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RESUMEN

Se realizd la determinacién de cafeina en ocho muestras de café procedentes de diferentes ciudades de la Amazonia
Peruana, Colombiay Ecuador, con el objetivo de desarrollar una metodologia para el anélisis de rutina del contenido de
cafeinaen diversas muestras por cromatografia liquida de alta eficiencia de fase reversa. Este estudio se realizé usando una
fase mévil de agua: metanol (75:25, v/v), a un flujo de 0,3 mL min" y una temperatura de 45 °C. La cafeina fue
isocraticamente separada a 3,8 min. Las concentraciones de cafeina en las muestras se determinaron mediante una curva
de calibracion con estandar externo, las cuales se encontraron en el rango de 9,74 a 11,12 mg g™ en café tostado molido,
en 11,08 mg/g en cascara de caféy de 9,17 a 26,59 mg/gen café solubleliofilizado.Se obtuvieron recuperacionesde 68,34,
93,98 y 78,0 % para las fortificaciones de 50, 100 y 150 ug mL", respectivamente. Estos resultados indican que la
metodologia de cuantificacién fue validada a través de un método de separacion sencilla y rapida. El estudio permitio
obtener concentraciones de cafeina en muestras de café de la regidn y sugerir el consumo promedio sin superar los limites
saludables.
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ABSTRACT

The determination of caffeine in eight coffee samples from different cities of the Peruvian Amazon, Colombia, and Ecuador
was carried out developing a methodology for the routine analysis of caffeine content in different samples by reversed -
phase high-performance liquid chromatography. This study used a mobile phase of water: methanol (75:25, v/v), at a flow
rate of 0.3 mLmin-1and a temperature of 45 °C. Caffeine wasisocratically separated at 3.8 min. The caffeine concentrations
in the samples were determined by a calibration curve with external standards, which were found to be in the range of 9.74
to 11.12 mg g-1inroasted ground coffee, at 11.08 mg/g in coffee huskand from 9.17 to 26.59 mg/g in freeze-dried soluble
coffee. 68.34, 93.98, and 78.0 % were recovered for the 50, 100, and 150 pug mL-1 fortifications, respectively. These results
indicate thatthe quantification methodologywasvalidated through asimple and rapid separation method. The study made
it possible to obtain caffeine concentrations in coffee samples from the region and to suggest average consumption
without exceeding healthy limits.
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1. INTRODUCCION

El café, un bien agricola de vital importancia, impulsa la economia de numerosos paises, ocupando
el segundo lugar en términos de comercio internacional después del petroleo (Andrade et al., 2009).
En el contexto peruano, el café se erige como el octavo mayor productor a nivel mundial (Queirolo
Bobadilla, 2011), desempeiiando un papel crucial en la subsistencia de alrededor de 223 mil familias,
cuya principal fuente de ingresos proviene de su cultivo en 11 regiones distintas (Del Aguila et al.
2018; MINAGRI, 2018)

Las plantaciones de café en Perl abarcan mas de 420 mil hectareas y suelen cultivarse en sistemas
agroforestales o bajo sombra, contribuyendo asi a la mitigacién de los impactos del cambio climatico
al absorber carbono atmosférico (Ojeda et al., 2019). El café organico peruano supone el 10% de la
produccién mundial, siendo las variedades aradbicas las de mayor difusion en el pais (MINAGRI, 2015).
En el afio 2021 la produccion de café se incrementd en un 17%, siendo las regiones con clima
templado o tropical los que tuvieron mejor rendimiento, aportando en su conjunto el 71,1% de la
produccién total nacional (INEIL, 2021).

Las variedades de café cultivadas en Peru exhiben cualidades distintivas en términos de color, aroma
y sabor, validos para la obtencion de reconocimiento mundial frente a otras variedades. Estas
cualidades singulares son el resultado de las condiciones edafoclimaticas del area de cultivo, asi
como de practicas de manejo agrondémico, densidad de siembra y otros factores (Castro et al.,, 2004).
Estos elementos influyen en la concentracion de los componentes que conforman el café,

especialmente la cafeina.

En este sentido, la produccion de café representa una importante fuente de ingresos para
aproximadamente el 30% de la poblacion en la regién amazdnica peruana (Valdivia, 2021). Una
investigacion previa, que emple6é cromatografia liquida para cuantificar la concentracion de cafeina
en tres variedades de café cultivadas en la Amazonia, revelé que la variedad Caturra exhibié una
concentraciéon de 17,963 mg g-', el Bourbdn 13,200 mg g'y la Typica alcanzé 13,587 mg g-' (Félix
Zamora, 2012).

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es un compuesto alcaloide derivado natural de la xantina (Muller &
Jacobson, 2011), la cual es altamente conocida debido a su constante presencia en la dieta humana,
principalmente mediante el consumo de gaseosas, bebidas energizantes y café, siendo esta Ultima,
la mayor via de obtencién en varias personas (Mitchell et al., 2014). En respuesta a estos hallazgos,
se han llevado a cabo diversos estudios con el objetivo de determinar los beneficios que el consumo
de café puede aportar a la salud, incluyendo mejoras en el equilibrio energético (Harpaz et al., 2017),
prevenir la fibrosis hepatica (Chan et al., 2006) y disminucion del riesgo de depresién (Kang et al,
2018).

Sin embargo, de manera afin existen investigaciones acerca de los efectos adversos en el consumo
de cafeina en altas concentraciones, las cuales han concluido que ingerir menos de 400 mg por dia
no representa algun peligro para los adultos no gestantes, mientras que, para las mujeres gestantes,
este limite se encuentra en 200 mg por dia (EFSA NDA Panel, 2015), debido a la gran variedad de
problemas que puede llegar a generar en el organismo humano, incluso llegando a causar la muerte
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(Pardo Lozano et al., 2007). El café tostado en grano o molido debe cumplir, segun el subcapitulo 6.2
de la NTP 209.028:2015 CAFE (INACAL, 2021), que el contenido de cafeina para café sin descafeinar
debe tener como minimo 1% m/m en base seca y para café descafeinado debe tener como maximo
0.1% m/m en base seca y una humedad de 4 % m/m como maximo. Es por esto que la determinacion
de cafeina en muestras de café es necesaria para conocer la cantidad ingerida por los consumidores.

Para ello, se han empleado diferentes métodos para el andlisis cuantitativo de cafeina, tales como
métodos espectroscdpicos UV-Visible para su determinacién en café verde (Navarra et al, 2017),
métodos electroquimicos (Amare & Admassie, 2012) y HPLC para su determinacién en café tostado
e instantaneo (Belguidoum et al., 2014). El analisis HPLC es empleado en varios trabajos previos de
determinacion de cafeina en tabletas, bebidas energéticas, hojas de té y café (Acheampong et al.,
2016; Gliszczyriska-Swigto & Rybicka, 2015; Nishitani & Sagesaka, 2004; Pokhrel et al., 2016). La
normativa peruana indica como método de ensayo la ISO 4052 (ISO, 1983) y la ISO 20481 (ISO, 2008),
para la cuantificacion de cafeina en diversas muestras, es decir, la cromatografia liquida HPLC. A su
vez, existen diferentes métodos de extraccién, debido a la presencia de componentes en el café
capaces de generar interferencia al momento del andlisis. Por ejemplo, existen métodos como la
extraccion liquido-liquido con diclorometano (Belay et al., 2008), extraccion empleando fluidos
supercriticos (Sugiyama et al, 1985), también mediante floculacion con hexacianoferrato () de
potasio trihidratado y cloruro de zinc (Pizzariello et al., 1999), extraccion usando soluciones acuosas
de liquidos iénicos a base de colinio (Ferreira et al, 2021). La extraccion con 6xido de magnesio
ofrece resultados similares a los anteriormente mencionados, pero empleando un menor tiempo
(Khajeh et al., 2017).

Por lo mencionado anteriormente, el presente trabajo busca determinar la concentracién de cafeina
en diversas muestras de café de la region amazdnica mediante el uso de cromatografia liquida de
ultra alta resolucién (UHPLC) utilizando la extraccion con 6xido de magnesio con asistencia de un
digestor de microondas, y desarrollar un método para el andlisis de rutina del contenido de cafeina
en diversas muestras en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
Alto Amazonas, utilizando el equipo implementado en el laboratorio (Cromatografia liquida
UHPLC/DAD). Permitiendo inferir y discutir sobre los resultados y sugerir medidas de prevencion en
el consumo de las muestras de café de interés.

2. MATERIALES Y METODOLOGIA ANALITICA
Preparacion de reactivos y soluciones

Todos los reactivos usados en este trabajo de investigacion son de grado analitico. Las soluciones
fueron preparadas con agua ultrapura (18 MQ a 25 °C). Cafeina anhidra (Sigma Aldrich, Reagent
Plus), metanol (Merck, grado HPLC), 6xido de magnesio (Sigma Aldrich, P.A.).

Preparacion de fase mévil y estandares: La fase movil se preparé mezclando Metanol grado HPLC
y agua ultrapura en una proporcién de 25:75 (v/v). Se homogeneizo la mezcla, se filtré (filtro de 0,45
pm), requerido para HPLC, y se sonicé por 10 min.
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Se prepard una solucion estandar stock de cafeina a 1000 mg L7, la cual se usé para obtener una
curva de calibraciéon cuyo rango lineal fue de 10 — 50 mg L' cuyo medio fue agua ultrapura y fase
movil (1:1, v/v).

Muestras de café seleccionadas: Se escogieron ocho muestras de café, la mayoria procedentes de
diferentes localidades de la Amazonia peruana (Lamas, Tingo Maria, Chachapoyas y Oxapampa),
ademas de Colombia y Ecuador.

Equipo

El analisis cromatografico se realizd usando el equipo HPLC Vanquish ThermoScientific (Alemania),
compuesto por una bomba cuaternaria modelo VF-P20, un automuestreador VF-A10, un horno de
columna VH-C10 y un detector de arreglo de diodos (DAD) VF-D11-A. Todos los modulos se
controlaron con el software Xcalibur versién 4.2.47. Todas las separaciones fueron realizadas en una
columna RP C18 (100 mm x 2,1 mm ID, 3 um particula). Tanto la parte experimental como el anélisis
instrumental de las muestras se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma del Alto Amazonas, 2022.

Parametros analiticos evaluados

Linealidad: La linealidad del método se evalué mediante el coeficiente de determinacién (R?2), el cual
fue calculado analizando la relacion entre la concentracion de cafeina y el area del pico
correspondiente (Flores Ramos & Ruiz Soto, 2017).

Exactitud: La exactitud del método se report6d en forma de porcentaje de recuperacion. Este permite
medir la concordancia entre los valores obtenidos con los valores reales calculados de una muestra.
Para ello, se realizd una fortificacion de las muestras con una cantidad conocida de estandar de
cafeina (Rada Mendoza & Salazar, 2011).

Extraccion de cafeina: Se pes6 0,50 g de muestra de café con 5,0 g de 6xido de magnesio. La cafeina
fue extraida con 40 mL de agua ultrapura a 90 °C dos veces (ISO 20481, 2008), luego fue sonicada
durante 5 min y filtrada. El extracto se llevo a un volumen de 100 mL con agua ultrapura. Se diluyo
1:1 con fase movil, se filtro con filtros de jeringa de 0,45 pym y se colocaron en viales. Las muestras
se trataron por triplicado.

Condiciones cromatograficas: Las soluciones estandar y las muestras se inyectaron en el sistema
UHPLC bajo las mismas condiciones. La fase movil empleada fue metanol: agua ultrapura (25:75, v/v).
Una temperatura de columna de 45 °C. Un volumen de inyeccién de 2.5 plL. Un flujo 0,3 de mL min-
1. La deteccién se dio a 274 nm (mayor absorbancia de la cafeina) y el tiempo de analisis fue de 5
min. Cada punto de la curva se inyecté por duplicado al sistema. Cada repeticién de las muestras se
inyecté por duplicado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de parametros analiticos de validacién

Los resultados obtenidos fueron evaluados en base a diversos parametros estadisticos como el

coeficiente de regresion y la desviacion estandar.

Linealidad: Los estandares de cafeina presentaron un tiempo de retencion de 3,7 min.,, como se
ilustra en la Figura 1, donde se observan los cromatogramas de los estdndares preparados de
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg mL-", los cuales a mayor concentracion presentan una
mayor area de pico. Asi, se presenté una correlacion lineal entre la concentracion (10 a 50 yg mL-)
y el area de pico obteniendo un coeficiente de determinacion (R2) igual a 0,9964, lo que se observa
en la Figura 2. Otros parametros medidos también se muestran en la Tabla 1.
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Figura 1. Cromatogramas de los estandares de cafeina de concentraciones 10, 20, 30, 40 y 50 ug
mL-1. El efe horizontal muestra el tiempo de retencion en minutos, y el €je vertical muestra la
respuesta en mili unidades de absorbancia
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Figura 2. Curva de calibracion de cafeina. El eje horizontal muestra la concentracion de cafeina de
la inyeccion (ug mL-1), y el eje vertical muestra el area pico de los cromatogramas (n=10)
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En la tabla 1 se muestran los parametros de calidad evaluados a partir de la curva de calibracién. En
este sentido se ha demostrado una sensibilidad de 3834,76. El rango lineal de 10 a 50 pg mL-1y una
buena linealidad que corresponde a un R2 de 0,9964. Lo cual manifiesta una evaluacion certera de
cafeina en diferentes muestras en ese rango.

Tabla 1.

Parametros de ajuste lineal de curva de calibracion
Parametros Valor

Pendiente 3834,76 + 81,67

Intercepto 13382 + 2705,83

Rango lineal (ug mL™") 10 - 50

Coeficiente de determinacion (R?) 0,9964

Limites de deteccién y cuantificacion: Los parametros de LOD y LOQ fueron 0,68 + 0,19y 2,07
0,57 ug mL-", respectivamente.

Exactitud: Los ensayos de recuperacion se llevaron a cabo agregando tres concentraciones (50, 100
y 150 ug mL-") de estandares de cafeina a la muestra de café proveniente de Lamas (M1), los
resultados se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2.
Eficiencia de recuperacion de cafeina en muestra de café proveniente de Lamas (M1)

Concentracion de cafeina fortificada

Medio (ug mL) % Recuperacion
50 68,34 + 2,60
M1 100 93,98 + 8,19
150 78,90 + 0,11

De todas las muestras de café estudiadas, las de presentacidon tostadas molidas, cascara de café M5
(Oxapampa) y M7 (Colombia) necesitarian un promedio mayor a 4 tazas para exceder el limite de
cafeina establecido porla EFSA en una persona adulta (400 mg) y de 2 tazas para el caso de mujeres
gestantes (200 mg); mientras que las muestras M6 y M8 excederian estos limites con 2y 1 tazas para
el caso de adultos y mujeres gestantes, respectivamente. Estos resultados son considerando un
contenido en una taza de café de 9 g por 35 mL de agua en su preparacién, cantidades que fueron
establecidas por la Asociacion de Cafés Especiales (SCA) (Fasman, 2018).

Cuantificacion de las muestras: La cuantificacién se basd en el método de estandar externo
utilizando curvas de calibracion ajustadas por analisis de regresion lineal. El andlisis se realizd con 3
repeticiones e inyeccion por triplicado. Como se observa en la Figura 3, el tiempo de retencion de la
cafeina en las muestras de café fue de 3,61 min.
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Figura 3. Cromatogramas de los extractos de las muestras de café. El eje horizontal muestra el
tiempo de retencion en minutos, y el eje vertical muestra la respuesta en mili unidades de
absorbancia

En la Tabla 3 se presentan los resultados del contenido de cafeina mediante cromatografia UHPLC
de las 8 muestras de café en tres presentaciones: café tostado molido con una cantidad de cafeina
entre 9,74y 11,2 mg de cafeina por cada gramo de café, el cual considerando una humedad del 4%
equivale a 1,014 a 1,167% m/m en base seca. La mayor cantidad de mg de cafeina, en este tipo de
café, correspondié a la muestra M4 (Oxapampa-Pert) con 11,12 mg g-'lo que se significaria contar
con 35,97 g de este café para obtener 400 mg de cafeina por dia, puesto que esto representa el
limite de consumo tolerable, siendo similar a lo obtenido en la M5 (Oxapampa-Pert), en la
presentacion de cascara de café.

En las muestras solubles liofilizadas, el contenido de cafeina varia entre 9,17 y 26,59 mg de cafeina
por gramo de café, es decir 0,955 a 2,770% m/m en base seca. La mayor cantidad de mg de cafeina
se obtuvo en la muestra M6 (Ecuador) con 26,59 mg g', lo que representaria contar con 15,04 g de
café para obtener el limite permisible de consumo por dia; sin embargo, en el café liofilizado de
procedencia peruana (M8), evidencié un alto contenido de cafeina con 23,40 mg g-', para este caso
se necesitaria contar con 17,09 g de café por dia. El café soluble liofilizado procedente de Colombia
es el Unico que no cumple con el contenido de cafeina segun la NTP 209.028.2015 (INACAL, 2021).

De acuerdo a estos resultados, se concuerda con los estudios publicados previamente por EFSA NDA
Panel (2015), que las cantidades promedio de consumo de las muestras de café analizadas deben
ser menores de 400 mg pordia para los adultos mayores y 200 mg por dia para las mujeres gestantes,
proporciones que se consideran los limites saludables.
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Tabla 3.
Presentacion, origen de muestras de café analizadas y su contenido de cafeina (mg g-7)
Muestra Presentacion Origen Cafen:a RSD (%)
(mg g)

M1 Tostado molido Lamas-Peru 10,81 + 0,01 0,068
M2 Tostado molido Tingo Maria-Peru 974+ 0,16 1,600
M3 Tostado molido Chachapoyas-Peru 10,79 + 0,13 1,241
M4 Tostado molido Oxapampa-Peru 11,12 + 0,45 4,060
M5 Cascara de café Oxapampa-Peru 11,08 + 0,23 2,113
M6 Soluble liofilizado  Ecuador 26,59 + 3,06 11,521
M7 Soluble liofilizado ~ Colombia 9,17 £ 0,31 3,353
M8 Soluble liofilizado  Peru 23,40 + 0,37 1,575

CONCLUSIONES

En el presente trabajo, hemos visto como llevar a cabo la determinacién analitica de cafeina en café
empleando la técnica de HPLC en el rango lineal de 10 a 50 ug mL-" con buena linealidad (R? de
0,9964), LODy LOQ fueron 0,68 + 0,19y 2,07 + 0,57 ug mL-"y buena exactitud (80,4% recuperacion
promedio) lo cual nos permitira usar este método para la caracterizacion de las muestras de café de
la zona, evaluar la calidad referente a la cafeina y sugerir el consumo de café adecuado para ingerir
la cantidad de cafeina éptima que no ponga en riesgo la salud en especial de las mujeres gestantes
y adultos mayores.

Los resultados dan a conocer cuales de las muestras de café analizadas, cumplen con la norma
técnica peruana respecto a la cafeina (minimo 1% m/m en base seca) y cuales no cumplen ni la
norma peruana ni la colombiana (0,955% m/m en base seca).

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitiran a futuro poder hacer un control de calidad
del café de la zona a través de un método validado, con figuras mérito adecuadas y de facil y rapida
aplicacion. Por lo tanto, se sugiere implementar el método de extraccion y la metodologia de analisis
al Laboratorio de Biotecnologia, para analisis de rutina de cafeina en diversas muestras, utilizando el
equipo implementado en el laboratorio de la Universidad Nacional Autonoma de Alto Amazonas
(Cromatografia liquida UHPLC/DAD).
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