 1550 a 1800 cm™) y Regién 3 (de 1100 a 1500 cm?).

En la figura 31 se presenta la deconvolucién de las bandas encontradas para las

muestras de café verde del espectro FTIR en la region 1.

06
Caturra Verde

Castillo Verde|

0,4 -

02 02+

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)

0,0

00

Numero de Onda (cm-1)

06

06
—— Tipica Verde

o
B
|
o
S
|

Absorbancia (u.a)
o
n
1

o
(8]
1

Absorbancia (u.a)

A |
0,0 \ /
YA S
T T
2900 3000
Numero de Onda (cm-1)

0,0

T T
2800 2900 3000 2800
Numero de Onda (cm-1)

Figura 31. Deconvolucion por Lorentzianas en la Region 1 del espectro FTIR por ATR de las

muestras de polvo de café verde
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Se observa la presencia de 4 bandas muy bien definidas en sus picos para las cuatro
variedades de café verde. La banda débil en 3009 cm™ puede atribuirse al
estiramiento de C-H en =C-H, lo cual indica la presencia de &cidos grasos
insaturados [21], en la regién de 2850 a 2975 cm™, se observan las tensiones (C-H)

que estan relacionadas con los alcanos (2964, 2921y 2851 cm-1).

En la figura 32 se presenta la deconvolucion de las bandas encontradas para las

muestras de café tostado del espectro FTIR en la region 1.
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Figura 32. Deconvolucién por Lorentzianas en la Region 1 del espectro FTIR por ATR de las

muestras de polvo de café tostado
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Se observa la presencia de 4 bandas muy bien definidas para las cuatro variedades
de café tostado, las cuales coinciden con las encontradas anteriormente para las
muestras de café verde. Esta region se puede asociar con la fragancia del café, en
ella se encuentran dos bandas visibles en 2921 y 2851 cm, que pueden atribuirse
a los lipidos o grasas presentes en la muestra, en particular por la presencia de

Cafestol y Kahweol.

En la figura 33 se presenta la deconvolucion de las bandas encontradas para las

muestras de café verde del espectro FTIR en la region 2.
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Figura 33. Deconvolucion por Lorentzianas en la Region 2 del espectro FTIR por ATR de las

muestras de polvo de café verde
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Se observa la presencia de 4 bandas muy bien definidas en sus picos para las cuatro
variedades de café verde. La banda en 1576 cm puede atribuirse a la presencia de
anillos aromaticos, la banda en 1627 cm™ puede atribuirse a la tensién C=N que
corresponden a las caracteristicas de las amidas, la banda en 1658 cm™ puede
atribuirse a la presencia de alquenos C=C, las bandas 1708 cm™ (presente solo en
la variedad tipica) y 1744 cm™ pueden atribuirse a las tensiones C=0 que

corresponden a las caracteristicas de los ésteres.

En la figura 34 se presenta la deconvolucién de las bandas encontradas para las

muestras de café tostado del espectro FTIR en la region 2.
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Figura 34. Deconvolucién por Lorentzianas en la Region 2 del espectro FTIR por ATR de las
muestras de polvo de café tostado
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Se observa la presencia de 5 bandas muy bien definidas en sus picos para las cuatro
variedades de café tostado. De las cuales 4 coinciden con las bandas encontradas
anteriormente para las muestras de café verde, la banda 1696 cm™ (que en el café
verde es un hombro) puede atribuirse al estiramiento C=C que esta presente en la

cafeina [21].

En la figura 35 se presenta la deconvolucion de las bandas encontradas para las

muestras de café verde del espectro FTIR, en la region 3.
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Figura 35. Deconvolucién por Lorentzianas en la Regién 3 del espectro FTIR por ATR de las

muestras de polvo de café verde
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Se observa la presencia de 8 bandas muy bien definidas en sus picos para tres
variedades de café verde, en la variedad caturra no se pueden detectar todas las
bandas debido a la baja intensidad en la sefial. Las bandas 1160 y 1219 cm™ se
pueden atribuir a la presencia de un estiramiento de ésteres C-O, la banda en 1422
cm* se puede atribuir a la presencia de una vibracién de estiramiento C=C, la regién
con las bandas (1462 y 1440), 1380 y 1267 cm™ se pueden atribuir a la actividad
caracteristica del acido clorogénico [21], la banda 1462 cm™ se da por deformacién
angular simétrica de grupos metilenos que estan en los acidos grasos presentes en

el café.

En la figura 36 se presenta la deconvolucion de las bandas encontradas para las

muestras de café tostado del espectro FTIR, en la region 3.
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Figura 36. Deconvolucién por Lorentzianas en la Region 3 del espectro FTIR por ATR de las

muestras de polvo de café tostado
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Se observa la presencia de 8 bandas muy bien definidas en sus picos para las cuatro
variedades de café tostado. Las cuales coinciden con las encontradas
anteriormente para las muestras de café verde. En esta region es importante la
presencia de las bandas 1160 y 1219 cm%, correspondientes a los ésteres, que le

dan el sabor al café.

Después de haber encontrado las bandas para las muestras de café en las regiones
de interés, se realiz6 una comparacion con tres compuestos que son fundamentales

en el café: el acido cafeico, el &cido clorogénico (principal polifenol) y la cafeina.
o Acido Cafeico
La figura 37 presenta el espectro FTIR del acido cafeico (3,4-dihidroxicinamico), en

las regiones de nimero de onda de 4000 a 500 cm, obtenido de la base de datos

NIST [34] y que tiene por formula molecular CoHsOa.
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Figura 37. Espectro FTIR del &cido cafeico [34]

Este espectro fue comparado en las tres regiones de interés, para encontrar en los

espectros de café las bandas correspondientes a este compuesto.
53



La figura 38 se presenta la comparacion de los espectros FTIR en la region 1, del

acido cafeico y una muestra de café (verde y tostado).
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Figura 38. Espectro FTIR del café (verde y tostado) y el &cido cafeico en la regiéon 1

Se observa que dos de las bandas del acido cafeico (2922 y 2854 cm) coinciden

perfectamente y la banda 2955 cm™ se encuentra desfasada con respecto a la

banda 2964 cm™ de las muestras de café verde y tostado.

La figura 39 se presenta la comparacion de los espectros FTIR en la region 2, del

acido cafeico y una muestra de café (verde y tostado).
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Figura 39. Espectro FTIR del café (verde y tostado) y el &cido cafeico en la regién 2
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Se observa que dos de las bandas del acido cafeico (1619 y 1649 cm), se
encuentran desfasadas con respecto a las bandas 1627 y 1658 cm de las muestras

de café verde y tostado.

La figura 40 se presenta la comparacion de los espectros FTIR en la region 3, del
acido cafeico y una muestra de café (verde y tostado).
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Figura 40. Espectro FTIR del café (verde y tostado) y el acido cafeico en la regién 3

Se observa que dos de las bandas del acido cafeico (1462 y 1218 cm™) coinciden y
las bandas 1277 y 1169 cm! estan desfasadas con respecto a las bandas 1267 y

1160 cm de las muestras de café verde y tostado.

o Acido Clorogénico

En la figura 41 se presenta el espectro FTIR del acido clorogénico (acido 5-O-
Cafeoilquinico), en las regiones de nimero de onda de 4000 a 400 cm, obtenido
de la base de datos AIST [35], que tiene por formula molecular C16H1809 y que
adicionalmente muestra el reporte de los valores de las bandas de absorcién

presentes en este compuesto.
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Realizando una comparacion entre las bandas de acido clorogénico y las bandas
encontradas en las regiones de interés, se puede observar que existen

coincidencias, en la region 1 para la banda 2971 cm?, en la regién 2 para la banda

Figura 41. Espectro FTIR del acido clorogénico [35]

1706 cmty en la region 3 para las bandas (1443, 13482, 1221 y 1159) cm™.

o Cafeina

La figura 42 presenta el espectro FTIR de la cafeina en las regiones de numero de
onda de 4000 a 400 cm, obtenido de la base de datos AIST [35], que tiene por

férmula molecular CsHioN4O2 y muestra el reporte de los valores de las bandas de

absorcion presentes en este compuesto.
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Figura 42. Espectro FTIR de la cafeina [35]

Aunqgue la cafeina no es un polifenol, es importante detectar las bandas asociadas
con su actividad en los espectros FTR por tratarse de un compuesto caracteristico
del café soluble en agua. Realizando la comparacion entre los FTIR se encontraron
las siguientes coincidencias: en la region 1 la banda 2955, en la regién 2 para las
bandas 1702 y 1662 cm™ y en la regiéon 3 para las bandas 1456, 1431y 1213 cm™2.

Para determinar la presencia de cafeina en las muestras de café analizadas, se
procede a utilizar la metodologia de autoria de M. Paradkar y J. Irudayaraj, (A Rapid
FTIR Spectroscopic Method for Estimation of Caffeine in Soft Drinks and Total
Methylxanthines in Tea and Coffee) que se apoya en un modelo de calibracion, que
compara los valores de absorcion del espectro de FTIR de la cafeina pura con las
dos regiones espectrales de 1500 a 1800 cm™ y de 2800 a 3000 cm™ para hacer

una estimacion cuantitativa [36].
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Realizando la comparacién entre el espectro ATR de cafeina pura con las
asignaciones de banda correspondientes y las zonas de interés se tienen las

siguientes coincidencias:

- Enla Region 1 para las bandas 2922 y 2850 cm™ que pueden ser debidas a
enlaces C-H de grupos metilo (-CHs), ya que la molécula de cafeina tiene 3
grupos metilo sobre una estructura ciclica; por lo tanto, estas bandas juegan
un papel importante en la estimacion de la cafeina.

- En la Regién 2 para las bandas 1659 y 1705 cm™ pueden deberse a la
vibracion de estiramiento de los grupos carbonilo (>C=0), el enlace C=C y el
enlace C=N de la cafeina.

- En la Regién 3 para la banda 1419 cm™ relacionada con la vibracién de
estiramiento del enlace C=C (la cafeina contiene 1 doble enlace carbono-
carbono), la vibracion de flexion de enlaces CH y la region de vibracién de
estiramiento del enlace C=N (la cafeina contiene 1 enlace doble carbono-
nitrdgeno por molécula) y la banda 1218 cm™ que puede deberse a la
contribucion combinada de las vibraciones de estiramiento de los enlaces
C=0y C-N de la cafeina.

5.2 CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

Los espectros ultravioleta obtenidos de los extractos liquidos de las muestras de
café verde o tostado, para las cuatro variedades de café analizadas, se realizaron
inicialmente con celdas de plastico desechables, con el objetivo de minimizar la
contaminacion entre cada muestra, pero resultdé que todas las muestras
presentaban una absorcion similar por la coincidencia entre el borde de absorcion
del material de la celda y la solucion de café; por lo que se us6 una cubeta de cuarzo

para tomar los espectros UV.
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Se observa en la figura 43 el espectro UV para los extractos de café verde y tostado,
el cual solo arrojo un pico definido y visible en 293 y 296 nm para el café verde y
tostado respectivamente, y en la region anterior a este pico no se obtuvo buena
informacion de los valores de absorbancia; esto se debié a la composicion del
material de la celda utilizada. Posteriormente se volvieron a realizaron las medidas
utilizando celdas de cuarzo, las cuales no absorben en la regién UV vy
adicionalmente las medidas se realizaron por triplicado, con el objetivo de reforzar

la confianza en los resultados.

——Café Verde (1) '—— Café Tostado (1)
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Figura 43. Espectros UV de extractos de café en agua tomados en celda plastica

Se observa en la figura 44 los espectros UV para los extractos de café verde y
tostado. En cada muestra se tiene la repeticion de los datos para tres muestras de
la misma variedad, lo cual es una buena medida del método y de la reproducibilidad
de los datos obtenidos. En las muestras de café verde se pueden ver dos bandas
bien definidas alrededor de 215 y 325 nm y dos hombros aproximadamente en 240
y 292 nm, mientras que en las muestras de café tostado se observan dos bandas

bien definidas alrededor de 285 y 321 nm y un hombro cerca de 240 nm.
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Figura 44. Espectros UV de extractos de café en agua tomados en celda de cuarzo

Al comparar los espectros obtenidos de las cuatro variedades de café con los
espectros del acido clorogénico (ver figura 45 a), el &cido cafeico (ver figura 46) y la
cafeina (ver figura 47 a), que son sustancias que pueden disolverse en agua,
encontramos que nuestros resultados coinciden en muy buena parte con el espectro

del acido clorogénico.

En esta exploracion experimental no se tuvo en cuenta la presencia de grasas o de
diterpenos como el cafestol y kahweol, porque el filtro utilizado con tamafio de poro

de 0,45 um evita el paso de estas sustancias a la solucion analizada.
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En lafigura 45 a) se presenta el espectro UV del &cido clorogénico en agua destilada
[23]. El acido clorogénico tiene dos puntos maximos; el primero a 217 nm con una
saliente a 240 nm y el segundo en 324 nm con la saliente a 296 nm. Este reporte
coincide bastante con el articulo [37], en el cual se indica que las bandas para acido
clorogénico son 218, 240, 298sh y 324 nm. En la figura 45 b) se presentan los
espectros solapados de acido clorogénico en diferentes solventes polares
(acetonitrilo, etanol y metanol), los cuales se observan desfasados para cada
solvente. Este desfase se puede explicar como un cambio causado tanto por la

constante dieléctrica del solvente, como por los enlaces de hidrégeno [23].
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0.30 4

0.25
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T T T T
200 250 300 350 400 450 250 300 350 400 a50 500
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Figura 45. Espectros de absorcion UV-Vis de acido clorogénico a) solvente agua y b) solventes

acetonitrilo, etanol y metanol [23]

En la figura 46 se presentan los espectros de absorcion del acido cafeico en agua
para dos concentraciones. La linea punteada muestra el espectro del acido cafeico
a C = 23,9x10° M. Las bandas principales de absorcién estan a 294, 319y 216 nm.
La linea continua del espectro pertenece a la concentracion C = 1,49x10° M; se
observan las bandas a 287, 312 y 215 nm [38]. Como se observa, el acido cafeico
a pesar de estar disuelto en el mismo solvente, al presentarse un cambio en la

concentracion se genera un desfase en el espectro.
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Figura 46. Espectro de absorcién UV del acido cafeico [38]

En la figura 47 a) se presenta el espectro de absorcion UV de la cafeina en agua,
tomado de [39]. La absorbancia maxima de la solucién se encuentra en la longitud
de onda maxima 1,5, = 272 nm. De forma similar en, b) se presenta el espectro de
la cafeina en diclorometano el cual tiene su maxima absorbancia se encuentra a la

longitud de onda maxima A,,5, = 274.7 nm.
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Figura 47. Espectros de absorcién UV de la cafeina [39]
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Las formas de los espectros UV y las alturas relativas de las bandas de absorcion
son caracteristicas de cada sustancia quimica. Si se utilizan diferentes solventes los
espectros de absorcion UV van a presentar corrimientos en la posicion de las

bandas y cambios en la altura relativa de ellas.

Vamos a intentar con estos resultados evaluar la concentracion de acido clorogénico
en las muestras. La relacion de la altura de las bandas Il y IV es un indicativo de la
concentracion. Asi en el caso de la muestra de café de la solucion obtenida con café
verde, que debe contener mayor concentracion de acido clorogénico, presenta la
banda mayor en 325 nm (ver figura 48) y la muestra de la soluciéon obtenida con
café tostado, que debe tener menor concentracion de acido clorogénico puesto que
el proceso térmico de tostibn degrada el acido clorogénico y disminuye su
concentracion, muestra una banda en 321 nm que decae en intensidad (ver figura
49).

Al hacer un balance de las areas correspondientes por el método de deconvolucion
mediante Gaussianas en el area de interés al espectro UV se encuentra de manera
consistente, mayor area para la banda IV en las muestras de café verde y se da una
inversion para las muestras de café tostado. De este modo podemos intentar el
aprovechamiento de este método para correlacionar el cociente entre las areas de

las dos bandas con la concentracion del &cido clorogénico.
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La figura 48 muestra el proceso de deconvolucién por Gauss de los espectros UV
tomados a todas las muestras en verde en la region de interés (255 a 350 nm).

—— Colombia Verde Castillo Verde
© ©
2 5
o ©
%) ‘©
c C
8 8
[o] o
@D »
e}
5 2 \

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
260 280 300 320 340 260 280 300 320 340
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)
Caturra Verde —— Tipica Verde
© ©
3 =]
© ©
o o
fe
8 g
5 o
2 2 \
< <
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
260 280 300 320 340 260 280 300 320 340
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)

Figura 48. Deconvolucién por Gaussianas en la regién de interés del espectro UV de las muestras

de café verde
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La figura 49 muestra el proceso de deconvolucién por Gauss de los espectros UV
tomados a las cuatro variedades tostadas en la region de interés (250 a 340 nm).
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Figura 49. Deconvolucion por Gaussianas en la region de interés del espectro UV de las muestras

de café tostado

En las tablas 2 y 3 se presentan los resultados de la deconvolucién y se observa

.. A . z
gue este coeficiente A—“, es muy superior para las muestras de café verde en

3

comparacion con las de café tostado que coincide con lo ya establecido en multiples
estudios, que el café verde tiene mayor concentracion de acido clorogénico que el
café tostado [23,38].
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A continuacién en la tablas 2 y 3 se muestran las bandas de absorcion encontradas
por deconvolucion mediante Gaussianas, para las muestras de café verde y tostado

respectivamente, ademas se presenta los estimativos de las areas para las bandas

. . L, A
de interés (Il y IV) y la relacion entre ellas, A—4.
3

Tabla 2. Bandas de absorcion UV para variedades de café verde con estimativos

de area calculados por deconvolucion

Variedad Bandas de Absorcion (nm) REI?CIOH
de Café de dreas
Banda Hombro Banda Banda Ay
Verde —

| [ Il Area 3 IV Area4 Ag
Colombia 217 240 292 3281434 325 37,02792 1,1284

Castillo 217 240 292  45,76281 326 49,51578 1,0820
Caturra 216 240 292 4226254 325 44,61656 1,0557
Tipica 215 240 291 41,88327 325 43,87188 1,0475

Tabla 3. Bandas de absorcién UV para variedades de café tostado con estimativos

de area calculados por deconvolucion

Variedad Bandas de Absorcién (nm) Relacion
de Café de areas
Tostado OMPro Banda Banda Ay

I Il Area 3 \Y Area 4 As

Colombia 240 286  14,55063 320 = 9,43375 0,6483
Castillo 240 288  22,09131 322  13,54822 0,6133
Caturra 240 287  14,19108 321 8,48501 0,5979

Tipica 240 281 8,27571 319 3,45966 0,4181
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En la tabla 2 se observa que la relacion A—“, de areas en la region de interés ya
3

comentada, presenta una variacion gradual desde el valor 1,1284 para la variedad
Colombia hasta 1,0475 para la variedad Tipica. Esta disminucién de dicho cociente
corresponde a lo esperado, que el café de variedad Colombia tiene mayor contenido
de acido clorogénico que la variedad castillo, caturra y tipica, siendo esta ultima la

que se ha reportado con menor contenido de 4cido clorogénico.

Para el café tostado en la tabla 3 se observa una variacion de 0,64483 para la
variedad Colombia hasta 0,4181 para la variedad Tipica. Estos resultados
evidencian la posibilidad de asociar este factor de areas como un elemento de
calibracion de la concentracion de acido clorogénico en diferentes variedades de
café mediante la metodologia propuesta en este trabajo de investigacion para
establecer de manera cuantitativa y precisa el factor de calibracion es necesario un
trabajo adicional con otra técnica que permita cuantificar de manera absoluta el
contenido de &cido clorogénico como lo es el HPLC (cromatografia liquida de alta
eficacia), pues esta es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las

sustancias analizadas y la columna cromatografica [40].

Mediante esta técnica espectroscopica se logré obtener una metodologia
econdmica, rapida, reproducible y debido a que se utiliza baja tecnologia, es posible
implementarla en un laboratorio de calidad como los que hay en las empresas
dedicadas a la comercializacion del café, donde se realice control de calidad del

grano.
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CONCLUSIONES

Se analizaron muestras de cuatro variedades de café (tanto en estado verde como

tostado) por las técnicas de espectroscopia FTIR-ATR y espectroscopia UV.

% Los resultados FTIR registran bandas de absorcién que coinciden con las
reportadas para el acido clorogénico y el acido cafeico puros, pero debido al
alto numero de compuestos y sustancias presentes en el café los espectros
tienen una multiplicidad de picos y bandas de absorcion que imposibilitan la

identificacion particular del acido clorogénico en las muestras.

% Los resultados de los espectros UV del café muestran dos bandas (lll y IV)
de absorcion muy bien definidas, centradas en 292 y 325 nm, que coinciden
con las caracteristicas de absorcion UV reportadas del acido clorogénico
disuelto en agua. Estos picos muestran un notable cambio de altura cuando
se comparan los espectros del café verde con los del café tostado lo que se
corresponde con la bien establecida disminucién en la concentracion de

acido clorogénico por efecto del proceso térmico durante la tostion.

% El valor del cociente entre las areas de las bandas Ill y IV (estimadas por
una deconvolucion de Gauss) de los espectros UV del café presenta un
valor maximo para la variedad Colombia, y decae de modo consistente y
gradual para las otras variedades en el siguiente orden: Castillo, Caturra y

Tipica.

% Los valores del cociente entre las areas de las curvas, producto de la
deconvolucién del espectro ultravioleta para cada una de las variedades de
café, es una via para evaluar el contenido de acido clorogénico como

componente sobresaliente de los polifenoles.
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% En esta investigacién se logré establecer un protocolo econdmico y simple
para la extraccion rapida y directa de acido clorogénico disuelto en agua de
muestras de café en el rango de concentracion apropiado para ser

analizadas con un espectroscopio UV.
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