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RESUMEN

La cafeina es un compuesto alcaloide, del grupo de las xantinas. Dentro de las bebidas
que contienen cafeina estan: el café, té, productos derivados del chocolate, refrescos de cola'y
bebidas energizantes que tienen una gran popularidad. El objetivo de esta investigacion fue
determinar la cafeina en orina asociada al consumo de bebidas energizantes, té negro y café.
El tipo de investigacion fue descriptiva comparativa y el disefio fue No experimental y
transversal. Ingresaron al estudio 23 personas, que seran distribuidas en 3 grupos y un control
(no consumidor de bebida energizantes, té negro y café). La determinacion de cafeina se
realizard mediante la técnica de espectroscopia UV-visible con una longitud de onda de
273nm, también se utilizaran técnicas preliminares y de orientacién para complementar el
estudio como la cromatografia de capa fina y la reaccion de Murexida. Las muestras de orina
seran recolectadas 2 horas pos ingesta de las bebidas. Los datos seran recolectados durante la
fase interactiva de la investigacion y seran analizados a través de un enfoque cuantitativo, l0s

calculos seran de media aritmética, mediana, desviacion tipica, asi como graficos de

barras simples y de caja y bigote.

Palabras claves: cafeina, orina, espectroscopia UV-visible.

xii



INTRODUCCION

La cafeina (1,3,7 — trimetilxantina) es un compuesto quimico alcaloide, que
generan efectos fisiologicos, pertenecientes al grupo de las metilxantina, Una de sus
propiedades, es un solido cristalino y profundamente amargo. El cuerpo humano
absorbe la cafeina rapido y completamente a partir del tracto gastrointestinal,
aumenta su concentracion cuando entra al plasma sanguineo, luego se introduce muy
rapido en todos los tejidos corporales. Si la cafeina no es consumida con moderacion
es decir mas 400 mg de cafeina, que equivale a 3 0 4 tazas de café es perjudicial para
la salud, ya que, a corto plazo en el sistema nervioso central, el suefio es
interrumpido, acelera la ansiedad y hay cambios en el comportamiento, causa
intoxicacion que se manifiesta con nerviosismo, insomnio, hiperacidez gastrica,
contracciones. musculares,  agitacién psicomotriz, diarrea, tension muscular,
palpitaciones cardiacas (Moncada Jennifer 2018).

Por eso es importante la determinacion de cafeina, ya que el exceso de esta tiende
a producir multiples complicaciones al cuerpo humano de manera fisiologica,
causando un problema permanente en nuestras vidas. segun la Food and Drug
Administration (FDA) la ha clasificado como una sustancia GRAS (Generally
Recognized As Safe), explica, que bajo una concentracién adecuada es segura, sin
embargo, ElI Comité Internacional Olimpico (COI) clasifica a la cafeina como una
droga de abuso, cuando este se encuentra en la orina a niveles de concentracion
superiores a 12 pg/mL. EIl objetivo general de esta investigacion serd la Determinar
las concentraciones de cafeina en orina asociado al consumo de bebidas energizantes,

té negro y café mediante espectroscopia UV-Visible.

Para realizar esta investigacion se solicitd el apoyo a 23 personas (voluntarios)
residentes del Municipio Libertador del estado Mérida, con el fin de aplicar un

cuestionario con respecto a la frecuencia y el consumo de bebidas energizantes, té



negro y café, asi como también debian reflejar signos y sintomas pos ingesta de estas
sustancias. Inicialmente se contemplaba analizar todas las muestras posibles, pero 3
de las muestras no cumplieron con los criterios de inclusion por lo que se trabajo solo
con 19 voluntarios, de los cuales 1 es la muestra blanca (muestra de orina de un
voluntario que no consume bebidas energizantes, té negd o café), 9 voluntarios que
consumieron café, 4 voluntarios que consumieron té negro y 6 voluntarios que
consumieron bebidas energéticas.

Seguido a la toma de muestras se realiz6 la preparacion de los reactivos y las
soluciones de referencia de concentraciones 1 pg/mL, 2 pg/mL, 4 pg/mL, 8 pg/mL y
16ug/mL, para realizar la curva de calibracion. Las muestras se prepararon utilizando
5 mL de orina, alcalinizandolas con 3 gotas de NaOH (pH 12), se hizo una extraccion
agregando 5 ml de Cloroformo (v/v), separando la capa organica en 3 capsulas, una
de las capsulas se usé para la identificacion de cafeina mediante la reaccion de
Murexida, otra para cromatografia de Capa Fina y la tercera capsula para la lectura en

el Espectrofotometro.

El siguiente trabajo de investigacion ha sido estructurado en V capitulos. El
Capitulo I, titulado EI Problema, esta constituido por: Planteamiento del Problema,
Justificacion de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion, Alcances vy
Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo I, llamado Marco Tedrico, corresponde
a: Trabajos Previos, Antecedentes Histdricos, Bases Teoricas, Definicion Operacional
de Términos, Operacionalizacion de las variables. EI Capitulo 111, denominado Marco
Metodol6gico, comprende: Tipo de investigacion, Disefio de Investigacion, Poblacion
y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de recoleccion de datos, Procedimiento
de la Investigacion y Disefio de Andlisis. EI Capitulo 1V, constituido por: Resultados
y Discusion. Finalmente, el Capitulo V que abarca: Conclusiones, Recomendaciones

y Referencias Bibliohemerograficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cafeina segun Rubio et al. (2021) pertenece al grupo quimico de las xantinas o
dioxipurinas, que son sustancias con caracteristicas de alcaloides, y entre las cuales se
encuentran también la teofilina o la teobromina, procedentes todas ellas de distintas
especies vegetales. Presente de forma natural en mas de 60 plantas, como café
(Coffea arabica), té (Camellia sinensis) y cacao (Theobroma cacao), nueces de cola
(Cola nitida), guarana (Paullinia cupana) y yerba mate (llex paraguariensis). Debido
al efecto estimulante de la cafeina y su presencia en alimentos como el café, el té, el
chocolate o algunas bebidas azucaradas, esta, es probablemente la sustancia

psicoactiva mas consumida en el mundo.

La European Food Safety Authority (EFSA) muestra como el consumo medio de
cafeina por adulto en Espafia en el afio 2015, dltimo afio del que se conocen datos, era
de 2,3 mg/kg peso (equivalente a 161 mg/dia para un sujeto de 70 kg de peso). En el
caso de las hojas de té, la cantidad de cafeina (comunmente llamada teina) que
encontramos en una hoja representa entre el 3-5% del total del peso seco y segun
datos de la EFSA corresponde a unos 40-50 mg de cafeina/taza. En el trabajo de
Falcon et al. (2020) expresan que, en los paises extranjeros como Estados Unidos,
una taza de café americano (240mL) contiene 137mg de cafeina por taza, en
Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia, el consumo de cafeina por persona bordea

los 400mg al dia.



En América latina el consumo de cafeina por persona fluctta, en promedio entre
los 300mg al dia. Tras el consumo de una cantidad de café equivalente a 5 Oz de café
expreso. Otra bebida que contiene cafeina son las bebidas energizantes, en los
ultimos afios estas bebidas han estado dominando los mercados mundiales, segun los
productores estas bebidas salen al mercado a partir de la necesidad de aumentar la
resistencia fisica y el estado de alerta mental, incrementando la velocidad de reaccion,
evitando el suefio, influyendo una sensacion de bienestar, estimulando el

metabolismo y ayudado eliminar sustancias nocivas para el cuerpo.

En Argentina, la normativa vigente impartida por el Codigo Alimentario
Argentino, establece un maximo de 32 mg de cafeina/100 mL de bebida energizante
alcoholica, estando prohibida la comercializacion de estas bebidas combinadas con
alcohol. Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda como limite
consumir 300 mg de cafeina/dia, considerando una ingesta de 500 mg como tdxica y

peligrosa.

Segln Rodas Cafiellas (2021) la cafeina se absorbe rapidamente en el intestino
delgado, habiéndose observado que en unos 30-60 minutos después de haberla
tomado los niveles en plasma ya se encuentran en valores maximos, manteniéndose
bastante estables (por encima del 90% del nivel maximo) durante las cuatro horas
siguientes. En cualquier caso, la cafeina puede encontrarse en el organismo hasta 9-
10 horas después de su ingesta, ya que su metabolizacidn es considerablemente lenta

ocurriendo en el higado hasta su excrecion via urinaria.

La concentracion de cafeina en orina generalmente refleja la cantidad de cafeina
que el cuerpo a metabolizado. Sin embargo, para los efectos de la investigacion se
consider6 las concentraciones de cafeina en orina segun World Anti-Doping Agency
(WADA). Cuando las concentraciones urinarias fueran superiores a 12 mcg/mL, lo

que quiere decir que es una de las sustancias estimulantes que se pueden ingerir sin



irrespetar las reglas hasta una cantidad predicha. (Luciana y De Bortoli, 2003;
Bowerman, 2002; Ambrose, 2004).

Para la determinacion de cafeina en orina se han utilizado diversos métodos
analiticos costosos y laboriosos, que requieren de técnicas y equipos especializados,
por lo tanto, para el presente trabajo se realiz6 un andlisis con un método analitico
mas accesible y econdmico como es la Espectroscopia UV-visible, ya que es una
alternativa, debido a su simplicidad costos relativamente bajos y amplia

disponibilidad de equipos en laboratorios clinicos y de investigacion.

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio, se formula la
siguiente pregunta de investigacion: ;Cual serd el nivel de las concentraciones de
cafeina en orina asociado al consumo de bebidas energizantes, té negro y café en el
municipio Libertador del estado Mérida, durante el periodo agosto-diciembre de
2023?

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La justificacion debe responder a los por qué o razones de la investigacion;
especificamente, estas razones pueden ser categorizadas como necesidades,
curiosidades y preocupaciones, motivaciones, intereses, valores, potencialidades,
oportunidades, tendencias, contradicciones (Hurtado, 2010). Los autores de esta
investigacion buscan como interés propio determinar el comportamiento de las
concentraciones de cafeina en orina asociado al consumo de bebidas energizantes, té
negro y café, mediante la técnica de espectrofotometria UV- visible, ya que esta
puede proporcionar informacion valiosa para evaluar el consumo de cafeina,
monitorear la salud de los consumidores y respaldar la informacion cientifica en este

campo.



Desde el punto de vista analitico se consideré la determinacion de cafeina en orina
por dos razones. Primero, porque la cantidad de cafeina presente en orina puede
proporcionar informacion sobre los patrones de consumo Yy los efectos de la cafeina
en la salud de los consumidores. Segundo, la cafeina es excretada por el cuerpo de
diferentes formas (sudor, orina, saliva) y la cantidad de esta en orina puede ser un
indicador indirecto del metabolismo y de como el cuerpo procesa esta sustancia, esto

pudiera tener implicaciones farmacoldgicas, segun Cerén Uribe (2021).

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Obijetivo General

Determinar las concentraciones de cafeina en orina asociado al consumo de

bebidas energizantes, té negro y café mediante espectroscopia UV-Visible.

Objetivos Especificos

1. Identificar la cafeina a través de la reaccion de Murexida como prueba
preliminar y de orientacion.

2. Analizar la concentracion de cafeina en muestras de orina de consumidores de
bebidas energizantes, té negro y café.

3. Comparar el consumo de cafeina y sus niveles de excrecidon urinaria en

relacion al tipo de sustancia y la frecuencia de consumo.



ALCANCES Y LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Alcances de la Investigacion

Segun Hurtado (2012), el alcance hace referencia a la profundidad del estudio, es
decir al grado de elaboracién. A su vez tiene correspondencia con el logro de la
investigacion. Al respecto, el alcance de esta investigacion estuvo representada por la
determinacion de las concentraciones de cafeina en orina asociado al consumo de

bebidas energéticas, té negro y café mediante espectroscopia UV-Visible.

Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones de esta investigacion estuvieron relacionadas con los aspectos
tedricos, técnicos y recursos econdmicos, en cuanto a las limitaciones teoricas se
dieron debido a las diferentes técnicas consultadas en la literatura referente al
contexto experimental de la investigacion y desde el punto de vista econémico por los
altos costos de los reactivos utilizado durante la parte experimental. Asi mismo vale
mencionar que la falta de electricidad y conexion a internet dificulté el acceso a

recursos en linea.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

TRABAJOS PREVIOS

Falcon et al. (2022), en su trabajo de investigacién sobre la determinacién de la
cafeina en bebidas energizantes y frecuencia de consumo en estudiantes de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora (Lima — Pert), donde el objetivo
fue determinar la concentracion de cafeina y el tamafio de muestra (n) del estudio
correspondi6 a 102 estudiantes de Farmacia y Bioquimica entre los ciclos | — X,
encuestados mediante un cuestionario referente a la frecuencia del consumo de las
bebidas energizantes, para asi obtener la bebida energizante mas consumida por los
estudiantes, a partir de esta bebida se realizd la determinacién analitica de
concentracion de cafeina. Tuvo un estudio descriptivo analitico y concluyeron que los
estudiantes de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora
presentaron una frecuencia de consumo elevado, con tendencia a aumentar en
temporadas académicas. La bebida con mayor preferencia y consumo por lo
estudiantes fue la marca “VOLT”, presentando un consumo activo del 71% y una

concentracion media de cafeina de 420 mg/L.

Cordova y Cérdova (2022), estudiaron la identificacion de la cafeina aislada de las
hojas de llex inundata Poepp. ex reissek por sus caracteristicas fisicoquimicas y el
uso de espectroscopia UV-Visible. El objetivo fue caracterizar el alcaloide aislado de
la especie vegetal llex inundata, de la familia Aquifoliaceae. Las muestras fueron

colectadas a orillas del Rio Nanay, localizada en la ciudad universitaria de



Zungarococha, distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, regién Loreto.
Para extraer el alcaloide se usé etanol, 6xido de magnesio como reactivo de inclusién,
acido sulfurico al 10% para separar y cloroformo para purificar. ElI producto
purificado se identificé y caracterizd mediante la determinacion de sus parametros
fisicoquimicos y por espectroscopia UV-visible. Los autores concluyeron que las
hojas de llex inundata contienen cafeina, donde obtuvo una concentracion de 2,8630g
y que la especie podria ser una fuente prometedora para obtener este alcaloide para

uso en la industria farmacéutica.

Baltrons et al. (2020), estudiaron la determinacién del contenido de cafeina
presente en bebidas energizantes en el area metropolitana de San Salvador. El
objetivo del presente trabajo de investigacion se desarrollé con el fin de conocer las
concentraciones de cafeina presentes en Bebidas Energizantes y su consumo
indiscriminado. EI método de analisis que se utilizé fue el de Cromatografia Liquida
de Alta Presion (HPLC), por medio del cual se determiné el contenido maximo de
cafeina en las 5 marcas de bebidas energizantes. Los autores concluyeron que el
59.5% de la poblacion estudiantil consume bebidas energizantes, y dichas bebidas
sobrepasan la concentracion maxima permitida de cafeina, establecida por la norma
en el articulo 100 del Codigo Alimentario de Argentina (de acuerdo a la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica —
ANMAT).

Liévano Fiesco (2019), desarrollo la caracterizacion del consumo de bebidas
energizante en estudiantes de la pontificia Universidad Javeriana Sede Bogota. El
objetivo fue caracterizar el consumo de bebidas energizantes en estudiantes de la
Pontificia Universidad Javeriana, sede Bogota. Se realizé un estudio descriptivo de
corte transversal en el que participaron 149 estudiantes entre 17 y 29 afos. Las
variables analizadas fueron la frecuencia de consumo, motivaciones por las cuales
consumen bebidas energizantes, conocimiento acerca de los riesgos por el alto

consumo de estas, las sensaciones desagradables y el consumo de bebidas



energizantes con alcohol. El autor concluyd que el 64,4% de los estudiantes
universitarios encuestados reportaron el consumo de bebidas energizantes en los
ultimos seis meses especialmente de las carreras de Ingenieria Civil (10,4%) e
Ingenieria Industrial (10,4%) una vez por mes. Dentro de las razones para su
consumo el 74% reporta que, para mantenerse despierto, el 51% por el estudio y el
46% para tener energia. El 32,3% de estudiantes desconoce los riesgos por consumir

en exceso estas bebidas.

ANTECEDENTES HISTORICOS O EPISTEMOLOGICOS

La cafeina esta presente desde la edad de piedra, descubrieron que masticar la
corteza y hojas de ciertas plantas de cafeto, tenia el efecto de aliviar la fatiga,
estimular el estado de alerta y elevar el estado de &nimo. Luego de muchos afios se
descubrid que el efecto de la cafeina se incrementaba al remojar tales plantas en
aguas caliente. Muchos pueblos tienen leyendas que atribuyen el descubrimiento de
tales plantas. El fruto del café tiene origenes antiguos, es masticada en varias culturas
africanas y occidentales, de forma individual o en formacion social, para restaurar la
vitalidad y aplacar la sensacion de hambre. EL café es originario de Etiopia, donde se
cultivaba desde hace mas de mil afios. Segin una leyenda, un pastor llamado Kaldi
observo que sus cabras se volvian muy activas después de comer las bayas de un
Arbusto cercano, por lo que decidio probarlas el mismo y descubrié las propiedades

estimulantes del café. Moncada Cares (2018).

En el siglo VX, el café comenzé a hacer cultivado en arabia y se convirtié en una
bebida popular entre los musulmanes, quienes lo consideraban una bebida sagrada.
Desde alli, el café se extendié a Turquia y a otros paises del medio Oriente. En el
siglo XVII, el café llego a Europa gracias a los comerciantes venecianos y

rapidamente se convirtié en una bebida popular entre la aristocracia. En el siglo

10



XVIII, el café se convirtié en un producto de exportacion importante para paises
como Francia, Holanda Portugal, que lo cultivaban en sus colonias en América
Latina. Calle Aznar (2011)

En 1819, el quimico Aleméan Friedrich Ferdinand Runge descubrié la cafeina,
acufid el término Kaffein, compuesto quimico del café. Este quimico logro aislar el
alcaloide del café y sus efectos pudieron ser mejores estudiados, se descubrié que no
solo se encuentra el principio activo en el café, sino en las hojas, semillas y frutos de
té, cacao, nueces de cola y en otras 60 plantas. A finales del siglo XVI, el uso del café
fue registrado por un europeo residente en Egipto, debido a eso se introduce su uso
general en el oriente proximo. En el siglo XVII en Europa, el café era conocido como
“vino arabe”. Durante ese periodo se establecieron “casas de café”” donde se abrieron
las primeras casas en Constantinopla y Venecia. Pronto se volvieron populares en
toda Europa Oriental. Moncada Cares (2018).

En América Latina, el café comenzo a hacer cultivado en el siglo XVIII en paises
como Brasil y Colombia. En el siglo XIX, el café se convirtié en un producto de
exportacion clave para muchos paises de la region, y su produccién y comercio
tuvieron un gran impacto en la economia y la sociedad de estos paises. Hoy en dia, el
café es una de las bebidas mas populares del mundo y sigue siendo un producto de
gran importancia econémica para muchos paises. Calle Aznar (2011).

La bebida energizante tiene su origen en los afios 60 en Tailandia, donde se
desarrollo una bebida Ilamada Krating Daeng, que significa “toro rojo” en tailandés.
Esta bebida fue creada por el empresario tailandés Chaleo Yoovidhya y se basé en
una bebida tradicional tailandesa que se utilizaba para combatir el cansancio. En
1984, Chaleo se asocié con el empresario austriaco Dietrich Mateschitz para
comercializar la bebida en Europa. Juntos, adaptaron la formula original y crearon la
marca Red Bull, que se convirtio en la bebida energizante mas conocida y popular del
mundo. Sanchez et al. (2015).
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Desde entonces, muchas otras empresas han creado sus propias versiones de
bebidas energizantes, utilizando ingredientes como la cafeina, la taurina, el guarana y
las vitaminas B para proporcionar un impulso de energia y mejorar el rendimiento
fisico y mental. Sin embargo, estas bebidas también han generado controversia
debido a su contenido de cafeina y otros estimulantes, y se han asociado con efectos
secundarios como la ansiedad, la taquicardia y la falta de suefio. Sanchez et al.
(2015).

BASES TEORICAS

Propiedades fisicas-quimicas de la cafeina

Muchos han sido los trabajos realizados para la determinacién de cafeina a partir
de diversas combinaciones en productos farmacéuticos, extracto en vegetales y
bebidas, haciendo uso de diversas técnicas de extraccion, métodos cuantitativos, entre
otros, pero para realizar estos analisis es importante conocer las propiedades
fisicoquimicas de la cafeina, ya que es clave para la determinacion precisa de la

misma, es por esto que Cordova y Cérdova (2022) citan:

La cafeina es un solido blanco cristalino en forma de prismas hexagonales, sabor
amargo. Punto de fusién 238°C, punto de sublimacién 178°C, peso molecular
149.1gr/mol. La solubilidad en agua se incrementa cuando se halla en forma de
benzoatos, cinamatos, citratos o salicilatos alcalinos, un gramo se disuelve con 66 ml
de alcohol, pero también tiene afinidad por el cloroformo, diclorometano de los que
se les separa cuando se halla en medio acido acuoso. Tiene un espectro de absorcion

en etanol maximo a 273 nanémetros.
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Farmacocinética de la cafeina

Es importante conocer como el organismo procesa y elimina esta sustancia
después de ser ingerida, tomando en cuenta que la respuesta del organismo a esta
varia de una persona a otra, ya que hay individuos que son mas sensibles a sus efectos
0 pueden eliminarlas més lentamente por el organismo Pardo et al. (2007).

La cafeina se absorbe por el tracto intestinal de forma rapida y completa,
presentando una alta biodisponibilidad. El tiempo en el que se alcanza la méaxima
concentracion plasmatica (Tmax) €s de 30-45 minutos en ayunas y se prolonga con la
ingesta de alimentos. Atraviesa la barrera hematoencefélica y la placentaria, también
pasa a la leche materna, saliva, bilis y semen. La fraccién de cafeina unida a las
proteinas plasmaéticas, sobre todo a la albimina, varia entre el 10-35%, y podria
disminuir en ancianos. Las grandes diferencias interindividuales observadas en la
concentracion plasmatica de cafeina tras la administracion de una misma dosis se
deben principalmente a las variaciones en el metabolismo. Estas variaciones
dependen de cuatro factores: polimorfismos genéticos, inducciéon e inhibicion
metabdlicas del citocromo P-450, individuales (peso y género) y la existencia de

enfermedades hepaticas.

La cafeina se metaboliza en el higado por la enzima de la oxidasa del citocromo
P450 especificamente el 1A2 (CYP1A2), que luego genera metabolitos como:
Paraxantina (84%), que tiene como funcion aumentar en la sangre los niveles de
glicerol y de grasas; teobromina (12%), cuya funcién es dilatar los vasos sanguineos
y a su vez se ha evidenciado un efecto diurético; y la teofilina (4%) que se encarga de
dilatar las vias aéreas y se ha utilizado como el tratamiento del asma. Sélo entre un 1-
2% de la dosis ingerida de cafeina se excreta sin cambios en orina. La cafeina se
considera el substrato prototipo y marcador del fenotipo metabolizador del CYP1A2

(razdn paraxantina/cafeina) en plasma y saliva. En adultos la semivida de eliminacién
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(T %) de la cafeina es de 3-5 horas. En adultos, los fumadores presentan una T%
menor que los no fumadores. En personas no consumidoras de café la T% de la
cafeina se duplica, lo cual explica la mayor incidencia de intoxicacion y severidad en

individuos que no consumen habitualmente café.

Farmacodinamia de la cafeina

La interaccion con el receptor de adenosina Al, que conduce a la inhibicién de la
reabsorcion renal de agua y provoca un aumento de la diuresis y natriuresis, puede
explicar la actividad diurética de la cafeina (EFSA, 2015b). Ademas, la cafeina ejerce
sobre el corazon un efecto cronotropico e inotrépico positivo, es decir, estimula la
frecuencia cardiaca y aumenta el gasto cardiaco. Hay otro autor que explican como la
cafeina es un antagonista que compite por los receptores de la adenosina siendo esto
importante ya que esta desempefia un papel en la regulacion del flujo sanguineo y la
funcién cardiaca siento esta una cita del apartado anterior (Calle Aznar, 2011).

El mecanismo de accidn de la cafeina se basa en el bloqueo de los receptores Al 'y
A2a de adenosina del sistema nervioso central. Esto produce una inhibicion de la
fosfodiesterasa que da lugar a un aumento de las concentraciones de AMPc y de
GMPc, una activacion de canales de K* y una inhibicion de los canales de calcio de
tipo N (es un tipo de canales de calcio dependientes de voltaje, se denomina asi
porgue parece ser especifico del sistema nervioso y de tejidos relacionados con éste)
(Pardo et al. 2007)

De hecho, la cafeina es considerada un antagonista competitivo de los receptores
de adenosina, localizados en las membranas celulares del sistema nervioso central y
del sistema nervioso periférico. La adenosina se comporta como un autacoide
(neuromodulador), esto es, una especie de neurotransmisor que regula las funciones

celulares. La adenosina, al actuar sobre receptores especificos de la superficie de
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ciertas células, produce sedacion, regula la entrega de oxigeno a las células, dilata los
vasos sanguineos celulares y coronarios, produce broncoespasmo (asma) y normaliza
otros procesos metabdlicos. Las neuronas que liberan adenosina constituyen un
importante sistema depresor del sistema nervioso central, que es blogueado por la
cafeina (Calle Aznar, 2011).

No parece que exista una via de la adenosina en el sistema nervioso central; mas
bien, la adenosina a traves de su acoplamiento en receptores sensibles a la cafeina,
indirectamente inhibe la liberacién de muchos tipos de neurotransmisores como
noradrenalina, dopamina, acetilcolina, glutamato y GABA (&cido-B-aminobutirico).
El blogueo de los receptores de adenosina por la cafeina parece aumentar la actividad
de esos neurotransmisores, especialmente de la dopamina y la acetilcolina. Dicho de
otro modo, la administracion oral de cafeina aumenta la liberacién de dopamina y
acetilcolina por antagonismo de los receptores locales de adenosina. EI aumento de la
actividad dopaminérgica explica los efectos reforzadores de la cafeina. EI consumo
cronico de la cafeina puede incrementar el nimero de receptores de adenosina en el

sistema nervioso central (tolerancia) (Calle Aznar, 2011).

Intoxicacion por cafeina

Rubio et al. (2021) refieren que la mayor parte de las intoxicaciones por cafeina
suelen cursar con sintomas de escasa gravedad. Las primeras manifestaciones que
aparecen tras una sobredosis por via oral suelen ser de tipo gastrointestinal: nauseas,
vomitos o pirosis y epigastralgia. Tras ello suele comenzar una sintomatologia
nerviosa caracterizada por inquietud, ansiedad, irritabilidad, temblores, y junto a ello,
taquicardia, en ocasiones arritmias, hipo o hipertension y acidosis metabolica. A nivel
cardiovascular se ha sefialado la aparicién de palpitaciones, crisis de enrojecimiento,
arritmias, taquicardia, aumento del intervalo QRS vy la presion sistélica en ocasiones.

Dosis de 1 g pueden causar sintomas de gravedad, aunque la dosis letal se encontraria
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en torno a los 150-200 mg/Kg, lo que equivaldria a unos 7,5 a 15 g para un adulto.
Estas dosis toxicas son, sin embargo, muy dificiles de establecer debido a las
variaciones interindividuales, la tolerancia a la cafeina o la presencia de

enfermedades concomitantes.

Ingesta segura de cafeina.

Las dosis propuestas son diversas, ya que algunas representan dosis para las que ya
se han observado efectos adversos y otras representan dosis sin efectos observados.
Ademas, se basan en evidencia revista del comité cientifico n°® 33 166 cientifica
limitada (a veces un solo estudio) que difiere en su naturaleza segun los valores
considerados (datos epidemioldgicos, estudio experimental entre otros). Segun The
Food and Drug Administration EFSA (2015b), la ingesta total de cafeina que no
suscitaria preocupaciones sobre los efectos adversos para la salud de la poblacion

sana por subgrupos seria:

e Adultos sanos (70 kg), sin incluir mujeres embarazadas o en periodo de
lactancia: — Dosis Unicas de hasta 200 mg (aproximadamente, 3 mg/kg).

e Dosis de hasta 200 mg cuando consumidas en un periodo de menos de 2 horas
antes del ejercicio fisico intenso en condiciones ambientales normales.

e Dosis Unicas de 100 mg (aproximadamente, 1,4 mg/kg) pueden aumentar la
latencia del suefio y reducir la duracion del suefio en algunos individuos,
particularmente, cuando son ingeridas cerca de la hora de acostarse.

e Dosis de hasta 400 mg/dia (aproximadamente, 5,7 mg/kg) no supone riesgo
para un adulto sano, exceptuando el caso de las mujeres embarazadas (EFSA,
2015b).

Asimismo, Health Canada (2011) respalda el establecimiento de un limite maximo

inicial de cafeina total de 400 mg por litro con una cantidad maxima de cafeina que

16



no debe exceder los 180 mg por envase que se presenta como envase individual.
Wikoff et al. (2017) en lo que respecta a mujeres embarazadas sanas, la evidencia
respalda que una ingesta de hasta 300 mg de cafeina/dia, generalmente, no se asocia
con efectos adversos sobre la reproduccion y el desarrollo. Sin embargo, en lo que
atafie a las bebidas energéticas, el Reglamento (UE) N° 1169/2011 del Parlamento
Europeo y del Consejo sobre la informacion alimentaria facilitada al consumidor
(UE, 2011) recoge que si el contenido en cafeina es superior a 150 mg/L deberan
presentar la mencion “Contenido elevado de cafeina: No recomendado para nifios ni
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia” junto con la indicacién de la cantidad

de cafeina que aportan expresado en mg por 100 mL de cafeina.

Métodos analiticos para la determinacion de cafeina

Segun Calle Aznar (2011) la determinacion de la cafeina se suele llevar a cabo
mediante técnicas de separacion como HPLC (Cromatografia liquida de alta
eficiencia), CE (Electroforesis capilar), TLC (Cromatografia de capa fina) o GC
(Cromatografia de gases). Estos métodos realizan la deteccidbn mediante técnicas
electroquimicas (potenciométricas, conductimétricas, amperomeétricas, etc.), Opticas
(espectrofotométricas, fluorimétricas, etc.) y otras (termoquimicas). La eleccion de
una u otra técnica depende del problema a resolver, del volumen de muestra y de su
concentracion. Las técnicas analiticas mas empleadas en la actualidad pueden
englobarse en dos grandes grupos: técnicas de separacion y técnicas espectroscopicas.
Las técnicas espectroscopicas proporcionan, para cada compuesto analizado, una
informacién compleja, relacionada con sus caracteristicas estructurales especificas,
por otro lado, las técnicas de separacién se utilizan para resolver los componentes de
una mezcla y la sefial obtenida puede utilizarse con fines analiticos cuantitativos o

cualitativos.
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Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer Chromatography) es
una técnica analitica rdpida y sencilla que consiste en la separacion de los
componentes de una muestra debido a su migracion diferencial a través de una capa
delgada de adsorbente, generalmente sostenido por una superficie plana inerte. Esta
herramienta se basa en el principio de adsorcién entre dos fases, en donde la
separacion se realiza de acuerdo con los coeficientes de reparto de las moléculas de la
muestra (Soberon, J., 2011).

La TLC es una de las técnica mas utiles en el andlisis quimico cualitativo, es
considerada anticuada segun algunos investigadores, razén por la que tiende a

subestimarse su utilidad (Soberon, J., 2011).

Fundamento de la cromatografia en capa fina

La técnica se basa en la separacion de los analitos mediante las diferencias de
velocidad a la que estos son transportados por una fase movil liquida a través de una
fase fija o estacionaria (la placa de TLC). La separacion de los componentes de la
muestra se da principalmente por el fendbmeno de la adsorcion de tal modo que un
compuesto de la fase liquida entra en contacto con el sélido adsorbente y se adhiere a
la superficie del mismo mediante una fuerza fisica, sin implicar intercambio de
electrones, lo que lo hace reversible. Antes de comenzar el proceso, primero se
introduce un pequefio volumen del solvente o mezcla de solventes que constituyen la
fase modvil en un recipiente cerrado y se espera a que se sature el ambiente
(Spangenberg, B., 2011).

En ese momento se introduce la fase estacionaria, donde se ha aplicado

previamente la muestra (figura 1a), a través de la cual circulara la fase movil debido
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al fendmeno de capilaridad, lo que conllevara un reparto diferencial de los productos
que estan presentes en la muestra entre el solvente y el adsorbente (figura 1b). Una
vez el frente del solvente alcance el limite de la placa, los puntos procedentes de la
muestra separados (figura 1c) se visualizan por absorbancia o fluorescencia, ya sea

nativa o mejorada con agentes de visualizacion (Spangenberg, B., 2011).

Finalmente, los productos pertinentes se identifican por sus colores caracteristicos
o fluorescencia combinados con los valores del factor de retencion (Rf, figura 1d), los
cuales, al ser comparados con un patron de referencia permiten la tipificacion de
sustancias que forman la muestra, identificando asi los compuestos de interés y las

interferencias (Spangenberg, B., 2011).
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Figura 1: Pasos basicos de una cromatografia en capa fina. Fuente: Spangenberg, B. (2011).

Factor de retencion (Rf)
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Espectrofotometria UV-visible

Calle Aznar (2011) hacen referencia a que la espectrofotometria en el rango
ultravioleta-visible (UV-Visible) se fundamenta en medir la radiacién monocromatica
absorbida por un elemento o molécula causante de desplazamientos electronicos a
capas superiores, estas transiciones determinan la region del espectro en la que tiene
lugar la absorcion. La ley fundamental en la que se basan los métodos
espectrofotométricos es la de Bouguer-Beer, Lambert y Beer y establece que: “La
relacion entre la intensidad de la luz transmitida o energia radiante y la energia
radiante incidente 10 es una funcion del espesor de la celda b a través del medio

absorbente, de acuerdo a:”
A=a-b-c
Donde:

A =absorbancia

a = absortividad especifica
b = espesor de la celda

¢ = concentracion

De acuerdo con la teoria, el paso de la solucion absorbente de concentracion ¢ de
una cantidad de energia electromagnética monocromatica es directamente
proporcional a la concentracion de la(s) especie(s) que absorbe(n) y a la longitud de
la trayectoria de la muestra para un conjunto de condiciones instrumentales

establecidas.

La absorcion de energia en las regiones visibles y ultravioleta del espectro da
como resultado una excitacion electronica. La region del visible se extiende desde
350 a 800 nm. La regidn ultravioleta abarca desde 100 a 200 nm y se divide en dos

regiones diferentes: la region de ultravioleta lejano, que se extiende desde 100 a 200
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nm y la Ilamada region del ultravioleta cercano que va desde 200 nm a 350 nm. Los
datos espectrales de absorcion en el ultravioleta-visible se suelen presentar como
gréficas de absorbancia o logaritmo del coeficiente de extincion frente a longitud de

onda.

light =
source
diffraction
arating
aperture
detector

sample
cuvette

Figura 2: Los componentes principales de un espectrofotometro Ultravioleta-Visible. Fuente: Cordova
y Cordova (2022)

Se sabe que la técnica analitica cominmente utilizada para medir absorbancias es a
través de espectrofotometria de UV- visible, en este caso fue utilizada esta para
determinar las concentraciones de la cafeina extraida de las diferentes muestras de
orina, de aqui la importancia de conocer y saber a qué longitud de onda se mide este

compuesto. Cordova y Cérdova (2022) citan:

El valor de la longitud de onda de la cafeina anhidra, si el solvente es metanol
tiene un valor Amax de 273 nm, si se prepara soluciones de cafeina en partes por millon
(ppm) se puede hacer un ajuste de valores mediante la absorbancia de cada
concentracion de la solucidn, si planteamos una grafica de estos valores observados
medidos en el equipo UV/visible a cada valor de concentracion preparado, se puede
aplicar la ecuacion de la recta , mediante el cual podriamos obtener el valor de b=

Intercepto, m=pendiente, Y= valor de absorbancia y X= valores de concentracion.
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Reacciones colorimétricas

Las pruebas colorimétricas o pruebas rapidas se utilizan en el andlisis forense de
drogas para obtener una indicacion presuntiva rapida de la posible presencia o
ausencia de una determinada droga o clase de drogas en la muestra en cuestion; el
color obtenido en cada prueba particular puede variar en funcién de las condiciones
del ensayo, la cantidad de sustancia presente y los materiales extrafios que contenga
la muestra. Para efectuar una prueba colorimétrica se coloca una pequefia cantidad de
la muestra (20-30 mg) en la cavidad de una placa de toques, se afiade una o dos gotas
del reactivo a utilizar y se observa si se produce algin cambio de color. Los reactivos
para las pruebas colorimétricas deben prepararse el mismo dia del ensayo y ponerse a
prueba con los estdndares secundarios utilizados. También debe efectuarse un ensayo

en blanco para excluir falsos positivos. Saavedra et al. (2018)

Reaccion Murexida

Los compuestos que tienen un nucleo purinico como acido Urico, guanina, la
xantina y sus derivados 1,3-sustituidos (teofilina) 3,7 substituidos (teobromina) y
1,3,7 substituidos (cafeina) dan la reaccion de la murexida, siendo inequivoca para la
determinacion cromogénica de alcaloides de naturaleza purinica. Se trata de una
reaccion de desproporcionacion que viene a ser una oxidacion-reduccién donde un

elemento es al mismo tiempo oxidado y reducido (Cérdova y Cérdova, 2022).

CHE

Q] CHa CH. CHa CHa
CHs. I N [ ,0 o I 0 o
N N—_OH >N NN

i —— 0= =0 ——— 0= =N— =0
o7 "N~ "N H:0: N—{ HO N NHx N—¢ SN
HCI Lo 0o L0 G-

CHs CHs CHa CHa NHT CHa

caffeine tetramethylalloxantin murexoin
(amalic acid)

Figura 3. Reaccion de Murexida. Fuente: extraido de Matajiro y Hiroshi (1991).
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En el caso de la cafeina y sus derivados, se obtiene un compuesto conocido como
purpurato de amonio, el cual es un compuesto organico ampliamente utilizado en
Quimica analitica (Matajiro y Hiroshi, 1991). Para ello, la cafeina (y en general las
xantinas), son oxidadas por el acido clorhidrico concentrado para formar un
compuesto amarillo, cuya sal de amonio tiene un color rojo — violaceo (Matajiro y
Hiroshi, 1991).

DEFINICION OPERACIONAL DE TERMINOS

Té negro

Se elabora a partir de las hojas fermentadas de la planta Camellia sinensis,
contiene del 2% al 4% de cafeina, lo que afecta el pensamiento y el estado de alerta.
Es probable que beber cantidades muy altas de té negro que contenga mas de 10
gramos de cafeina no sea seguro. Las dosis de té negro tan altas pueden causar la
muerte u otros efectos secundarios graves (Natural Medicines Comprehensive
Database, 2022).

Bebidas energizantes cafeinizadas

Las bebidas energizantes son bebidas no alcohdlicas, generalmente gasificadas,
compuestas basicamente por cafeina y carbohidratos, La energia estd dada por las
calorias aportadas, mas la vitalidad que proporcionan al organismo sus otros
componentes a través de acciones diversas, sobre todo en situaciones de desgaste
fisico y/o mental, incrementan la resistencia fisica, proveen reacciones méas veloces a
quien las consume, logrando un nivel de concentracion, evitan el suefio, proporcionan

sensacion de bienestar, estimulan el metabolismo (Melgar Meza, 2015).
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Orina

Es un liquido acuoso transparente y amarillento, de olor caracteristico (sui
generis), secretado por los rifiones y eliminado al exterior por el aparato urinario
(Gutieérrez Lilia, 2015).

Alcaloide

Sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico mayoritariamente de origen
vegetal con una estructura quimica compleja que ejercen acciones farmacoldgicas
diversas en pequerfias dosis y poseen, en general, una marcada toxicidad por lo que su
rango terapéutico es muy estrecho y precipitan con ciertos reactivos. Se encuentran en
un gran numero de familias vegetales superiores y se pueden localizar en tejidos

periféricos como corteza, raices, hojas, frutos y semillas (Miralba Requena, 2022).

Intoxicacion

Es el conjunto de perturbaciones fisioldgicas y/o anatomopatoldgicas diversas,
producidas por principios toxicos activos, de diferente severidad clinica, que pueden
en ocasiones llevar a la muerte, dependiendo de numerosas variables tales como:

cantidad, via de ingreso, susceptibilidad individual, entre otros (Vallejo M., 1984).

Extraccion

La extraccion es un proceso mediante el cual una sustancia que se encuentra en
una mezcla sélida o disuelta en un determinado disolvente es transferida a otro
disolvente. Las razones mas frecuentes por las que se usa una extraccion en Quimica
Analitica son aislar, concentrar o separar un analito de una especie que interferia en

su analisis. (Calle Aznar, 2011).
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DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

Tabla 1. Operacionalizacién de la variable: concentracion de cafeina

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Concentracién de cafeina

Esla concentracion de
cafeina presente por
unidad de volumen de
orina excretada.

Su valor es obtenido

cuantitativamente por medio
de la espectroscopia UV-Visible
a 273 nm en unidades de ppm

(mg/L)

Dimensiones

Indicador

e Alta concentracion

Baja concentracién

e Ausencia de
concentracion

Deteccién del pico maximo en el espectro de absorcién de
cafeinaa 273 nm.

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

Tabla 2. Operacionalizacién de la variable: determinacion cualitativa de cafeina,

Variable

Definiciéon conceptual

Definicidn operacional

Determinacion
colorimétrica de cafeina

Es la identificacién
colorimétrica de xantinas
por medio de la reaccién de
murexida.

Se mide cualitativamente
por medio de una reaccion
colorimétrica, utilizando
(HCI/H202 y NH3)

Dimensiones

Indicador

e Ausencia de xantinas
e Presencia de xantinas

Color rojo violaceo presente

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023)
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2012), existen diferentes tipos de investigacion: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa. Asi mismo Hurtado (2000), dice que la investigacion
descriptiva tiene como objetivo la descripcion o caracterizacion del evento de estudio
dentro de un contexto en particular. Precisa de un fendmeno, del mismo modo explica
que la investigacion comparativa tiene como objetivo lograr la identificacion de
diferencias y semejanzas con respecto a la aparicion de un evento en dos 0 mas
contexto, grupos o situaciones diferentes. Por lo tanto, la presente investigacion fue
descriptiva comparativa, puesto que, usando un método cuantitativo, se buscd
describir las concentraciones de cafeina en orina en cada grupo de consumidores
(café, té y bebidas energizantes), asi como compararlos, determinando si existen
diferencias entre ellos.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion es la estrategia general que adopta el investigador para
responder al problema planteado, definicion dada por Fidias Arias (2012). De esta
manera la presente investigacion se clasifica de caracter no experimental, ya que el
estudio de los valores de la determinacion de cafeina en orina de consumidores de

bebidas energizantes, té negro y café, se realizo sin manipular intencionalmente estas
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variables, observandose tal cual en su contexto natural. Por otro lado, segun
Hernandez et al. (2010), la investigacién no experimental, consiste en estudios que se
realizan sin manipulacién deliberada de variables y en lo que solo se observan los

fendmenos en su ambiente natural para después analizarlos.

Igualmente, el disefio de la investigacion también se tipifica como transversal, ya
que los valores fueron analizados en un tiempo especifico, describiendo
caracteristicas y elementos mas relevantes de las mismas. Dentro de este marco
Hernandez et al. (2010) explican que los disefios transversales tienen como objeto
recolectar datos en un solo momento, en un tiempo Unico, siendo su proposito

describir variables y analizar su incidencia e interrelacion en un momento dado.

Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

Poblacion:

La poblacion, o en términos mas precisos, poblacion objetivo, es un conjunto
finito o infinito de elementos con caracteristicas comunes para los cuales sera
extensivas las conclusiones de la investigacion (Fidias Arias, 2012). En tal sentido, la
poblacion de esta investigacion estuvo conformada por las personas que consumen
café, té negro y bebida energizantes en el Municipio Libertador del estado Mérida —

Venezuela durante el periodo agosto-diciembre de 2023.
Muestra:

Fidias Arias (2012) define la muestra como un subconjunto representativo y finito
que se extrae de la poblacion accesible. En este sentido la muestra de esta
investigacion estuvo representada por 23 voluntarios, agrupados de la siguiente

manera: un (1) control, 10 muestras de consumidores de café, 6 muestras de
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consumidores de té negro y 6 muestras de consumidores de bebidas energizantes,
residentes del Municipio Libertador del estado Meérida, que se ofrecieron

voluntariamente a participar en la investigacion, previo consentimiento informado.

Seleccion del Tamano de Muestra

De la poblacién sefialada se tomé una muestra no probabilistica, la cual, segln
Hernandez et al. (2006) corresponde al tipo de muestra cuya seleccion no depende de
que todas tengan la misma probabilidad de ser elegidos, sino la decision de un
investigador. Estos se seleccionaron previo consentimiento informado, los cuales

deben cumplir con los criterios de inclusion.

Criterios de inclusion y exclusion
e Muestra: Ingresaron al estudio hombres y mujeres que cumplieron los siguientes

criterios:

1) En edades comprendidas entre 19 y 42 afos.
2) Personas que no presentes patologias (hepatica y renal) aparentemente.

3) Paciente sin prescripcion médica con analgésicos.

e Control: los criterios aplicados fueron los siguientes:
1) En edades comprendidas entre 19 y 42 afios.
2) Paciente que no presente patologias (hepatica y renal) aparentemente.
3) Paciente sin prescripcion médica con analgésicos.

4) Paciente que no consuma café, té negro, bebidas energizantes.
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Instrumento de Recoleccion de Datos

Para la obtencién de los datos requeridos se utilizd el cuestionario como
instrumento. Segun Herndndez Sampieri (1997), el cuestionario es tal vez el mas
utilizado para la recoleccion de datos; este consiste en un conjunto de preguntas

respecto a una 0 mas variables a medir.

Para esta investigacion se utilizard como instrumento el cuestionario mixto, ya que

estard conformado por preguntas cerradas y abiertas.

Procedimiento de la Investigacion

1. Se solicitd el apoyo de residentes del Municipio Libertador del estado Mérida a
través de diferentes medios de comunicacion para que participaran de manera

voluntaria en la investigacion.

2. Se aplico el cuestionario: a 23 voluntarios consumidores de café, té negro y bebida
energizantes se les realizd un cuestionario, para que de manera anénima pudieran
aportar informacién importante a la investigacion, previo consentimiento informado

(anexo 1y 2).

3. Toma de Muestras: conforme al consentimiento informado, se le pidié a cada

voluntario suministrar una muestra de orina, 2 horas pos ingesta de las bebidas.
4. Procedimiento de analisis de muestra:

a) Se decidid trabajar Gnicamente con 19 muestras, ya que las 3 muestras restantes
no cumplieron con los criterios de inclusién. Se procedié a trabajar de la siguiente

manera:
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e Control: una muestra de orina de un voluntario que no consume café, té negro
0 bebida energizantes, aparentemente sano y sin estar bajo tratamiento con
analgeésicos.

e Café: 9 muestra de orina de voluntarios que consumieron la bebida.

e Té negro: 4 muestra de orina de voluntarios que consumieron la bebida.

e Bebida energizante: 6 muestra de orina de voluntarios que consumieron la
bebida.

b) Una vez finalizada la post ingesta de las bebidas, al cabo de 2 horas, se les
pidi6 a los voluntarios que recolectaran una muestra de orina aleatoria en

recolectores con tapa y debidamente identificados.

c) Las muestras fueron cubiertas con papel de aluminio y trasladadas de
inmediato al laboratorio de Toxicologia “Dr. Pablo Paredes Vivas” de la Facultad
de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes para ser refrigeradas a
7°C.

=

Figura 4. Muestras de orina. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

d) Se realizé la preparacion de reactivos de la manera siguiente:
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Stock de solucion estadndar: se pesdé 0.025 g de cafeina pura, proveniente de la
Empresa de productos quimicos especializados Honeywell Seelze, Alemania, se aforo
con 2 mL de acido sulfdrico 0,1N y agua destilada en un matraz aforado de 50mL
(solucion madre), luego se tom6 5 mL de la solucion anterior y se aforo con 2mL de
acido sulfarico 0,1N y agua destilada en un matraz aforado de 50mL para obtener una
concentracion de 50 pg/mL (solucion intermedia).

S5e tomo 0,025 g de Se prepararon todos los
- Enrase
cafeina pura patrones de la curva de final
J{ calibracion
Se coloco en un balén de vl
50 ml y se enraso con 2 Setomo 5 mL — 5 | Pl=1ppm = 25 mL
ml de acido sulfirico y w2
agua destilada
= -
- — w3 =
Se enraso con 2ml de acido sulfirico
i 5 —"
| y agua destilada en un baldn de 50 5 P3= 4ppm _ 25 mL
Sm mL v4
|
: ‘.} | 5 | P4=8ppm = 25 mL
= )
- Sinnrrnodil v5

) ]
=

Figura 5. Procedimiento de preparacién de los patrones. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J.
(2023).

e) Se realizaron las soluciones de referencia de concentraciones 1 pg/mL, 2 pg/mL,
4pg/mL, 8ug/mL y 16 pg/mL, a partir de la solucion intermedia.

Figura 6. Soluciones de referencia. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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f) Se realiz6 la curva de calibracion.
g) Se vacio la orina en un vaso precipitado de 10 mL.
h) Se midio6 pH inicial con Papel indicador Universal (Newstar)

i) Se midié 5 mL de muestra de orina y alcalinizé con la adicién de 3 gotas de

hidroxido de amonio.
J) Se midié el pH final (12) Papel indicador Universal (Newstar)

k) Usando el soporte universal con la pinza de mango y el embudo de separacion se
vacio la orina cuidadosamente.

I) Se agregd 5 mL de Cloroformo (v/v) al embudo de separacion.

m) Después se mezclé manualmente durante 10 minutos (extraccion).

Figura 7: visualizacion de la fase organica. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

n) Se separd la capa organica en tres capsulas de porcelana:

e Primera capsula de porcelana: Identificacion mediante la reaccion de

Murexida.
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e Segunda capsula de porcelana: Cromatografia de Capa Fina.
e Tercera capsula de porcelana: Lectura en el Espectrofotémetro.

0) Las capsulas contentivas con la capa orgénica se llevaron a bafio Maria 50 °C hasta

sequedad.

p) Se sometid la primera cépsula con residuo a la prueba colorimétrica de reaccion de
Murexida:

Técnica operatoria: Identificacion de la cafeina
Reactivos:

e Acido clorhidrico
e Perdxido de hidrogeno

e Amoniaco diluido

Procedimiento

Al residuo en una de las capsula de porcelana, se le afiadi6 1 mL de &cido
clorhidrico y 10 gotas de peroxido de hidrogeno, se calentd hasta sequedad en bafio
Maria. Finalmente, se invertido la capsula sobre un recipiente que contenia amoniaco
diluido, el residuo debe adquirir un color rojo violaceo. (Este procedimiento también

se le aplico a una muestra dopada y a una muestra con otro alcaloide)

Figura 8. A la izquierda reaccién de Murexida en orina dopada (positivo). En el centro Reaccion de

Murexida con otros alcaloides: Morfina y Cocaina (negativo) para cafeina y sus metabolitos y a la
derecha reaccion de Murexida de muestra de orina (positiva).. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas,
J. (2023).
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g) Se sometio la segunda capsula con residuo a Cromatografia de capa fina (TLC).

Procedimiento:

Se cortaron placas TLC silica gel 60 F254 5¢cm de ancho por Il cm de largo, donde
se hizo el sembrado de una solucion acuosa de cafeina usada como patrén y las
soluciones reconstituidas de las muestras de orina, todas las muestras se sembraron a |
cm arriba del borde inferior de la placa (conocida como origen) y separadas una de

otra por | cm. Segun sistema TA del Clarke’s (Metanol y amoniaco)

Frente del solvente

a

Figura 9. Placa de TLC para cafeina. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

q) Se sometid la tercera capsula con residuo a espectrofotometria UV-visible.
Procedimiento:

Se procedié a encender el espectrofotometro UV-160A marca Shimadzu, 10

minutos antes de hacer las lecturas. Cabe resaltar que para poder leer las
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concentraciones de cafeina en el espectrofotdmetro es necesario contar con cubetas de
cuarzo ya que con ellas se pueden medir rango UV. Posteriormente se calibro el
equipo, se realizo un barrido con un rango de 250 a 350 nm para conocer la longitud
de onda maxima y su mayor absorbancia en el equipo.

Se reconstituyo el extracto de la tercera capsula con 5 mL de &cido sulfurico 0,1N
y se mezcld en la capsula de porcelana vigorosamente con una varilla de vidrio para

su posterior lectura en el espectrofotometro UV-160? marca Shimadzu.

Figura 10. Espectrofotémetro UV-160A Marca Shimadzu. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas,
J. (2023).

¥
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Figura 11. Espectro de absorcién de la cafeina. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
Espectro de absorcion de la cafeina (derecha). Fuente: extraida de Clark’s (1986).

35



Reactivos

e Acido sulftrico (H,SO4) 0.1N

e Hidréxido de Amonio (NH4OH)
e Hidrdxido de Sodio (NaOH)

e Cloroformo (CHCIs)

e Peroxido de Hidrogeno (H,05,)
e Acido clorhidrico (HCI)

e Metanol (CH3;0H)

e Dragendof

e Cafeina pura ( Honeywell Seelze, Alemania)
Material y equipos

e Recipientes para muestra de orina con tapa.

e Papel filtro y papel parafilm

e Marcador y tirro

e Papel indicador

e (Goteros

e Capilares

e Soporte Universal

e Cristaleria y materiales de laboratorio en general.

Bafio de maria
Espectrofotometro UV-160A marca Shimadzu

e Celdas de cuarzo
e Placa TLC Silica gel 60 F254, marca Merck
e Cémarapara TLC
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Andlisis de Datos

Para llevar a cabo el procesamiento de los datos, se empleo el programa paquete
estadistico para las ciencias sociales, SPSS para Windows version 27.0. Este
programa permite analizar datos almacenados en diversos formatos y generara
documentos con alta calidad de presentacion. Para el andlisis de los resultados se
realizaron calculos descriptivos de media aritmética, mediana, desviacion tipica, asi
como gréaficos de barras simples y de caja y bigote. Inferencialmente, se realizaron
contraste de hipotesis a un nivel de confianza (95%), utilizando las pruebas no
paramétricas U de Mann Whitney y H de Kruskal Wallis.

Tipicamente estos analisis son utilizados en casos donde los eventos, personas u
objetos son agrupados en dos o mas categorias nominales, al usar esta técnica
estadistica se puede probar significantes diferencias entre la distribucién observada de

la data entre categorias y la distribucion esperada (Walpole et al., 2002).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS
patrones [ppm] A
P, 1 0,092
P, 2 0,181
P 4 0,386
P4 8 0,762
Ps 16 1,504

Tabla 3. Datos de la curva de calibracion de la cafeina. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J.
(2023).

Curva de Calibracion de Cafeina (273nm)

1,600

1,400 y = 0,0942x+0,0007
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[X]
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< 0200 - Lineal (Patrones)
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Grafico 1. Curva de calibracion de la cafeina. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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Tabla 4. Absorbancia y concentraciones de las muestras de orina de consumidores de
café.
* Muestra excluida

MUESTRA Absorbancia CUTES L L]
(Mg / mL)

Muestra 1 0,145 1,531
Muestra 2 1,047 11,107
Muestra 3 0,276 2,922
Muestra 4 0,349 3,697
Muestra 5 1,491 15,820
Muestra 6 0,253 2,678
Muestra 7 0,152 1,606
Muestra 8 0,129 1,361
Muestra 9* 0,117 1,234
Muestra 10 0,117 10,937
Muestra Blanco 0,000 0,000

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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Tabla 5. Absorbancia y concentraciones de las muestras de orina de consumidores de
Té negro. *Muestra excluida

MUESTRA Absorbancia ORIl
(Mg /mL)
Muestra 1 0,444 4,705
Muestra 2* 0,104 1,096
Muestra 3 0,142 1,5
Muestra 4* 0,095 0,990
Muestra 4 0,222 2,349
Muestra 6 0,168 1,776
Muestra Blanco 0,000 0,000

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

Tabla 6. Absorbancia'y concentraciones de las muestras de orina de consumidores de
Bebidas Energizante.

MUESTRA Absorbancia LI e
(Mg /mL)
Muestra 1 0,186 1,967
Muestra 2 0,121 1,277
Muestra 3 0,132 1,393
Muestra 4 0,400 4,238
Muestra 5 0,177 1,871
Muestra 6 0,406 4,302
Muestra Blanco 0,000 0,000

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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Gréfico 2. Edad segun sexo de los pacientes de la muestra.
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Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

El conjunto de sujetos de la muestra estuvo distribuido en 73,7% (n=14) de sexo
masculino y 26,3% (n=5) femenino. En cuanto a la edad, estuvo entre 19 y 42 afios,
con media y desviacion tipica 30,26 + 7,43 afios, especificando por sexo, en femenino
(32,40 £ 9,29 afios, mediana 37 afios) y en masculino (29,50 £ 6,89 afios, mediana 28

anos).
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Gréfico 3. Sintomas, signos y habito de fumar de los pacientes de la muestra.

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

0,0%

52,6%52,6%

42,1%
36,8%
21,1%21,1%
10,5%
5,3% 5,3%

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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En el grafico 2 se observa que el mayor porcentaje de pacientes reportd inquietud

(52,6%) y ansiedad (52,6%). Asi como también se observa que el 42.1% de los

pacientes reporto que desconocen los efectos toxicos de la cafeina en el organismo y

el 23.8% esta relacionado con aquellas personas que tienen habitos de fumar.
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Tabla 7. Concentracién de la cafeina de los pacientes de la muestra. Mérida,
diciembre 2023.

Bebidas
Café Té energizantes Total

N 9 4 6 19
Media 573989  2,58250 2,50800 4,05458
Desviacidn tipica 539550 1,45851 1,390566  4,06560

7 3 1
Error tipico 1,79850 ,729256 ,567696  ,932713

2
Intervalo de confianza  Limite inferior 1,59253 ,26168 1,04869  2,09502
para la media al 95% Limite 9,88724  4,90332 3,96731 6,01414

superior

Minimo 1,361 1,500 1,277 1,277
Méximo 15,820 4,705 4,302 15,820

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

La media de las concentraciones del grupo de café estuvo representada por
5,74 ug /mL y el grupo de las concentraciones de té negro fue de 2,58 pug / mL, asi
como el grupo de bebidas energizantes estuvo representada por 2,50 pg / mL. En
cuanto a la desviacion tipica que de las concentraciones del café se reportd 5,39
pg / mL, en el té fue de 1,45 pug / mL y en las bebidas de energizantes fue de 1,39
pg / mL. Asi mismo los intervalos de confianza del café tuvieron un limite inferior

de 1,59y el limite superior de 9,88.
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Tabla 8. Comparacion de las absorbancias y concentraciones de los pacientes de la
muestra. Mérida, diciembre 2023. Nota: prueba H de Kruskal Wallis

Rango
Grupo N promedio p-valor
Café 9 11,44
., Té 4 9,25
Concentracion Bebidas Energizantes 6 8,33 951
Total 19

Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

Tabla 9. Absorbancia y concentracion de los pacientes de la muestra. Mérida,
diciembre 2023. Nota: prueba U de Mann-Whitney

N° de Desviacion Error
N Media " tipicodela | p-valor
tazas tipica A
media
ly?2 8 ,23563 ,115244 ,040745
Absorbancia ,840
3 0 mas 11 ,40618 ,449476 ,135522
ly?2 8 2,49350 1,223208 ,432469
Concentracion , 114
3omés | 11 | 5,18991 5,033646 1,517701

. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).

En cuanto a la comparacion de las concentraciones de los voluntarios que

consumieron 1 y 2 tazas de té negro o café y los que consumieron 1 o 2 latas de

bebidas energizantes, no hubo diferencia significante ya que el p-valor fue de 0,114,

debido a que el p-valor es menor o igual a 0.05.
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DISCUSION

En la tabla No. 10, se muestra los datos de concentracion de la curva de
Calibracion, para la cual se utilizaron estandares de referencia con una concentracion
de 1, 2, 4,8 y 16 pg/mL, mostrando linealidad en el rango de 273 nm de longitud de
onda. Al determinar el analisis de las muestras de orina da como resultado que para
los voluntarios que consumieron la bebida energizante, té y café, de las muestras
analizadas solo 1 de ellas superan el valor permitido por la Agencia Mundial
Antidopaje, que es de 12 pg / mL, lo que representa un 5% del total de las muestras;
para los voluntarios que consumieron café, quedando los consumidores de bebidas

energizantes y té negro por debajo del valor sugerido por la WADA.

Al hacer una comparacién entre los grupos de consumidores de las bebidas antes
mencionadas como lo muestra la tabla No. 3, 4 y 5. Se determin6 que los
consumidores de café, presentaron una concentracion promedio mayor, con respecto

a los consumidores de té negro y bebidas energizantes.

El anélisis estadistico se realizd a través del paquete esta disco SPSS para
Windows version 27.0. (Tabla N° 9) en donde no se rechaza la hipotesis, ya que el
resultado en cuanto a la comparacién de las concentraciones de los voluntarios que
consumieron 1 o 2 tazas de té y café y lo que consumieron 1 o 2 latas de bebidas
energizantes, no hubo diferencia significativa ya que el p-valor tiene que ser menor o

igual a 0,05 y el resultado obtenido fue de 0,114.

En la realizacion de este proceso inferencial, siempre existe el riesgo de error o
imprecision ya sea por el azar o la variabilidad biologica del fendmeno que se esta
estudiando en este caso, la version de los consumidores sobre el nimero de tazas y

latas ingeridas y su velocidad de excrecion.
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El presente estudio, solo se pudo realizar esa cantidad de muestras, debido a que
este tipo de analisis es muy costoso y dado que los gastos del estudio corrieron a
cargo del Laboratorio de Toxicologia “Dr Pablo Paredes Vivas”, Departamento de
Toxicologia, Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de los Andes, y
de los autores del presente documento, la cantidad de muestras se redujo a 19
voluntarios en total , lo que tiende a presentar menor precision y mayor variabilidad

por el azar.

En el cuestionario realizado (Ver anexo No.3) para determinar el conocimiento de
los participantes sobre las bebidas energizantes, té negro y café y determinar si
desconocen si la ingesta de alta concentraciones de cafeina pueden llegar a hacer
toxicas en el organismo, estos resultados sirven para tomar medidas de informacion,
para que las personas que consuman estas bebidas que contienen cafeina conozcan de
los efectos toxicos que puede provocar su consumo. De las personas participantes del

estudio el 42.1 % desconocen los efectos toxicos. (Grafico N° 2).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1. Con base en las muestras trabajadas en este estudio se concluye que gracias a la
técnica de espectroscopia UV-visible y reacciones colorimétricas se logré cuantificar
e identificar la cafeina de la excrecidn urinaria en personas consumidoras de bebidas

energizantes, té negro y café.

2. Los niveles de cafeina encontrados en las muestras de orina por el consumo de
bebidas energizantes, té negro y café, variaron de acuerdo al consumo, obteniéndose
menor cantidad de cafeina en excreta urinaria, en los voluntarios que consumieron 1 o

2 tazas de té negro y 1 o 2 latas de bebidas energizantes.

3. La excreta urinaria de cafeina en un consumidor de café, en el 5% de los casos con
15,820 pg/mL, estd por encima de la concentracion de cafeina permitida por la
Agencia Mundial Antidopaje WADA que es de 12ug/mL.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios con una mayor cantidad de voluntarios y grupo control, para que
los resultados sean lo mas consistente posible.

2. Realizar un estudio donde se pueda controlar la variable ya que esta puede influir

en los resultados.

3. Estandarizar una marcha analitica para la extraccién de cafeina en orina.

4. Evaluar la determinacion de cafeina en orina por otra técnica analitica, como la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

5. Considerar la identificacion y cuantificacion de otros metabolitos de la cafeina, lo
que podria proporcionar informacion adicional sobre el metabolismo de la cafeina en

el cuerpo.

6. Acompafar la investigacion con analisis de creatina y transaminasas de los
voluntarios, para asi poder evaluar el funcionalismo renal y hepatico, ya que estas
pueden influir directamente en la determinacion de cafeina en la orina, por su

metabolismo y excrecion.
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ANEXOS

Consentimiento informado

el
UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

MERIBA-VENEZUELA

Diimdoe a hombres v mujeres residentes del Mfumcipie Libertador del estade Ieénda
que consuman bebidas energizantes, té negro ¥ café, a quienes se le invita a participar
en la inveshgacidn que lewa por titule: Determnacién de cafeina en onna aseciade al
consume  de  bebida  energizantes, té negre vy caff mediante la  técmica  de

espectroscopia TV -wnsible
Nombre de los Investigadores: Br. Cristy Georgina Salazar Blanco
Er. Humbert Gregonio Gomez

Nombre de la institucion: Universidad de los Andes. Facultad de Farmacia v

Bicanalisis. Escuela de Bicanalisiz. Catedra de Toxmcologia.

Tenemos el deber de mformarle que dicha mwestgacidén nos proporcionara
informacidn sobre las concentraciones de cafeina en orna, muestras que usted nos

proporcionara, pero antes debe considerar lo siquente:

* 3Su aporte a esta mwvestigacidn constarda de una muestra de orma que usted nos
sumministrara,

® Suparbcipacidn en esta mvestigacion es de manera voluntaria v gratuta

® TIsted puede cambiar de idea méas tarde v dejar de participar aun cuande haya
aceptado antes.

e ZSu integnidad fisica v moral serd respetada v ose mantendra la  méastma
discrecién en tode momento.

e Tiene derecho aconocer los resultados que ze obtengan de la investigacidn.

Anexo 1: Formato de consentimiento informado (anverso). Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J.
(2023).
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En caso de gque hava palabras que no sesn comprensiblzs, pusde sugerir que s2 lz

axpliqus.

# Dhirants 2l desarrollo d= la investizsacion dsbers estar disponibls en caso da
qusa sa raguisran datos adicionalss a la informacion que usted suministra.
® Su participacion aportara resultados bensficios para su parsona, asicomo

conocimisntos utiles para otras.

Participante: ha lzido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la
oportunidad de praguntar sobre 2lla v s& me ha contestado satisfactoriaments las
preguntas que he reslizado. Consiento voluntarisments participar sn  esta
investipacion v entisndo que tengo 2l deracho da retirarme de la investigacion an

cualquisr momento.

Nombre del Participante

C.lI

Firma del Participante

Fecha

Numero telefonico/correo:

Investicador: Hz lzido con exactind o he side testico dz la lecturas sxacts d=l
documento da consantimiento informmade para 2l potencial participants v 2l individuo
ha tenido la oportunidad d= hacer praguntas. Confirmo gue 2l individuo ha dade

consentirmisnto libraments.

Nombre del Investizador

Firma del Investizador

Fecha SELLO

Anexo 2: Formato de consentimiento informado (reverso). Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J.
(2023).
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CUESTIONARIO
DETERMINACION DE CAFEINA EN ORINA

Parte I. Datos de Identificacion
Numero de identificaciéon

Al. Identificacidon Parte Il. Informacion General

B1. Fecha de Nacimiento __

Nombres: B2. Edad
Direccion:__ B3. Sexo
Teléfono: Parte lll. Criterios de Inclusion

Direccidn (familiar cercano):

C1. Edad comprendida entre 19 a 42 afios: Si__ No __
C2. Presenta patologia (hepdtica y/o renal) que conozca:
Teléfono: Si__ No

C4. Consume medicamentos que contenga cafeina Si __

No__
C5. Consume café, té negro o bebida energizantes Si __ No__
A2. Fecha de admision al estudio C6. Cumple con los criterios de inclusidon: Si__ No __
Dia Mes  Afo
Parte IV.
D1. iConsume usted café?Si___ No____
D2. ¢ Cuantas tazas (8 onzas) de café consume al dia? 1 2 3 Mésde3 . Especifique
D3. iConsume usted té negro?Si___ No____
DA4. i Cuantas tazas (8 onzas) de té negro consume al dia? 1 23 Masde3 . Especifique
D5. iConsume usted bebida energizante? Si No
D6. ¢ Cuantas latas (250 ml) de bebida energizante consume al dia? 1 2 3 Masde3 . Especifique
D7. ¢Es fumador (a)? Si No
D8. ¢Sabia usted que el café, el té negro y las bebidas energizantes son bebidas estimulantes? Si No

D9. éSabia usted que las bebidas antes mencionadas tienen concentraciones de ingesta que pueden llegar hacer toxicas? Si___No____
D8. ¢ A presentado alguno de los siguientes sintomas luego de la ingesta de la bebida.

Hipertension Hipotension Nauseas Vomito Pirosis

Inquietud Ansiedad Irritabilidad Temblores Taquicardia
D9. En caso de ser mujer ¢Esta embaraza o sospecha del mismo? Si___No___

D10. En caso de ser mujer. ¢Estd lactando? Si___No___

Anexo 3: Cuestionario aplicado a los voluntarios. Fuente: Gomez, H., Salazar, C., Rojas, J. (2023).
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