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En el presente trabajo, se realizd la extraccion y cuantificacién de cafeina
de 5 diferentes bebidas comerciales y un medicamento, las cuales fueron:
Aceptado: café soluble, té negro, Coca-Cola®, y dos bebidas energizantes: Red
8/agosto/2018 Bull® y Vive 100®, asi como tabletas de Cafiaspirina®. Se recurri6 a la

Palabras clave:

técnica de cromatografia de liquidos a alta presién (HPLC) y un estandar
de cafeina para la identificacién del compuesto en las muestras antes
mencionadas, y se cuantificé la presencia de este alcaloide en cada una de
las muestras analizadas. De acuerdo con los resultados experimentales

Cromatografia, obtenidos se encontré que de las bebidas analizadas Vive 100® deberia
Cafeina, ser considerado como una bebida adicionada con cafeina y no solo como
HPLC energizante.

Keywords: ABSTRACT

Chromatography,

Caffeine, In the present work, the extraction and quantification of caffeine of 5
HPLC different commercial drinks and a medicine were carried out, which

were: soluble coffee, black tea, Coca-Cola®, and two energy drinks: Red
Bull® and Vive 100®, as well as Cafiaspirin® tablets. The technique of
high pressure liquid chromatography (HPLC) and a caffeine standard
were used for the identification of the compound in the aforementioned
samples, and the presence of this alkaloid was quantified in each of the
samples analyzed. According to the experimental results obtained, it was
found that of the analyzed beverages Vive 100® should be considered as
a beverage added with caffeine and not only as an energizer.
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Introduccion

La cafeina es un alcaloide presente en mas de 60 especies
de plantas y también es conocida de forma sistematica
como 1,3,7-trimetilxantina y se encuentra presente en
diversas fuentes alimenticias, y las mas comunes son el
café, el té, el chocolate y las bebidas derivadas de la cola. La
cantidad de cafeina presente en las diversas bebidas varia
en base a la especie de la planta de donde se origine, el
tipo de grano de café, cacao u hoja de té, la ubicacién
geografica, el clima de la regién de donde se obtenga. En
la Figura 1 siguiente se muestra la formula desarrollada
de la 1,3,7-trimetilxantina.
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Figura 1. Férmula desarrollada de la cafeina.

Hoy en dia algunas de las bebidas que se utilizan como
principales fuentes de cafeina son el café, el té, los
chocolates y los refrescos de cola, entre otros; las cuales
son consumidas por personas de casi todas las edades
y estratos socioecon6émicos. Por costumbre se les ha
llamado bebidas energizantes, aunque lo que provocan
no es energia sino un estimulo psicoactivo provocado por
el golpe de cafeina y otras sustancias que “despiertan” al
organismo.

Las concentraciones de cafeina promedio reportadas
en algunas de las bebidas antes mencionadas son las
siguientes (Lozano et al., 2007):

¢ Lasemilla de café madura con el proceso de desecado
de la planta; la dosis de cafeina depende de las
diferencias genéticas de los granos, asi como del
tiempo y la forma de preparacion, oscilando entre 30
y 175 mg por cada 150 ml.

El té es considerado como el segundo producto en
contenido de cafeina, que en si es la hoja desecada
de los arbustos de Camellia o Thea sinensis, bohea
o viridis. Existen cuatro tipos distintos de té: ¢l té
verde (no fermentado), té negro (fermentado), té
rojo (semifermentado), ademas del té blanco. La

concentracion oscila entre los 20 y 73 mg por cada
100 ml, segtin el método de elaboracién y el tiempo
de extraccion.

Las plantas como el guarana (pasta desecada de las
semillas de Paullina cupana), el mate (hoja desecada
de la hierba Ilex paraguayensis), la cola (semilla
desecada de Cola nitida) y el yoco también contienen
cafeina (alrededor de 2-4%).

Las bebidas energéticas suelen presentan mayor
contenido en cafeina que los refrescos. Por ejemplo,
el Red Bull® contiene 80 mg de cafeina en 250 ml.

Algunos medicamentos también contienen cafeina.
Los contenidos oscilan habitualmente entre 15 y 200
mg, siendo mayor la dosis en los que no precisan
receta.

Para lograr extraer y purificar la cafeina en cada uno de
los productos antes mencionados, se aprovecha una de las
propiedades fisicoquimicas que presenta este alcaloide,
la sublimacién que es un proceso en el cual las sustancias
en estado solido pasan al estado gaseoso sin pasar por
estado liquido. Esta propiedad fisicoquimica es muy
utilizada para la separacidén y purificacién de sustancias
organicas, esto debido a que diversas moléculas no
presentan esta propiedad (Constenla y Mata, 1978).

La cafeina contiene una elevada presién de vapor, es
decir, sus atracciones intermoleculares en estado sélido
son débiles y le permiten sublimar, debido a esto puede
separarse por este proceso. El calor de sublimacién de
una sustancia es la cantidad de calor necesaria para pasar
a la fase vapor una unidad de masa de dicha sustancia
a una determinada temperatura que es igual a la suma
de su calor de fusién y vaporizacién a esta temperatura
(Daly, 2007).

Otro método de separaciéon es a partir de extraccion
liquido-liquido; una técnica de separacién que implica
dos fases liquidas inmiscibles entre si; la cual es un
proceso que se basa en la transferencia de una o varias
sustancias, de una fase liquida a otra fase también liquida,
de acuerdo con sus solubilidades estas sustancias se
particionan entre los dos disolventes prevaleciendo en
mayor proporcion en aquel en el que sea mas soluble
(Dominguez, 1980).

Este tipo de extracciéon es muy amplio no solo como
técnica de separacién, sino también en otros aspectos,
porque en esta técnica se pueden emplear combinaciones
de dos o mas disolventes organicos inmiscibles,
generalmente una fase acuosa y otra organica; la fase
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acuosa, suele ser la que contiene el soluto o mezcla de
solutos a separar, asi como acidos y sales inorganicas o
incluso, sustancias organicas. La fase organica es la que
permite la separacion de los solutos mediante el contacto
directo con la fase acuosa que inicialmente los contiene,
a esta fase inmiscible con el agua se le denomina segin la
IUPAQ extradante, el cual puede ser un unico disolvente
organico, mezclas de disolventes o la disolucién de una
sustancia en un disolvente o una mezcla de disolventes
(Fredholm et al., 1999).

El uso de cromatografia liquida de alta presién (HPLC)
es una herramienta analitica de alto rendimiento y
precision, utilizada parala separacién de mezclas,ademas
de la identificacién y la cuantificacién de los diferentes
componentes que conformen dicha mezcla (Bird, 1989).
Dicho proceso de separacidn se realiza mediante el uso
de un disolvente que fluye a través de una columna
de separacién, el cual es forzado a circular a elevadas
presiones para lograr la separacién de los diferentes
constituyentes la muestra de andlisis y recurriendo a
la diferencia de afinidades relativas de los compuestos
(Thammana, 2016).

El presente trabajo tiene los siguientes objetivos: primero
el corroborar la presencia de la cafeina en diferentes
bebidas comerciales, en segundo cuantificar la presencia
de esta sustancia debido al efecto que esta genera dentro
del organismo, y por ultimo conocer cuales de estas son
las que, al provocar el estimulo psicoactivo por el golpe
de cafeina y otras sustancias, que provocarian secuelas al
organismo a un largo plazo por el consumo excesivo de
dichas bebidas.

Metodologia

El procedimiento experimental desarrollado esta
dividido en varias etapas, en un primer paso se requiere
de una preparacién de las muestras, posteriormente se
someten a una destilacién a vacio, después se realiza la
separacion de la cafeina por sublimacién, para finalizar
con el andlisis cromatografico de las muestras; los cuales
se describen a continuacién:

Preparacion de las muestras

Para las muestras de Café, té negro, Vive 100®, Coca-
Cola®, RedBull®, Cafiaspirinas®; se realiz6 la siguiente
metodologia:

a) Para cada una de las muestras se pesaron las siguientes
cantidades: café: 6.7684 g, té: 6.7681 g y en el caso de
las bebidas: Red Bull®: 250 mL, Coca Cola®: 200 mL y
Vivel00®: 200 mL a las cuales se les elimin6 la mayor

cantidad de gas. Posteriormente el volumen se vertié en
un embudo de decantacidn y se realizaron 3 extracciones
afiadiendo 50 mL de cloroformo (3x50 mL), este proceso
que se realiz6 por triplicado.

En el caso del café y el té negro, por separado, se
suspendieron en 30 mL de una solucién 0.1 M de
hidréxido de sodio (NaOH), posteriormente las fases
acuosas fueron transferidas a un embudo de decantacion
y se realizaron extracciones con cloroformo (3x50 mL).
Todas las mezclas se agitaron vigorosamente en forma
circular para favorecer que la fase organica se intercalara
con la fase acuosa y lograr la extraccién de la cafeina.

Figura 2. Extraccion de cafeina a partir de las muestras de Coca
- Cola® y Red Bull®.

b) Cafiaspirina®: Se trituraron 10 tabletas en un mortero
(6.5328 g), posteriormente se afiadieron 50 mL de
cloroformo y bicarbonato de sodio para neutralizar el
acido acetilsalicilico y permaneciera en la fase acuosa
favoreciendo la extraccién del alcaloide. Se dejé reposar
para que la mayor cantidad de excipientes precipitara,
y se filtré dos veces para eliminar los contaminantes,
después se hicieron extracciones con cloroformo para
obtener la mayor cantidad de cafeina dado que esta es
soluble en este disolvente organico.

Destilacién a vacio de las muestras

Los extractos obtenidos se secaron empleando sulfato
de sodio anhidro y se colocaron en matraces redondos
de destilacién para posteriormente por medio de un rota
vapor, eliminar el disolvente por evaporacion a vacio.

Separacidn de cafeina por sublimacién

A los matraces con los sélidos obtenidos se les coloc6 un
dedo frio conectado a un sistema de recirculaciéon de agua
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y utilizando una lampara de alcohol se inici6 el proceso
de sublimacioén de la cafeina. El matraz se movié de forma
circular, de tal forma que el calor se dispersara por toda
la superficie del matraz.

Analisis cromatografico (HPLC)

Para el andlisis se utilizé un equipo HPLC Varian ProStar,
y se establecié un flujo de 1 mL/min, a una temperatura
ambiente (25 °C), se manej6 un volumen de inyeccién de
20 pL, una presién ~ 1900 psi y se manejo una elucion
isocratica; adicionalmente se utilizé un detector de UV a
una longitud 254 nm.

Se utiliz6 una columna cromatografica Simmetry C18, de
100 4, 3.5 um con dimensiones de 4.6 X 75 mm. Estas
columnas presentan ligandos C18 monofuncionalmente
unidos en silice de alta pureza desactivada en la base. La
fase movil agua - metanol con relacién 70:30, se preparé
siguiendo los siguientes pasos mostrados en la Figura 3:

Desgasificar
CONVatio y
agitacion
durante 20

Fase mdwil;
agua-
metanol
(70:30) 400
mi.

Filtrar con
membrana
de 045
am

Maedir 280 mi

Y agregar
de 3gua Milli-Q

120mL de
metanol
Erado HPLC

min,

Figura 3. Esquema de la preparacién para fase movil.

Se prepararon 10 mL de una disolucién stock con una
concentracion de 0.88 mg/mL, a partir de ella se hicieron
cuatro diluciones; 10:90, 25:75, 50:50 y 75:25. Para
conocer la concentracién de cada dilucién se utiliz6 la
férmula C,V, =C,V.;:

C,=08875, y=100uL, ¥,=1000uL,
mL
(O.88mg)(100,uL)
L= mL = O_OSSE de cafeina
(1000L) mL

Siguiendo el mismo procedimiento se determinaron las
concentraciones para el resto de las diluciones. La cafeina
extraida de cada una de las muestras se disolvié en la fase
movil, se pes6 aproximadamente 1 mg y se disolvi6 en 1
mL, posteriormente se hizo una diluciéon 1:10 y se hizo

un paso de filtracién con membranas de 0.22 pm. Cada
uno de los puntos de la curva de calibracién (cuatro), asi
como de las muestras (seis) se inyectaron en una ocasion.

Resultados y discusion
Curva de calibracién
En base a los datos obtenidos por los cromatogramas

de cada punto de la curva de calibracién se obtuvo la
siguiente grafica.

200
150
2
<
E 100
o V=279.06X
< R®=0.9997
50
0 . L
0 0.2 0.4 06 0.8

Concentracion [mg/mL]

Figura 4. Curva de calibracion del estandar de cafeina.

La informaciéon arrojada por los cromatogramas del
estindar de cafefna (Concentracién vs Area) nos
proporciona la informacién necesaria para contar con
la herramienta que nos permite cuantificar la cafeina
presente en cada bebida. Por lo cual se construy6 la
Tabla 1 siguiente.

Tabla 1. Datos obtenidos por la curva de calibracién.

0.088 23.8
0.22 | 60.3 ‘
0.44 | 121.5

0.66 ‘ 185.5 ‘

Con los datos anteriores y recurriendo a la expresion
obtenida en la curva de calibracién y considerando que el
incremento en la concentracién de cafeina mantiene un
comportamiento lineal al 4rea bajo la curva, se recurrié
a la siguiente ecuacion para determinar la concentraciéon
de cafeina de cada muestra analizada.
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Concentracion (%j = u
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Después de realizados los andlisis cromatograficos de
cada muestra se analizaron los resultados obtenidos y
la informacién arrojada se sintetiza en la Tabla 2 que se
muestra a continuacion:

Tabla 2. Informacién obtenida por HPLC para la cuantificaciéon
de cafeina en las distintas muestras analizadas.

Vive 100 ® 13.4 048018347

Té negro ® 24.6 0.88153085 |

Coca - Cola ® 18.8 ‘ 0.67369025 ‘
RedBull ® 25.8 092453236 |

Café soluble Nescafé® 17.9 ‘ 064143912
Cafiaspirina ® 29.2 1.04636996

Conlainformacién observada en la Tabla 2, se comprueba
en un primer caso la presencia de la molécula de cafeina
en las bebidas seleccionadas para el andlisis, asi como
en el firmaco analizado, posteriormente es posible
confirmar que la concentracién (mg/mL) de las bebidas
es semejante (claro con sus marcadas excepciones como
fue el Red Bull), y ademas que la presencia en el farmaco
fue mucho mayor que en las bebidas analizadas. De
igual manera se corroboro que el consumir un café nos
proporcionaria practicamente la misma dosis de cafeina
que el consumir refresco (Coca-Cola).

Adicionalmente conociendo la proporciéon de cafeina
presente en las muestras analizadas se procedi6 a
comparar la informacién reportada en la literatura
(Lozano et al,, 2007) y con la informacién proporcionada
por cada proveedor. Los datos se resumen en la Tabla 3.

Con lo cual se aprecia que las concentraciones
determinadas por el andlisis realizado en la mayoria de
las muestras concuerdan con la concentracién reportada
previamente en la literatura (con excepcion de las bebidas
energéticas). La cantidad presente de este compuesto
varia en funcién al proceso de elaboracioén, pero a su vez
se mantiene dentro de un rango apropiado para cada tipo
de bebida.

Tabla 3. Comparativa de las proporciones de cafeina de las
muestras analizadas

Red Bull 18 mg /100 | 80mg/250mL 17.4mg / 100
mL mL
VIVE 100 32mg /100 | Noreportado 34.8mg /mL
mL
' Cafiaspirina 30 mg] 15y 200mg / 20.18 mg /'
tableta tableta tableta
Café soluble 12 % 30y 175mg/ 13 %
Nescafé 150 ml
Coca-Cola  8mg/ 100 2-4 % 5.25mg/ 100
mL mL
Ténegro | 20mg/100 | 20-73mg/100 | 22.67 mg/ 100
mL ml mL
Conclusiones

De acuerdo con las normas oficiales mexicanas (NOM) las
bebidas que presentan cafeina no deben de exceder 33
mg por cada 100 mL, por lo cual lo recomendable es el
no consumir bebidas que excedan dicha concentracién.
Adicionalmente considerando las mismas normas las
bebidas que exceden los 20 mg de cafeina se deben
ostentar como bebidas adicionadas con cafeina, y
finalmente cabe resaltar que también se hace mencién
que la dosis recomendada no debe de rebasar los 165 mg
de cafeina al dia.

De acuerdo con los resultados reportados en la literatura
y los datos experimentales obtenidos, se puede observar
que la bebida con mayor contenido es Vive 100, con
34.8 mg/mL y la bebida que presenta la menor es la
Coca-Cola ® con 5.25 mg/100 mL. El consumo en exceso
de estos productos puede generar problemas de salud,
pero aun faltan mas estudios al respecto.
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