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RESUMEN: Se desarrollé un método para

la determinacion simultanea de cafeina

y vitaminas hidrosolubles en bebidas
energizantes por electroforesis capilar.

Este tipo de bebidas son utilizadas

por sus efectos estimulantes sobre el
sistema nervioso central. Sus principales
componentes son la cafeina, hidratos

de carbono, vitaminas hidrosolubles

y taurina. La separacién de los componentes
estudiados se llevo a cabo utilizando
capilares de silice desnudos y deteccion UV.
Las curvas de calibracién fueron lineales con
R2 > 0,9987. La desviacion estandar relativa
(RSD%) fue menor a 1,4% y la recuperacion
fue entre 95-102% para la cafeina, 97,5-
103,5% para la riboflavina'y 97,5-101,6%
para el acido pantoténico. El método
analitico propuesto es adecuado para
andlisis de control de bebidas energizantes
por ser preciso, exacto y sencillo.

PALABRAS CLAVE: bebidas energizantes,
electroforesis capilar, cafeina, vitaminas
hidrosolubles.

SUMMARY: Energy drinks. development

of a capillary electrophoresis method for
identification and quantification of caffeine
and water-soluble vitamins.

A method for simultaneous determining
caffeine and water-soluble vitamins in energy
drinks by capillary electrophoresis with UV
detection was developed. Energy drinks are

a widely used group of beverages known

for their stimulant effects on central nervous
system. The main components of energy
drinks are caffeine, carbohydrates, water-
soluble vitamins and taurine. Separation of
components was carried out using uncoated
fused-silica capillaries and UV detection. The
calibration curves were lineal with R2>0.9987.
The relative standard deviations (RSD%) were
less than 1.4 % and the recovery were
95-102% for caffeine, 97.5-103.5% for
riboflavin and 97.5-101.6% for pantotenic acid.
The analytical method proposed is adequate
for control analysis in energy drinks, because
it is accurate, precise and simple.

KEYWORDS: energy drinks, capillary
electrophoresis, caffeine, water-soluble vitamins.
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Introduccién

Durante los ultimos anos las denomina-
das “bebidas energizantes” (BE) han gana-
do gran popularidad. En un principio, entre
deportistas, pero luego se extendid a ofici-
nistas, ejecutivos y estudiantes, para com-
batir la fatiga del trabajo y el estudio. Pero,
para las empresas de BE, el mercado mas
importante lo constituyen los jovenes, ya
que son consumidas en grandes cantida-
des en los locales bailables con el fin de
aumentar la vigilia, el rendimiento fisico y la
diversion. Muchos las usan para saborizar
bebidas alcohdlicas. Estos productos tuvie-
ron un gran crecimiento (1). Se espera que
el consumo mundial alcance los 4.100 mi-
llones de litros en 2009 (2).

La composicién habitual se basa en vi-
taminas solubles en agua, hidratos de car-
bono, cafeina y taurina (3). Las vitaminas
se incluyen por su participacion como co-
enzimas en las funciones biolégicas norma-
les. La cafeina por su bien conocido efec-
to estimulante sobre el sistema nervioso
central (CNS), que induce sensaciones de
bienestar y alerta, muestra mejoras signifi-
cativas en el rendimiento mental. La tauri-
na se agrega por estar involucrada en una
serie de procesos fisioldégicos cruciales in-
cluyendo la modulacion del flujo de calcio
y la excitabilidad neuronal, la osmorregula-
cion, la desintoxicacion y la estabilizacion
de la membrana. Varias investigaciones se
han publicado indicando el efecto de este
tipo de bebidas sobre el CNS, que mues-
tra mejoras significativas en el rendimiento
mental (rapidez de reaccion, concentracion
y memoria) (4, 5, 6) y la reduccion del es-
tado de somnolencia (7, 8). El consumo de
estas bebidas no se recomienda para las
personas con enfermedades del corazon,
problemas con la presion sanguinea, en el
embarazo, etc.

FABICIB « 2009 * 13

Segun la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS), el término mas adecuado para
este tipo de bebidas, es el de “estimulan-
tes”, mas que “energizantes”’, pues es-
tas Ultimas son en realidad bebidas utiliza-
das para proveer al organismo alto nivel de
energia proveniente de carbohidratos. Sin
embargo, estos términos son utilizados a
menudo de forma indiferente. Mientras que
las bebidas deportivas son disefiadas prin-
cipalmente para reponer fluidos y proveer
carbohidratos, las bebidas energizantes
son comercializadas por su efecto estimu-
lante mental (9).

Profesionales de la Secretarfa de Pro-
gramacion para la Prevencion de la Dro-
gadiccion y la Lucha contra el Narcotrafico
(SEDRONAR) informan que médicos es-
pecialistas de diversos hospitales, comu-
nican problemas cardiacos por el consu-
mo de estas bebidas asociado con alcohol.
La ingesta de mas de dos latas de bebidas
energizantes proporciona una dosis toxica
de cafeina, que provoca una peligrosa esti-
mulacion del sistema nervioso y cardiovas-
cular. Contrarresta ademas, la ebriedad y
somnolencia provocada por el consumo de
alcohol, permitiendo continuar con la inges-
ta hasta llegar a una peligrosa intoxicacion
alcohdlica y estado de coma (1, 10).

Por lo dicho anteriormente, la Adminis-
tracion Nacional de Medicamentos, Alimen-
tos y Tecnologia Médica (ANMAT) en su dis-
posicién 3634/2005, obliga a las empresas
productoras de bebidas energizantes a re-
ducir la cantidad de cafeina en ese produc-
to de 35 a 20 miligramos por cada 100 mili-
litros (11). Es de suma importancia controlar
si se cumple esta disposicién, tanto en las
de manufactura nacional como en las im-
portadas, ya que en los paises de origen se
permiten cantidades de cafeina sustancial-
mente mayores a los establecidos por nues-
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tras autoridades. Se exige, ademas, que en
las latas se inscriba la leyenda: "El consumo
con alcohol es nocivo para la salud". Es ne-
cesario, por lo tanto, disponer de metodo-
logfas analiticas que permitan controlar los
niveles de estos compuestos, fundamental-
mente cafeina.

Se han publicado trabajos para la cuan-
tificacion simultanea de cafeina y vitaminas
hidrosolubles por cromatografia planar mul-
tiple con confirmacién por espectroscopia
de masa (2), por desorcién/ionizacion laser
asistido por matriz mediada por surfactan-
tes (12), por cromatografia planar (HPTLC)
acoplada a deteccién densitométrica (13),
por lo que se propone desarrollar un mé-
todo simple y rapido como la electroforesis
capilar (EC). Con esta técnica se han publi-
cado trabajos que determinan cafeina (14,
15,16, 17, 18) y vitaminas hidrosolubles (19,
20, 21) bajo diferentes condiciones electro-
foréticas y no en forma simultanea.

La EC es una microtécnica analitica se-
parativa de muy alta resolucion basada en
el movimiento diferencial de especies car-
gadas por atraccion o repulsion en un cam-
po eléctrico dentro de un capilar. Cuando la
separacion se realiza en un electrolito con
capacidad amortiguadora, la modalidad
se denomina electroforesis capilar en zona
(CZE), pero si al electrolito se le agrega un
surfactante a una concentracion superior a
la micelar critica, se tiene un modo espe-
cial de EC, la cromatografia capilar electro-
cinética micelar (MEKC) donde el mecanis-
mo de separacién se basa ademas, en la
distribucion de los solutos en dos fases: el
electrolito y la fase micelar (22, 23, 24). Las
separaciones por EC ofrecen mas facilidad
y velocidad que otras técnicas separativas
ampliamente difundidas como HPLC. Se
elimina el problema de la toxicidad de los
solventes y su costo, pues emplea solucio-

nes acuosas en su gran mayoria con muy
baja concentraciéon idnica. Consume ade-
mas microlitros de muestra y volUmenes de
las soluciones electroliticas del orden de los
nanolitros, lo que la hacen una técnica alta-
mente versatil y econdmica (25).

La obtencion de resultados 6ptimos, de-
pende de la correcta eleccion de los para-
metros que afectan la velocidad de la se-
paracion y la resolucién de la muestra. El
tiempo de separacion depende de la natu-
raleza y pH del electrolito y de la longitud
del capilar.

Materiales y métodos

Reactivos

Las soluciones patrones se prepararon a
partir de cafeina, tiamina, riboflavina, bioti-
na, acido pantoténico y cianocobalamina
(Merck, Ginebra, Suiza). En la preparacion
de los electrolitos se emplearon tetrabora-
to de sodio (Na2B407.10 H20), &cido fos-
férico (H3PO4), hidréxido de sodio (NaOH)
y fosfato di&cido de potasio (KH2PO3), ad-
quiridos en la firma Cicarelli (San Lorenzo,
Argentina), como asi también hidroximetil-
aminometano (Tris) y el surfactante dode-
cilsulfato de sodio (SDS) (Merck, Ginebra,
Suiza). Todos los reactivos fueron de cali-
dad grado analitico. El agua fue purificada
utilizando el sistema Milli-Q de Millipore (Be-
dford, MA, USA).

Soluciones patrones, muestras co-
merciales y soluciones de electrolitos.
Todas las soluciones estandares fueron
preparadas por disoluciéon en agua calidad
Milli-Q a una concentracion de 500 mg L-1.
Las bebidas energizantes fueron adquiri-
das en el mercado local (Santa Fe, Argen-
tina). Las muestras fueron desgasificadas
por ultrasonido. Todas las soluciones patro-
nes y las muestras, fueron filtradas a traves
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de filtro de 0,2 pm de poro (Sartorius) antes
del andlisis por electroforesis capilar.

Las soluciones de diferentes concentra-
ciones de borato pH=9,2, fosférico pH = 2,2
y Tris pH=2,5, fueron preparadas en el dia,
filtradas y desgasificadas antes de su uso.

Instrumentos

Para determinar la longitud de onda de
deteccion de la cafeina y de las vitaminas
hidrosolubles, se realizaron los espectros
de absorcién de cada una de las soluciones
patrones en un espectrofotometro UV/Vis
Lambda 20 (Perkin-Elmer, Norwalk, USA),
usando cubetas de cuarzo de 1,00 cm.

Los electroferogramas se obtuvieron
con un equipo de electroforesis capilar
SpectraPHORESIS 100 con detector UV
variable (Termo Separation Products, San
José, California, USA). Los capilares de
silice de 75 um de diametro interno, 70
cm de longitud total y 42 cm de longitud
de deteccién fueron provistos por Micro-
Solv Technology Corporation (Eatontown,
NJ, USA). El voltaje aplicado fue de 12 Kv
a 25 °C. El capilar fue acondicionado dia-
riamente antes de su uso con NaOH 0,1
M durante 10 minutos, seguido de un la-
vado con agua MilliQ por 10 minutos vy fi-
nalmente con el electrolito de corrida por
10 minutos. Posteriormente, entre corri-
das, el capilar fue lavado 5 minutos con
NaOH 0,1 M, 5 minutos con agua MilliQ y
3 minutos con el electrolito. Las solucio-
nes patrones y las muestras fueron inyec-
tadas a la columna aplicando vacio du-
rante 1 segundo.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos para cafeina,
riboflavina y &cido pantoténico en bebidas
energizantes se expresaron como las me-
dias = SEM.
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Para comparar los valores hallados con
los declarados en el rotulo se aplicod un test
estadistico de hipétesis de igualdad de me-
dias con un grado de confianza del 95%.

Resultados y discusién

Seleccion de la longitud

de onda de trabajo

Se realizaron los espectros individuales
de las soluciones patrones de cafeina, tia-
mina, riboflavina, biotina, &cido pantoténico
y cianocobalamina en el rango de longitu-
des de onda correspondiente al UV (200 a
380 nm). Para la cafeina, principal compo-
nente a ser cuantificado, el pico de absor-
cion fue a 210 nm. Las vitaminas que pre-
sentaron absorbancia a esa longitud de
onda fueron la riboflavina y el acido panto-
ténico. Como los otros analitos no absorben
a 210 nm, no es posible determinarlos en
forma simultanea con la cafeina. Por lo tan-
to, se trabajo en el desarrollo de un método
que permita la separacién y cuantificacion
simultanea de estas 3 sustancias. Las otras
vitaminas deberan cuantificarse bajo otras
condiciones.

Separacién mediante CZE

Se realizaron corridas electroforéticas de la
mezcla de los estandares cafeina, riboflavina
y acido pantoténico a diferentes concentra-
ciones de electrolito borato, fosfato y Tris en
funcién de informacion hallada en la biblio-
grafia para cafeina y para vitaminas hidroso-
lubles, respectivamente. La mejor separacion
de los 3 picos se obtuvo con borato 30 mM
pH = 9,2, pero con poca resolucion (Fig. 1).
Para lograr la separacion de la riboflavina y
el &cido pantoténico, se agrego al borato 30
mM pH = 9,2, un surfactante como el SDS,
por lo que la metodologia pasé de ser elec-
troforesis capilar de zona (CZE) a cromato-
grafia electrocinética capilar micelar (MEKC).
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Figura 1: Electroferograma de los estandares de
cafeina, riboflavina y acido pantoténico. Electroli-
to: borato 30 mM.

cafeina

riboflavina

Figura 2: Electroferograma de los estandares de
cafeina, riboflavina y acido pantoténico. Electroli-
to: borato 30 mM + SDS 20 mM.

cafeina

riboflabina

ac. pantoténico

Tabla 1: Resultados de la calibracion por electroforesis capilar, precision y exactitud.

Datos estadisticos Cafeina

Riboflavina Acido pantoténico

Rango (mg L-1) 0-400

0-60 0-100

Pendiente 0,0607 + 0,0067

0,2247 + 0,0439 0,1320 = 0,0120

Ordenada al origen -0,1040 = 0,1759

-0,4771 = 0,0846 -0,3854 + 0,3178

R? 0,9987 0,9989 0,9996
RSD % 1,40 1,15 0,59
Recuperacion % 95,0-102,0 97,5-108,5 97,5-101,6

Separacién mediante MECK

Al borato 30 mM pH = 9,2 se le adiciond
SDS a diferentes concentraciones (entre 20
y 60 mM).

La mejor resolucion de picos en el me-
nor tiempo se obtuvo con la solucion borato
30mM + SDS 20 mM (Fig. 2).

Linealidad

Con las condiciones de trabajo estable-
cidas se realizaron las curvas de calibracion
para cafeina, riboflavina y acido pantoténico.
Se trabajo por triplicado con cinco concen-
traciones aplicando diferentes volimenes de
la solucién estandar, segun las recomenda-
ciones de la Conferencia Internacional de Ar-
monizacion (26). Las graficas de calibracion
mostraron ser lineales con coeficientes de
determinacion R? > 0,9987 (Tabla 1).

Precision y exactitud

La precision fue evaluada por medio de
la desviacién estandar relativa (RSD) o co-
eficiente de variacion. Los valores obteni-
dos para los puntos medios de las curvas
de calibracion, que indican la precision del
sistema, fueron 1,40 % para cafeina, 1,15 %
para riboflavina y 0,59 % para acido panto-
ténico. Los ensayos de recuperacion, para
determinar le exactitud del método, se en-
cuentran dentro los siguientes valores:
95-102% para cafeina, 97,5-103,5% para
riboflavina y 97,5-101,6% para acido pan-
toténico (Tabla 1). Tanto la precisidon como
la exactitud del método desarrollado, son
comparables a los hallados con otros mé-
todos separativos evaluados por otros au-
tores (2, 13, 14).
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Limite de deteccién y limite

de cuantificacion

Los limites de deteccién y cuantificacion
se calcularon en base a las curvas de ca-
libracién (26) y se verificaron experimental-
mente. Los limites de detecciéon y cuantifi-
cacion fueron 1,02 y 3,40 para la cafeina,
0,23y 0,76 para la riboflavina, y 2,28 y 7,60
para el acido pantoténico, respectivamente.

Andlisis de muestras comerciales

Se analizaron por triplicado 5 marcas de
bebidas energizantes comercializadas en
Argentina, 1 importada (BE1) y 4 produci-
das en el pais (BE2, BE3, BE4 y BE5). En la
figura 3 se muestra un electroferograma de
la BE2. En todas las muestras, los picos co-
rrespondientes a cafeina, riboflavina y &cido
pantoténico fueron confirmados por adicion
de cada estandar en sucesivas corridas
electroforéticas. Las concentraciones de los
compuestos estudiados en las muestras se
presentan en la Tabla 2.

Cuando se compara estadisticamente
por medio del test de hipotesis la cantidad
de cafeina declarada en el rétulo de cada
BE con lo hallado analiticamente, se ob-
tiene en todos los casos una probabilidad
< 0,05 para un intervalo de confianza del
95%, lo que indica que la diferencia entre
lo declarado y lo hallado es significativa.
En el caso de la riboflavina, sélo en la BE4
se acepta la hipotesis nula por presentar
una probabilidad p = 0,05. Para el acido
pantoténico, las BE1 y BE2 presentan una
probabilidad p = 0,05, por lo que se acep-
ta la hipotesis nula para el mismo intervalo
de confianza. En las otras BE la diferencia
entre lo declarado en el rétulo y lo cuantifi-
cado es significativa.

Como se puede observar la BE1 supe-
ra el contenido de cafeina permitido por la
ANMAT (200 mg L-1). Cabe senalar que la
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empresa importadora ha presentado un re-
curso de amparo para poder comerciali-
zar dicha bebida a pesar de superar el limi-
te estipulado por el organismo de control.
Ademas, en esta misma bebida se hall6 y
cuantificé riboflavina que no esta declarada
en el rétulo. Este hallazgo coincide con lo
publicado por Aranda y col. (2) que identi-
ficaron y cuantificaron cafeina y riboflavina
mediante cromatografia planar multiple con
confirmacion por espectroscopia de masa.

Por otro lado, todas las bebidas naciona-
les analizadas se ajustan a las disposicio-
nes establecidas por la ANMAT.

Conclusiones

La electroforesis capilar ofrece un méto-
do alternativo para determinar simultanea-
mente cafeina, riboflavina y acido pantoté-
nico en bebidas energizantes. La precision
y exactitud del método, sumados a la sim-
plicidad del anélisis y de la preparacion
de las muestras hacen que sea un méto-
do Util de rutina'y control. El empleo de vo-
limenes pequenos de electrolito de corri-
da, que ademas no es tdxico, contribuye a
su aceptacion por el bajo costo operativo y
bajo impacto en la contaminacién ambien-
tal, tan discutida en otros métodos analiti-
cos separativos.

Figura 3: Electroferograma de la BE 2.
Electrolito: borato 30 mM + SDS 20 mM.

cafeina

ac. pantoténico
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Tabla 2: Anélisis de muestras comerciales (n = 3) comparado con los valores declarados en el rétulo.
Cafeina Riboflavina Acido pantoténico
(mg L-1) (mg L-1) (mg L-1)
Valor Valor hallado Valor Valor hallado Valor Valor hallado
declarado declarado declarado
BE 1| 320,00 32514085 | - 7,40 = 0,04 24,00 23,20 = 0,60
BE 2| 200,00 136,28 = 0,60 | - ND* 13,30 12,23 + 0,40
BE 3| 192,00 160,00 = 0,80 | 1,36 ND 8,00 12,48 + 1,17
BE 4| 200,00 120,40 =256 | 2,10 2,00 = 0,02 10,00 13,76 + 0,40
BE 5| 200,00 153,34 + 8,05 | - ND 12,00 ND

Nota: Estos resultados fueron presenta-
dos en el “XIl Encuentro de Jévenes Inves-
tigadores de la Universidad Nacional del
Litoral y Il Encuentro de Jévenes Investiga-
dores de Universidades de Santa Fe”, de-
sarrollado en el afo 2008, bajo el titulo “Be-
bidas energizantes: desarrollo y validacion
de una metodologia por cromatografia ca-
pilar electrocinética micelar (MEKC) para
la identificacion y cuantificacion de cafeina
y vitaminas hidrosolubles”. Este trabajo re-
cibié una Mencién Especial en el concurso
de trabajos presentados en el Area Temati-
ca Ciencias Exactas
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