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RESUMEN

El trabajo realizado en la organizaciéon Café Colonial S.A.S. consistié en evaluar, analizar y verificar
informacion clave para la determinacion y estandarizacidon de un método para cafeina en el proceso de
torrefaccion por la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC).

Se realizaron diferentes ensayos al proceso de torrefaccion hasta obtener las condiciones adecua-
das de las muestras, apoyados en fendmenos de transporte como, energia, fluidos y calor, ademas de
seguir los lineamientos de la Norma Técnica Colombiana NTC ISO 2859-1.

Con el fin de obtener una recta patrén, importante para interpolar las muestras de café, se preparé
una solucion con cafeina (Sigma-Aldrich, reactivo analitico) y agua Milli-Q (Merck Millipore 40 ppm),
con miras a obtener una solucién patrén; a partir de la solucion de cafeina, se prepararon 5 soluciones
mas por microgramos de cafeina por mililitro.

Para determinar la fase mévil mas adecuada, se empezd a ensayar con diferentes muestras de ca-
feina de café con la misma fase mévil agua- acetonitrilo en diferentes proporciones; una vez realizadas
todas las pruebas necesarias y de acuerdo con los resultados obtenidos, la fase moévil que permitia
una mejor separacion e interaccion con la fase estacionaria fue la compuesta por agua-acetonitrilo en
proporcion 20:80.

Después de obtener la recta patron y la fase moévil mas adecuada, se realizaron diferentes inyeccio-
nes, obteniéndose cromatogramas con bases y picos definidos, con lo que se precisé el coeficiente de
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correlacion, dando una linealidad cercana a uno; después de esto, el paso siguiente fue hallar el area
bajo la curva para poder definir la concentracion de la cafeina de las muestras y asi poderlo expresar
en porcentaje.

Palabras clave: cafeina, estacionaria, fase cromatogramas, fase movil, solucion patron, torrefaccion

ABsTRACT
The work done in the organization. COFFEE COLONIAL.SAS was to evaluate, analyze and verify

key information for the identification and standardization of a method for caffeine in coffee roasting
process by the technique of chromatography high performance liquid (HPLC).

Assays were performed at different roasting process to get the right conditions for the samples,
supported by transport phenomena such as, energy, fluids and heat, in addition to following the guide-
lines of the Standard ISO 2859-1 Colombian NTC.

To obtain a standard curve, leading to interpolate coffee samples, prepare a solution with Caffeine
(Sigma-Aldrich, Analytical Reagent) and Milli-Q water (Millipore Merck 40 ppm), to obtain a solution pat-
tern, from the solution of caffeine more solutions were prepared by 5 micrograms per milliliter caffeine.

To determine the most suitable mobile phase, it began testing different samples of caffeine of coffee
with the same water-acetonitrile mobile phase in different proportions, once all the necessary tests
and according to the results obtained, the mobile phase allow better separation and interaction with
the stationary phase was composed of water-acetonitrile mobile phase in 20:80 ratio.

After obtaining the calibration curve and the more appropriate mobile phase, where injections were
made different chromatograms were obtained with bases and defined peaks, which are defined by giving
a correlation coefficient of linearity close to one, after which the next step was to find the area under the
curve to define the caffeine concentration of the samples and thus being able to express in percentage.

Keywords: caffeine, chromatograms, mobile phase, roasting, standard solution, stationary phase

l. INTRODUCCION

lombia, ubicandose en los primeros puestos por

El café en Colombia, mas que un producto
agricola de exportacion, es ante todo un tejido
social, cultural, institucional y politico que ha ser-
vido de base para la estabilidad democratica y
la integracion nacional. Se estima que el cultivo
del café, aporta 800 mil empleos directos anual-
mente, equivalentes al 40% del empleo del sector
agropecuario. Caldas es considerado uno de los
departamentos mas productivos de café en Co-

cantidad y calidad. El cultivo del café, es de gran
importancia para la economia del pais, por tanto,
cualquier problema fitosanitario que se presente,
podria afectar significativamente a este sector
agricola [1].

Sobre la cafeina podemos decir que tras dé-
cadas de investigacién, la comunidad cientifi-
ca no ha concluido que exista relacién entre su
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consumo Y los riesgos para la salud. Al ser una
sustancia de consumo ampliamente aceptado y
generalizado, este, en forma excesiva, podria pa-
sar inadvertido. Cuando la ingesta de cafeina se
presenta en intervalos regulares, se genera una
tolerancia a la sustancia, lo cual puede ocurrir en
horas o dias. Esto hace que el efecto que tiene
la cafeina sobre los diferentes parametros depen-
da de la cantidad que se consuma habitualmente
[2]. En Estados Unidos, el consumo promedio es
aproximadamente de 200 mg/dia, aunque el 20-
30% de los adultos estadounidenses superan los
500 mg/dia. Las fuentes mas consumidas de ca-
feina son el café, las gaseosas colas, chocolate
y remedios prescriptos o no prescriptos [3]. Otro
estudio con poblacién norteamericana revela una
ingesta de 4 mg/Kg peso [4].

La industria del café cuenta con diferentes li-
neas de produccion, entre otras, el café tostado
es el producto bandera. Con el animo de explo-
rar nuevos mercados y aumentar las ventas Café
Colonial S.A.S, ha querido determinar el porcen-
taje de cafeina en todos los procesos, ya que ac-
tualmente no existe un programa trazable para
cuantificarlo a lo largo de las diferentes etapas de
produccion, aspecto importante para el cumpli-
miento de la normatividad nacional e internacio-
nal. La cuantificacién de la cafeina se realiza por
la técnica de Cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) en el proceso de torrefaccion,
para asi poder realizar trazabilidad y determinar
la pérdida de cafeina en los procesos de torrefac-
cion, lixiviacion, evaporacion y secado; ademas
de hacer avances importantes en la validacion de
la metodologia para aplicar directamente en em-
presas involucradas en el sector cafetero.

Il. Probuccion D CAFE

A.Caracteristicas

El café es una bebida de caracter universal que
se consume en todos los paises del mundo. Sin
embargo, como grano, es una semilla que pro-
cede del arbol o arbusto del cafeto, pertenecien-
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te al género Coffee de la familia Rubiacea, Este
produce flores de color blanco que, a su vez, ori-
ginan frutos de color rojizo. La parte interior del
fruto contiene dos semillas o granos de café. Hay
algunas especies de cafetos que solo producen
una unica semilla por fruto, y se conocen como
“café perlado”. Los granos de café o semillas son
la parte del fruto que contienen mas cafeina.

El café es originario de Etiopia, Africa Oriental,
exactamente del territorio denominado «Kaffa»,
de donde se deriva su nombre. En la edad media,
el arbusto producia unas semillas aromaticas que
los marineros africanos llevaron a la peninsula
de Arabia, pais en el que se originé el cultivo del
café. Desde Arabia, los peregrinos que se dirigian
a la Meca lo llevaron a Europa; alli su consumo
tardé bastante en ser aceptado y extenderse, tal
vez a causa de su color negro [5].

B. Composicion

En el café tostado se han identificado mas de
700 sustancias volatiles, las cuales corresponden
a cerca del 0,1% del total de la materia [6]. Las
caracteristicas quimicas y el aroma de los consti-
tuyentes volatiles del café han sido motivo de im-
portantes estudios; hoy en dia, se conocen cien-
tos de aromas, que segun los expertos superan a
los del vino [7]. El café también posee gran can-
tidad de contaminantes y sus concentraciones
dependen de multiples factores que intervienen
en la seleccidn, preparacion y tostado del grano.
Entre ellos, se encuentran las parafinas, [8] 7 hi-
drocarburos aromaticos policiclicos (PAH), trazas
de N-nitrosaminas (Nnitrosopirrolidinas- NPYR)
[9], aminas heterociclicas, residuos de pesticidas
como organoclorados, organofosforados y mico-
toxinas [10].

C. La cafeina

Presente en hojas, semillas y frutos de mas
de 63 especies vegetales de todo el mundo, en
su estado puro, es un polvo blanco muy amargo.
Quimicamente, es una xantina que se absorbe en
el tracto gastrointestinal y rapidamente se difun-
de hacia la sangre y los tejidos. A nivel hepatico
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y por accién enzimatica, esta especie quimica
(trimetilxantina) se degrada en tres metabolitos:
paraxantina, teobromina y teofilina, por lo que se
pueden alcanzar altos picos de concentracion a
la hora de consumirla. Se excreta a través de la
orina y solo un 3-10% lo hace en forma inalterada.
Por sus caracteristicas lipofilicas atraviesa facil-
mente la barrera hematoencefalica y la placenta,
hallandose también en la leche materna. A nivel
celular, la cafeina compite directamente con los
receptores de adenosina, nucledsido que actia
como vasodilatador local, e interviene sobre dos
receptores diferentes: los receptores A1, de alta
afinidad, que inhiben la enzima adenilato ciclasa
disminuyendo las concentraciones de AMPC, y
los receptores de baja afinidad (A2) que aumen-
tan el AMPC al estimular esta enzima. Por ello,
los efectos de la cafeina no se limitan sobre un
solo 6rgano, sino que se presentan por todo el
cuerpo, incluyendo el cerebro, el corazén y los va-
S0s sanguineos, el tracto respiratorio, los rifilones,
tejido adiposo, y el tracto gastrointestinal [2].

D. Procesamiento del café verde

Inicialmente, los granos de café verde se incor-
poran al proceso de torrefaccion. Cuando llegan a
su destino, se tuestan, lo que desarrolla su aromay
les da su color oscuro. En algunos paises, el tueste
se realiza anadiendo hasta un 15% de azucar, en
cuyo caso el proceso se denomina torrefaccion; el
café resultante, café torrefacto, es de un sabor algo
mas vigoroso, y sus granos son de brillo aceitoso,
a consecuencia del caramelo depositado. A conti-
nuacion, los granos se muelen y con el tueste, du-
plican su tamafio. Al principio de la aplicacién del
calor, el color de los granos verdes pasa a amarillo,
luego a marrén canela. Es en ese momento, cuan-
do el grano pierde su humedad. Cuando la tempe-
ratura en el interior alcanza alrededor de 200 °C,
salen los aceites de los granos.

En general, cuanto mas aceite hay, mas sa-
bor tiene el café. Durante el tueste, los granos
se agrietan de una forma similar a la de las pa-
lomitas de maiz que explotan bajo calor. Hay dos
momentos de «explosion» que se utilizan como
indicadores del nivel de tueste alcanzado.
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Fuente: http:/kafelondon.blogspot.com/2010/05/nivel-de-tues-
te-del-cafe.html

Fig. 1 Niveles de tueste: rubio, canela, medio, ropa de
monje, marron, marrén oscuro, italiano (o seminegro),
francés (negro).

Los granos se vuelven mas oscuros Y liberan
aun mas aceite hasta que finaliza el tueste, y se
retiran de la fuente de calor. Hasta el Siglo XIX
se compraban los granos verdes y su tostado se
hacia en estufa. En 1900 la empresa Hill Brothers
inventé el envasado en vacio de café tostado, con
el fin de conservar el sabor y el aroma por mas
tiempo. Esto cambio la forma de consumir café
y sentencio la vida de las tostadoras locales [6].

lIl. Tecnicas DE ANALISIS

A. Cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia
es la técnica de separacién mas utilizada actual-
mente. Las razones de su popularidad son su
sensibilidad, su facil adaptacion a las determina-
ciones cuantitativas precisas, su idoneidad para
la separacion de especies no volatiles o termo-
Iabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sus-
tancias que son de gran interés en la industria.
Algunos ejemplos son: aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos,
farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibiéticos,
esteroides, especies organometalicas y gran va-
riedad de sustancias inorganicas.

En cromatografia liquido-liquido, la fase movil es
un liquido que fluye a través de la columna que con-
tiene la fase estacionaria. Esta fase, por su parte, es
un liquido que recubre el interior de un tubo capilar
o la superficie de particulas soélidas empaquetadas
dentro de la columna. La cromatografia liquida se
lleva a cabo en la columna. Se coloca la muestra y
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se hace fluir la fase movil a través de la columna por
efecto de la gravedad. El fluido que entra por la co-
lumna se llama eluyente. El que sale por el extremo
de la columna se llama eluato [11].

B. Materiales y métodos

El método a usar para cuantificar la cafeina en
el proceso de torrefaccion es la técnica de Croma-
tografia Liquida de alta eficiencia (HPLC),la NTC
ISO 20481 y la NTC ISO 17025 para eencontrar
la fase moévil mas adecuada para la cuantificacion
de cafeina.

C. Seleccion de la muestra

Para elegir una técnica de separacién de la
cafeina, ademas de tener en cuenta los criterios
econdmicos y de accesibilidad, hay que atender
a dos tipos de consideraciones: una tiene que ver
con las propiedades fisicas y estructurales de las
moléculas que se pretenden separar, o de las ca-
racteristicas de la matriz en que se encuentran y
otra se deriva de los objetivos del analisis (sensi-
bilidad, resolucion, tiempo de andlisis y necesi-
dad de una deteccién cuantitativa especifica).

El método de seleccion incluye los pasos ne-
cesarios para la obtencion, preparacién y posible
fraccionamiento de la muestra, la aplicacion de la
técnica analitica adecuada y el tratamiento de los
datos obtenidos.

IV. MeTopoLoGIA

La metodologia analitica empleada para cuan-
tificar la cafeina, consiste en separar por sistemas
tradicionales de extraccién liquido-liquido el princi-
pio activo y valorarla después por técnicas cromato-
gréficas y espectrofotométricas, teniendo en cuenta
la exactitud y precision de los métodos empleados.

Se tomaron mediciones a partir de dos gru-
pos distintos; por ejemplo, 50 muestras elegidas
al azar recibieron un tratamiento y para las otras
50 se utilizé el método de la NTC ISO 20481 y la
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NTC ISO 17025; asi, se obtuvo los dos tratamien-
tos independientes.

\l. MUESTREO

Para el plan de muestreo se tomd como refe-
rencia la NTC 1SO 2859-1 que determina los pro-
cedimientos correspondientes, para inspeccién
por atributos; esta norma proporciona un limite
superior para el riesgo del consumidor al no te-
ner un lote diferente u ocasional En este caso es
necesario remitirse a la tabla 1, Letra codigo del
tamano de la muestra, A (2 y 8) con un nivel de
inspeccién Il. Se tomaron 2 muestras compues-
tas por dia durante 16 dias de produccion de ca-
fés naturales de un tuste marca (PROBAT).

TABLA |
ComPosICION DE LOs GRANOS DE CAFE
TosTapO MEDIO (PORCENTAJE EN BASE SECA)

Componentes Especie
Arabica |Canephora
Cafeina 1,3% | 2,4%
Minerales 4,5% 4,7%
Proteinas 10% I 10%
Acidos alifaticos 24% N 25%
[Acidos clorogénicos 2,7% || 31%
[Carbohidratos 38% W 415%
Lipidos 17% 11%
Trigonellinas 1% 0,7%
lAromas volatiles 0,1% 0,1%
Melanoidinas 23% 23%

Fuente: Viani, 1991

A. Preparacion de las muestras patron

Primero se preparé la disolucién patrén de ca-
feina, a partir de 40 mg de la misma (previamente
secada que se disuelve en matraz aforado de 100
ml, en agua Milli-Q (400ppm). Seguidamente, con
ayuda de una pipeta aforada, se traspasaron,, 10
ml de esta disolucion a otro matraz aforado de
100 ml y se llevé a enrase con la misma agua
Milli-Q (40 ppm).

B. Muestras de café para ser inyectada

Se pesaron aproximadamente 100 g de café y
se pusieron a reflujo con 200 ml de agua Milli-
Q durante 15 minutos. Posteriormente, se filtré la
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solucién al vacio en caliente y se anadieron 5 g
de carbonato de sodio Na,Co, hasta la total diso-
lucion. Se dejo enfriar y se agregaron 15 ml de
cloroformo cHCI que se extrajo agitando suave-
mente durante unos minutos; se repitio este pro-
cedimiento una vez mas. A continuacion, en un
matraz de fondo redondo se introdujeron las dos
fases organicas recolectadas de las dos extrac-
ciones anteriores. Se afadieron pequehas can-
tidades de sulfato de sodio Na,So, para absorber
el agua y se dej6é en bafio maria por un espacio
de 30 minutos. Una vez separada la glucosa y los
demas componentes de la cafeina, se extrajo con
una jeringa con un filtro micro poroso el cual elimi-
no el total de los sdlidos suspendidos quedando
la muestra lista para ser inyectada en el HPLC.

<: Cafeina Microfiltrada

Fig. 2 Muestra lista para ser inyectada

VI. Eauiros

¢ Unidad de purificacion de agua para
laboratorios ELGA, Purelab Classic.

¢ Balanza analitica Mettler, AB-104-S

¢ Estufa Selecta, Digitheat.

¢ Reactivos: cafeina (Sigma-Aldrich,
reactivo analitico)

e Agua Milli-Q (Merck Millipore).

* Acido clorhidrico 0,01 M.

¢ Equipo de filtracion de HPLC

¢ Cubetas (o celda) de cuarzo para
espectrofotdmetro UV

¢ Equipo de reflujo.

* Filtros de jeringa HPLC.
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VII. AnAuisis e DATOS

A. Determinacion y cuantificacion de cafeina

Se presenta el desarrollo y puesta a punto de
una metodologia analitica por espectrofotometria
UV-VIS para determinar y cuantificar la cafeina.
Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoqui-
micas del principio activo por evaluar, asi como
el disolvente utilizado para la preparacién de las
muestras, se decide realizar espectros UV en el
rango de longitudes de onda entre 300 y 190 nm
ya que tedricamente a 273 nm, la cafeina presen-
ta un maximo de absorcion.

En la puesta a punto del método espectrofo-
tométrico se pensé empezar a ensayar con las
soluciones patrén y las soluciones de cafeina de
café obtenidas mediante extraccion, con el fin de
poder comparar las concentraciones de cafeina
y, asi, conocer las cantidades necesarias de café
para realizar la extraccion: Patrones: 10, 20, 40,
60 y 80 pm.

La preparacién de las soluciones diluidas con
10, 20, 40, 60 y 80 microgramos por mililitro de
cafeina se puede encontrar ampliamente deta-
llada en la NTC ISO 20481. Una vez preparados
los patrones y efectuada la recta de calibrado que
relaciona concentraciones y valores de absor-
bancia, se observo que el rango de concentra-
ciones no era el adecuado, ya que a partir de los
20 ppm no se cumplia con la ley de Beer, la cual
indica que tiene que haber una relacion exponen-
cial entre la transmision de la luz a través de una
sustancia y la concentracion de la sustancia. Se
decidid, entonces, disminuir las concentraciones
de los patrones: patrones: 4, 8, 16, 24 y 32 ppm.
Siguiendo los pasos descritos en la preparacion
de las muestras patrén, se prepararon soluciones
diluidas con 4, 8, 16, 24 y 32 microgramos por
mililitro de cafeina.

Una vez preparados los patrones y efectuada
la recta de calibrado, se observd que las concen-
traciones eran éptimas, ya que en ese rango se
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cumplia la ley de Beer. Se realizaron una serie
de pruebas para garantizar la recta que mejor se
ajustara a los datos experimentales.

Absorhance (AU)

T T
300 Wavelength (nm)]

T T T T
200 225 250 275

Fig. 3 Espectro de las muestras patron de lacuarta prueba.

VIIl. ResuLtADOS

Para la identificacién y cuantificacion de la ca-
feina se prepararon las muestras tal y como se
indica anteriormente. Dentro de las muestras de
café, se han analizado varias, segun sus caracte-
risticas. Las soluciones después de la extraccion
se analizaron por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) y por espectrofotometria UV,
hallandose de esta manera la concentracién de
cafeina presente en cada una de las muestras. A
partir de los resultados obtenidos en la puesta a
punto del sistema cromatografico, se definié que la
fase movil que permitia una mejor determinacion
cuantitativa de la cafeina era la compuesta por
agua-acetonitrilo en proporcion 20:80.

Se empez6 a inyectar las soluciones patrén rea-
lizadas nuevamente y las soluciones de cafeina ob-
tenidas por extraccién en las diferentes muestras de
cafés. Se inyectaron 20 pl de muestra (volumen del
loop de inyeccion) con una velocidad de flujo de fase
mayvil de 1 miI/min con elucion de modo isocratico y
a temperatura ambiente. Las soluciones patrén de
cafeina con concentraciones, 4,00 ppm, 8,00 ppm,
16,00 ppm, 24,00 ppm y 32,00 ppm se inyectaron
por separado en el sistema cromatografico y se re-
gistraron los siguientes cronogramas (se muestran el
primero y ultimo cromatograma de las inyecciones).
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Fig. 4 Cromatograma de la solucion patron 4 ppm.
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Fig. 5 Cromatograma de la solucién patrén 32 ppm.

A. Determinacion de la concentracion de
cafeina de cada muestra.

Se utilizd la recta de calibrado obtenida, la cual
relaciona concentraciones de cafeina (abscisas)
y areas de pico (en ordenadas), para interpolar
en ella las areas de cada pico, correspondientes
a cafeina (aprox. tr= 1,28 min), en las diferentes
muestras, y asi conocer su concentracion. En la
tabla 2 se muestran los resultados de las inyecta-
das de las soluciones patron.

TABLA I
CONCENTRACIONES PATRON DE
CAFEINA Y SUs AREAS

CONCENTRACION

SECENA | nea | TEWORE
4 1.195.488,17 1,26
8 2.344.79417 1,27
16 4.664.782,50 1,28
24 6.921.478,17 1,29
32 9.499.379,17 1,30

En la Fig. 6 se representan graficamente las
areas obtenidas con las soluciones patrdn, frente
a sus correspondientes concentraciones (ppm).
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CURVA PATRON DE HPLC

10.000.000,00

o
/
e
/

-

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracién de cafeina (ppm)

8.000.000,00

6.000.000,00

Area (uV's)

4.000.000.00

2.000.000,00

0,00

Fig. 6 Curva de calibrado obtenida con HPLC.

Se interpold el area del pico correspondiente a
la muestra de cafeina de café en la curva estan-
dar y se obtuvo la concentracion de la muestra
inyectada (ver recorrido de las flechas rojas).

CURVA PATRON DE HPLC

10.000.000,00

£,000.000,00 //
v
3 £.000.000,00 /
G 4000.000,00
< /

2.000.000,00

FA’
0,00 ; . . . T T
0 5 10 15 2 % K] 3%

Fig. 7 Interpolaciéon de soluciéon patron en la curva
de calibrado

Para realizar estos calculos se necesita la re-
gresion lineal de la curva de calibrado que fue:

Y =294.506* x — 22.523 R* =0.99940061 (1)
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Asi, la ecuacion obtenida en la curva de calibrado es:
Y=m*x+b @)

Donde:

Y: Area

M: Pendiente de la curva de calibrado.

X: Concentracion de cafeina de las muestras
inyectadas (ppm).

B: Ordenada en el origen de la curva de cali-
brado.

A partir de las areas de los cromatogramas
obtenidos y con la ecuacion de la curva de cali-
brado, se conoce la cantidad de cafeina conteni-
da en las muestras de café. En los célculos para
cuantificar la cantidad de cafeina en café tostado,
se utilizaron todos los valores de las areas resul-
tantes de las diversas muestras de café inyecta-
das, a excepcion de los valores de areas que des-
preciamos, ya que se considerd que pudo haber
pérdidas en el proceso de extraccidon. Se puede
observar la totalidad de los resultados obtenidos
de las diferentes muestras de cafés, asi como los
resultados tabulados.

En la tabla 3 se representan las areas de los
picos de los cromatogramas obtenidos de las
muestras de cafeina y los tiempos de retencion
de las diferentes inyectadas realizadas.

TABLA llI ]
MuesTrAs DE CAFEINA DE CAFE, TiEMPO DE RETENCION Y AREAS
HPLC
Tiempo , .
Nombre Valoracion retencion Area Area media
(min)
1 1,31 3.107.982,5000
Café tostado 1 3.149.061,7500
2 1,31 3.190.141,0000
1 1,33 3.007.938,0000
Café tostado 2 2.979.114,0000
2 1,31 2.950.290,0000
1 1,32 3.365.353,0000
Café tostado 3 3.338.872,5000
2 1,32 3.312.392,0000
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La concentracion del café tostado se desa-
rrolla con los resultados obtenidos de todas las
extracciones.

Para realizar el calculo de concentracién de ca-
feina se necesita la regresion lineal de la curva de
calibrado que fue:

Area media del café tostado (uV-s) =
3.155.682,75
Y =294.506 * x — 22.523 3)

Se sustituye la Y por la media de las areas ob-
tenidas:

3.155.682,75 =294.506 * x — 22.523 @)

Despejando x se obtiene la concentracion de
cafeina por HPLC que es igual a: 10,79 ppm.

o000

37S5.00

125.00

.

0.004 7.50 15.0d 2287

=0.00
1ime (T=l'1 [gg

Fig. 8 Cromatograma de la muestra de cafeina de
café tostado.

Calculos para la determinacion del porcentaje
de cafeina de las diferentes muestras analizadas

Una vez establecidas las areas de cada una de
las muestras, se determind la concentraciéon de
cafeina, en tanto por ciento (%).

En los calculos iniciales se supuso que los ca-
fés contenian un 1,2 % de cafeina y se trabajé pe-
sando 300 mg de café. Se procedi6 a determinar
la cantidad de cafeina hallada mediante las areas
de los picos correspondientes a la cafeina en los
distintos cromatogramas obtenidos, y, posterior-
mente, se determind el porcentaje.
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Datos:

Peso de café = 300 mg

Solucién A = mg cafeina extraida / 100 ml agua
MilliQ

Solucién B = 10 ml solucion A /25 ml agua Milli-
Q

25misol(B) ,, 3,03mgcafeina(encafe)

100misol (A)*
10misol(4) 1000misol(B)

=0,7575cafeina(encafe)

Se halla el porcentaje:

0,7575cafeina(encafe)
300mg(decafe)

*100 =0,25%

Por lo tanto, se estaria hablando que el café
tostado posee una concentracion real de 0,25%
de cafeina.

Resultado % Cafeina CAFE COLONIAL SA.S

0427

Promedio ——
03 025
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Muestras de cafe verde y tostado

Fig. 9 Representacion de la concentracion de cafeina
en % de todas las muestras analizadas

V.. CoNCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la puesta
a punto del sistema cromatografico, se definié la
fase mévil que permitia una mejor determinacién
cuantitativa de la cafeina: la compuesta por la
fase mévil agua-acetonitrilo en proporcion 20:80.
Con las areas de los cromatogramas obtenidos y
la ecuacién de la curva de calibrado, se obtuvo la
cantidad de cafeina contenida en las muestras en
proporcion de 10.75 ppm en café tostado con un
promedio del 0.11%.

Al terminar el trabajo se comprobd que se han
conseguido resultados parciales importantes
para la estandarizacion y cuantificacioén de cafei-
na; a pesar de esto, son resultados significativos
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para intentar establecer una comparacién entre
el método de la NTC ISO 20481 y la que busca la
organizacion Café Colonial S.A.S; sin embargo,
para realizar una validacion es necesario realizar
NuUevos ensayos.
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