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RESUMEN

Lépez, J. Cuantificacion de cafeina, trigonelinacydo clorogénico por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Proyecto de @eaibn del Programa de Ingenieria en
Agroindustria, Escuela Agricola Panamericana “Zamot, Honduras. 25p.

La grasa, sacarosa, cafeina, trigonelina y el &dalmgénico son considerados como los
precursores del sabor del café. Este estudio ingrlgimos métodos y valido las curvas
estandar para cuantificacion de cafeina, trigoasglidcido clorogénico por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) basado en ladipadiones de S. Casal, M. B. Oliveira

y M. A. Ferreira (1998) y de Chin-Long Kyt al. (1997). Se cuantificaron nueve

concentraciones de cafeina y trigonelina, y siara @cido clorogénico con tres lecturas
por concentracion. El rango de concentracion dabéetque cubrieron las curvas de
calibracion de cafeina y trigonelina fue uno a 1Q@mL y la de acido clorogénico de

uno a 500 pg/mL. El tiempo promedio de retenciotadsafeina fue 24.45 £ 0.53 min (%

CV=4.6), para la trigonelina fue 3.714 £ 0.07 n#h CV=1.9) y para el acido clorogénico

fue 9.519 + 0.11 min (% CV=1.7). Se obtuvo ufr®999 para cada una de las curvas
indicando una relacién directa entre la concenracie compuesto/mL de solucion y su
area de pico de cafeina registrado en el HPLCcbasentraciones de cafeina, trigonelina
y &cido clorogénico del valor esperado de la cestandar y el resultado obtenido en la
dilucién de validacion fueron estadisticamente liggigP|t|>0.95), comprobando que la
calibracion fue hecha correctamente.

Palabras clave:café, calibracion, denominacion de origen, validaci
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1. INTRODUCCION

El café es el producto basico de exportacion pagdises centroamericanos, y sin duda
el mas importante. Quince de los 18 departamemddothduras son productores de café,
con la excepcion de Gracias a Dios, Islas de ldaBgNalle. En Honduras se siembra un
area de 270,000 hectareas de café de las varied@gea, Borb6n, Cautuai, Caturra,
Parainema y Lempira. Noventa y ocho por cientocdé¢ es cultivado bajo sombra y
noventa y cinco por ciento de la caficultura estar@nos de pequefios productores. La
produccién promedio anual es de 4.4 millones dessde 46 kg, 3.8 millones de los
cuales se exportan. Con estas cifras Honduras esegindo pais productor de
Centroamérica (IHCAFE, 2008).

Debido a los persistentes precios bajos en el mercausados por la sobreproduccién de
café, promover y mercadear café de alta calidaal glariar las dificultades financieras es

de alto interés para los productores. Muchos fastafectan la calidad del café desde
problemas causados por condiciones ecoldgicas hestpropiedades genéticas de los
cultivares (Vaastt al., 2004).

La grasa, sacarosa, cafeina, trigonelina y el &dalmgénico son considerados como los
precursores del sabor del café, especialmente darasa. La condensacion y la
degradacién de la sacarosa durante el tostadorjuegpapel importante en la formacion
de sabor a través de reacciones de Maillard (Avetial., 2005).

Este proyecto de graduacion fue financiado pordanta del Desafio del Milenio (MCA)
debido a la utilidad que este proyecto tendra losraroductores de café de Honduras.

Segun Vaastt al. (2004), la técnica NIRS permite diferenciar caf@sacuerdo a su
origen regional y podria ser utilizada para cedifiel origen geogréafico del café. Para
desarrollar una curva de NIRS para café en Hondesasecesario contar con métodos
rapidos, exactos y precisos para cuantificar loapreestos quimicos que caracterizan al
café. La cuantificacion por cromatografia liquakaalta resolucion (HPLC) cumple con
todos éstos requisitos.

El objetivo del presente estudio fue implementas deetodos y validar curvas de
calibracion para cuantificar cafeina, trigonelin&acgydo clorogénico mediante el uso de
cromatografia liquida en el rango de uno a 10§Qde cafeina o trigonelina/100 g de
solucion y de uno a 500g de acido clorogénico/100 g de solucion. Las ealiohes y
curvas de calibracion se realizaron con diluciacmw®ocidas de sus respectivos estandar.
Se describe también los procesos de extracciérad@ eno de éstos componentes para
analisis de muestras de café.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 CAFEINA

Cafeina es el nombre comun para la trimetilxan(ih,7-trimetilxantina). Esta es
producida naturalmente por varias plantas, entes & café, el guarana, la yerba mate, el
cacao Yy el té. Para las plantas la cafeina actie am pesticida natural, paralizando y
matando insectos que intentan alimentarse de hagp{Blelmenstine, 2001).

Se considera que 100 mg es una dosis normal den@afeque es aproximadamente la
cantidad encontrada en una taza de café. Sin emblaygnas personas consumen mas de
300 mg de café todos los dias, lo que conviertafél en una de las drogas mas populares
en los Estados Unidos. Esta es consumida gener@nen café, bebidas de cola,
chocolate y té (Helmenstine, 2001).

2.2 TRIGONELINA

La trigonelina, junto con el café y los aminoacid@®nforman los componentes
nitrogenados del café. La trigonelina representaacdel 1 % del peso seco del café
verde, pero no sobrevive al tostado convirtiéndarséicido nicotinico, piridina y otros

compuestos volatiles. Se cree que éstos conforiade inportante del sabor y aroma de
un café de calidad (Clifford, 1975).

2.3 ACIDO CLOROGENICO

El acido clorogénico comprende varios ésteres amaguininicos y representa del 7 al
10 % de la materia seca del café verde. Durantestddo ocurren diferentes reacciones
guimicas que reducen significativamente el porgentie acidos clorogénicos aun

presentes después del tostado (Clifford, 1975).

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia es una técnica para analizar argepnezclas de gases, liquidos o
sustancias disueltas. En general, todos los tiposrdmatografia involucran dos fases:
fase estacionaria (el material adsorbente) y usa faodvil (el solvente que eluye). La
separacion depende de la competencia de las madedellla muestra entre la fase movil y
la fase estacionaria(O'Leary, 2000).



La cromatografia liquida de alta resolucion, o HPh& sus siglas en inglés, es un
método cromatogréafico para separar y analizar raszt# sustancias usando una columna
gue contiene microesferas recubiertas con la faienaria y donde la fase movil es
bombeada a través de la columna con una bombaadprakion. La emergencia de cada
uno de los componentes de la muestra es analizada dolumna usando diferentes
detectores (O'Leary, 2000).

En cromatografia de gases (GC), la Unica funciériadéase mévil es transportar el
compuesto. En cromatografia liquida (LC), el solateracttia con liquidos o mezclas de
liguidos usadas como fase movil. La seleccion dada movil es critica y uno de los
criterios mas criticos es la solubilidad (Nolle20R).

Los solutos vencen la retencion cuando existe umaraccion débil con la fase
estacionaria. La fase movil debe ser elegida derdoua la naturaleza del soluto (polar,
no polar, ionico). La fase estacionaria mas usadgun encuestas en muchas
publicaciones es la fase reversa. En este modastarhévil tiene una polaridad mayor a
la de la fase estacionaria. Normalmente, la fateciesaria es de naturaleza hidrofébica
(Nollet, 2000).

2.5 ESTUDIOS PREVIOS

Ky, et al. (2001), hicieron numerosas evaluaciones con cafédevde las dos especies de
mayor importancia econdémica en el mun@offea arabica L. y Coffea canephora P. Los
parametros de aroma analizados por éstos utiliz&floC fueron: los dos alcaloides,
cafeina y trigonelina, acido clorogénico y sacarass resultados revelaron que las dos
especies muestran diferencias significativas eonstdds compuestos. Comparando los
contenidos promedio entre especies encontrarorCgasabica contiene mas trigonelina

y sacarosa YyC. canephora presentdé mas acido clorogénico y cafeif@ambién
encontraron diferencias en las concentracionesda ono de éstos dependiendo del pais
del cual provenia la muestra.

Segun Vaastt al. (2004), existen diferencias entre la composicitmglimica del café
entre regiones. La técnica NIRS permite diferenelacafé de acuerdo al lugar donde
proviene, y podria ser utilizada para certificaorien geografico del cafeé.

En un estudio realizado en Costa Rica no se encontrelacion entre las caracteristicas
sensoriales del café y los contenidos de cafeifigantlina y acido clorogéenico (Avelino
et al., 2005).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El estudio se realizO en el Laboratorio de Analdes Alimentos de la Universidad

Zamorano, localizada a 30 Km. de Tegucigalpa, a alh@ra de 814 msnm, en el

departamento de Francisco Morazan, en la siguietesienadas: N 14° Y O 879, con
una precipitacion promedio anual de 1,100 mm, g temperatura promedio anual de 24
°C.

3.2 MATERIALES

Estandar de cafeina (Sigma Aldrich C1778-VL).
Estandar de trigonelina hidroclorada (Sigma Aldii&509-1G).
Estandar de &cido clorogénico, minimo 95% titulaci®igma Aldrich C3878-
2500MG).
4. Solucion Carrez
a. Acetato de Zinc cristalizado
b. Acido acético glacial
c. Agua destilada
d. Hexacyanoferrato de Potasio
Metanol (MeOH). 99.93% de pureza. Grado HPLC. Sigwalaich.
Fosfato de Sodio Monobasico, 99.0% de pureza. SAjdréch.
Filtros Millex®-HV13, Durapore® PVDF, 13 mm (0.48n) Sigma Aldrich.
Viales de 4 ml. Supelco.
Puntas volumétricas de 20 y 1000 Fisherbrand.
10 Cristaleria de laboratorio y papel aluminio.
11.Papel filtro Whatman No. 1.
12.Filtro de membrana de 0.2mm.
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3.3 EQUIPO

1. Balanza analitica OHAUS Adventurer No. AR2140.
2. Estacion quimica para HPLC Agilent 1100.

3. Microdesgasificador al vacio Agilent 1100.

4. Bomba cuaternaria Agilent 1100.

5. Detector de arreglo de diodos Agilent 1100.

6. Valvula de inyeccion Rheodyne 7725i.



7. Molino Thomas-Whiley Modelo 4

8. Tamiz de 0.6 mm. W.S. Tyler, Incorporated

9. Columna ZORBAX ODS Agilent (4.6 x 250mm x 5 um).
10.Precolumna Zorbax SB-C18 (4.6 x 12.5mmim.

3.4 METODOLOGIA

El método utilizado para cuantificar cafeina y daoitbrogénico fue adaptado del método
deCassal et al. (1998).

El método utilizado para medir &cido clorogénice &ulaptado de Kyt al. (1997).

3.4.1 Disefio experimental

Se desarrollaron tres curvas de calibracion paaatidicar cafeina, trigonelina y acido
clorogénico utilizando nueve concentraciones decs@h estadndar en el caso de la cafeina
y la trigonelina y seis concentraciones para labdion de la curva de &cido
clorogénico. Las concentraciones correspondientas aurvas de cafeina y trigonelina
fueron: uno, 10, 50, 100, 150, 200, 400, 700 y 1000de estandar/mL de agua. En el
caso del acido clorogénico las concentracione®fuemo, 50, 100, 150 y 500 pg/mL de
metanol. Se hicieron tres lecturas por cada niged pada curva de calibracion y se midio
la absorbancia a 276nm, 268nm y 325nm para cafeiganelina y acido clorogénico
respectivamente expresada como area bajo el pisespondiente al compuesto. El
criterio de seleccidon que confirma la linealidad deodelo fue el coeficiente de
determinacion (B > 0,999 en Microsoft Office Excel 2007.

3.4.2 Desarrollo de curvas estandar de calibracion paraafeina, trigonelina y acido
clorogénico

Para la generacion de las curvas estandar de éadménico, cafeina y trigonelina se
prepararon diluciones de agua en el caso de l&eagela trigonelina y de metanol en el
caso del acido clorogénico, con sus respectivéseat.

3.4.2.1Preparacion de las diluciones estandar de cafeinarygonelina

» El agua utilizada para la preparacion de las soh&s se tratd en todos los casos
de agua destilada y filtrada a traves de filtropaeel Whatman ® nimero dos de
42.5mm de diametro.

Se pesaron 100 mg de cafeina los cuales fueroilablen agua destilada y filtrada para
obtener una solucion con una concentracion de IJthinde agua. De dicha solucién se
tomo un mL y se diluyé en nueve mL de agua parar@stuna concentracion de 1000
pg/mL. Tomando 0.5, uno, 1.5, dos, cuatro y sidtedmla solucion anterior y aforando a
10 mL con agua se obtuvieron las concentracione50del00, 150, 200, 400 y 700



pg/mL. De la solucion de 100 pg/mL se tomd un mkeyafor6 a 10 mL con agua
obteniendo la concentracion de 10 pg/mL. Finalmeateepitié el procedimiento anterior
con la solucién de 10 pg/mL para obtener la comaeidn de un pg/mL.

Las diluciones de trigonelina se prepararon deisana forma que las de cafeina.

3.4.2.2Preparacion de las diluciones estandar de acido ctménico

Para las diluciones de estandar de acido clorogéecprepard una solucién de 1000
pHg/mL de metanol. De esta se tomaron uno, 1.5ngocmL aforando a 10 mL con

metanol para obtener las soluciones de 100, 18Wyis/mL de solucion de 100 pg/mL
se tomaron cinco mL y se procedié de la misma naapara obtener las soluciones de
uno, 10 50, 80 pg/mL. De la solucion de 10 mL se@an mL que se aforé también a 10
mL de metanol para obtener la solucion de un pg/mL.

» Todos los tubos de ensayo fueron rotulados de dawmivel de concentracion

» Para cada tubo de ensayo se asignd un vial, premtenforrado con papel
aluminio y rotulado.

» De cada balén se extrajeron tres mL de solucidAndar con jeringas de
inyeccion y se hicieron pasar por filtros de cefd|0m para ser transferidos a sus
respectivos viales.

3.4.2.3Preparacion de muestras de café para analisis defeéna y trigonelina

Los granos de café verde que fueron sometidosraceikin fueron molidas y pasados a
traveés de un tamiz de 600 um inmediatamente aetserdutilizadas. Una porcion de dos
g de café molido fue extraido con un total de 100denagua hirviendo en agitacion
utilizando un magneto durante 5 min. Tres ml da sstucion fueron filtrados a travéz de
un filtro de membrana de 0.2 mm (Cagtadl., 1999).

3.4.2.4Preparacion de muestras de café para analisis deido clorogénico

Todas las muestras fueron previamente congeladasmpiaimizar la degradacion del
acido clorogénico. Las muestras fueron molidassagas por un tamiz de 600 um. Las
muestras fueron nuevamente formadas y se tomodenagada muestra para ser extraido
en un Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL declaemetanol-agua (70/30) y
0.5% (masa/volumen) de p&0;. El erlenmeyer fue agitado durante aproximadamtdte
horas a una temperatura de 4°C en oscuridad a gitacian de 125 rpm. El extracto
orgéanico fue filtrado para eliminar el polvo (lélyal., 1997).

Los reactivos de la solucion Carrez consisten e sibuciones. La solucion | fue
preparada disolviendo 21.9 g de acetato zinc trgth y tres mL de &cido acido acético
glacial en 100 mL de agua destilada. La soluciorcasistio en 10.6 g de potasio
hexacianoferrato (@ en 100 mL de agua destilada. El material coloptakente en el



extracto fue precipitado afiadiendo 1 mL de solugidmas 1 mL de solucion I, diluido a
50 mL con mezcla de metanol con agua (70/30). Mlede esta solucion fueron filtrados
a través de un filtro de membrana de 0.2 mmdia}., 1997).

3.4.2.5Métodos cromatograficos de analisis

Las diluciones estandar de cafeina y trigonelinangectaron en el HPLC para ser
cuantificadas. Posteriormente el conjunto de crogramas por estandar de solucién
permitié obtener la curva estandar de calibrac@msu respectivo modelo de regresion.

Se utilizé el HPLC Agilent modelo 1100 junto al tsedre ChemStation Rev. A. 10.02
[1757]. Se creb el método de andlisis CAFETRIG® Ieg siguientes condiciones.

Las diluciones estandar de cafeina, trigonelinaigtoAclorogénico se inyectaron en el
HPLC para ser cuantificadas. Posteriormente elutwajde cromatogramas por estandar
de solucion permitié obtener la curva estandaratibracion con su respectivo modelo de
regresion.

Se utilizé el HPLC Agilent modelo 1100 junto al tsedre ChemStation Rev. A. 10.02
[1757]. Se crearon los métodos de analisis enfelvae; CAFETRIGO para cafeina y
trigonelina yCLOROGEN para acido clorogénico, bajo las sigugstandiciones: se uso
un inyector manual Agilent 1100 con una valvulardeccion Rheodyne 7725i ajustada a
un volumen de inyeccion de 20 pL; se tomaron 2@glcada vial de solucion estandar
para ser inyectados en la valvula de inyeccion yeabzaron tres inyecciones por cada
nivel de solucion estandar. Se utilizoé una coluamaitica ZORBAX ODS Agilent (4.6 x
250 mm) 5um de tamafio de particula con una precolumna ZORBBXC-18 (4.6 x
12.5 mm) 4um. Los estandar de las muestras fueron analizadosademperatura de
20°C. La tasa de flujo y las fases méviles variatependiendo del método utilizado.

La deteccion se hizo con un detector de arregldiattos (DAD por sus siglas en inglés).
La cuantificacion o analisis se determino por leesag bajo el pico para cada uno de los
compuestos analizados. Las diluciones estandar mte au 1000 pg de cafeina o
trigonelina/mL de agua y de uno a 500 pg de addmgenico/mL de metanol y el area
registrada bajo el pico de cada uno de los estaamidades de mili absorbancia por
segundo (mAU*s) permitid construir cada curva esdé@nde regresion lineal con su
respectivo limite minimo de deteccidon para cadaprmsto estandar de solucion.

3.4.2.5.1 Método cromatografico de analisis para cafeina y igonelina

La trigonelina y la cafeina utilizaron una tasdldp de 1.0 mL/min. Los solventes de la
fase movil fueron: A, fosfato de sodio monobasicd M a pH 4; B, metanol grado
HPLC. El gradiente fue el siguiente: al minuto Qusé 7 % del solvente B, al minuto 4 se
uso 9% de B, al minuto 6 se uso6 25 %, al minuteel8s6 el 29 % y al minuto 21 se uso6
50 % de B. La deteccion se hizo a 268nm paradartglina y a 276nm en el caso de la
cafeina. La duracién del andlisis cromatograficapa elaboracion de la curva estandar
fue de 30 min.



3.4.2.5.2 Método cromatografico y de analisis de acido cloragico

En el caso del acido clorogénico se uso una tashjdede 0.8mL/min. La fase movil
consto de dos solventes, A y B. El solvente A fggaacon 2 mM de acido fosforico, pH
2.7, conteniendo 5% de metanol; el solvente B fetanol conteniendo 5 % de 2 mM de
acido fosférico, pH 3.9. Se utilizo el siguientadjente: mezcla A-B (75/25) a solvente B
puro en 45 min de gradiente linear. La detecciohise a una longitud de onda de 325
nm, correspondiente la maxima absorcion del acldmgénico (Kyet al., 1997). La
duracion del andlisis de cromatogréfico de losneistafue 15 min por corrida.

3.4.2.60btencion de curvas de calibracion por regresiéntieal

Se obtuvo modelos lineales de cafeina, trigonefirfcido clorogénico y se realizaron
gréficas de tendencia correspondientes a cadadestdma variable dependiente fue el
area promedio bajo el pico de cada nivel del crograma correspondiente al nivel de
solucién estandar. La variable independiente fummkacentracion de cafeina, trigonelina o
acido clorogénico expresada en g de compuestoéndgda o metanol.

Por ser curvas estandar de calibracion se acefatémsmelos de regresion que tengan un
coeficiente de determinacién & R 0.999. Esto favorece el poder de prediccion de la
curvas para obtener valores precisos con respeutgeatras de alimentos a cuantificar.

3.4.3 Validacion de las curvas de calibracion con dilucioes estandar

Con el objetivo de verificar la precision y exaafitde los modelos de regresion obtenidos
de las curvas estandar se realizaron dilucionesatidacion. Estas diluciones fueron
analizadas y cuantificadas bajo las mismas contisieromatograficas que las diluciones
estandar.

La validacion consistid en usar tres concentracaleeestandar y hacer tres repeticiones
por concentracion. Luego se compar0 la concentmacibtenida con la curva de
calibracion vs. la concentracion inyectada por meté una prueba T en el programa
SAS. Las concentraciones usadas para la validaedas curvas de cafeina y trigonelina
fueron 25pug/mL, 175pug/mL y 800pug/mL. Las concemtraes usadas para la validacion
de la curva de acido clorogénico fueron: 30, 86§ 2g/mL.



3.4.3.1 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Sistemas de Analisis Estadis (SAS®, por sus siglas en inglés).
Se evaluaron los resultados con un nivel de s@ifiia de 5 % (P< 0.05). Se realiz6 una
prueba T para determinar la ausencia de difereesi@slisticas entre las concentraciones
de acido clorogénico, cafeina y trigonelina realessus las cuantificadas por el
ChemsStation Rev. A. 10.02 [1757] del HPLC de acoeados modelos de calibracion
desarrollados.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE CAFEINA

En el cuadro 1 se muestra que los coeficientesadacion de los tiempos de retencion
respecto a cada nivel de solucion estandar fuetéf. €or lo tanto se determiné que el
HPLC Agilent 1100 fue preciso al identificar caf@ien cada cromatograma en el rango
de concentracion establecido en el estudio.

Al determinar la curva estandar de cafeina se ifit@ntjue el tiempo de retencion vario
de un nivel a otro en segundos, es asi que el diggrpmedio de retencidén del estandar
fue de 24.45 £ 0.53 min. Por lo tanto fue a estimpio donde la cafeina fue identificada y
cuantificada por el HPLC.

Cuadro 1. Tiempo de retencion y (%) coeficiente@aigacion de cafeina.

Dilucion estandar Tiempo de retencién (%) Coeficiente de
(ng/mL) (min)? variacion®
1 24.769 £ 0.284 1.1

10 24.891 + 0.054 0.2

50 24.718 £ 0.042 0.2
100 24.690 £ 0.027 0.1
150 24.522 +0.088 0.4
200 24.370 £ 0.026 0.1
400 24.184 +0.021 0.1
700 24.095 £ 0.021 0.1
1000 23.244 +0.134 0.6

@ Tiempo promedio de retencion de tres lecturasip@l de dilucion estandar de Cafeina
® (%) coeficiente de variacion del tiempo promedéaretencién de cada nivel de dilucién estandar de
Cafeina

En el cuadro 2 se muestran las areas promedio @afeina respecto a cada nivel de
solucion estandar. Las areas promedio obtenidaglpomomatografo liquido respecto a
cada nivel de dilucién estandar fueron precisagugaobtuvieron % CV menores a 7.5%.
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Cuadro 2. Areas promedio y (%) coeficiente de wigiade cafeina.

Dilucién estandar Tiempo ? Area promedio® Coeficiente de
(ng/mL) retencion (min) (mAU*s) variacion (%)
1 24.769 £ 0.284  87.96539 + 5.742 6.5

10 24.891 £ 0.054 803.724 + 47.560 5.9

50 24.718 £0.042 2597.360 + 17.955 0.7

100 24.690 £ 0.027 4781.633 +41.557 0.6

150 24.522 +0.088 8278.028 + 86.162 1.0

200 24.370 £0.026 10868.333 + 131.777 1.2

400 24.184 £ 0.021 21602.600 * 188.596 0.9

700 24.095 + 0.021 36740.100 + 2765.091 7.5
1000 23.244 +0.134 52557.733 + 564.410 1.1

2 Tiempo promedio de retencion de tres lecturasipel de dilucion estandar de cafeina.
® Area promedio de tres lecturas por nivel de diln@standar de cafeina.

Se muestra en la figura 1 la curva estandar paradatificacion de cafeina que se obtuvo
por regresion lineal. La variable dependiente miaedtarea de cafeina reportada por cada
cromatograma realizado. La variable independiespteesenta logg de cafeina/mL de
agua.

Se obtuvo un coeficiente de determinacién de d@9d.9ndicando una relacion directa
entre la concentracion de cafeinaugfmL y su area de pico de cafeina registrado en el
HPLC.

Absorbancia (mAU*U)
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y=52.522x+131.53

50000 R?=0.9997

40000
30000
20000

10000

0] 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (ug/mL)

Figura 1. Curva estandar de cafeina.
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La curva estandar permitird cuantificar cafeinalerango de 1 a 1000 pg de cafeina/mL
de agua. Por lo tanto, al analizar cualquier alimeque no sea café sera necesario
consultar bibliografia para tener una idea de [#idad de cafeina que éste posee para
poder definir si esta dentro de la curva de catibra Para la mayoria de los alimentos
sera necesario diluir la muestra en diez a 100@enagua debido a que la mayoria de los
alimentos que contienen cafeina la contienen eoectraciones mayores a un mg/mL. El
té es un ejemplo de esto, que contiene 19.67 nugfedéna/100g de té hervido preparado
con agua destilada (Nutritiondata.com, 2008).

En el Cuadro 3 se muestra la concentracion obtesmdsoftware ChemStation Agilent
para las muestras de validacion. Es importante aangue, una solucién de validacion
solo se reporta como cafeina si se ajusta al tiedgpoetencién promedio de la curva
estandar.

Cuadro 3. Concentracion de cafeina obtenida dektoade regresion para las muestras
de validacion.

Concentracion conocida Concentracién obtenida del (%) Coeficiente de
(ng/mL) modelo (pg/mL) variacion

25 24.270 £2.216 9.1

180 174.929+ 6.04 3.5

800 784.556+ 68.874 8.8

La prueba T (Anexo 1) determiné de que la probadédlide que las diferencias entre la
concentracion de cafeina del valor esperado darlmestandar y el resultado obtenido
en la dilucion de validacion ocurran por casualitiael (P|t|>0.967). Por lo tanto la curva
estandar de calibracion tuvo un buen poder deiquiéd de cafeina en el rango

detectable de estandar de dilucion.

4.2 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE TRIGONELINA

El cuadro 4 muestra que los coeficientes de vanmeade los tiempos de retencion respecto
a cada nivel de solucién estandar fueron <3.43&olgptanto se determiné que el HPLC
Agilent 1100 fue preciso al identificar trigonelia cada cromatograma. Al determinar la
curva estandar de trigonelina se identificé quigeehpo de retencion vario de un nivel a
otro en segundos, es asi que el tiempo promedietdiecion del estandar fue de 3.714 £
0.071 min. Por lo tanto fue a este tiempo donddrigonelina fue identificada y
cuantificada.



13

Cuadro 4. Tiempo de retencion y (%) coeficiente@aigacion de trigonelina.

Dilucién estandar @g/mL) Tiempo de retencion (min§ Coeficiente de
variacion (%) °

1 3.776 £ 0.016 0.2

10 3.725 +0.012 0.3

50 3.718 £ 0.020 0.5

100 3.708 £ 0.010 0.3

150 3.713 £ 0.008 0.2

200 3.831+0.132 3.4

400 3.702 £ 0.016 0.4

700 3.624 +0.041 11

1000 3.680 + 0.075 2.0

a Tiempo promedio de retencién de tres lecturasppet de dilucién estandar de trigonelina
b (%) coeficiente de variacion del tiempo promed® retencion de cada nivel de dilucién estandar de
trigonelina

En el cuadro 5 se muestran las areas promediagimetina y % CV respecto a cada
nivel de solucion estandar. Las areas promedionatss fueron precisas ya que se
obtuvieron % CV < 7.9.

Cuadro 5. Areas promedio y (%) coeficiente de édimde trigonelina.

Dilucion estandar Tiempo ? Area promedio” Coeficiente de
(ng/mL) retencion (min) (mAU*s) variacion (%)
1 3.776 £ 0.016 60.762 £ 1.222 2.0

10 3.725 +0.012 297.554 +17.273 5.8

50 3.718 £ 0.020 1328.677 + 36051 2.7

100 3.708 £ 0.010 2398606 + 65.698 2.7

150 3.713 £ 0.008 3058.689 + 58.929 1.9

200 3.831+0.132 4131.446 + 327.771 7.9

400 3.702 £ 0.016 8606.833 * 628.857 7.3

700 3.624 £ 0.041 15025.025 + 581.891 3.9
1000 3.680 + 0.075 22251.550 + 662.431 3.0

@ Tiempo promedio de retencion de tres lecturasip@i de dilucion estandar de trigonelina
® Area promedio de tres lecturas por nivel de diln@standar de trigonelina.

La figura 2 muestra la curva estandar para la dieuion de trigonelina que se obtuvo
por regresion lineal. Al igual que la curva de lwacion de cafeina la variable
dependiente muestra el area de trigonelina repoiiad cada cromatograma realizado y
la variable independiente representa los pg derneigna/mL de agua. Se obtuvo un
coeficiente de determinacion de 0.999, indicand@a umelacion directa entre la
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concentracion de trigonelina/mL de agua y su aeepicb de trigonelina registrado en el
HPLC.

25000

y=21.934x-12.259
R*=0.999

20000

15000

10000

5000

Absorbancia (mAU*U)

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Curva estandar de trigonelina.

La curva estandar permitird cuantificar trigonelera el rango de 1 a 1000 pg/mL de
agua. Por lo tanto, al analizar cualquier alimeqe no sea café sera necesario consultar
bibliografia para tener una idea de la cantidadrigenelina que éste posee para poder
definir si esta dentro de la curva estandar démadion.

En el cuadro 6 se muestra la concentracion obtesmdaoftware ChemStation Agilent

para las muestras de validacion. Es importante csngue, una solucion de validacion
solo se reporta como trigonelina si se ajustaeahpio de retencién promedio de la curva
estandar.

Cuadro 6. Concentracion de trigonelina obtenida rdetlelo de regresiéon para las
muestras de validacion.

Concentracion conocida Concentracion obtenida del (%) coeficiente de
(ng/mL) modelo (ug/mL) variacion

25 24.325 +2.228 9.2

180 180.966+ 11.38 6.3

800 796.87& 42.805 54

La prueba t (Anexo 1) determind de que la probddnilide que las diferencias entre la
concentracion de trigonelina del valor esperadoladeurva estandar y el resultado
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obtenido en la dilucién de validacion ocurran pasu@lidad es de (P|t|>0.996). Por lo
tanto la curva estandar de calibracién tiene wentpoder de prediccion de cafeina en el
rango detectable de estandar de dilucion.

4.3 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE ACIDO CLOROGENIC O

De la misma forma que para la cafeina y la trigoaede determin6 una curva estandar de
acido clorogénico. El cuadro 7 muestra que losiceetes de variacion de los tiempos de
retencion respecto a cada nivel de solucion estahsaon <1.1%, por lo tanto se
determin6 que el HPLC Agilent 1100 fue precisodahnitificar &cido clorogénico en cada
cromatograma. Al determinar la curva estandar d#padorogénico se identifico que el
tiempo de retencidn varié de un nivel a otro erusdgs, es asi que el tiempo promedio
de retencién del estandar fue 9.519 + 0.11 mimn.I¢Ptanto fue a este tiempo donde el
acido clorogénico fue identificado y cuantificado.

Cuadro 7. Tiempo de retencion y (%) coeficientealgacion de acido clorogénico.

Dilucion estandar Tiempo de retencién Coeficiente de variacion(%)
(ng/mL) (min)® °

1 9.316 + 0.044 0.5

50 9.555 + 0.107 1.1

100 9.677 £0.040 0.4

150 9.727 £ 0.032 0.3

500 9.343 £ 0.048 0.5

2 Tiempo promedio de retencién de tres lecturasyp@l de dilucion estandar de acido clorogénico
® (%) coeficiente de variacién del tiempo promedioretencién de cada nivel de dilucién estandarciboa
clorogénico.

En el cuadro 8 se muestran las areas promedioide @dorogénico y % CV respecto a
cada nivel de solucion estandar. Las areas pronwddanidas fueron precisas ya que se
obtuvieron % CV < 4.0.

Cuadro 8. Areas promedio y (%) coeficiente de e#giade acido clorogénico.

Dilucion estandar Tiempo ? Area promedio” Coeficiente de
(ng/mL) retencion (min) (mAU*s) variacion (%)
1 9.316 £ 0.044 90.400 + 1.967 2.2

50 9.555 + 0.107 1675.153 + 66.284 4.0

100 9.677 £0.040 3598.092 + 50.168 14

150 9.727 £ 0.032 5449.069 + 93.263 1.7

500 9.343 £0.048 19606.800 * 263.32C 1.3

@ Tiempo promedio de retencion de tres lecturasip@l de dilucion estandar de acido clorogénico.
® Area promedio de tres lecturas por nivel de diln@standar de &cido clorogénico.
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Se muestra en la figura 3 la curva estandar paradatificacion de acido clorogénico que
se obtuvo por regresion lineal. La variable depeméi muestra el area de &cido
clorogénico reportada por cada cromatograma relizda variable independiente
representa logg de cafeina/mL de metanol.

Se obtuvo un coeficiente de determinacién de d@93.,9indicando una relacién directa
entre la concentracion de acido clorogénico/mL dtanol y su area de pico de acido
clorogénico registrado en el HPLC.

25000
. y=39.517x- 246.52
2 20000 R2=0.9993
=
£ 15000
(1]
'S 10000
o
g
5 5000
w
0
< 0
) 100 200 300 400 500 600
-5000

Concentracion (ug/mL)

Figura 3. Curva estandar de acido clorogénico.

La curva estandar permitira cuantificar acido aj@mico en el rango de 1 a 500 pg de
acido clorogénico/mL de metanol. Por lo tanto,redliar cualquier alimento que no sea
café serd necesario consultar bibliografia parartema idea de la cantidad de acido
clorogénico que éste posea para poder definit&identro de la curva de calibracion.

En el cuadro 9 se muestra la concentracion obtesdaoftware ChemStation Agilent

para las muestras de validacion. Es importante cgangue, una solucion de validacion
solo se reporta como trigonelina si se ajustaeatio de retencion promedio de la curva
estandar.

Cuadro 9. Concentracion de acido clorogénico obgedel modelo de regresion para las
muestras de validacion.

Concentracion conocida Concentracion obtenida del (%) coeficiente de
(ng/mL) modelo (ug/mL) variacion

30 34.562 + 0.463 1.3

80 77.486x 1.900 2.4

250 250.604+ 8.105 3.2
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La prueba t (Anexo 1) determind de que la probddnilide que las diferencias entre la
concentracion de trigonelina del valor esperadoladeurva estandar y el resultado
obtenido en la dilucién de validacion ocurran pasualidad fue (P|t|>0.996). Por lo tanto
la curva estandar de calibracion tiene un buermpde prediccion de cafeina en el rango
detectable de estandar de dilucion.

4.4  Andlisis de muestras de café

Para comprobar la efectividad de los métodos crognaticos y de extraccién se

analizaron muestras de café provenientes de Mar¢#daduras; proveidas por el

proyecto Valor Agregado. En los cromatogramas deAleexos 2 y 3 se observo que los
picos correspondientes a los compuestos de irseréscontraron libres de interferencia,
por lo que se concluye que los métodos de extragciiromatograficos fueron eficientes

en separar los compuestos.

El cuadro 10 muestra los valores obtenidos de raféiigonelina y acido clorogénico en
las muestras de café y los encontrados en latlitera

Cuadro 10. Concentraciones de cafeina, trigonefirgcido clorogénico en café de
Marcala vs. concentraciones de la literatura.

Andlisis de muestras de café (g/Kg)

LAAZ Literatura
acido
cafeina trigonelina &cido clorogenénic|{ cafeina trigonelina clorogenénico (%
(9/kg) (9/K9) (% M.S.) (9/K9) (9/K9) M.S.)
5.44 4.3 0.48 15.487 7.063 3




5. CONCLUSIONES

Las curvas estandar de calibracion estimaron deeraapxacta y precisa cafeina,
trigonelina y acido clorogénico en las dilucionesvdlidacion en el rango entre 1 a /1000
g de muestra.

Los valores detectados por el HPLC fueron igualéssaproyectados por la curva de
calibracion.



6. RECOMENDACIONES

Usar estandar liquidos en lugar de cristalinogjugelimina el proceso de pesado y
reduce el error humano.

Realizar el proceso de extraccion de cafeina @s alimentos.
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Anexo 1. Prueba t de concentraciones reales y pfayas de cafeina y acido clorogénico

Compuesto DF Valor t Pr > |t|
Cafeina 16 0.04 0.967
Trigonelina 16 0.01 0.996
Acido Clorogénico 16 -0.02 0.985
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Anexo 2. Cromatograma con método para analisisafidrna y trigonelina de muestras de
café pergamino seco de Marcala, Honduras

Metodo para andlisis de trigonelina y cafeina, columna Zorbax OD3 Su 4.6 x 250 mmm
precoluwna 218 fase reversa
DD &, Sig=268 16 Ref=360 16 (CAF ENAIE000529 0)
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Anexo 3. Cromatograma con método para analisiscte &lorogénico de muestras de
café pergamino seco de Marcala, Honduras

Columna: Zorbax ODS Agilent (4.6 x LbUmm) 5 micrones
Precolumna Zorbax SE-C18 (4.6 x 12.5mm) 4 micrones

LAl &, Sig=323 4 Ref=380,100 (CLOROGEMNDSO00929 L
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