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1. INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas consumidas en el mundo, contiene una gran
variedad de compuestos quimicos que le confieren cualidades sensoriales y
efectos especificos sobre el organismo V). Ocupa el segundo lugar después del

petréleo en consumo a nivel mundial @.

A nivel mundial el café se cultiva en mas de 70 paises, ubicados en el limite
geografico comprendido por el Trépico de cancer y Tropico de capricornio, esta
zona es conocida como el cinturon del café. De los 70 paises productores

destacan: Brasil, Colombia, Indonesia, India y Vietnam ©.

La cafeina esta presente en mas de 60 especies vegetales, lo que la hace ser
parte de la dieta habitual, dando lugar a considerarla como la sustancia

estimulante mas aceptada ©.

Actualmente, México ocupa el octavo lugar como exportador a nivel mundial de
café de grano y el quinto lugar como exportador en América latina. Las dos
especies de café mas importantes son: Ardbica y Robusta o Canephora. El
café producido en México corresponde a la especie Arabiga en un 96 % y a la
especie Robusta en un 4 %.

Las diferencias que existen entre ambas especies de cafeto son: la bebida
obtenida de la especie Arabica es mas dulce y aromatico; y el contenido de
cafeina es mayor en la especie Robusta, por consiguiente la bebida obtenida
del grano Robusta se le considera fuerte y amarga asemejando a un sabor a

madera.

El grano entre las dos especies es diferente. El grano Arabica es mas aplanado
y largo, su color verde es intenso, el grano Robusta es mas convexo y

abombado, y su color es verde palido con matices marrones.
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Las regiones cafetaleras nacionales se encuentran latitudinalmente entre los
250 y 1500 msnm, hay regiones fuera de este rango; y ademas el mayor
porcentaje se encuentra por arriba de 700 msnm, lo que aunado a factores de
baja luminosidad, temperatura fresca, precipitacion y efecto de latitud, favorece
la fructificacion, crecimiento y calidad del café. La temperatura promedio bajo la
que se produce el café en México va del rango de 18 a 22 °C, que son los

ideales para el Coffea arébica L.

Las regiones cafetaleras en la Republica Mexicana se ubican en 4 zonas: la
Vertiente del Golfo de México, Vertiente del Océano Pacifico, region del
soconusco Y region centro norte de Chiapas; cuya produccion comprende 398

municipios en los 12 estados productores .

1. Vertiente del Golfo de México; Esta region estd conformada por los
estados de San Luis Potosi, Hidalgo, Querétaro, Veracruz y Tabasco.
Una caracteristica que la hace ser muy especial a ésta region es que no
carece de agua, los periodos de lluvia se inician en Junio
interrumpiéndose en el mes de Agosto, para reiniciar en Septiembre y

finalizar en Octubre o Noviembre, en invierno solo hay falta de humedad.

2. Vertiente del Océano Pacifico; Esta region la comprenden los estados de
Nayarit, Jalisco, Colima, Guerrero y Oaxaca. La caracteristica coman de
esta region es tener de seis a siete meses de sequia que comienza en

Noviembre y termina en Abril o Mayo.

3. Region del Soconusco; Comprende parte del estado de Chiapas, Yy
aunqgue geograficamente esta localizada en la vertiente del Pacifico, ésta
difiere en clima a la de los demas estados, debido a que sus

precipitaciones son de 2500 hasta 5000 mm anuales.
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4. Region centro norte de Chiapas; Comprende parte del estado de
Chiapas y se caracteriza por tener periodos de sequia prolongada de
Noviembre a Abril, ademas de que los suelos son profundos con valores

de pH entre 4.5y 6, y mediano contenido de materia orgénica.

De los estados productores, Oaxaca, Veracruz y Chiapas tienen la mayor
produccion de café, esto se debe al clima, y al tipo de suelo, lo cual
proporciona un lugar ideal para el desarrollo del cafeto, ya que a éste se le

considera de cultivo exigente .

Durante el ciclo cafetalero 2009/2010 las exportaciones mexicanas de café
totalizaron 2.57 millones de sacos de 60 kg, con un valor total de 505 millones

de délares.

A pesar de que México exporta café a mas de 65 paises, destaca el hecho de
que mas del 62 % del volumen exportado se dirige al mercado de Estados
Unidos ©®.

S.L. POTOSI 1.5%

HIDALGO 3%

PUEBLA 8%
VERACRUZ 35A
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v §7v¥— TABASCO 1.5%
COLIMA 1.5% \'\Q X

MICHOACAN1.5% / \ g CHIAPAS 35%

GUERRERO 4% OAXACALZR

Figura 1. Estados productores de café en México ©
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2. JUSTIFICACION

La determinacion en granos de café se utiliza como una herramienta adicional
para la evaluacion de la calidad del café. Por lo que es importante la
determinacién de cafeina en los granos de café obtenidos en diferentes

estados de la Republica Mexicana, estudiadas en este trabajo.
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3. HIPOTESIS

Debido a las diferencias en las condiciones ambientales, componentes
nutricionales del suelo, la altura y estrés en el que se encuentran las plantas de
café en las diferentes regiones del pais, debera existir diferencia en las
concentraciones de cafeina obtenidas de los granos de café verdes y tostados
procedentes de Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Puebla.
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4. OBJETIVOS

Objetivos generales.

Llevar a cabo la determinacion de cafeina en café de grano verde y café
de grano tostado procedentes de los estados de Veracruz, Chiapas,
Oaxaca y Puebla.

Desarrollar una metodologia analitica que permita la determinacion vy
cuantificacion de cafeina empleando la técnica denominada
espectroscopia ultravioleta, para el andlisis de cafeina en café de grano

verde y café de grano tostado.

Objetivos especificos.

Establecer una comparacion entre la cantidad de cafeina, presente en
muestras de granos de café verdes y tostados para cada uno de los
estados a analizar.

Realizar una comparacion de la cantidad de cafeina presente en los
estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Puebla.

Obtener el espectro de absorcidon para determinar cuantitativamente la
cafeina presente en grano de café, utilizando espectroscopia
ultravioleta.

Determinar la cantidad de cafeina como paradmetro de calidad del café
tostado, en el cumplimiento de la Norma Mexicana NMX-F-013-SCFI-
2000.
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5. GENERALIDADES

5.1 Historia

Segun una leyenda arabe, el descubrimiento del café se ubica alrededor del
afio 800 a.C., en las colinas del Yemen cuando un pastor observé a una de sus
cabras que correteaba toda la noche después de haber ingerido las frutas rojas

de un arbusto desconocido .

Fuerza y vigor es el significado de la palabra arabe “Kaweh” de la cual proviene
la palabra café. De igual manera, Kaffa es el hombre de una provincia de

Etiopia considerada como la patria del café.

De Arabia se introdujo a Siria, Egipto y Nigeria, en donde se consideraba como
un producto afrodisiaco, posteriormente, gracias a los turcos, que olvidaron
varios costales de café en una batalla frente a los muros de Viena, fue como el
café entr6 a Europa para su posterior introduccion a América durante la

conquista del llamado nuevo mundo ®.

Para el afio de 1727, el café es introducido en Brasil, a Cuba en 1748, a
Colombia en 1750, a Puerto Rico en 1779, a Venezuela en 1784 y a México en
1790. En el afio de 1828 se tiene registro de la primera plantacion en la

hacienda de Parota, Michoacan.

A mediados del afio 1860, la produccion estaba localizada principalmente en el
estado de Veracruz, considerado como el estado mas avanzado en la

plantacién y proceso de café.
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5.2 Café

Los cafetos son arboles o arbustos de hojas perennes opuestas, enteras con
flores blancas, olorosas, frutos rojos en su interior tiene dos semillas, a partir de

estas semillas tostadas se prepara una bebida conocida como café ©.

4

Figura 2. Planta de café o cafetos (Coffea spp.)®”

5.2.1 Cultivo y recoleccion

Las regiones donde se cultiva el cafeto tienen un clima tropical himedo, la

temperatura es importante para su crecimiento y desarrollo.

La temperatura favorable es en el rango de 22 a 26 °C; esto es para el café

Arébica & 19,

La cosecha del café dura de 6 a 8 meses, esto varia dependiendo de la

especie de cafeto que se cultive.

La recoleccion del grano de café Arabica se realiza de forma manual, ya que
con maquina no da buenos resultados, debido a que no todos los frutos estan
en su punto de maduracion, el fruto tiene que estar de una coloracién rojo

parpura & 1213,
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5.2.2 Preparacion de los granos de café.

La preparacion de la semilla de café, se realiza por dos métodos: por via

humeda y por via seca.

5.2.3 El método por via himeda

Es aplicable a los frutos maduros y tiene varias etapas © 2.

- Eliminacién de la pulpa

- Eliminacién del mucilago
- Fermentacion

- Desecacién

- Desparchado

La semilla de café se somete por varios dias al sol para desecar, posterior a la

exposicion, se procede a la semilla a la eliminacion de la corteza.
Las semillas son seleccionadas y retiradas de las semillas de mala calidad.
5.2.4 EI método por via seca
Los frutos recién recolectados se llevan a terrazas de desecacion, en las
que se extienden y se dejan secar al sol hasta que la cascara se desprende

del grano.

Con la maquina descascarilladora se retira tanto la pulpa como el endocarpio y

el tegumento. El café descascarillado limpio se coloca en sacos.
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5.2.5 Torrefaccion.

Un café crudo o verde no tiene aroma y proporciona una bebida amarga casi

incolora.

Para poder obtener una bebida con sabor y aroma caracteristico, es necesario
someterlo a un proceso de torrefaccion para tener las -caracteristicas
organolépticas y morfolégicas, las dos son importantes desde el punto de vista

comercial.

El método mas utilizado consiste en introducir las semillas en un cilindro que

realice movimientos de rotacién, que gire debajo de un foco calorifico.

Este proceso dura aproximadamente 20 minutos, debe alcanzar una
temperatura de 200 °C. La semilla empieza a tomar una coloraciéon obscura y
brillante, a una temperatura superior a los 250 °C se carboniza torndndose

negra y sin brillo ©.

La torrefaccion mediante aire caliente, es un procedimiento que se realiza en

los paises productores, para uso local de la semilla.

Después de realizar la torrefaccidon es imprescindible que la semilla tostada sea

colocada en empaques especiales para evitar la pérdida de sabor y aroma.

Grano de café (endosperma) Corte central

Fiel plateada [tegumento)

Pergamino [endocarpio)

Capa de pectina

Pulpa [mesocarpio)

Piel exterios [pericarpio)

Figura.3 Estructura interna del grano de café

10
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5.3 Composicion de la semilla de café

La composicidn de la semilla de café es variada, ya que contiene mas de 1000
sustancias diferentes y entre las mas destacadas tenemos: aminoacidos,
compuestos nitrogenados, polisacéaridos, azucares, triglicéridos, acido linoleico,
diterpenos (cafestol), acidos volatiles (formico y acético) y no volatiles (lactico,
tartarico, piravico, citrico), compuestos fendlicos (acido clorogénico), cafeina,
también contienen vitaminas y minerales, sustancias volatiles de las cuales 800
sustancias han sido identificadas y de éstas, entre 60 - 80 se considera que

contribuyen a las cualidades del aroma del café ®+3° %,

El café verde contiene: de 10 a 13 % de agua, minerales, mas de 50 % de
glicidos, en su mayoria polisacaridos, de 10 al 15 % lipidos, 10 % de
compuestos insaponificables, esteroles y diterpenos, siendo de gran
importancia la presencia de acidos fendlicos 5 - 10 %, representados por los
acidos quimicos cafeico y clorogénico. Es importante destacar que el &cido
clorogénico es el mas abundante y se encuentra en cierta cantidad, unido a la
cafeina formando un complejo de clorogenato de cafeina. Este compuesto
presenta propiedades antioxidantes, gran parte de éste se pierde durante el
tostado. 314 9),

Variedad
Arabica Arabica Robusta Robusta
Café tostado Café verde Café tostado Café verde
Cafeina 0.8-15 0.6-1.00 2.12 - 3.16 1.16 — 2.27

Tabla 1. Porcentaje de cafeina presente en café, en base seca y verde 2

11
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5.3.1 Cafeina.

La semilla o grano de café es una de las principales fuentes de cafeina. El

primero en aislar la cafeina fue Friedlied Ferdinand Runge (1794-1867) .

Debido a su origen biosintético, el cual implica aminoacidos posee un caracter
basico asi como sus caracteristicas de solubilidad en agua caliente y
disolventes clorados, la cafeina no es considerada perteneciente al grupo de

los alcaloides *®

, por esta razon es catalogada en el grupo de las
metilxantinas, sustancias derivadas de las purinas, su formula molecular de la

cafeina es CgH10N4O, y estructura molecular es la siguiente:
D /s
H;C

\N N>

S

Y N N

@) I

CHy

Figura 4. Estructura molecular de la cafeina ®®

Las metilxantinas mas importantes son: cafeina, teofilina y teobromina. © * 2

16,17)

En estado sélido es un polvo cristalino blanco en forma de agujas, de sabor
amargo, tiene una densidad 1.23 g L™, con un punto de fusién de 237 °C y su
constante de acides (pKa) 10.4 a 40°C. Es soluble en agua, a 25 °C se
disuelven 22 mg de cafeina en 1 mL de agua, a 80 °C, se disuelven 180 mgy a
100 °C se disuelven 670 mg 9.

Tiene mayor afinidad por algunos disolventes organicos, como son el

cloroformo y el diclorometano ®©.

12
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5.4 Efectos de la cafeina en el organismo.

Las bebidas preparadas a base de cafeina representan probablemente, la
droga mas usada, debido a que estas bebidas tienen efectos estimulantes
como elevar el estado de animo y aumentar la capacidad de trabajo ¥

Los efectos estimulantes de la cafeina provienen de su interaccidbn con
receptores de la adenosina, moléculas activas de la membrana celular y
componente esencial del combustible principal de la célula, el adenosin-
trifosfato (ATP). 41:18)

La cafeina es un antagonista de los receptores de adenosina, de tal forma que
la inhibicion de la adenosina sumada a la liberacion de la noradrenalina en el
sistema nervioso simpatico, provocan un estado de estimulacion en el que las
reservas corporales se movilizan, ocurre un aumento en la tasa de activacion
de las neuronas noradrenérgicas, produciendo efectos de estimulaciéon
cardiaca, aumento de la presion arterial, reduccion de la movilidad intestinal,
todas estas reacciones preparan al cuerpo para estar en un estado de alerta

ante un peligro , emprender la huida y alejarse o afrontar una pelea.*21®

Teniendo en cuenta el amplio uso de la cafeina en todos los rangos de edades,
es importante revisar sus efectos y cémo influye en diferentes sistemas del

organismo 9

La cafeina se absorbe de forma répida y completa en el tubo digestivo,
distribuyéndose hacia todos los tejidos del organismo. La concentraciéon
plasmatica maxima de cafeina, luego de una ingesta habitual de café, es de 50
uM/L, y la vida media en el cuerpo esta en el rango de 2.5 a 10 horas. El
metabolismo de la cafeina ocurre principalmente en el higado, mediante el
citocromo P-450 en un 95 %, la cual genera mas de 25 metabolitos, solo el 5 %

restante se excreta por la orina como cafefna (1> 1720,

13
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5.4.1 Propiedades antioxidantes de la cafeina.

La cafeina tiene la capacidad de inhibir la lipoperoxidacion inducida por
radicales hidroxilos (OH), peroxidos (ROO’) y oxigeno singulete, convirtiéndola
en un potente antioxidante con capacidad similar a glutation y superior al 4cido
ascorbico.

5.4.2 La cafeina en el sistema respiratorio.

La cafeina mejora la funcion de ventilacion en la broncoconstriccion inducida
por ejercicio, por esta razon se recomienda el consumo habitual de café en
pacientes asmaticos, ya que mediante estudios se ha comprobado que ayuda

en ataques moderados de asma con el consumo de tres tazas de café al dia ©
11, 12, 13,20)

5.4.3 Importancia de la cafeina en el sistema digestivo.

Estudios realizados sobre la cafeina en el sistema digestivo, han mostrado un
incremento de acido gastrico después de haber ingerido dos tazas de café,
regular o descafeinado, lo cual sugiere que el aumento del acido gastrico no es
solamente debido a la cafeina, sino a los componentes del café y sobre todo a

la sensibilidad interindividual de cada persona **

En algunas patologias, como puede ser gastritis, la cafeina causaria ulceracion

péptica provocando hemorragias.
Por otro lado, la cafeina estimula las contracciones de la vesicula biliar, relaja

el musculo liso de las vias biliares y disminuye los niveles de colesterol en la

bilis 9,

14
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5.4.4 Relacién de la cafeina en el sistema muscular.

Se sostiene que la cafeina se relaciona positivamente con el incremento del
ejercicio debido a que relaja el musculo liso aumentando el umbral contractil de

los mUsculos e incrementando la movilizacion de &cidos grasos de la sangre “©

También la cafeina moviliza grasas que el cuerpo tiene de reserva, aumenta
la resistencia a la fatiga en las fibras musculares, en ejercicio de larga o corta

duracion
5.4.5 Mecanismos de accién de la cafeina sobre el sistema nervioso.

Sus mecanismos son muy parecidos a la anfetamina, cocaina y heroina pero

sobre todo, sus efectos son mas leves.

Los principales metabolitos de la cafeina farmacol6gicamente activos son:
teobromina, teofilina y paraxantina .

Estudios realizados, concluyen que la cafeina mejora la capacidad mental en la
realizacion de calculos, aumento en la memorizacién, se cree que estos
cambios estan relacionados con alteraciones morfolégicas de las neuronas,
pues la liberacion de calcio inducida por la cafeina, provoca una répida y
significativa multiplicacién de las espinas dendriticas del hipocampo, regién del
cerebro clave para el aprendizaje y la memoria. No solo la cafeina provoca un
incremento de hasta el 33 % en el tamafio de las espinas dendriticas, sino que
conlleva a la creacion de nuevas espinas, aumentando la densidad de las ya
existentes y también el grosor de las dendritas. No se puede asegurar en un
100 % que los efectos de la cafeina en el aprendizaje, estén directamente
ligados a los cambios morfologicos de las espinas dendriticas, si se observa
que la cafeina incrementa la atencion, lo que favorece a su vez, la memoria y el

aprendizaje. %2V

15
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5.4.6 Importancia de la cafeina en el sistema cardiovascular.

Aproximadamente 65 mg de cafeina (2 cucharadas de café€), para personas
que no consumen con frecuencia café, ocasiona un aumento de la frecuencia
cardiaca. En algunos casos se puede llegar a tener la sensacion de

palpitaciones V.

El uso regular de café no altera al sistema cardiovascular esto, debido a la

tolerancia desarrollada a los efectos de la cafeina 2.

5.4.7 Importancia de la dosis de cafeina sobre el sistema urinario.

Una elevada dosis de cafeina produce un ligero aumento de volumen de orina
y una excrecion de sodio en orina, con este efecto se crea una disminucion en
la absorcion de sodio y de agua. Debido a este ligero efecto de diuresis se
tiene que tener cuidado, en que la pérdida se compense para evitar
deshidratacion, ya que la pérdida de agua y sodio puede causar consecuencias

negativas en el organismo 2 1523,

16
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5.4.8 Sistema endbcrino.

La cafeina es capaz de movilizar acidos grasos hacia la sangre ocasionando un
nivel elevado de éstos en sangre, estudios realizados indican que esto solo
ocurre en personas que tienen una ingesta de cafeina esporadica.

En las personas con ingesta esporadica de cafeina, la relacion con el sistema

enddcrino puede elevar los niveles de algunas hormonas como: la renina,

catecolaminas e insulina " 319,
£ ;’L( - Memoria
- Reduce la sensacion de ——— »
areAnci - Concentracion
-Estado de vigilia -Favorece la vasodilatacion
- Efecto analgésico
o -Contrae las arterias

N \cerebrales.
Disminuye el riesgo
de enfermedades

cardiovasculares -Vasodilatacion a nivel

muscular.

| -Aumenta la respuesta
contractil.

| -Disminuye la fatiga.

-Disminuye el ]
riesgo de diabetes. |

Efecto diurético

Figura 5. Efectos benéficos de la cafeina en la salud ©°.
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5.4.9 Efectos indeseables por consumo crénico de cafeina.

La cafeina en algunos individuos causa suefio patolégico, también ha sido

descrito con el consumo de anfetaminas.

Las evidencias de consumo de cafeina en grandes cantidades, provoca

dependencia fisica y psicoldgica (sindrome de ansiedad, depresion y ataques

de sicosis) (7 151920

Vision
- Ver destellos.

Sistema nervioso

-Irritabilidad
-Ansiedad-
-Confusion
-Delirio
-Insomnioc
-Inquietud
-Dolor de cabeza

Oido
-Zumbidos.

Piel

-Incrementa la
sensibilidad y
dolor al tocar.

Muscular

-Convulsiones

-Temblor - Corazon
-Contracciones - Latidos rapidos del
-Calambres

corazon.
-Ritmo irregular

Respiratorio R
Gastrico

-Respiracion
rapida -Dolor abdominal
-Nauseas
-Vomito
Urinario

-Diurético

-Deshidratacion

-Fiebre

Figura 6. Sintomas adversos de la cafeina
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5.4.10 Tolerancia y dependencia.

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS), no existe evidencia
que el consumo de cafeina se compare a las consecuencias fisicas que causan

las drogas de abuso.

La sensibilidad individual y la frecuencia, asi como la dosis a la cual se esta

ingiriendo la cafeina pueden provocar tolerancia y dependencia.

La dependencia ocurre con el consumo de 350 mg diarios de cafeina durante
un mes, generando el sindrome de abstinencia. Este sindrome se manifiesta
con dolores de cabeza, irritabilidad, dificultades para concentrarse, nauseas,
ansiedad, cansancio, depresién y somnolencia, pero no es grave, estos efectos

desaparecen en pocos dias.

5.5 Farmacocinética.

5.5.1 Absorcién y distribucion.

La cafeina se absorbe por el tracto intestinal de forma rapida y completa
distribuyéndose con rapidez por todos los tejidos corporales atravesando con
facilidad la placenta y la barrera hematoencefalica. Cerca de un 17 % de la

cafeina se encuentra unida a proteinas plasmaticas.

La vida media plasmética de la cafeina es de 3 a 4 horas en adultos y puede
llegar a mas de 100 horas en neonatos a pre-término. La vida media mas
prolongada en neonatos se debe a un metabolismo mucho mas lento de la
droga por la inmadurez del sistema enzimatico citocromo P450. Por lo tanto, si
la cafeina se utiliza con fines terapéuticos en neonatos (p. €j., en el tratamiento
de la apnea prologada en nacidos prematuros) es necesario corregir la
frecuencia de las dosis en forma apropiada y monitorear con cuidado la

concentracion plasmatica.
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5.5.2 Citocromo via del metabolismo de la cafeina.

El citocromo CYP, son una superfamilia de enzimas que contienen una

molécula de hemo unida en forma no covalente a la cadena de polipéptidos.

Estas son las enzimas metabolizadoras de productos xenobidticos mas
estudiadas, puesto que son las encargadas de metabolizar la mayor parte de
los medicamentos, sobre todo las proteinas del citocromo P450
monooxigenasas.

Estas enzimas se localizan en la mayor parte de los tejidos del organismo,

principalmente en el aparato digestivo y en el higado.

El citocromo CYP1A2, es responsable de metabolizar a la cafeina en
aproximadamente un 95 %, por desmetilacion, transformandola en paraxantina
en un 85 %, teobromina 10% Yy teofilina 5%, solo de 2-5 % se excretara sin

cambios en la orina.

Posteriormente se metabolizara también por el citocromo CYPA2 en
monoxantinas, que sera sustrato de la xantinoxidasa. La N-acetiltrasferasa-2
metaboliza a la paraxantina a 5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo.
Intervienen en una forma menor, otras enzimas de citocromo CYP2ELl y
CYP3A3.

En el metabolismo de la cafeina existe una amplia variabilidad en la actividad
de la enzima citocromo CYP480 entre los individuos.
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5.5.3 Toxicidad.

Dosis elevadas de cafeina, provocan dolor abdominal, fasciculaciones
musculares, rubor facial, mareos, disnea, delirios leves, diuresis,
deshidratacion, nauseas, vomitos y fiebre. Algunas manifestaciones mas
graves son arritmias cardiacas y convulsiones. La dosis letal aguda de cafeina
en los adultos es de unos 5 a 10 g. La cafeina puede agravar la diarrea en
pacientes con intestino irritable o puede exacerbar las Ulceras duodenales.

5.6 Efectos benéficos en enfermedades degenerativas.

5.6.1 Enfermedad de Alzheimer.

La cafeina y los antagonistas de los receptores de adenosina afectan la
capacidad memoristica en humanos y en modelos animales, y en especial las
observaciones que de manera uniforme demuestran que la cafeina y los
antagonistas de los receptores de adenosina (de receptores A2A en estimulos
cronicos y de receptores Al en estimulos agudos) son particularmente
efectivos para prevenir la deficiencia de memoria, cabe pensar que ambos
deben considerarse herramientas prometedoras para la enfermedad de

Alzheimer.
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5.7 Espectrofotometria ultravioleta.

La espectrofotometria ultravioleta, es una técnica analitica instrumental, que
permite determinar la concentracion de un compuesto en disolucion. El
fundamento esta basado en la absorcidon de la energia electromagnética por

una sustancia en disoluciéon, dependiendo en forma lineal de la concentracion.

Para realizar este tipo de medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el cual
se puede seleccionar la longitud de onda de la luz monocromética que pasa por

una disolucién y medir la cantidad de luz absorbida por la misma.

Cuando la luz es absorbida por una molécula se origina un salto electronico,
desde un estado energético basal o fundamental, E; a un estado de mayor
energia, E; y solo se absorbera la energia que permita el salto al estado de
mayor energia. Cada molécula tiene una serie de estados de excitacion que la
distinguen del resto de las moléculas. La absorcion que a distintas longitudes
de onda presenta una molécula se le conoce como espectro de absorcion y

constituye una sefial de identidad de la misma. ¥

h =Es la constante de Planck: 6.63 2* J/s

v =Frecuencia de radiacién E

Figura 8. Diagrama de los niveles de energia en una molécula.
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La espectrofotometria en el término luz, no solo se aplica a la forma ultravioleta
de radiacion electromagnética, sino también a la forma visible e infrarrojo. La
zona de la espectrofotometria de absorcion de nuestro interés, es la region del

ultravioleta cercano, que va de 195-400 nm.

uv uv uv uv
EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE

10 95 200 300 400 750

RAYOS X INFRARROJOS
- —

10 180 280(315 | 400 750

ULTRAVIOLETA  UV-C UV-B UV-A
DE VACiO

Figura 9. Espectro electromagnético

- La region ultravioleta. La energia es muy alta debido a esto causa dafio en
el ojo humano. Los compuestos con dobles enlaces aislados, triples
enlaces, enlace peptidico, sistemas aromaticos, grupos carboxilicos y otros
heterodtomos tienen su maximo de absorbancia en la region del ultravioleta,
por lo que ésta es muy importante para la determinacion cuantitativa y
cualitativa de compuestos organicos. Diversos factores como pH,
concentracion de analito y el tipo de disolvente, provocan desplazamientos,
batocrémico, hipsocrémico, hipercromico e hipocromico de los espectros de
absorcion en la zona del ultravioleta. La fuente de radiacion ultravioleta es

una lampara de deuterio .

La trasmitancia, T, se define como la fraccién de la luz incidente que pasa a
través de la muestra, en la ecuacion I es la cantidad de luz trasmitida por la

muestra e I, es la cantidad total de la luz incidente.
T=2
I

Por lo tanto el concepto de absorbencia esta mas relacionado con la muestra,

puesto que indica la cantidad de luz absorbida por la muestra.
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5.7.1 Ley de Lambert-Beer.

Esta ley expresa la relacion entre absorbencia de luz monocromatica y la

concenetracion de un croméforo en disolucion.

A=¢.c.l

La absorbencia de una disolucion es directamente proporcional a su
concentracion esto quiere decir que a mayor numero de moléculas mayor
absorbencia; € es una constante denominada absortividad molar y es
especifica para cada cromdéforo. La magnitud de absortividad molar
dependera de las unidades empleadas para la concentracion (C) y la

longitud de la celda o paso de la radiacién a través de la disolucion (1).
A menudo (C) se expresa en moles por litro y la longitud de la celda (I) en

centimetros, la absortividad molar, se designa como ¢ y tiene unidades de

L-mol™t.cm™@),
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5.7.2 Gréafico de calibracion.

Para obtener el grafico de calibracion de un compuesto se preparan
disoluciones de diferentes concentraciones, determinando para cada una de
ellas un valor de absorbencia a la longitud de onda de maxima absorcion. Los
valores de absorbencia se presentan en el eje de las ordenadas y la

concentracion en el eje de las abscisas.

Al realizar el grafico de calibracibn se observa que un aumento en la
concentracion corresponde a un incremento lineal en la absorbencia (zona de
cumplimiento de la ley de Lambert- Beer). Tanto a altas concentraciones como
a bajas concentraciones la linealidad se pierde, por lo que las medidas son
poco fiables y existe una zona del no cumplimiento de la ley de Lambert-Beer.

(25)

Desviacidn

Desviacian

Cumplimiento de la Ley de
Lambert-Beer

U R s L I = e N o T = i -

Concentracidn

Figura 10. Grafica de calibracion.
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5.7.3 Factores que afectan a la ley de Lambert-Beer.

La ley de Lambert-Beer y sus desviaciones se cumple para describir el
comportamiento de absorcién de disoluciones de concentracion definida a
concentraciones altas por ejemplo mayores a 0.01 M, la distancia promedio
entre las especies responsables de la absorcidon esta disminuida hasta el punto
que cada una afecta la distribucion de cargas de sus vecinas. Esta interaccion,
a su vez, puede alterar la habilidad de las especies para absorber en una
longitud de onda de radiacién. Debido a que la extensién de la interaccion
depende de la concentracion, la ocurrencia de este fendbmeno provoca

desviaciones de la relacion lineal entre absorbencia y concentracion.

Un efecto similar se encuentra a veces en disoluciones que contienen altas
concentraciones de otras especies, particularmente electrolitos. La proximidad
de iones a la especie absorbente altera la absortividad molar de la Gltima por
atracciones electrostaticas, este efecto se disminuye por dilucion.

Se encuentran algunas excepciones entre ciertos iones o moléculas organicas
grandes, que presentan interacciones significativas a concentraciones debajo
de 0.01 M.

También se observan desviaciones de la ley de Lambert-Beer debido a que ¢
es dependiente del indice de refraccion de la disoluciones; entonces, si
cambios de concentracidén provocan alteraciones en el indice de refraccién de

la disoluciones, se observan desviaciones a esta ley. ®.
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METODOLOGIA

6.1 Equipos y Materiales.

>

>

A\

vV Vv VY Vv VY ¥V VY ¥V V¥V VY V VYV VYV V

Espectrofotdmetro UV- Visible: HITACHI modelo 200
Celda de cuarzo de 1cm de paso Optico

Balanza analitica: SARTORIUS BASIC "™ BP2105
Capacidad max. 250 g., d=0.1 mg.

Parrilla eléctrica: THERMOLYNE modelo HP- A1915B
Molino de café marca Krups

Matraces Erlenmeyer 25 mL

Embudos de separacion de 150 mL

Viales de vidrio de 40 mL

Naves de pesado

Espatula

Probeta de 50 mL

Probeta de 10 mL

Embudos de plastico

Matraces aforados de 25 mL

Matraces aforados de 5 mL

Micropipeta de 100-1000 pL (Transferpette)

Algodoén
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6.2 Reactivos y disoluciones

Cloroformo (J.T. Baker)

Sulfato de sodio (J.T. Baker)

Hidréxido de sodio lentejas (J.T. Baker)

Estandar de cafeina con una pureza del 99% (J. T. Baker)

Agua destilada

YV V.V V V V

Muestras de semillas de café tostado y semillas de café verde
obtenidas en las zonas de estudio de los estados de Oaxaca,

Veracruz, Chiapas y Puebla.

6.3 Preparacion de disoluciones

Disolucion de hidroxido de sodio 6 M en un vaso de precipitados apropiado, se
colocan aproximadamente 150 mL de agua destilada y lentamente y con
agitacion se agregan 60 g de lentejas de hidroxido de sodio, se agita hasta
disolver completa, posteriormente es trasferido a un matraz volumétrico de 250
mL y se afor6 a la marca con agua destilada. Se almacend en un recipiente de

plastico previamente etiquetado.

6.4 Muestras de café de grano

Se analizaron muestras de café de grano tostado y café de grano verde de la
variedad arabica provenientes de las regiones de Veracruz, Oaxaca, Puebla y
Chiapas. Se obtuvieron todas las muestras en forma de granos, para todos los
experimentos, los granos de café se molieron en un molino de café marca
Krups. El grano molido se tamizé a un tamafio de particula de 0.5 mm se

homogeniz6 para empezar el proceso de extraccion.
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El muestreo se realiz6 comprando el café en diferentes establecimientos en el

centro Historico de la ciudad de México, dedicadas a comercializar café de

grano tostado y café de grano verde, también se obtuvieron directamente de

productores cafetaleros de la Republica.

Muestra Tipo de café Estado y regién cafetalera
1 Grano de Café verde Chiapas ( Sierra madre de Chiapas)
2 Grano de Café verde Chiapas
3 Grano de Café verde Chiapas ( Sierra madre de Chiapas)
4 Grano de café verde Oaxaca ( la Mixteca)
5 Grano de café verde Oaxaca ( Sierra Juarez)
6 Grano de café verde Oaxaca ( San Miguel del puerto)
7 Grano de café verde Veracruz ( Santa Martha)
8 Grano de café verde Veracruz ( Coatepec)
9 Grano de café verde Veracruz ( Coatepec)
10 Grano de café verde Puebla (Sierra norte del estado de Puebla)
11 Grano de café verde Puebla (Tlacuilotepec)
12 Grano de café verde Puebla (Xicotepec)
13 Grano de café tostado Chiapas
14 Grano de café tostado Chiapas ( Sierra madre de Chiapas)
15 Grano de café tostado Chiapas
16 Grano de café tostado Chiapas
17 Grano de café tostado Chiapas (Sierra madre de Chiapas)
18 Grano de café tostado Oaxaca (San Miguel del puerto)
19 Grano de café tostado Oaxaca (San Miguel del puerto)
20 Grano de café tostado Oaxaca (Sierra de Juarez)
21 Grano de café tostado Oaxaca ( la Mixteca)
22 Grano de café tostado Oaxaca (la Mixteca)
23 Grano de café tostado Veracruz ( Coatepec)
24 Grano de café tostado Veracruz (Coatepec)
25 Grano de café tostado Veracruz ( Santa Martha)
26 Grano de café tostado Veracruz ( Huatusco)
27 Grano de café tostado Veracruz ( maya Coatepec)
28 Grano de café tostado Puebla ( Sierra norte del estado de puebla)
29 Grano de café tostado Puebla ( Sierran norte del estado de Puebla)
30 Grano de café tostado Puebla
31 Grano de café tostado Puebla ( Xicotepec)
32 Grano de café tostado Puebla

Tabla 2. Muestras de café analizadas.
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6.5 Procesos de extraccion.

Se pesaron 30 mg de las muestras a analizar, se colocaron en viales de vidrio
para realizar la extraccién solido-liquido de cafeina, utilizando 35 mL de agua
en ebullicion. Se deja enfriar a temperatura ambiente, se filtré y se coloca en

embudos de separacion de 150 mL.

Durante el proceso de calentamiento para la extraccion de café de grano

tostado la solucion se vuelve turbia y toma un color marron.

Al realizar el procedimiento de calentamiento de café de grano verde la
solucion tiene turbidez y la coloracion es verde palido.

Posteriormente se extrajo el filtrado con cloroformo (4x5 mL). La fase organica
se lavd con hidréxido de sodio 6M (2x6 mL) y por ultimo con agua destilada
(5mL).

El hidréxido de sodio se adiciona para eliminar interferencias que nos pueden
afectar en la determinacién, asi como también quitar la coloracion marrén y

verde de las soluciones.

La fase cloroformica en cada caso se secd adicionando sulfato de sodio
anhidro, utilizando embudos de plastico y algodon para realizar el filtrado, los
filtrados se colocaron en matraces aforados de 25 mL y por ultimo se afor6 a la
marca. La determinacién de la cafeina en el extracto cloroférmico, se realizo
por espectroscopia ultravioleta, en disolucion cloroférmica, en un equipo

Perkin-Elmer Hitachi 200 y celdas de cuarzo de 1 cm de paso éptico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Determinacion del espectro de absorcion de cafeina estdndar en fase

cloroférmica.
Para determinar la longitud de onda a la que se deben hacer las mediciones
de absorbencia, se obtuvo el espectro de absorcion en la zona del ultravioleta.

El barrido se realiz6 desde 250 a 300 nm obteniéndose el maximo de absorcion

de la disolucion cloroférmica de cafeina, a la longitud de onda de 276 nm.

La grafica de absorcion de las disoluciones estandar cloroférmicas de cafeina

se presenta en la grafica 1.

1.2

0.8

Absorbencia

240 250 260 270 280 290 300
Longitud de onda en nm

Gréfica 1. Espectro de absorcion de cafeina estandar en medio cloroférmico

a diferentes concentraciones.
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7.2 Determinacion del espectro de absorcion de cafeina estandar en agua.

Se tomo el volumen necesario de la disolucion estandar de cafeina para llenar
una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Colocar la celda en el espectro y
realizar un barrido de 200 a 350 nm para poder obtener el espectro de

absorcion de la cafeina.

Se observé que la longitud de onda de maxima absorcion que presento la

cafeina estandar en agua fue a 274nm ver grafica 2.

T
200 250 300 350 nm

Grafica 2. Espectro de absorcion de la cafeina estandar en agua.

7.3 Elaboracién de la grafica de calibracion.

Una vez determinada la longitud de onda maxima para la cafeina se trazo la
grafica de calibracion, para la obtencién de la gréfica de calibracion, se
prepararon cinco diluciones de cafeina en cloroformo de una concentracion de
3.8, 7.65, 11.62, 15.50 y 19.37 ppm, leidas las absorbencias a la longitud de
onda de 276 nm utilizando un espectrofotometro Perkin-Elmer Hitachi 200 y
celdas de cuarzo de 1 cm de paso oOptico. (Ver anexo 1).
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Concentracion de cafeina
pg mL™? 0.00 [380 |765 |1162 |155 19,37
Absorbencia
A de 276nm 0.00 0,218 | 0,422 | 0,617 |0,819 | 1,036

Tabla 3. Absorbencias y concentraciones para cada disolucién estandar de

cafeina en cloroformo.

12 T

y =0.0528x+ 0.0088
R? =0.9995

Absorbencias
o
[=2]

0.4 +

0.2 +

|
————
0 5 10 15 20 25
Concentracion de cafeina en ppm

Gréafica 3. Gréfica de calibracion de cafeina en disolucion cloroférmica, leidas a

la onda de absorcibn méaxima de 276 nm.

Estandar pendiente Ordenada al r? Intervalo lineal
origen
cafeina 0.0528 0.0088 0.9995 3.8-19.3ugmL'1

Tabla 4. Pardmetros estadisticos de la grafica de calibracion de las

disoluciones cloroférmicas de cafeina.
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7.4 Reproducibilidad intralaboratorio del método de deteccion.

Para evaluar la reproducibilidad del método de deteccion, se utilizd una
disolucién cloroférmica de cafeina grado analitico y se realiz6 un estudio
estadistico unifactorial empleando el modelo de efectos fijjos con medidas
repetidas las mismas medias tratadas con las mismas condiciones en

diferentes dias.

Los datos utilizados para el estudio estadistico se realizé un estudio de ANOVA
de un solo factor. Es un modelo lineal en el que la variable analizada la
hacemos depender de un solo factor de tal manera que las causas de su
variabilidad son englobadas en una componente aleatoria que se denomina

error experimental.

Este disefio se utiliza cuando el objetivo es comparar mas de dos tratamientos,
el interés del experimentador esta centrado en comparar los tratamientos en
cuanto a sus medias poblacionales. Es una herramienta que nos ayuda a
decidir si los tratamientos son iguales estadisticamente en cuanto a sus

medias.

Los datos reportados se encuentra en la tabla 5, para cada una de las réplicas
corresponden al promedio de las 3 mediciones y para cada una se realizaron 5

mediciones por dia.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Concentracion de cafeina | Absorbencia Absorbencia Absorbencia
pg mL* Ade 276 nm | Ade 276 nm A de 276 nm

3.80 0.191 0.236 0.230

7.65 0.334 0.347 0.373

11.62 0.523 0.521 0.556

15.50 0.737 0.715 0.753

19.37 0.961 0.905 0.945

Tabla 5. Reproducibilidad intralaboratorio para las mediciones de absorbencia
de estandares de cafeina.
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Fuente de Grados de Suma de Cuadrados = £0
variabilidad libertad cuadrados medios 0.05.4.14
Absorbencia 4 0.0019 0.00475 3.11 0.0047

Error 10 1.0027 0.1002
Total 14 1.0046
corregido

Tabla 6. Analisis de varianza de un efecto fijo para la medicion de disoluciones
cloroférmicas de cafeina.

La hipétesis nula Hp es: no hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos entre dias.

Como el valor de Fy calculado, 0.0047, no es mayor al valor de Fj14005 de
tablas, entonces se concluye que no hay una evidencia estadistica de
diferencia significativa entre los resultados obtenidos para las mediciones entre

dias, por lo que se acepta la hipétesis nula, Ho.

7.5 Resultados de las muestras de café de grano tostado y grano verde.

En el método que se desarroll6 para la determinacion de la cafeina, se tomaron
las lecturas de cada muestra por separado, se corrid un espectro para cada
una de las muestras analizadas, realizando 10 réplicas para cada muestra de
café de las regiones cafetaleras de estudio.

Se realizé un promedio que se obtuvo a partir de los espectros de absorcion
obtenidos de las 10 réplicas de las muestras cloroférmicas de café verde de
Veracruz, para comparar la extraccion de la muestra con el estandar, se
observa que no se tienen sustancias que interfieran en la determinacion de

cafeina en las muestras de estudio, se reportan en la gréafica 4.
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Gréafica 4. Espectro de absorcion de los extractos cloroformicos de las 10
réplicas promedio de la cafeina de café tostado de Veracruz, de la region de

Coatepec.

Una vez obtenidas la absorbencias de cada una de las disoluciones
cloroférmicas analizadas, se determina la concentraciéon de la cafeina por
medio de la ecuacidbn de la grafica de calibraciébn, para obtener la
concentracion de cafeina que posee cada una de las muestras, las
concentraciones obtenidas a partir de la grafica de calibracién se multiplicaron
por el volumen de aforo de la solucion, se presenta los calculos de una muestra

de café tostado de la regidén de Veracruz Coatepec. (Ver anexo II).

En las siguientes tablas se muestran los datos de las determinaciones de
cafeina en las muestras de granos tostados y verdes obtenidos a partir de los
extractos cloroformicos. Los cuales fueron calculados tomando todos los
valores de absorbencia de las 10 réplicas, de cada una de las muestras a la
longitud de onda de 276 nm y realizando para cada muestra una grafica de
calibracion; se obtuvo su linealidad, la ecuacion de la recta, coeficiente de
correlacion y su coeficiente de variacion de cada muestra para la determinacion

de cafeina en el café de grano verde y tostado.
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_ Contenido | % de Ecuacion de larecta | Coeficiente
Origen de la Masas de cafeina | cafeina rango de de
muestra en mg enm (0/n) concentracion 3.8 a | correlaciéon cv%
g PP 19.37 pg mL-1 P2
Chiapas
Sierra Madre 30.18 0.3750 1.2427 | y=0.0509x - 0.0144 | r2=0.9995 | 2.2517
de Chiapasl[1]
Chiapas
Sierra Madre 30.20 0.3460 1.1459 | y=0.0481x +0.072 | r2=0.9974 | 2.7690
de Chiapas[2]
Chiapas[1] 30.20 0.2639 0.8735 y = 0.0536x + 0.0932 | rz2=0.9980 2.8199
Chiapas2] | 30.20 | 04078 | 139031y 60433x+ 00339 | 2=0.9984 | 4234
Chiapas[3] 30.23 0.3933 1.3023 y =0.0514x + 0.0467 | r>=0.9994 1.7876
Tabla 7. Datos de la determinacion de cafeina en muestras de café de grano
tostado de la region de Chiapas.
_ Contenido % de Ecuacion de larecta | Coeficiente
Origende | Masa en . . rango de de
| de cafeina | cafeina . . cv%
a muestra mg enm / concentracion 3.8 a | correlacion
9 b 19.37 pg mL-1 P
Oaxaca
sanMauel| 3020 | 03900 | 1.2043 |y=00481x+0072 | 2=09974 | 4.4148
puerto[1]
Oaxaca
San d'\g'lgue' 30.23 03706 | 1.2272 |y=0.0526x+0.0481 | r2=0.9973 | 2.6539
Puerto[2]
Oaxaca 4.0225
la 30.30 0.3095 1.0249 |y =0.0451x+0.0154 | r2=0.9998 '
Mixtecal[1]
Oaxaca
la 30.81 0.3211 1.0427 |y =0.0454x+0.0388 | r2=0.9996 | 2.1900
Mixteca[2]
Oaxaca
Sierra de 30.04 0.3784 1.2597 | y=0.0441x+ 0.0901 r2=0.999 3.3466
Juarez

Tabla 8. Datos de la determinacion de cafeina en grano tostado de la region de
Oaxaca.
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Contenido | % de Ecuacrlgrr]]gocl)edlz recta Coefét;lente
Origen dela | Masa mg | de cafeina | cafeina concentracion 3.8 a correlacion cv%
muestra en mg p/p 19.37 pg mL-1 2
Veracruz B L
Coatepec[1] 30.20 0.4843 1.6035 | y=0.0369x +0.079 | r2=0.9985 | 2.5382
Veracruz 3021 0.3159 1.0461 y = 0.0443x + 0.0632 r2=0.9982 | 1.1940
Coatepec|2]
veracruz 30.14 | 03621 | 1.1949 | y=0.0458x+0.0414 | r2=0.9997 | 1.1949
Santa Martha
Veracruz B L
Coatepec[3] 30.14 0.3296 1.0914 | y=0.0457x + 0.0311 | r2=0.9996 | 2.1540
veracruz 30.19 | 0.3659 | 1.2037 | y=0.0419x +0.0426 | r2=0.9992 | 2.6087
Coatepec[4]

Tabla 9. Datos de la determinacion de cafeina en grano tostado de la region de
Veracruz.

Ecuacioén de la recta

Contenido | % de rango de Coefémente
. . . > e
Origendela | Masamg | de cafeina | cafeina | concentracién 3.8 a correlacion V%
muestra en mg p/p 19.37 pg mL-1 2 0
Puebla
Sierra norte _ ”_
del estado 30.20 0.3157 1.0452 |y =0.0398x +0.0567 | r2=0.9973 | 2.0148
de Puebla[l]
Puebla
Slerranorte | 54 5 0.2668 | 0.8832 |y=0.0458x +0.0771 | r2=0.9973 | 4.1771
del estado
de Puebla[2]
Puebla[1] 30.21 0.3887 1.2866 |y =0.0358x +0.0917 | r2=0.9966 | 2.3518
2 =
Puebla[2] 30.20 0.4390 1.4533 y = 0.034x + 0.1421 r2=0.9966 | 1.4533
2 =
_Puebla 30.19 0.3487 1.1549 y = 0.0397x + 0.0545 r2=0.9992 | 1.1549
(Xicotepec)

Tabla 10. Datos de la determinacién de cafeina en muestras de grano tostado,
de la region de Puebla.
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Ecuacioén de la recta

Contenido | % de rango de Coeficiente
, Masa . . . de
Origen de la de cafeina | cafeina | concentracion 3.8 a L
en mg correlacion cv%

muestra en mg p/p 19.37 pg mL-1 2
Chiapas
Sierra Madre 30.17 0.3328 1.1033 | y =0.0498x - 0.0239 r2=0.9994 | 3.0235
de Chiapas|[1] '
Chiapas
Sierra Madre 30.20 0.1971 0.6527 |y =0.0509x +0 .0349 r2=0.9948 | 3.4496
de Chiapas|[2]

2 =

Chiapas 30.28 0.2430 0.8023 y = 0.0503x - 0.0066 r2=0.999 | 2.6046

Tabla 11. Datos de la determinacion de cafeina en grano verde, de la regidon de
Chiapas.

Ecuacion de la recta Coeficiente
Contenido | % de rango de

, Masa en . . . de
Origen de la mg de cafeina | cafeina | concentracion 3.8 a correlacion V%

muestra en mg p/p 19.37 pg mL-1 2

Oaxaca 30.30 0.3021 0.9969 |y =0.0521x +0.0182 | r2=0.9995 | 2.2773
(la Mixteca)

Oaxaca

( Sierra 30.30 0.3690 1.2178 | y =0.0495x - 0.0305 | r2=0.9978 | 1.6362

Juarez)

Oaxaca
( San Miguel 30.30 0.3449 1.1382 | y=0.0478x - 0.0049 | r2=0.9987 | 2.0447
del Puerto)

Tabla 12. Datos de la determinacién de cafeina de grano verde, de café de la
region de Oaxaca.
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Ecuacioén de la recta

: Contenido % de rango de Coeficiente
Origen de Masa en . . - de
de cafeina | cafeina | concentracién 3.8 a L
la muestra mg correlacion cv%
en mg p/p 19.37 pg mL-1 2
Veracruz
( Santa 30.25 0.2668 0.8820 | y =0.0544x +0.0179 | r2=0.9997 | 4.3078
Martha)
Veracruz 30.27 0.2917 | 0.9638 | y=0.0502x - 0.0207 | r2=0.9986 | 2.2315
( Huatusco)
Veracruz 30.30 0.2459 | 0.8116 | y=0.0509x + 0.0415 | r2=0.9979 | 2.1697
(Coatepec)
Tablal3. Datos de la determinacion de cafeina en grano verde, de la region de
Veracruz.
_ Ecuacion de la recta Coeficiente
Origendela | Masaen Contenido % de rango de de
de cafeina . concentracion 3.8 a L
muestra mg cafeina correlacion cVv%
en mg 19.37 pg mL-1 2
Puebla Sierra
norte del 30.24 0.2568 | 0.8491 |y=0.0535x+0.0273 |r2=.9987 | 4.4426
estado de
Puebla
2 =
Pu_ebla 3021 0.3480 1.1528 y = 0.0498x - 0.0078 r2=0.9991 | 2.1205
Tlacuilotepec
Puebla _ _
. 30.19 0.2972 0.9844 | y=0.0498x - 0.0282 | r2=0.9934 | 0.9844
Xilotepec

Tablal4. Datos de la determinacion de cafeina en grano verde, de la region de
Puebla.
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El coeficiente de correlacion r? fue de 0.9984 promedio obtenido por lo cual los
datos son adecuados para realizar la determinacion de cafeina en las muestras

y los cv son variables en cada tipo de café tostado o verde.

La cantidad pesada de la muestra de café de aproximadamente 30 mg en
grano tostado y grano verde es adecuada, nos da unos valores intermedios,
permitiendo determinar en la recta la cantidad de cafeina y disminuir los

errores.
En el anexo Il se pueden ver las absorbencias obtenidas a la longitud de onda

de trabajo, de las réplicas obtenidas del estado de Veracruz que corresponde a
la region de Coatepec.
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7.6 Porcentaje de cafeina en las regiones cafetaleras de estudio.

A continuacion se presentan los porcentajes de cafeina obtenidos en las
diversas muestras de café en las gréficas de barras, de cada una de las 32
muestras de café de grano verde y grano tostado de las regiones cafetaleras,
de donde se obtuvieron las muestras de trabajo.

1.2427
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14 - 13023 ; 1459
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) Chiapas 1
-c .
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0.2 - Sierra de
Chiapas 2
O -
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Grafica 5. Porcentaje de cafeina en café de grano tostado de la region del

estado de Chiapas.

En la grafica 5 se presenta el contenido de cafeina en grano de café tostado
recolectado de 5 regiones del estado de Chiapas, el contenido porcentual

promedio para el estado de Chiapas es de 1.1829 % p/p.
Como se puede observar las muestras de Chiapas 2 tienen el porcentaje de

cafeina mas alto con 1.3503 % p/p seguido de la muestra de Chiapas 3 que
contiene 1.3023, las dos muestras pertenecen a la misma region.
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También se observa que la muestra de Chiapas 1, presenta el valor mas bajo
con 0.8735 % p/p, aunque es de la misma region que las muestras con el
contenido de cafeina mas alto.

Las muestras de la Sierra de Chiapas su contenido porcentual es muy similar
entre ellas con un rango de 1.1459 % p/p a 1.2427 % p/p de cafeina.
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Gréfica 6. Porcentaje de cafeina en café de grano tostado de la region del

estado de Oaxaca.

En las muestras de café obtenidas en el estado de Oaxaca, el contenido de

cafeina observada en las 5 regiones oscila entre 1.02 — 1.29 % p/p.

Para la muestra de san Miguel del Puerto 1, presenta el porcentaje de cafeina
mayor con 1.2943 % p/p, después La Sierra de Juarez con 1.2597 % p/p, y la
muestra de la Mixteca 1 present6 un porcentaje menor de cafeina con 1.0249
% pl/p.
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En general el contenido de cafeina es homogéneo en las regiones de estado
de Oaxaca a la que pertenece, no hay una diferencia grande en el contenido de

cafeina en las muestras procedentes de la misma region.

1.6035

1.8 -
16 -
14 - 12037 O34
12 -
08 - ' Coatepec1

06 - Coatepec 2

% de Cafeina en p/p

~ Santa Martha
Coatepec 3

04 -

Huatusco

Gréfica 7. Porcentaje de cafeina en café de grano tostado de las regiones del

estado de Veracruz.

El café tostado de Coatepec 1 que tuvo la mayor cantidad de cafeina con
1.6035 % p/p seguido de Huatusco con 1.2037 % p/p, la muestra de Coatepec2
tiene el menor contenido de cafeina con un 1.0461 % p/p.

La menor y la mayor cantidad de cafeina se obtuvieron en la misma region, lo

gue indica que las muestras no tienen la misma calidad.
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Gréfica 8. Porcentaje de cafeina en café de grano tostado de las regiones del

estado de Puebla.

Los valores observados en las muestras de café tostado, de las regiones del
estado de Puebla, van en un rango de valores de 0.8 hasta 1.4 % (p/p).

La cantidad de cafeina observada es variada en las muestras de las regiones
de Puebla, los mayores porcentajes de cafeina estan presentes en las
muestras de Puebla 2 con 1.4533 % p/p y Puebla 1 con 1.2866 % p/p, el
contenido de cafeina es muy parecido en estas dos, mientras que para la
region de la Sierra de Puebla 2 se obtuvieron los datos de menor cantidad de
cafeina con 0.8832 % p/p, en general el contenido de cafeina en cada region

de origen son parecidas en porcentaje.
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Observando los valores obtenidos de los cafés de grano tostado se puede
hacer una comparacion del contenido de cafeina a cada uno de ellos,
obteniendo el valor mas alto en la regién de Veracruz y las mas bajas en las
regiones de Puebla y Chiapas; presentan resultados variables entre las
muestras procedentes de la misma region. Esto en gran medida se pensaria
que no afecta el clima pero si la altitud a la cual es cosechado el café asi
tomando las buenas practicas de cultivo, la edad del cafeto es importante
tomarla en cuanta ya que este factor contribuye a las propiedades quimicas
presentes en el grano de café y el tipo de procesamiento del café en las

distintas cafetaleras.
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En las gréaficas que a continuacion se presentan corresponden a los resultados
obtenidos de las muestras de café de grano verde, obtenidas de las distintas

regiones de estudio.
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Grafica 9. Porcentajes de cafeina en café de grano verde de las regiones del

estado de Chiapas.

Las cantidades de cafeina en el estado de Chiapas presentan una variacion en
el contenido de cafeina de 1.1033 — 0.6527 % (p/p).

En las regiones de Chiapas la mayor cantidad de cafeina obtenida fue en la
region de la Sierra de Chiapas 1 con 1.1033 % p/p seguida de Chiapas 1 con
0.8023 % p/p. Entre estas dos muestras la diferencia es significativa tomando
en cuenta que pertenecen a diferente region, la muestra de la Sierra de
Chiapas 2 con 0.6527 %p/p, es la que contiene menor porcentaje de cafeina,
aunqgue si la comparamos con la muestra de la misma region la diferencia que

se observa es mayor con la muestra de Chiapas 1.

48



~ san Miguel del puerto
e . L,
_~ Sierra Juarez

% de Cafeina en p/p

e .
/ la mixteca

Gréfica 10. Porcentajes de cafeina en café de grano verde de las regiones del

estado de Oaxaca.

En las regiones del estado de Oaxaca se obtuvieron valores del contenido de
cafeina, homogéneos al igual que en el café tostado, aunque en las muestras
de café verde el contenido de cafeina oscilando entre 1.2178 — 0.9969 %
(p/p), la diferencia entre las muestras de Sierra de Juarez y San Miguel del
puerto, presentan una menor diferencia en el contenido porcentual de cafeina,
el contenido porcentual de la muestra de la regién de la Mixteca, es la muestra

con menor contenido de cafeina la cual es de 0.9969 % p/p.
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Grafica 11. Porcentajes de cafeina en café de grano verde de las regiones del

estado de Veracruz.

En las regiones de Veracruz los valores de cafeina porcentual oscilan entre
0.8116 - 0.9636 % p/p en cuanto al contenido de cafeina porcentual, en este
caso tenemos muestras de diferentes regiones procedentes del mismo estado,
en la muestra de Coatepec presenta un contenido porcentual mayor si
comparamos la muestra de Huatusco con 0.8116 %p/p y Santa Martha con

0.8820% p/p las cuales presentan un contenido de cafeina muy parecido.
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Grafica 12. Porcentajes de cafeina en café de grano verde de las regiones del

estado de Puebla.

En las regiones de Puebla, el contenido de cafeina presente en la region de
Tlacuilotepec fue de 1.1528 % (p/p) presentando una cantidad de cafeina
porcentual muy parecida con la regién de Xicotepec con 0.9844 % p/p. La
Sierra norte del estado de Puebla es la regién que presenta menor cantidad de
cafeina del orden de 0.8491 % p/p.

La diferencia en el contenido de cafeina en grano verde y tostado varia, esto
se le puede atribuir a las caracteristicas de humedad, de que el &cido
clorogénico es el mas abundante y se encuentra en parte combinado a la
cafeina formando un complejo de clorogenato de cafeina, presente en el grano
verde®®) y sobre todo a la gran variabilidad de componentes en el café verde,
tomando en cuenta que varios componentes se pierden durante la torrefaccion
del café que pudieran interferir en la determinacion de la cafeina presente en
café de grano verde.
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Grafica 13. Porcentaje de cafeina en café de grano tostado de las regiones
cafetaleras de Chiapas (1-5), Oaxaca (6-10), Veracruz (11-15) y Puebla (16-
20).

En el grafico se puede ver que todas las muestras de café tostado cumplen con

la legislacion de tener como minimo 0.8 % de cafeina en base seca.

La calidad del café estad relacionada con su composicion quimica; como
pardmetros de calidad del café en cuanto a sus constituyentes quimicos se

toma en cuenta la presencia de la cafeina, &cido clorogénico y trigonelina.

La cafeina es muy estable en grano de café verde o tostado en caso contrario
la trigonelina y el acido clorogénico son parcialmente descompuestos en

relacion directa con el grado de tueste, en casi 50 % se pierde.

El café es uno de los productos agricolas susceptible a las condiciones del
clima influyen directamente en el grano, debido a que el café verde se
considera la materia prima para producir el café tostado, la importancia de
trabajar con muestras de café verde es determinar el contenido de cafeina y
observar la diferencia que existe partiendo de granos verdes tomando en

cuenta que tiene una composicion diferente al grano tostado.
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La informacién que nos da al comparar el café verde y café tostado en cuanto
al contenido de cafeina, en la determinacién en café tostado se obtuvo mayor
contenido de cafeina esto se debe a que durante el tostado el café pierde
materia organica, por lo que el grano pierde peso y el porcentaje de cafeina se

incremente.
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8. CONCLUSIONES

Las muestras de estudio en el presente trabajo, se eligieron de cuatro estados
de la republica y de cada uno de ellos, se muestrearon de cinco regiones, para
café de grano tostado y tres muestras de cada region, para el café de grano

verde, obteniendo un total de 32 muestras.

Para cada una de las muestras se realizaron diez réplicas teniendo un total de

320 determinaciones.

El contenido de cafeina presente en el grano de café tostado, analizado en el
presente trabajo, esta dentro del intervalo reportado en la literatura, el cual es
de 0.8 — 1.5 % p/p.

De las muestras de café analizadas de las regiones de Veracruz, Chiapas y
Puebla, se obtuvo un mayor contenido de cafeina las cuales estan en el

intervalo de 1.2- 1.6% p/p.

Estas tres regiones tienen un clima y una altura ideales para la plantacién de

café, destacadndose también por ser las regiones de mayor produccion de café.

La norma mexicana NMX-F-013-SCFI-2000, especifica que el contenido de
cafeina en muestra seca de café tostado debe contener como minimo 0.8 %.
Se compararon los resultados obtenidos de las muestras de las regiones
analizadas mostrando en todas, el cumplimiento de esta norma, por lo tanto,
se puede concluir que todas las muestras analizadas en este trabajo, de las

regiones cafetaleras estudiadas, se encuentran en el intervalo de 0.8 — 1.6 %

p/p.

Para el grano de café verde, la norma mexicana, no especifica nada sobre el
contenido de cafeina pero los datos obtenidos de cafeina corresponden con los

reportados en la literatura, y estos son de 0.6-1.00 % p/p.
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En la extraccion de cafeina efectuada en café de grano tostado y verde, la
mayor cantidad de cafeina se encontré0 en las muestras de café de grano
tostado, esto debido probablemente, a la pérdida de humedad durante el
proceso de tostado, asi como también la pérdida del complejo de cafeina con
el acido clorogénico presente en los muestras de granos de café verde.

El método utilizado para la determinacion de cafeina en grano de café verde y
tostado, se puede decir, que es facil de realizar, rapido, econémico, sensible, y
confiable, dando resultados reproducibles y homogéneos.

A partir del espectro de absorcién de una muestra estdndar de cafeina, para
determinar cualitativamente la presencia de cafeina en grano de café,
utilizando espectroscopia ultravioleta, se observé que presenta el mismo
comportamiento espectroscopico comprobando que la cafeina extraida no
presenta interferencias durante la determinacion en muestras de café de grano

verde y grano tostado.
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Realizacion de la gréfica de calibracion.

Se pesaron 25 mg de estandar de cafeina, se disolvieron en cloroformo, se
trasvasaron a un matraz aforado de 25 mL y se afor6 a la marca con cloroformo
con una concentracién de 1mg ml?, de esta disolucién se tomé una alicuota de
0.625 mL colocandolos en un matraz aforado de 25 mL y se aforé a la marca

con cloroformo.

A partir de la segunda disolucion se prepararon las disoluciones estandar de
cafeina en matraces aforados de 5 ml con las siguientes concentraciones: 3.80,
7.65,11.62,15.5y 19.37 pug mL™.

A cada una de estas disoluciones se les determiné la absorbencia utilizando un
espectrofotometro Hitachi modelo 200, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de
paso oOptico. En el diagrama siguiente se presenta como se prepararon las

disoluciones utilizadas para tazar el grafico de calibracion.

i { 380|.|gmL"}

—_ Alicuota de 0.625 mL

fmL)
1’ 0.760 mL
f { 765 ugmL"}
6my)
A { 11.62 g mL"}
(5mL)
25r‘nL
| 25mL
\
1000pg mL-" 25ug mL1]~ H {15_5E|ugm\_":|~
Pesar 25 mg de estandar /N
de cafeina (5mL)
i {19.37ug mL-t }

e

Leer la
absorbencia
a 276 nm
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Con los datos obtenidos de absorbencia de cada dilucion a diferentes
concentraciones de cafeina se traz6 la gréafica de calibracion del mismo. Los

resultados se presentan en la tabla siguiente.

Concentracion de cafeina (ug mL-1) | 3.80 |7.65 |11.62 | 155 |19.37

Absorbencia (A 276nm) 0.185 | 0.380 | 0.557 | 0.759 | 0.967
1.2
1 .
0.8 -
2
g 0.6 -
S
3 0.4 - y = 0.0514x + 0.0467
R? = 0.9994
0.2 -
0 | | | | |
0 5 10 15 20 25

concentracion de cafeina (ppm)
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Céalculos realizados.

Para realizar los célculos y cuantificar la cantidad de cafeina en cada muestra
de café de grano tostado y de grano verde de las regiones cafetaleras, se
utilizaron todos los datos obtenidos a la longitud de onda de 276 nm, valores de

absorbencias resultantes de los extractos de cada muestra.

A partir de la ecuacion de la recta obtenida experimentalmente se obtiene la

férmula para obtener la concentracion de cafeina.

y = 0.0521x0.0182 se despejo x para obtener la concentracion de cafeina.

_y—10.0182
* = 70.0521
Al extracto obtenido es recuperado a un volumen de 25 mL con cloroformo, el

resultado se multiplico por el volumen al cual se aforé para obtener los mg de
cafeina en el extracto.
14.6372 ug mL™* X 25 mL = 365.93 pg

Estos 0.3659 mg de cafeina son los que se encuentran originalmente en el

extracto.

Para obtener el contenido de cafeina en porcentaje peso/peso y tomando en

cuenta el peso de la muestra que es 30.190 se hizo lo siguiente:

Porcentaje de cafefna = —oo20 18 * 100 2027
orcentaje de careina = 30190mg = 1. 0

62



Diagrama de trabajo
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Gréfico de calibracion se realiza partir de la cafeina estandar, esta grafica se
ocupa para la determinacion del contenido de cafeina en la muestra de café de

grano tostado de la regién de Coatepec Veracruz.

Concentracion de cafeina (ug mL-1) | 3.80 | 7.65 |11.62 |155 |19.37

Absorbencia (A 276nm) 0.18 | 0.362 | 0.561 | 0.747 | 0.911

1.000
0.900

0.800 y=0.0457x+0.0311
0.700 R? =0.9996
0.600

0.500

Absorbencia

0.400
0.300
0.200
0.100

0.000 + . —t—t—
0 5 10 15 20 25

concentracion de cafeina (ppm)
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Obtencion de los graficos de absorcion a partir de la muestra de café tostado
de la region de Coatepec, Veracruz. Este grafico se realiz6 tomando un
intervalo de longitud de onda de 250 a 300 nm, de 5 en 5 nm, tomando los
datos de las 10 réplicas realizadas mediante el procedimiento de la

metodologia en la parte experimental.

Pesada(g)| 0.0302 0.0303 0.0302 0.0300 0.0300 0.0301 0.0300 0.0303 0.0301 0.0302
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A nm Absorbencias
250 0.218 0.227 0.221 0.216 0.211 0.224 0.222 0.209 0.249 0.224
255 0.288 0.295 0.290 0.285 0.273 0.293 0.284 0.273 0.310 0.289
260 0.383 0.3 0.388 (.388 0.373 0.380 0.377 0.366 0.397 0.387
265 0.497 0.504 0.497 0.490 0.480 0.480 0.479 0.465 0.500 0.489
270 0.589 0.595 0.589 0.594 0.570 0.570 0.570 0.553 0.585 0.570
271 0.603 0.610 0.603 0.607 0.564 0.587 0.583 0.567 0.599 0.589
272 0.615 0.620 0.615 0.615 0.599 0.597 0.596 0.579 0.612 0.595
273 0.626 0.633 0.626 0.624 0.611 0.609 0.606 0.589 0.620 0607
274 0.635 0.640 0.636 0.632 0.618 0.616 0.613 0.598 0.626 0.614
275 0.642 0646 0.641 0.641 0.624 0.623 0.620 0.604 0.632 0.622
276 0.646 0.651 0.646 0.646 0.627 0.627 0.625 0.607 0.634 0.627
280 0.616 0.626 0.620 0.620 0.595 0.600 0.595 0.581 0.610 0.597
285 0.515 0.520 0.518 0.518 0.500 0.500 0.497 0.486 0.514 0.504
290 0.352 0.358 0.354 0.354 0.345 0348 0.342 0.331 0.356 0.344
295 0.159 0.166 0.160 0.160 0.156 0.160 0.157 0.151 0.174 0.197
300 0.072 0.076 0.074 0.074 0.070 0.080 0.076 0.069 0.093 0.086
0.7000 -
. g,
0.6000 Seriesl
o 0.5000 - Series2
g \ Series3
@ 0.4000 - —Cari
2 Series4
y — i
% 0.3000 - ’ Series5
2 Y Series6
0.2000 - Series7
\ .
0.1000 - Series8
Series9
0.0000 T T T T T T 1 Series10

240 250 260 270 280 290 300 310
Longitud de onda en nm

Grafico Espectro de absorcién de los extractos cloroformicos de las 10 réplicas
café tostado de Veracruz, de la region de Coatepec.
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Gréfico de calibracion se realiza partir de la cafeina estandar, esta grafica se

ocupa para la determinacion del contenido de cafeina en la muestra de café de

grano verde de la region de la Sierra de Juarez Oaxaca.

Concentracion de cafeina (ug mL-1) | 3.80 |7.65 |11.62

15.5

19.37

Absorbencia (A 276nm) 0.170 | 0.345 | 0.530

0.724

0.945

Absorbencias

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y =0.0495x - 0.0305
R?=0.9978

5 10 15 20
concentracién de cafeina en (ppm)

25
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Obtencion de los gréficos de absorcion a partir de las muestras de café verde
de la region de la Sierra de Juarez Oaxaca. El procedimiento fue el mismo que
para el café de grano tostado, se realizé tomando un intervalo de longitud de
onda de 250 a 300 nm, de 5 en 5 nm, tomando los datos de las 10 réplicas
realizadas mediante el procedimiento de la metodologia en la parte

experimental.

Pesada(g)|0.0293 |0.0301  [0.0305 |0.0300 ]0.0303 [0.0302 [0.0305 |0.0303 [0.0305 |0.0304

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A nm Absorbencias

250 0.22 0.226 0.205 0.219 0.286 0.209 0.213 0.183 0.201 0.218
255 0.283 0.289 0.278 0.29 0.285 0.278 0.282 0.243 0.27 0.285
260 0.386 0.390 0.386 0.396 0.395 0.383 0.387 0.382 0.369 0.384
265 0.510 0.518 0.512 0.527 0.518 0.509 0.512 0.514 0.49 0.508
270 0.622 0.638 0.630 0.643 0.64 0.625 0.622 0.623 0.600 0.621
271 0.638 0.654 0.647 0.66 0.658 0.642 0.640 0.646 0.617 0.639
272 0.653 0.673 0.665 0.677 0.664 0.659 0.656 0.659 0.643 0.654
273 0.667 0.687 0.678 0.692 0.692 0.672 0.670 0.667 0.657 0.667

274 0.679 0.699 0.692 0.704 0.704 0.686 0.686 0.674 0.676 0.679

275 0.688 0.709 0.699 0.712 0.715 0.693 0.693 0.682 0.686 0.688

276 0.691 0.712 0.704 0.717 0.716 0.697 0.697 0.686 0.630 0.691
280 0.657 0.676 0.663 0.680 0.686 0.662 0.660 0.662 0.634 0.656
285 0.530 0.543 0.535 0.542 0.340 0.530 0.527 0.452 0.511 0.53

290 0.339 0.346 0.341 0.351 0.369 0.339 0.340 0.291 0.324 0.34

295 0.132 0.133 0.125 0.136 0.144 0.132 0.134 0.116 0.123 0.13

300 0.043 0.043 0.038 0.046 0.053 0.044 0.044 0.039 0.044 0.044

0.8 -

0.7 - e Seriesl
mo'G i = Series2
‘© i Series3
GC.)O'S .
904 - e Seriesd
3 e Seriess
7] i
003
<):0.2 - Series6

Series7

0.1 -

Series8
0 T T T 1
240 260 280 300 320 Series9

Longitud de onda en nm

Grafico Espectro de absorcién de los extractos cloroférmicos de las 10 réplicas
promedio de la cafeina de café verde de la regién de la Sierra de Juarez
Oaxaca.
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