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Abstract

In this work a flow analysis-Fourier transform infrared spectrometric (FA-FTIR) method for the de-
termination of caffeine in coffee was developed. The method involves the extraction, in batch, of caffeine
from solid samples of roasted coffee with hot water (80°C), on-line retro-extraction of caffeine in chloro-
form and direct analysis of the organic phase by FTIR spectrometry. The measurement criterion selected
for the quantification of caffeine was the absolute peak-valley value (1668-1649 cm™) of the first order
derivate of the absorption spectrum, corresponding to the 1659 cm™ band. The method provides a limit of
detection (3c) of 0.001% (w/v) caffeine, a relative standard deviation corresponding to the whole proce-
dure, until the sample preparation, of 1.2% ([Caffeine] = 0.05% (w/v), n = 5) and a sample throughput (trip-
licate) of approximately 12 samples h™. The method was validated by means of standard addition, recov-
ery and inter-day precision studies and by comparative analysis of real samples with the official chro-
matographic-spectrophotometric procedure. The method was applied to the analysis of commercial sam-
ples, obtaining a caffeine content ranging from 0.60 to 1.16% (w/w).
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Determinacion de cafeina en café mediante
espectrometria infrarroja de transformada de Fourier

Resumen

En el presente trabajo se desarroll6 un método para determinar cafeina en café, basado en un siste-
ma de analisis en flujo con deteccion por espectrometria infrarroja de transformada de Fourier (AF-IRTF).
El método involucra la extraccion de la cafeina, fuera de linea, a partir de la muestra de café s6lido con
agua a 80°C, la retro-extraccion de la cafeina —en linea— en cloroformo y el analisis directo de la fase orga-
nica por IRTF. El criterio de medida seleccionado fue el valor absoluto de la medida pico-valle (1668-1649
cm™') de la derivada de primer orden del espectro de absorcién en la banda de 1659 cm™. El limite de de-
teccion fue de 0,001% (p/v), la desviacion estandar relativa del procedimiento completo, desde la prepara-
cion de la muestra, de 1,2% ([Cafeina] ~ 0,05% (p/v), n = 5) y la frecuencia de analisis real (triplicado), de
aproximadamente 12 muestras h™'. El método se validé mediante estudios de adicién de estandar, recu-
peraciony precision entre dias; asi como por analisis comparativos con el método oficial para el analisis de
cafeina en café. Se analizaron 20 muestras comerciales de café tostado, encontrando concentraciones de
cafeina en el intervalo de 0,60 a 1,16% (p/p).

Palabras clave: Cafeina, café, infrarrojo, IRTF, analisis en flujo.
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Introduccion

En la actualidad, el café es uno de los pro-
ductos alimenticios de mayor importancia a nivel
mundial, siendo Venezuela un pais productor,
exportador; y con un marcado habito de consu-
mo [1, 2]. El café contiene diversos alcaloides en-
tre los que destaca la cafeina (1,3,7-trimetilxanti-
na), considerada una sustancia psicoactiva que
estimula la transmision de los impulsos entre las
células nerviosas [3].

La determinacion de cafeina ha adquirido
mucha importancia, debido a su uso en la in-
dustria farmacéutica y en la industria de ali-
mentos; ya sea como ingrediente en la elabora-
cion de refrescos y bebidas energéticas, o por su
presencia en productos como el té, el mate, el ca-
caoy el café. En todos estos casos, el control de
calidad del parametro cafeina es necesario en
los productos. Por esta razon, se han desarrolla-
do nuevos métodos instrumentales para su de-
terminacién en diversas matrices, especialmen-
te alimentos. Los mas confiables y robustos se
basan en el uso de técnicas instrumentales de
separacion (cromatografia de gases, cromato-
grafia liquida de alta resolucion y electroforesis
capilar) acoplados con diversas técnicas de de-
teccion como la espectroscopia de absorcion
molecular Uv/Vis y la espectrometria de masas
[4-9]. Sin embargo, muchos de ellos requieren
instrumental y accesorios costosos, no siempre
accesibles o disponibles a los laboratorios. En
contraste, el método oficial para el analisis de
cafeina en café [10] utiliza un sistema de croma-
tografia liquida de baja presion con deteccion
espectrofotométrica a 276 nm, que es tedioso, ya
que incluye varias etapas manuales, consume
tiempo y grandes cantidades de solventes orga-
nicos. En este panorama, luce atractivo disefiar
nuevos métodos espectroscopicos directos para
realizar esta determinacion, y en esa via estan
trabajando muchos investigadores.

La espectrometria IRTF es una técnica ana-
litica espectroscopica rapida y accesible, que
proporciona abundante informacion cualitativa
y cuantitativa acerca de la composicion de las
muestras; y en la ultima década ha demostrado
ser una herramienta poderosa para abordar el
analisis cuantitativo y directo de muestras reales
complejas, sin la necesidad de etapas previas de

separacion. Ademas, es un detector casi ideal
para ser acoplado a sistemas de flujo [11, 12].

En el caso de la cafeina, la espectrometria
IRTF ofrece una opcién interesante, sensible y
selectiva, debido a las bandas de absorcion que
presenta en el infrarrojo medio (IRM). Sobre esta
base se han propuesto diversos métodos para su
determinacion en productos farmacéuticos, re-
frescos, téy café [12-20]; algunos de los cuales se
han desarrollado utilizando sistemas de flujo [12,
13, 15, 19]. Estos métodos utilizan diversos pro-
cedimientos analiticos que incluyen: técnicas de
extraccion o lixiviado -manuales y fuera de linea—
con disolventes organicos, extraccion en fase solida
(solid phase extraction, SPE) en sistemas de flujo,
sistemas varios de preconcentracion, etc. Sin em-
bargo, en todos ellos, la ultima etapa del procedi-
miento contempla el analisis directo de la solucion
organica por IRTF. La cuantificacion se lleva a cabo
en labanda de 1659 cm™, utilizando diversos crite-
rios de correccion, o mediante analisis quimiomé-
trico de la data espectral por PLS (partial least
squares)- IRTF.

El principal objetivo de este trabajo es desa-
rrollar un nuevo método de analisis sencillo, di-
recto, automatico y accesible para evaluar el con-
tenido de cafeina en café, basado en la espectro-
metria IRTF. El método fue aplicado al analisis de
cafeina en muestras comerciales de café tostado.

Experimental

Equipos y montaje instrumental

La Figura 1A muestra el montaje utilizado,
que se basa en el acoplamiento de un sistema de
analisis en flujo que incorpora una celda de ex-
traccion liquido-liquido (CE), con un espectrome-
tro infrarrojo de transformada de Fourier
(AF-IRTF). La celda (CE) es una unidad de tipo
sandwich —de fabricacion casera—- que incorpora
una membrana de PTFE para la separacion de las
fases (acuosay organica); y representa una modi-
ficacion del separador propuesto por Kuban [21]
(Figura 1B).

Los espectros de absorcion fueron adquiri-
dos con un espectrometro IRTF Perkin Elmer
(PE), modelo Spectrum 2000 equipado con una
fuente de radiacion para el infrarrojo medio, un
detector de Mercurio-Cadmio-Telurio (MCT), un
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Figura 1. (A) Diagrama esquematico del sistema AF-IRTF propuesto. B: bomba peristaltica;

Cy: canal de la muestra/estandar; Cg,: canal del agente extractante (cloroformo); Cp: canal del
portador (agua); R: serpentin de reaccion; VS: valvula manual selectora de canales; CE: celda de
extraccion liquido-liquido; CFIR: celda (de transmision) infrarroja; Detector: espectrémetro infrarrojo
de transformada de Fourier (IRTF). (B) Detalles de fabricacion de la celda de extraccion: (1) entrada del
canal que transporta la mezcla hidro-alcohélica a la celda, con tornillo, (2) bloques de nylon,

(3) membrana de PTFE, (4) canal para el transporte de la fase acuosa al drenaje, con tornillo y
(5) canal para el transporte de la fase organica a la celda de medida, con tornillo.

divisor 6ptico intercambiable (beamspleatter) de
KBr-Ge y una celda de transmision convencional
(CFIR) de geometria rectangular, que se utiliza
como celda de flujo (Tabla 1). El instrumento, en
su totalidad, se controla a través del software
Spectrum 2000, de PE.

Reactivos y muestras

Todos los reactivos utilizados fueron de
grado analitico y las soluciones fueron prepara-
das con agua de alta pureza de 18 MQ cm™' de re-
sistividad, suministrada por un sistema Mili-Q-
TOC de Milipore. Se prepararon patrones de ca-
feina (Merck) al 1% (p/v) disolviendo la cantidad
adecuada en agua y cloroformo, respectivamen-
te. Los estandares de trabajo se prepararon dia-
riamente por dilucién adecuada de la disolucion
patrén en agua. Se utilizé cloroformo grado HPLC
(Mallinckrodt).

Las muestras de café tostado, molido y en
grano, fueron adquiridas en expendios de ali-
mentos de la ciudad de Mérida, Republica Boliva-
riana de Venezuela. Para la preparacion de las
muestras, se pesan 2,5 g de café a los que se adi-
cionan 30 mL de agua caliente (80°C). La mezcla
se calienta por 5 miny se filtra al vacio a través de
un papel de filtro Whatman 54. Se adicionan 20
mL de agua destilada y se lleva a aforo (50 mL)
con agua. Este procedimiento corresponde a un
protocolo aceptado y validado por la AOAC [10].

Procedimiento general de trabajo

La propuesta metodologica de este trabajo
implica: (i) preparacion, fuera de linea, de la
muestra en medio acuoso, (ii) introduccion de la
muestra al sistema, (iii) extraccion —en linea— de la
cafeina a la fase organica y separacion de las fases
organica y acuosa, (iv) adquisicion del espectro
IRTF y (v) analisis de los espectros. El punto (i) se
refiere al pretratamiento de la muestra; las etapas
(ii) a (iv) se desarrollan de forma automatica en el
montaje AF-IRTF, mientras que la etapa (v) se re-
fiere al procesamiento de la data espectral.

Inicialmente se colocan todos los reactivos
en sus respectivas lineas a temperatura ambien-
te (Figura 1). La bomba B permanece encendida
durante todo el analisis para propulsar de forma
continua al portador (C;), o la muestra/estandar
(C,): y al agente extractante (C,). La valvula se-
lectora de canales (VS), que se conmuta de forma
manual, permite introducir al sistema de forma
selectiva al portador o a la muestra (estandar).
Los estandares y muestras, en medio acuoso, y el
cloroformo fueron transportados a través de tu-
beria de Tygony viton®, respectivamente, ya que
este ultimo material es resistente a muchos sol-
ventes organicos.

La mezcla de la disoluciéon acuosa (porta-
dor, muestra o estandar) con el cloroformo, asi
como la extraccion de la cafeina desde la fase
acuosa a la fase organica se realizan, en linea, en
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Tabla 1
Condiciones experimentales de operacion del sistema AF-IRTF propuesto

Espectrometro infrarrojo de transformada de Fourier (IRTF)

Parametro Valor o condicion seleccionado

4500-600 cm™* (1800-1500 cm™)

Intervalo espectral:
Resolucion: e 4cm™

Numero de espectros acumulados: 5

Caracteristicas de la celda Celda de transmision rectangular (Wilmad)
e Ventanas rectangulares (38 x 19 x 2) mm

e 7ZnSe
Sistema de “Analisis en Flujo (AF)”

Flujo de la solucion portadora (Cp): e 0,25 mL/min
Composicion de la soluciéon portadora (Cp): e Agua destilada

Flujo del canal de la muestra o estandar (Cyy): e 0,25 mL/min

Composicion de la muestra (Cy): e 2,5g de café extraidos con 50 mL de agua
Composicion de los estandares (Cy): e Estandares acuosos de cafeina

Flujo del agente extractante (Cg,): e 0,32 mL/min

Composicion del agente extractante (Cg,): e CHCI; puro (99,8%) y seco

Composicion de la tuberia (Cp, Cy;, Cry: e Cpy Cy: Tygon; Cgy: Viton®

Serpentin de reaccion (R) e PTFE (Teflon): 100 cm de longitud y 0,8 mm de

diametro interno

el serpentin de reaccion R, mientras que la sepa- paracion de estandares de cafeina y muestras de
racion de las fases se lleva a cabo en la celda de café en medio acuoso, la retro-extraccion del
extraccion. La fase acuosa fluye directamente al analito en cloroformo y el analisis del extracto or-
drenaje, mientras la organica se dirige a la celda ganico por IRTF. Por ello, la viabilidad de la pro-
de medida, donde se adquiere el correspondiente puesta depende del cabal cumplimiento de una
espectro IRTF en una modalidad continua, acu- serie de condiciones relacionadas a la solubilidad
mulando cinco barridos (scans). Esta etapa se del analito, la transparencia del disolvente en el
realiza de forma analoga, por triplicado, en los es- IR medio y el comportamiento espectral de la ca-
tandares y muestras. La sefal analitica corres- feina en ese medio.

pondiente a las muestras se interpola en la curva
de calibrado obtenida a partir de estandares
acuosos de cafeina. Mayores detalles del funcio-
namiento de este sistema, asi como de la CE es-
tan disponibles en publicaciones y trabajos pre-

El espectro IRTF de la cafeina sélida en pas-
tillas de KBr, que se ilustra en la Figura 2A,
muestra dos bandas relativamente intensas si-
tuadas en 1705y 1659 cm™' que tienen su origen
en las vibraciones de tension de los grupos carbo-

vios [22, 23]. nilos [24] y otras dos, menos intensas, centradas
en 1600 y 1550 cm™'. Por otra parte, la cafeina

Resultados y Discusion tiene una solubilidad elevada en agua caliente

(21,7g L") y es muy soluble en cloroformo, un

Estudio de viabilidad de la propuesta solvente organico con amplias ventanas de trans-
metodolégica parencia en el infrarrojo medio (Figura 2B y 2D).

Las bandas de la cafeina estan localizadas en una
region espectral donde el agua presenta intensa
absorcion de radiacién infrarroja (Figura 2C),

El método que se desarrolla en este trabajo,
como se indic6 con anterioridad, parte de la pre-
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Figura 2. Espectro FTIR de la cafeina, agua y cloroformo. (A) Espectro —en transmitancia- de la cafeina
solida en pastilla de KBr. El inserto muestra una ampliacion —en absorbancia- de la region entre 1300
y 1800 cm™’, asi como una representacion de la estructura del analito. (B) Espectros FTIR de:

(@) blanco (CHCI; puro) y (b) estandar de cafeina (0,050% p/v) en cloroformo. El inserto presenta una
ampliacién —en absorbancia- de la region espectral de 1500-1800 cm™'. (Background: cloroformo,

n = 5, paso 6ptico = 0,5 mm). (C) Ventanas de transparencia del agua en el infrarrojo medio. Espectro
del agua pura obtenido mediante la acumulacion de 25 barridos (Background: agua, paso optico de
0,050 mm). (D) Espectros obtenidos en el sistema propuesto a partir de: (a) estandar acuosos de
cafeina ([Cafeina] = 0,020 % p/v), (b) muestra acuosa de café (M1, [Cafeinaly; = 0,05% p/v),

(c) la misma muestra fortalecida con una concentracion de cafeina 0,020% p/v) y (d) blanco.

(Las condiciones experimentales se indican en la Tabla 1)

mientras el cloroformo muestra transparencia.
Esto se aprecia en la Figura 2B, que presenta el
espectro correspondiente a un estandar de cafei-
na en cloroformo, asi como del blanco del disol-
vente, donde se observan con claridad las cuatro
bandas del analito descritas con anterioridad.

En relacion con la matriz de interés, café, la
Figura 2D presenta, de forma comparativa, los es-
pectros obtenidos en el sistema propuesto corres-
pondientes a: (a) una solucién acuosa de cafeina,
(b) una muestra de café (M1) en medio acuosoy (c)
la misma muestra enriquecida con el analito.

Se observa un crecimiento importante y
centrado de las bandas de la cafeina, sin ningun
tipo de deformacion, lo que demuestra la viabili-

dad del sistema propuesto para el analisis de ca-
feina en café por espectrometria IRTF, utilizando
estandares y muestras acuosas.

Seleccion de las condiciones de trabajo

Parametros
espectroscépicos-instrumentales

Elintervalo espectral de trabajo se fij6o entre
4500y 600 cm™'; aunque la data espectral que se
estudia se restringe a la region comprendida en-
tre 1800y 1500 cm™. Se evalué el efecto de algu-
nos parametros instrumentales-espectroscopi-
cos como: acumulacion de barridos y resolucion,
sobre la sefial de un estandar acuoso de cafeina
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0,05% (p/v). Los resultados obtenidos son con-
sistentes con los obtenidos en investigaciones
previas realizadas en nuestro laboratorio; y se re-
sumen en la Tabla 1.

El criterio de medida seleccionado fue el va-
lor absoluto de la medida pico-valle (1668-1649
cm™}) de la derivada de primer orden (D!, ventana
de 25 puntos) del espectro de absorciéon (banda
de 1659 cm™). Esta seleccién proporciona una
solucion sencilla y directa al problema asociado
con la definicion de la linea de base necesaria
para la correccion de la absorbancia en el maxi-
mo de la representacion D°, en un sistema espec-
tralen el cual las bandas (1659y 1704 cm ) no se
encuentra totalmente resueltas, como se observa
en la Figura 3 [25].

Caracteristicas analiticas del sistema
FA-FTIR

Bajo las condiciones de trabajo selecciona-
das (Tabla 1), la senal analitica mostro linealidad
con la concentracion, hasta un valor de 0,175%
(p/v). La Tabla 2 resume las caracteristicas de la
curva de calibrado, asi como los limites de detec-
cion y cuantificaciéon encontrados, definidos
como la concentracion de analito cuya senal co-
rresponde a 3y 10 veces la desviacion estandar
del blanco (36 y 100), respectivamente. Por ulti-
mo, la frecuencia de analisis del método es del or-
den de 12 muestras h™".

La precision del método se evalu6 a través
de la desviacion estandar relativa (DER). Inicial-
mente se midieron cinco réplicas de una solucion
estandar (0,075% p/v) y de la muestra M1 ([Ca-

A
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feina] ;; = 0,05% p/v). Los resultados obtenidos
fueron 0,11% y 0,15%, respectivamente. Esta es
una medida directa de la repetibilidad inherente
al sistema AF-IRTF. En segunda instancia, se
evaluo la precision del procedimiento completo
de analisis (incluyendo la preparacion de las
muestras), analizando 5 soluciones de la mues-
tra M1 preparadas en forma independiente, en-
contrando un valor de 1.2%. Por ultimo, se esti-
mo la precision entre-dias del método repitiendo
la experiencia anterior en tres sesiones de trabajo
sucesivas e independientes. Los resultados obte-
nidos (DER = 1.7%; Sesion-1: [Cafeinal,; =
0,0502 +0,0009% (p/v),n=3(1,00+0,02% p/p);
Sesién-2: [Cafeinal,;; = 0,0510 = 0,0008% (p/v),
n=23(1,02 +0,02% p/p) y Sesién-3: [Cafeinal,;; =
0,0493 + 0,0005% p/v (0,99 = 0,01% (p/p). n = 3)
muestran una excelente reproducibilidad, que es
indicativa de larobustez del sistema de analisis.

Estudios de interferencia y

recuperacion

Para verificar la ausencia de efectos de ma-
triz, se realizaron estudios de adicion de estandar
(CAE) en la modalidad clasica (volumen de mues-
tra constante, volumen de estandar variable y vo-
lumen final constante). Se diseniaron dos expe-
riencias (curvas CAE-1 y CAE-II) fijando el volu-
men de muestra en 4 mLy 8 mL, respectivamen-
te, a partir de una muestra preparada con 5g de
café (M1) extraidos con 100 mL de agua. En am-
bas curvas se adicionaron cantidades variables y
conocidas de cafeina en el rango de 0 a 0,125%
(p/v), diluyendo en todos los casos a un volumen

B
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Figura 3. Seleccion del criterio de medida. (A) Espectro de absorcion-Criterio de medida:
Absorbancia a 1659 cm™' con correccién por distintas lineas de base. (B) Derivada de primer orden
(Dl) del espectro-Criterio de medida: Valor absoluto de la medida pico-valle (1669-1649 cm’l)
de la D' en a la banda de 1659 cm™.
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Tabla 2
Caracteristicas de la curva de calibrado simple y ecuaciones de las curvas de adicion
de estandar

Forma de calibracion

Ecuacion de la recta ®

[Cafeinal],,,

Ry = a + b.[Cafeina] % (p/p)
Curva de calibracién simple CCS o |[dA/dV| 1665.1649 e = 0,00013 + 0,5109 1,00 + 0,02
[Cafeinal]
e 1 (Coeficiente de correlacion) = 0,9996
e Blanco y 8 estandares: 0 - 0,175% (p/v)
¢ Intervalo dinamico (ID): 0,003 - 0,175%
(p/v)
e Limite de deteccion (LD, 3c) = 0,001%
(p/v)
e Limite de cuantificacion (LC, 10c) =
0,003% (p/v)
Adicion de estandar CAE-1® |[dA/dv|;s6s-1649 em™! =0,01020 + 0,5150 0,99 = 0,03
[Cafeinal
Adicién de estandar CAE-I1® o |dA/dV|;668. 1646 cm ' = 0,02050 + 0,5025 1,02 = 0,03
[Cafeinal]
Adicién de estandar CAE-II ® o |dA/dv|,ges 1640 c ' = 0,02516 + 0,5043 1,00 + 0,02

[Cafeinal]

@1 preparacion de las soluciones utilizadas en las tres experiencias de adicion de estandar se describe en detalle en el
texto. ©® |dA/dv |1668-1649 Cm’l es el valor absoluto de la medida pico-valle (1668-1649 cm’l) de la representacion D! (25
puntos) del espectro de absorcion correspondiente a la banda analitica de 1659 cm L [Cafeina] representa la concen-
tracion de cafeina expresada en% (p/v). © Concentracion de cafeina obtenida a través de las distintas formas de cali-

bracion.

final de 10 mL. Se realizé una experiencia adicio-
nal (III), anadiendo cafeina sélida directamente al
café molido en cantidades exactamente estable-
cidas para proporcionar a las soluciones de tra-
bajo una concentracion final de cafeina adiciona-
da equivalente al de las series anteriores. Los re-
sultados de estas experiencias se resumen en la
Tabla 2. La comparacion de las pendientes de es-
tas curvas, basado en la prueba de Fishery el es-
tadistico t de student [26], indicé —con una certe-
za del 95%-— que las pendientes de las curvas CAE
no muestran diferencias significativas con rela-
cion a la curva de calibrado simple (CCS). Este
comportamiento permite concluir que no existen
interferencias fisicas ni quimicas por parte de la
matriz en el analisis.

Para evaluar la exactitud del método, en una
primera fase, se realizaron estudios de recupera-
cion, utilizando para este fin la serie de muestras
enriquecidas preparadas para las curcas CAE.
Los resultados obtenidos en todos los casos (Se-

rie I: 97,73-102,0%, Serie II: 94,76-99,65% y Se-
rie III: 93,40-101,8%) indican una recuperacion
cuantitativa. A continuacién, se compararon los
resultados obtenidos para la concentracion de
cafeina de la muestra de café M1(s), a partir de la
CCS y las tres curvas CAE (Tabla 2). El analisis
estadistico de estos resultados nuevamente evi-
dencia que no existen diferencias significativas
entre ellos, ratificando la exactitud del método, la
correcta aplicacion del mismo y la ausencia de
errores sistematicos a lo largo de todo el procedi-
miento desarrollado. La equivalencia estadistica
entre las pendientes de las curvas CCSy CAE, asi
como entre la concentracion de cafeina obtenida
por ambas formas de calibracion, avala el uso de
la CCS a partir de estandares acuosos de cafeina
para realizar el analisis.

Analisis de muestras reales

Se analizaron 20 muestras de café tostado
de doce marcas diferentes que se comercializan
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en el pais, 16 de ellas en presentacion de café mo-
lidoy 4 en granos. Los resultados se muestran en
la Tabla 3. El contenido de cafeina en las mues-
tras M1-M4 se evalu6, en paralelo, a través del
método oficial [10]. Las dos poblaciones de resul-
tados muestran una buena coincidencia, lo cual
ratifica la exactitud del método propuesto.

Evaluacion Critica
de la Propuesta

En este trabajo se desarroll6 un nuevo mé-
todo para la determinacion de cafeina en café,
basado en un sistema AF que incorpora a la es-
pectrometria IRTF como técnica de deteccion. El
sistema utilizado fue ensamblado a partir de
equipos y accesorios comerciales accesibles y
disponibles en el mercado.

El método propuesto reduce drasticamente
el tiempo de analisis, el consumo de disolvente y
la manipulacion de la muestra. El gasto de cloro-
formo es inferior a 20 mL por hora, y puede ser re-
ciclado por destilacion [12,13]. Los estudios rea-
lizados denotan marcadores analiticos de calidad

objetivos en cuanto a sensibilidad, precision,
exactitud y robustez; que compiten de forma
abierta, y en muchos casos favorable, con los co-
rrespondientes a otros métodos descritos en la li-
teratura. En relacion a la sensibilidad analitica y
el limite de deteccion, estan en el mismo orden de
magnitud que los métodos que utilizan espectro-
metria IRTF. Sin embargo, las mayores ventajas
que propone se relacionan a la frecuencia de ana-
lisis, que es favorable frente a estos métodos
[18-20] y a cualquier sistema cromatografico; y a
la selectividad que viene potenciada por el doble
sistema de extraccion utilizado y por el uso de la
espectroscopia derivativa.

En relacion a la robustez, entendida como
la consistencia que presenta la respuesta analiti-
ca a pequenos cambios en variables experimen-
tales inherentes al método, es evidente que los
parametros criticos se relacionan con el caudal
de los diversos canales: portador (CCp), muestra o
estandar (QC,,) y cloroformo (CCg,), ya que de
ellos depende la reproducibilidad y eficiencia del
proceso de extraccion en linea. Por ello, es nece-
sario mantener un control estricto y rutinario del

Tabla 3
Analisis de muestras reales

Muestra* [Cafeina] % (p/p) @ Muestra* [Cafeina] % (p/p) @
(Presentacion) (Presentacion)
M1 @ 1,000 + 0,005 M11 @ 1,03 + 0,02
M2 @ 1,005 + 0,007 Mi12-1 ® 1,02 + 0,01
M3 @ 1,00 + 0,01 M12-2 ® 1,06 + 0,01
M4 @ 1,03 = 0,02 M12-3 ® 1,07 = 0,02
M5 @ 1,00 = 0,02 M12-4 ® 1,03 + 0,01
M6 @ 0,800 + 0,008 M12-5 @ 1,07 + 0,01
M7 @ 0,94 + 0,01 M6-(g) © 1,16 = 0,02
M8 © 0,940 = 0,006 M7-(g) © 1,05 + 0,01
M9 ® 0,600 = 0,008 M13-(g) © 1,07 + 0,02
M10 ® 0,620 = 0,007 M14-(g) © 1,10 + 0,02
M1 © 1,02 + 0,03 M3 © 1,02 + 0,04
M2 © 0,99 + 0,04 M4 © 1,00 + 0,04

Muestra’: Marca y presentacion comercial del café. El subindice i (1-14) corresponde al cédigo de la marca del café.
@Café molido tostado. (b)Corresponde a 5 muestras distintas de la misma marca (lotes distintos). Mi-(g). ©café en
grano tostado. @[cafeina] obtenida por el método propuesto (Media aritmética + desviacion estandar de 3 medidas in-
dependientes). (e)[Cafeina] obtenida por el método oficial [10] (Media aritmética + desviacion estandar de tres medidas

independientes).
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estado de las tuberias de Tygon y Viton®. Por otra
parte, se evalu6 el tiempo de vida de la membrana
de PTFE, haciendo sucesivas medidas de un pool
de la muestra M1. Tras 170 inyecciones, no se
observo variacion estadisticamente significativa
en la senal analitica. Sin embargo, se establecio
como parte del protocolo de trabajo, cambiar la
membrana tras 150 inyecciones.

En referencia a las muestras estudiadas, la
concentracion de cafeina que se encontro en las
doce marcas de café tostado (molido) fue de
0,6-1,07% (p/p). mientras que en las 4 muestras
de café en grano el contenido oscil6 entre 1,05y
1,16% (p/p). Estos valores son inferiores a los en-
contrados en otros trabajos, que reportan con-
centraciones cercanas al 2% (p/p) [18-20, 27].
Sin embargo, el producto que se comercializa en
el pais resulta de la mezcla de diversos granos; y
los resultados son consistentes con el hecho de
que en Venezuela se cultiva de forma mayoritaria
la variedad “arabica”, cuyo contenido de cafeina
oscila entre 0,7 y 1,3% (p/p). En otros paises se
cultiva, o se utiliza, en mayor proporcion la varie-
dad “robusta”, que se considera de menor cali-
dad, pero presenta un contendido mas elevado de
cafeina (2-4,5% p/p) [27]. Se analizaron 5 mues-
tras distintas de una misma marca (Muestra
M12); y los resultados obtenidos (1,050 + 0,022%
(p/p); DER = 2,2%) son un claro indicio de homo-
geneidad en el producto comercializado. Con re-
lacion al café en grano, la poblacion estudiada
fue muy pequena como para inferir conclusiones
solidas. Tan solo destaca la muestra M6, cuyo
contenido de cafeina en los granos (1,16 = 0,02%
p/p) difiere considerablemente del obtenido en la
muestra que se empaqueta y comercializa como
café molido (0,800 + 0,008% p/p)-

En Venezuela, la presentacion comercial
del producto proporciona poca informacién acer-
ca del origen y composicion del mismo. La etique-
ta solo especifica “café 100% puro”. Esta politica
comercial contrasta con la de otros paises, en los
cuales se suministra informacion al consumidor
acerca de la concentracion de cafeina y la compo-
sicion de origen del café.

Por todo lo expuesto, esta propuesta repre-
senta una nueva alternativa: atractiva, interesan-
te y valida para la determinacion de cafeina en
café, que puede ser usada de forma rutinaria para
el control de calidad en las industrias del ramo.
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