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Resumen 

Las catequinas y la cafeína son los componentes principales del té verde, le 
aportan características antioxidantes y antiinflamatorias, las cuales permiten su 

intervención en reacciones metabólicas de óxido-reducción. Esto ha llevado a un 
incremento sustancial en el interés y la demanda del público hacia estos 
productos, generando la necesidad del desarrollo de metodologías que permitan 

identificar y cuantificar estos componentes de una manera confiable y rápida. 

Es por esta razón que se desarrolló una metodología empleando dos técnicas 

cromatográficas, High-Performance liquid chromatography (HPLC) acoplado a un 
detector de arreglo de diodos (DAD) y High-Performance Thin-Layer 
Chromatography (HPTLC) empleando detección densitometríca,  asegurando la  

obtención de resultados confiables mediante la evaluación de parámetros 
cromatográficos, que garantizan los resultados y la idoneidad del método 

(resolución, factor de capacidad, platos teóricos, y simetría de pico). Y de esta 
manera adjuntarlo al portafolio de servicios del Laboratorio de Instrumentación 
Química de la Universidad Icesi (LIQ). El desarrollo de este trabajo experimental 

permite ofrecer un servicio de análisis a la industria de alimentos en el Valle del 
Cauca, asegurando la calidad de productos que contienen dichos compuestos. 

Palabras clave: Catequinas, Cafeína, HPLC, HPTLC. 
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Abstract 

 

Catechins and caffeine are the main components of green tea; they provide 

antioxidant and anti-inflammatory characteristics, which allow their intervention in 
metabolic reactions of oxide-reduction. This has led to a substantial increase in the 
interest and demand of the public towards these products, generating the need for 

the development of methodologies that allow identifying and quantifying these 
components in a reliable and fast way. 

 
 
It is for this reason that a methodology was developed using two chromatographic 

techniques, High-Performance liquid chromatography (HPLC) coupled to a diode 
array detector (DAD) and High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) 

using densitometric detection, ensuring the obtaining reliable results through the 
evaluation of chromatographic parameters, which guarantee the results and the 
suitability of the method (resolution, capacity factor, theoretical plates, and peak 

symmetry). And in this way, attach it to the services portfolio of the Chemical 
Instrumentation Laboratory of the Icesi University (LIQ). The development of this 

experimental work allows us to offer an analysis service to the food industry in 
Valle del Cauca, ensuring the quality of products that contain these compounds. 

Key words: Catechins, Caffeine, HPLC, HPTLC 
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1. Introducción 

El té es una de las bebidas más populares en el mundo, es consumida por dos 
tercios de la población mundial y es proveniente de la planta Camellia sinensis, la 

cual es originaria del sudeste asiático. Para su fabricación se toman las hojas y se 
procesan para obtener distintos tipos de té. De acuerdo al procesamiento que se 
lleve a cabo (secado y fermentado), se determina la composición química del té. 

Se puede obtener negro (fermentado), verde (no fermentado) y  oolong (semi 
fermentado) (Khan & Mukhtar, 2013). 

Según datos de la Tea Association of The United States, la industria del té ha 
tenido un crecimiento del 375% desde 1990, alcanzando ventas de 12.5 Billones 
de dólares en el año 2017 en los Estados Unidos (Peter F. Goggi, 2017). En 

Colombia, la empresa Agrícola Himalaya, productora del té Hindú registró ventas  
por 30.591 millones de pesos en el 2015, lo que indicó un aumento del 36% de 

aumento en las ventas de este producto (El tiempo, 2015). 

En las infusiones de té se encuentran componentes esenciales para la 
preservación de la salud, como los polifenoles, la cafeína, las vitaminas, los 

aminoácidos y los carbohidratos. El té verde se caracteriza por tener un mayor 
contenido de catequinas, ya que en su proceso no hay oxidación de los 

polifenoles. Existen diferentes tipos de catequinas, está el grupo de las catequinas 
libres entre las que se encuentran la epicatequina (EC), la epigalocatequina (EGC) 
y galocatequina (GC). Adicionalmente, se encuentran las catequinas esterificadas, 

dentro de este grupo se encuentran epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina 
galato (ECG), galocatequina galato (GCG) y catequina galato (CG) (Vuong, 

Golding, Nguyen, & Roach, 2010). 

Una de la principales y más reconocidas catequinas es la epigalocatequina galato 
(EGCG), debido a que se le atribuyen los efectos benéficos del té que en sinergia 

con la cafeína, le proveen potencial uso en terapéutica principalmente para la 
prevención de algunas enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cáncer 

(El-Shahawi, Hamza, Bahaffi, Al-Sibaai, & Abduljabbar, 2012). 

Es por todo lo anterior, que nace la necesidad de las industrias e institutos de 
investigación en desarrollar métodos rápidos, costo-eficientes, sensibles y 

selectivos para identificar activos en productos que contienen té verde. 

Teniendo en cuenta la importancia económica de este producto, se decidió 

desarrollar un método para HPLC-DAD y HPTLC, donde se valora catequinas y 
cafeína y comparar finalmente las dos metodologías para concluir si son 
comparables en cuanto a su desempeño analítico, teniendo en cuenta la diferencia 

de los costos de ambas técnicas. 
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2. Descripción del proyecto 

2.1 Planteamiento del Problema y Pertinencia del Proyecto 

El incremento del uso del té verde en la actualidad se encuentra justificado por los 

beneficios en la protección de la salud que le han sido concedidos, principalmente 
su acción antioxidante y antiinflamatoria, las cuales están asociadas a la alta 
presencia de catequinas y sus derivados de catequinas. La cafeína es otro de los 

componentes del té verde, la cual aporta un estado de vigilia al consumidor. 
Gracias al aumento del consumo de los productos comerciales de té verde, se 

hace necesaria la cuantificación de catequinas y cafeína en productos que 
contengan estas sustancias como marcadores quimiotaxonómicos, haciendo esto 
parte del proceso de control de calidad de los mismos. Por lo tanto es importante 

la implementación de métodos que ofrezcan datos veraces pero también rentables 
para quienes lo realizan.  

Dentro de los métodos empleados generalmente para cuantificación se encuentra 
el HPLC, el cual genera resultados con muy buena resolución, alta 
reproducibilidad y alta sensibilidad. Sin embargo, es un método costoso, no solo 

durante el desarrollo de la técnica, si no el valor del equipo y su operación de 
manera rutinaria y por esto no es necesariamente asequible para todo tipo de 

industria. Por otra parte se encuentra el método de HPTLC, el cual es la forma 
más avanzada de TLC y comprende el uso de capas cromatográficas de máxima 
eficacia de separación, es simple procedimentalmente, tiene sensibilidad 

moderada a alta y tiene bajo costo asociado, tanto para desarrollo de la técnica 
como para mantenimiento. 

Es por todo lo anterior y respondiendo a la necesidad de desarrollar técnicas 
analíticas costo efectivo y confiable,  se decide direccionar el enfoque de esta 
propuesta de investigación a desarrollar y comparar los métodos analíticos ya 

mencionados mediante parámetros de validación y cromatográficos básicos, que 
lleven a una correcta valoración del contenido de catequinas y cafeína en 

productos comerciales que contengan té verde, que aporten confiabilidad de los 
resultados y optimización de los recursos. Además, el desarrollo de las 
metodologías sirve como base para futuras investigaciones en las que se pretenda 

validar catequinas y cafeína en diversas condiciones experimentales, asegurando 
que brinde resultados confiables. 
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2.2 Marco teórico y estado del arte 

 

2.2.1 Estado del arte 

 

El presente proyecto de investigación aborda un tema que en las últimas décadas 
ha venido ganando importancia, ya que al aumentar la demanda frente a 

productos que contengan té verde, se necesitan técnicas que certifiquen la 
presencia de estas de una manera confiable, pero también que generen 

rentabilidad para la empresa que realiza este tipo de análisis. Actualmente, hay 
disponibilidad de dos técnicas principalmente (HPLC y HPTLC), en las que se han 
realizado investigaciones para optimizar los tiempos y el uso de solventes para la 

identificación y cuantificación de catequinas y té verde, los cuales son los 
componentes mayoritarios del té verde y en los cuales se destacan trabajos que 

dan muestra del estado actual de la investigación en este tema: Rapid HPLC-MS 
method for the simultaneous determination of tea catechins and folates (Araya-
Farias, Gaudreau, Rozoy, & Bazinet, 2014), Simultaneous determination of 

catechins, caffeine and other phenolic compounds in tea using new HPLC method 
(Nishitani & Sagesaka, 2004), Rapid High Performance Thin Layer 

Chromatographic Method for Quantitation of Catechin from Extracts of Cashew 
Leaves (Yogini Jaiswal, Pratima Tatke, Satish Gabhe, 2013). 

 

2.2.2 Marco teórico 

 

2.2.2.1 Aspectos generales de Camellia sinensis 

 

Es un arbusto pequeño de la familia de las teáceas, su cultivo se lleva a cabo en 
los cinco continentes, y cada zona origina un producto con cualidades 

diferenciales tanto por las condiciones agroecológicas como por sus técnicas de 
cultivo e industrialización. Crece hasta 10 metros de altura. Posee hojas perennes, 

flores blancas y fruto capsular. El brote verde es la materia prima que es sometida 
a diversas tapas de industrialización para la obtención del producto final que 
puede ser tanto Té Negro como Té Verde. Presenta una vida productiva de 30 a 

50 años (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de Plagas., 2015). 

Los tés obtenidos de esta planta se caracterizan por tener distintos matices de 

sabor. Estos sabores se definen de manera diferente gracias a la composición 
química. Sin embargo, no se encuentra mucha información sobre la variabilidad 
química entre las variedades de Camellia sinensis y como la composición de las 

hojas se encuentra influenciada por las condiciones de crecimiento y métodos de 
procesamiento. Hay diversidad en cuanto al germoplasma de esta planta, y es un 
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recurso usado para mejora de cultivos, pero el conocimiento acerca de este 

germoplasma es bastante limitado (Fang et al., 2017). 

Se dice que el té fue descubierto por primera vez como bebida y medicina en 

China alrededor de 2737 a.C. Fue introducido en Japón a principios del siglo XIII y 
a Europa en el siglo XVI, luego a América, África y otras regiones del mundo 
(Chow, K. B., Kramer, 1990) 

 

2.2.2.2 Propiedades físicas y químicas de las catequinas 

 

La principal fuente de catequinas conocida es el té verde, el cual proviene de la 
planta Camellia Sinensis, más no es la única manera de consumo, ya que se 

puede encontrar en concentraciones altas en el vino tinto, habas, uvas negras, 
albaricoques, fresas, manzanas y chocolate (Chellino et al., 2016). 

Las catequinas obtenidas del té verde son provenientes de las hojas de una planta 
proveniente del sur de China y sudeste de Asia, y que actualmente se puede 
cultivar en regiones tropicales y subtropicales, camellia sinensis. 

Las catequinas tienen estructura química general C6-C3-C6, con dos anillos 
aromáticos sustituidos con grupos hidroxilo, pertenecen al grupo de productos 

químicos flavan-3-ol. Tiene dos centros quirales, uno en el carbono 2 y otro sobre 
el 3, generando que la molécula posea cuatro diastereómeros; dos de estos tienen 
una configuración pseudo trans y se denominan catequinas, mientras que los dos 

restantes, los cuales tienen configuración pseudo cis, se denominan epicatequinas 
(Chu, 2010). 

En la figura 1 se pueden observar las catequinas más abundantes en el té, las 
cuales son: (-)epigalocatequina galato [(-)-EGCG], (-) epigalocatequina[(-)-EGC], (-
)-epicatequina galato [(-)-ECG], (-)- epicatequina[(-)-EC], (+)-galocatequina[(+)-

GC], y catequina[(+)-C], las cuales son conocidas por su fuerte actividad 
antioxidante y sus beneficios para la salud (Pozharitskaya, 2007). 

Las catequinas son uno de los componentes mayoritarios de las hojas de té, 
presentan solubilidad en medios acuosos y solventes orgánicos polares, pero 
cuando se evalúan de manera individual esta condición varía, ya que hay factores 

que las afectan como la temperatura de extracción, el tipo de solvente, pH y 
concentración de iones en el medio (López, 2013). En cuanto a las catequinas del 

té verde, todas son solubles en soluciones ácidas a pH de 1,8 hasta 6,4 y su tasa 
de degradación incrementa de manera proporcional al aumento de pH, de 
concentración de oxígeno y de la temperatura, también se debe tener en cuenta 

que su absorción máxima en UV se encuentra entre 269 y 280nm (Litwack, 2001). 

Por otra parte, las catequinas del té presentan sensibilidad a la oxidación por 

enzimas, ácidos y calor, y pueden llegar a convertirse en Teaflavinas y Tearubinas 
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por medio de la enzima polifenol oxidasa (PPO), y para eliminar la presencia de 

esta enzima, las hojas de té se someten a calentamiento luego de la cosecha para 
lograr una mayor conservación de las catequinas y menor presencia de 

Teaflavinas (Vuong et al., 2010). 

 
 

Figura 1.  Estructura química de las catequinas más representativas (Tomado y 

adaptado de Nishitani & Sagesaka, 2004). 

 

2.2.2.3 Propiedades físicas y químicas de la cafeína. 

 

La cafeína (1,3,7-Trimetilxantina) es una molécula aquiral, alcaloide dentro de las 

bases xanticas, las cuales tienen poco carácter básico, solubles en agua y 
disolventes de tipo orgánico clorados (Gracia-Lor, 2017). 
 

Es un sólido de tipo cristalino estimulante del sistema nervioso central que se 
encuentra principalmente en los granos de café y hojas de té. También se puede 

fabricar de forma sintética para su uso como aditivo alimentario, en suplementos 
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dietéticos y en medicamentos de venta libre o preparados farmacéuticos en los 

que la cafeína sintética es idéntica a la cafeína derivada de plantas. Se ha descrito 
como la sustancia alimentaria farmacológicamente activa más frecuentemente 

ingerida en el mundo (Turnbull, Rodricks, Mariano, & Chowdhury, 2017). 
 

 

Figura 2. Estructura química de la cafeína 

Aunque la principal fuente de la cafeína es el grano de café, no es la única manera 
de obtenerla. El té es otra fuente común de cafeína, aunque generalmente 
contiene aproximadamente la mitad de cafeína por porción que el café (15 mg por 

porción de 240 mL) (Verkhratsky, 2005). 

 

2.2.2.4 Identificación y cuantificación de catequinas y cafeína 
 

La huella digital cromatográfica ha sido aceptada por la OMS como un enfoque 

para la evaluación de calidad de productos naturales medicinales. Técnicas de 
análisis cromatográfico como HPLC y HPTLC han ganado importancia creciente 

debido a su utilidad en la caracterización de la muestra (Yogini Jaiswal, Pratima 
Tatke, Satish Gabhe, 2013). 

La cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), es uno de los métodos 

analíticos más efectivos y usados para la identificación de catequinas y cafeína. 

De acuerdo a (Gil Quintero, 2012), se usó un HPLC-DAD a una longitud de onda 

de 280nm para la cuantificación de catequinas y cafeína, y se consideraron tres 
variables que afectan la separación de analitos: modificación de las fases 
estacionaria, fase móvil y la temperatura de la columna. Emplearon ácido acético y 

fórmico entre 0,1% y 0,2% como modificadores de pH en la fase móvil, trabajaron 
con flujos de la fase móvil entre 0,5 y 1,0mL y la temperatura de la columna se 

varió entre 25 y 35°C. 

En la Tabla 1 se muestran las fases estacionaria y móvil que se utilizaron para la 
cuantificación de catequinas y cafeína,  
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Tabla 1. Fases estacionaria y móvil utilizadas en la estandarización del método 

para cuantificación de catequinas y cafeína (Gil Quintero, 2012) 

 

Continuando con el método de HPLC, (Henning et al., 2003), se realizó con un 
columna de HPLC Waters NovaPak C18 (150 x 3,9 mm, 4 μm). La fase móvil fue  
960 ml de ácido acético al 0, 1% (pH 3, 5) + 20 ml de acetonitrilo + 20 ml de 

tetrahidrofurano. Se eluyeron las muestras mediante un método isocrático, con un 
período de equilibrio de la columna por 8 minutos.  Se utilizó un sistema 1050 

HPLC de Agilent Technologies (San Diego, CA) con un espectrofotómetro UV-VIS 
(260 nm) de Shimadzu (Cole Scientific Inc., Moorpark, CA) SPD-6AV.  

Esta técnica tiene múltiples ventajas, entre ellas la alta resolución, velocidad de 

análisis y proporciona un control de los parámetros que pueden afectar la 
eficiencia de la separación (HPLC : Waters, 2013). 

Uno de los detectores más usados que permiten cuantificar concentraciones bajas 
de analitos en muestras, y comparar los espectros a distintas longitudes de onda, 
es el detector de matriz de fotodiodos PDA, ya que permite cuantificar impurezas 

traza a niveles de 0,004% con una relación señal ruido baja, logra separaciones 
con control de parámetros y frecuencias de muestreo flexibles para lograr una 

integración precisa y reproducible, y además abarca longitudes de onda de 190 a 
500 nm (Waters, 2013). 

La cromatografía de capa fina (TLC), es una técnica de separación simple, flexible  

y rentable, es un método rápido para el análisis cuantitativo que permite el análisis 
simultaneo de muchos analitos con un mínimo de tiempo requerido y a medida 

que aumentan las expectativas sobre la calidad y el valor de análisis, se ponen a 
disposición instrumentación adecuada para su análisis. Pero al ser comparada con 
HPLC, se pueden ver deficiencias como la baja eficacia, baja sensibilidad y poca 

precisión. Es por eso que la técnica tiene una evolución que es HPTLC (Tang Tie-
xin, 2008). 

La cromatografía de capa fina de alto rendimiento (HPTLC), es una forma 
mejorada de la cromatografía en capa fina. HPTLC ofrece ventajas significativas 
en el sentido de que utiliza menos solventes y tiene la capacidad de ejecutar 

simultáneamente múltiples muestras ahorrando tiempo y dinero, además los 
resultados se pueden ver directamente en la placa en forma de bandas de color, lo 
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que permite la fácil identificación de los estándares y de las muestras (Loescher, 

Morton, Razic, & Agatonovic-Kustrin, 2014). 
 

La aplicación de la muestra es el primer paso para el desarrollo del método de 
HPTLC, y es un paso determinante, ya que afecta directamente la calidad del 
proceso a realizar. La elección de la técnica a utilizar depende de los requisitos de 

precisión, volúmenes de muestra y grado de automatización deseado. La forma 
más sencilla de hacerlo, es la aplicación de muestra por un capilar de volumen fijo 

y suele usarse el Nanomat 4 (Camag, 2017), el cual sirve para la fácil aplicación 
de la muestra en forma de mancha, lo hace con precisión y sin dañar la capa de la 
placa. 

 
Posterior al desarrollo de la placa, esta debe registrarse fotográficamente, el cual 

es otro punto crítico, ya que de la calidad de la fotografía depende la lectura que el 
software pueda hacer. Un equipo calificado para realizar esta documentación 
fotográfica es el Amersham Imager 600, el cual tiene la capacidad de generar 

imágenes robustas y sensibles dirigidas a análisis de alta resolución. Este 
reproductor de imagen trae un alto rendimiento de imágenes para fluorescencia, 

quimioluminiscencia y aplicaciones colorimétricas. El sistema tiene un software de 
análisis integrado para analizar datos de forma rápida y fácil (“Amersham TM 
Imager 600,” 2014). 

 
A partir de la imagen obtenida se debe realizar un análisis para realizar la 

cuantificación. La tendencia actual para realizar la cuantificación es el análisis 
densitométrico, en donde se realiza cuantificación de una banda directamente de 
la placa, con un instrumento que determina absorción de luz visible, UV, 

fluorescencia o radioactividad. 
 

Entre los programas más utilizados para realizar este tipo de análisis se encuentra 
ImageJ, MATLAB, Sorbfil TLC, los cuales se encuentran en internet de manera 
gratuita o a bajo costo. Lo que este software hace es convertir la imagen a escala 

de grises y según el Rf, la concentración relativa, área, ancho y ancho, cuantifica 
la cantidad de analito en la placa. Este software da la opción de determinar un 

área de trabajo, la cual comprende desde el punto de aplicación de la muestra 
hasta el final de su corrida. También se realiza una detección de los carriles para 
hacer una diferenciación de cada muestra corrida (Báez Pérez, Quiñones Gálvez, 

Toca, & Torres, 2017). 
 

Existe también una manera acoplada de todos los procesos anteriores, y es un 
scanner de TLC SCANNER CAMAG 4, el cual trae integrado el software para 
realizar todo el proceso anteriormente explicado y dar como resultado el 

cromatograma esperado, pero tiene un alto costo en el mercado y es por eso que 
la mayoría de investigaciones se prefieren realizar por el proceso ya descrito 

(Popovic Nevena, 2014) 
 
De acuerdo con (Yogini Jaiswal, Pratima Tatke, Satish Gabhe, 2013), para la 

identificación y cuantificación de catequinas y cafeína se desarrollaron las placas 
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con tolueno: etilo acetato: metanol: ácido fórmico (6: 6: 1: 0,1) como solvente 

sistema con tiempo de saturación de 15 min en un gemelo CAMAG cámara de 
desarrollo de placas y posteriormente se llevaron a un espectrodensitómetro 

donde la absorción/remisión se realizó a una velocidad de escaneo de 20mm/s. 
Los densitogramas se registraron a una longitud de onda de 254nm para 
catequinas. 

 
 

2.2.2.5 Parámetros cromatográficos y de idoneidad del método 
 

La verificación de estos parámetros asegura que los resultados que se entregan 
son confiables y también demuestran que el método es el adecuado para los fines 

previstos. Es por esto necesario que se efectúen de manera metódica, ordenada, 
trazable y confiable (Duffau Boris, Rojas Fabiola, 2010). 

 

2.2.2.5.1 Linealidad 
 

La linealidad de un método de análisis se evalúa en la capacidad que este tiene, 
en un determinado intervalo, de dar respuesta o resultados que sean 
proporcionales a la cantidad de analito que se va a determinar en la muestra. Para 

que este parámetro se cumpla, se necesita que los resultados obtenidos describan 
un comportamiento lineal cuando se realiza la regresión lineal (Duffau Boris, Rojas 

Fabiola, 2010). 

 

2.2.2.5.2 Platos teóricos 

 

Se evalúa este parámetro para definir la eficacia, o sea, que tan eficiente es la 

columna para separar el soluto del solvente, y depende principalmente de la 
longitud de la columna. Cada plato teórico representa un equilibrio teórico de 
distribución entre las fases. Entre más platos teóricos tenga una columna, mejor 

será su rendimiento (García & Susana, 2002). 

Los platos teóricos se calculan por medio de la ecuación 1 o 2, adicionalmente en 
la figura 3, se ilustra a que parte de la señal del cromatograma corresponde 𝑤𝑏 y 
𝑤1

2

, respectivamente. 

𝑁 = 16 (
𝑡𝑟

𝑤𝑏
)

2

 (1) 
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5,545(
𝑡𝑟

𝑤1
2

)2 (2) 

Dónde: 

𝑡𝑟: 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖ó𝑛 

𝑤𝑏 : 𝐴𝑛𝑐ℎ𝑜 𝑎 𝑙𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑒 

𝑤1
2

: 𝐴𝑛𝑐ℎ𝑜 𝑎 𝑙𝑎 𝑚𝑖𝑡𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 

 

Figura 3. Muestra de cromatograma  

 

2.2.2.5.3 Factor de capacidad 
 

Este parámetro describe las velocidades de migración de los analitos en las 
columnas y mientras este valor se haga más grande, la velocidad de migración de 
soluto en la columna se hará más pequeña (Skoog, 1992), y se calcula por medio 

de la ecuación 3. 

𝑘´𝐴 =
𝐾𝐴 𝑉𝑆

𝑉𝑀
 (3) 

𝐷𝑜𝑛𝑑𝑒: 

𝐾𝐴: 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

𝑉𝑆 : 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟𝑖𝑎  

𝑉𝑀 : 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑚ó𝑣𝑖𝑙 
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2.2.2.5.4 Simetría 

 

Los picos de cola son la distorsión de forma de pico cromatográfica más común. 

Un pico se clasifica como cola si su asimetría es mayor que 1,2, aunque los picos 
con valores de As tan altos como 1,5 son aceptables para muchos ensayos. El 
factor de asimetría de pico (As) se determina usando la ecuación (4) (Crawford 

scientific, n.d.) 

𝐴𝑠 =  
𝐵

𝐴
 (4) 

Dónde: 

B = ancho pico después del centro del pico a una altura del pico del 10%  

A = ancho del pico al inicio del estudio antes del centro del pico. 

 

 

Figura 4. Simetría de picos en cromatograma. 
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2.3 Objetivos 

 

2.3.1 Objetivo General 

 

 Valorar catequinas y cafeína por dos diferentes métodos analíticos (HPLC-

DAD y HPTLC-Densitometría) en productos comerciales de té verde y 

comparar los resultados empleando parámetros de validación y 

cromatográficos básicos (Resolución, factor de capacidad, platos teóricos, 

linealidad, simetría y ancho del pico). 

 

2.3.2 Objetivos específicos 

 
1. Desarrollar un método HPLC-DAD para valorar contenido de catequinas y 

cafeína en muestras comerciales. 

2. Establecer parámetros que comprueben la idoneidad de método para la 

valoración por HPLC (Resolución, factor de capacidad, platos teóricos, 

linealidad, simetría y ancho del pico). 

3. Desarrollar un método HPTLC empleando densitometría para la valoración 

de catequinas y cafeína en muestras comerciales. 

4. Establecer parámetros que comprueben la idoneidad de método para la 

valoración por HPTLC. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

2.4 Metodología utilizada 

 

Para el desarrollo experimental de esta investigación se usaron los estándares 

puros de catequina, epigalocatequina galato y  cafeína, para la realización de las 
curvas de calibración, las cuales sirvieron como referencia para la valoración 
obtenida por HPLC-DAD y HPTLC. 

 

2.4.1 Materiales 

 

Muestra 

Té Verde Hindú 

Estándares 

Cafeína 

Catequina 

Epigalocatequina Galato (EGCG, mayor o igual 80%). Peso molecular 458,37, 
formula molecular C22H18O11 (proveniente de Laboratorios Sigma-Aldrich). 

Solventes 

Acetonitrilo, agua tipo 1 (conductividad de 0,05 μs/cm y filtrada por membrana de 

0,22μm), metanol, tolueno, acetato de etilo, ácido acético y tetrahidrofurano. 

 

2.4.2 Condiciones del método (HPLC-DAD) 

 

Para la determinación de catequinas, EGCG y cafeína presentes en las muestras 

comerciales que contienen té verde se seleccionaron las características mostradas 
en la Tabla 2. La separación cromatográfica se optimizó con la fase móvil, 
garantizando un pH de 3,08. 

Tabla 2. Condiciones para método HPLC-DAD 

Columna 
Phenomenex, C18 (150 x 2,1mm) 

2,6 μm  

Velocidad Flujo 0,400 mL/min 
Volumen de 
Inyección 

4,00 



21 
 

Detector DAD 
Temperatura de la 

Columna 
35°C 

Eluentes 
A: Acetonitrilo 

B:  960 mL ácido acético + 20 mL 

acetonitrilo + 20 mL tetrahidrofurano 

 

Las muestras y estándares se eluyeron con el gradiente mostrado en la Tabla 3. 

Tabla 3. Gradiente utilizado para HPLC-DAD 

Gradiente 

Tiempo %A %B 

0 0 100 

9 50 50 

15 30 70 

18 0 100 

 25 0 100 

 

2.4.3 Condiciones del método (HPTLC) 

 

La metodología para el método HPTLC se realizó en placas de TLC con respaldo 

de aluminio (10cmx 10cm, espesor de 0,2mm), se pusieron las muestras en la 
placa con un CAMAG Nanomat 4 con un capilar de 1,0 𝜇𝐿, se llevaron a una 

cámara CAMAG de doble canal. Las placas se desarrollaron usando Tolueno: 
Acetato de etilo: Ácido Acético (2:3:1). Posteriormente se secó la placa en una 
plancha de calentamiento a 35°C hasta que no quedaran rastros de solvente. Se 

revelaron con cloruro de hierro (III), luego se tomó una fotografía de la placa con el 
equipo Amersham Image 600 para la posterior identificación de catequinas y 

EGCG, mientras que para cafeína se tomó la fotografía en la cámara UV y se 
analizaron los resultados con el software Image J, el cual es un programa de 
procesamiento digital de dominio público desarrollado en el National Intitute of 

Health (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). 
 

2.4.4. Valoración de Catequina, EGCG y cafeína 
 

2.4.4.1 Preparación del estándar de catequina, EGCG y cafeína para HPLC 

En una balanza Sartorius se pesó 5,0mg de cada estándar y se llevó a un matraz, 
y se aforó a 5mL con agua: acetonitrilo (80:20) para crear una solución madre de 

5000ppm. Posteriormente se realizaron diluciones  en serie para obtener 
concentraciones de 500, 300, 230, 180 y 150ppm para la obtención de la curva de 
calibración. 
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2.4.4.2 Preparación del estándar de catequina, EGCG y cafeína para HPTLC 

En una balanza Sartorius se pesó 7,5mg de cada estándar y se llevó a un vial, se 
aforó a 1,5mL con agua: acetonitrilo (80:20), haciendo uso de una micropipeta de 
1000 𝜇𝐿 (Gilson™ F123602), para crear una solución madre 5,0𝜇𝑔. 

Posteriormente se realizaron diluciones en serie para obtener contenido de 3,0, 
2,0, 1,0  y 0,5 𝜇𝑔 para la obtención de la curva de calibración. 

2.4.4.3 Preparación de la muestra 
 

En una balanza Sartorius se pesó 1,0g de muestra de té verde y disolver en 10mL 

de agua: acetonitrilo (80:20), llevar al sonicador ultrasónico multifrecuencia 
(Elmasonic E-120H) por 15 minutos a 50°C. Posteriormente se filtró al vacío con 

filtros Fisher Brand de diámetro de 150mm. Para el caso de la muestra que iba a 
ser llevada al HPLC, se realizó una dilución de 200 𝜇𝐿 de la muestra en 1mL de 

Agua: Acetonitrilo (80:20). 
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2.5 Resultados 

 

A continuación se muestran los resultados obtenidos por las valoraciones 

realizadas por el método usualmente usado, HPLC y el método que se busca 
comparar, HPTLC. 

2.5.1 Valoración de Catequinas, EGCG y cafeína por HPTLC. 

 

Se realizaron las curvas de calibración, las cuales se realizaron por duplicado, con 

los estándares (Catequina, EGCG y Cafeína), con 5 puntos para cada curva de 
calibración. Se obtuvieron los datos a partir de la placa de TLC mostrada en la 
Figura 5, imagen que fue capturada por el Amersham 600 y procesada por el 

programa ImageJ. 

 

Figura 5. Curva de Calibración y Muestra 

Se debió recalcular la cantidad realmente sembrada en la placa, ya que no se 
pesó exactamente lo estipulado. En la Tabla 4 se muestran los valores reales 

sembrados en la placa de TLC. 

Tabla 4. Valores reales para curvas de calibración 

 

Catequina EGCG Cafeína 

Valor esperado (μg) Valor real (μg) 

5,00 5,33 4,73 4,13 

3,00 3,19 2,84 2,48 

2,00 2,67 2,37 2,01 

1,00 1,33 1,18 1,03 

0,50 0,67 0,59 0,51 
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Para catequinas se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9999 y la ecuación 

de la recta obtenida fue Y = 1099*X - 184,20. 

 

Figura 6. Curva de calibración de estándar de Catequina 

Para EGCG se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9997 y la ecuación de la 
recta obtenida fue Y = 2489x - 88.09 

 

Figura 7. Curva de Calibración de estándar de EGCG 

Para cafeína se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9997 y la ecuación de la 

recta fue Y = 597,5x – 23,03. 
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Figura 8. Curva de calibración de estándar de Cafeína 

En la figura 8 se muestra el resultado de la valoración realizada por HPTLC, donde 
la imagen obtenida se procesó por el software ImageJ obteniendo un 

cromatograma. 

 

Figura 9. Valoración de muestra de Té verde por HPTLC 

En la Tabla 5, se presenta una recopilación de los datos obtenidos para la 
valoración de Catequina, EGCG y Cafeína, mediante el método de HPLC. Se 

encuentran las áreas obtenidas luego del tratamiento de las placas, la cantidad 
que se obtuvo interpolando el resultado de la muestra, y la concentración de la 
misma luego de realizar los cálculos estequiométricos necesarios. 
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Tabla 5. Resultados valoración HPTLC 

Nombre Área Cantidad (μg) Concentración (ppm) 

Cafeína 1028,560 1,760 1760 

Catequina 3649,740 3,762 3762 

EGCG 5887,255 2,400 2400 

 

2.5.2 Valoración de Catequinas, EGCG y cafeína por HPLC. 

 

A continuación se muestran las curvas de calibración obtenidas para catequina, 
EGCG y Cafeína, las cuales se realizaron a concentraciones de 500, 300, 230, 

180 y 150ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curva de calibración de estándar Catequina 
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Figura 11. Curva de calibración de estándar de EGCG 

 

Figura 12. Curva de calibración de estándar de Cafeína 
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A continuación se muestra el resultado de la valoración en la muestra de Té verde, 

por el método de HPLC incluyendo los parámetros que garantizan la idoneidad del 
método. 

 

Figura 13. Valoración de Catequina, EGCG y Cafeína en Muestra de Té verde 

 

Figura 14.  Resultados de parámetros de idoneidad de método 
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Debido a que se realizó una dilución de la muestra para la inyección en el HPLC, 

se realizaron los cálculos necesarios para hallar la concentración real de la 
muestra, estos se encuentran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Resultados valoración HPLC de Té verde 

Nombre Concentración (ppm) 

Cafeína 519,439 

Catequina 1197,18 

EGCG 618,970 
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2.6 Discusión 

 

2.6.1. Preparación de la Muestra de Té verde 

 

La preparación de la muestra de Té verde se realizó como se haría una 
preparación de la infusión normalmente para consumo. Se escogió la temperatura 

de 50°C, ya que luego de la revisión bibliográfica se concluyó que era la 
temperatura óptima para no afectar los contenidos ni las características de los 

componentes de importancia en este proyecto. 

La disolución de la muestra de té se realizó en una mezcla de Agua: Acetona 
(80:20), ya que la extracción solamente con agua presenta baja eficiencia 

comparado con los solventes polares como lo es el acetonitrilo. (Vuong et al., 
2010). 

2.6.2 Valoración de Catequina, EGCG y Cafeína en Té verde mediante HPTLC. 
 

Para la valoración de catequina, EGCG y cafeína mediante HPTLC, se optimizó el 

método mediante el uso de solventes, ya que se buscaba que hubiera buena 
resolución de las bandas y que el Rf no fuera tan alto. Luego de pruebas con 

solventes como tolueno, metanol, acetato de etilo, ácido fórmico y ácido acético, a 
diferentes proporciones, la combinación más adecuada fue tolueno: Acetato de 
etilo: ácido acético (2:3:1), donde el ácido acético se usó como acondicionador de 

pH para garantizar el de máxima estabilidad para los polifenoles, el cual es igual o 
menor a 4.  

Para realizar la curva de calibración se realizó un mix de los tres estándares en 
cantidades definidas para lograr siembras desde 0,5 a 5,0 μg, las cuales son las 

típicas para esta técnica (Boudesocque-Delaye et al., 2018). Y para la 
identificación de las bandas se realizaron pruebas preliminares con cada estándar 

por separado. 

El sembrado en la placa se realizó con el Nanomat 4 y un capilar  de 1,0 μL  con el 

fin de realizar un sembrado volumétrico que hiciera más fácil la cuantificación de 
catequina, cafeína y EGCG. También se realizó un revelado con cloruro de hierro 

(III), para lograr la visualización de los polifenoles (Catequina y EGCG), donde las 
bandas tomaban una coloración de color negro azulado, indicando su presencia. 
Para cafeína el revelado se lograba por medio de una cámara de UV, donde se 

podía visualizar la banda generada en la placa. 

Inicialmente se pretendía usar el equipo Amersham Image 600 y su software para 

obtener los resultados por medio de densitometría de las bandas obtenidas en las 
TLC, pero el software no era lo suficientemente flexible para lograr obtener los 
resultados esperados, por tanto, se decidió usar únicamente para realizar el 
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registro fotográfico de catequina, EGCG y cafeína  y analizar lo allí obtenido por 

ImageJ, un programa de procesamiento de imagen digital. 

En la figura 8 se muestra el cromatograma obtenido luego del procesamiento de la 

imagen por medio del programa ImageJ, el cual a pesar de contar con una 
resolución buena, no cumple satisfactoriamente con algunos parámetros como el 
ancho de pico o la simetría del mismo, además con lo observado en el 

cromatograma también es posible aseverar que la relación señal/ruido no es la 
óptima. 

Lo anterior puede deberse a la calidad de imagen obtenida, ya que el tiempo de 
exposición de la placa a la luz  es proporcional a la calidad de la imagen obtenida, 
también, que la imagen para cafeína no se tomó en un lugar oscuro y que no 

existió la seguridad acerca de si la luz UV iluminaba toda la placa por igual, lo que 
pudo causar problemas en la línea base del cromatograma obtenido. También 

pudo afectar la derivatización que se realizó a la placa, ya que se debe procurar 
tener un recubrimiento uniforme para poder tener una correcta cuantificación. 

 Los análisis realizados por este tipo de algoritmos aún no tienen una alta 

precisión y son útiles para verificar presencia de compuestos más no para la 
cuantificación de los mismos con altos niveles de confianza (Tang Tie-xin, 2008). 

Esto se debe a que los algoritmos ofrecidos en la actualidad, no eliminan el fondo 
y actúan por reconocimiento de bordes, integrando así el valor de las bandas, lo 
que genera alto contenido de ruido y posibles imprecisiones en el contenido real 

de la banda. 

Mediante los argumentos anteriores se encuentra una explicación a las 

concentraciones tan altas halladas para catequina, EGCG y cafeína en la 
valoración por medio de esta técnica. 

2.6.3 Valoración de Catequina, EGCG y Cafeína en Té verde mediante HPLC. 

 

Para la valoración de Catequina, EGCG y Cafeína mediante HPLC se utilizó una 

columna Phenomenex, C18 (150 x 2,1mm) 2,6 μm, que es de fase reversa, lo que 
quiere decir que separa las moléculas teniendo como base su polaridad, y se rige 
por el carácter hidrófobo del analito, lo que quiere decir que al aumentar el número 

de grupos apolares la interacción es mayor. 

Se hace necesario tener en cuenta los grupos funcionales polares que contienen 

los analitos, ya que aunque las interacciones hidrófobas sean quienes determinan 
la retención, son estos grupos funcionales quienes favorecen la interacción con la 
fase móvil. 

Para obtener una resolución adecuada de los picos en un tiempo razonable, se 
desarrollaron pruebas de solventes. Se probaron varias fases móviles acuosas 

con acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano como codisolventes, los mejores 
resultados se obtuvieron con acetonitrilo, tetrahidrofurano y ácido acético como 
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modificador de pH, ya que la catequina y la EGCG contienen muchos grupos 

hidroxilo en su estructura que al exponerse a un medio polar pueden formar 
puentes de hidrógeno y modificar el pH requerido de 4, donde se encuentra la 

máxima estabilidad de estas moléculas.  

A partir de la revisión bibliográfica, se encontró que los máximos de absorción en 
UV para estas tres moléculas, aparecía cuando se usaba 274nm como la longitud 

de onda analítica. En la figura 12 se muestra el cromatograma obtenido bajo estas 
condiciones. 

Los tiempos de retención obtenidos en cromatograma de la Figura 12, los cuales 
pertenecen a la muestra, se pueden explicar mediante el coeficiente de reparto 
octanol/agua, el cual mide la solubilidad diferencial de un analito en estos dos 

solventes, y ayuda a deducir el grado de hidrofobicidad que tiene el mismo. Para 
el caso de los analitos aquí valorados son de -0,55 para cafeína, 1,80 para 

catequina y 3.08 para EGCG (“Chemicalize,” n.d.). Cabe aclarar que a medida que 
aumenta el valor de este coeficiente de reparto, aumenta la hidrofobicidad y que 
este valor se encuentra estrechamente relacionado con la polaridad de la 

molécula, por lo que a partir de este dato se podía inferir el orden de salida de las 
moléculas en valoración. 

Para obtener los resultados de la valoración mostrados en la Tabla 6, se realizaron 
las curvas de calibración para Catequina, EGCG y Cafeína y posteriormente se 
hizo el ajuste estequiométrico teniendo en cuenta la dilución que se había hecho 

anteriormente a la inyección en el HPLC. Los coeficientes de correlación para los 
tres estándares fueron más o menos 0,99, como se puede ver en las figuras 9,10 y 

11. Lo que indica que el método es adecuado. 

Además de la linealidad, corroborada por el coeficiente de correlación, los 
resultados obtenidos para resolución cromatográfica son buenos, ya que se 

considera que para determinar que una resolución es muy buena,  considerando 
que los máximos de los picos deben estar separados al menos 4 desviaciones 

estándar, lo que quiere decir que al tener un valor mayor a 1,5, equivalente a 6 
desviaciones estándar, representa una resolución completa (Bamford & Tipper, 
1978).  

En cuanto a la asimetría del pico, los valores son aceptables, ya que ningún valor 
supera el valor de 2,0 y el mayor valor es de 1,688 correspondiente al valor de 

asimetría de la catequina. Por otra parte para el factor de capacidad se espera que 
no sean mayores que 10, ya que indica que se está desperdiciando tiempo 
analítico, pero tampoco menores a la unidad ya que no estaría proporcionando 

una resolución adecuada entre los solutos de elución (Universiad de Alicante, 
n.d.), por tanto, los valores obtenidos para el método son adecuados y reiteran la 

idoneidad del método. 
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2.6.4 Comparación de Valoraciones por HPTLC y HPLC 

 

Luego de haber finalizado las dos valoraciones, y teniendo en cuenta que para las 

dos se usó la misma muestra, se esperaba obtener los mismos o resultados muy 
semejantes para comprobar que había semejanza y que era indiferente emplear 
un método o el otro. 

En la Tabla 7, se encuentran los resultados obtenidos para cada valoración y se 
observa claramente una diferencia significativa entre los valores obtenidos para 

cada uno de los métodos aplicados a la valoración. 

Tabla 7. Resultados de contenidos de valoraciones 

Nombre 

Contenido (mg/g) 

HPTLC HPLC 

Cafeína 17,60 5,194 

Catequina 37,62 11,97 

EGCG 24,00 6,189 

 

Los datos de referencia tomados de la USDA Dietary Suplement, concuerdan con 
los datos obtenidos para la técnica de HPLC, ya que para catequina es de 10,8 

mg, para EGCG es 4,25mg y para cafeína de 9,0mg. Los datos presentan 
variaciones porque como se ha explicado a lo largo del documento los contenidos 
de estas tres moléculas se ven modificados por el proceso de producción 

(Andrews et al., 2017). 

Se hace evidente las deficiencias mostradas para el método de HPTLC explicadas 

anteriormente, las cuales son variables que podrían controlarse para obtener 
mejores resultados. Por su parte los resultados obtenidos en la valoración por 
HPLC contienen valores que concuerdan con los amplios rangos que se 

encuentran en la bibliografía, ya que no existe un intervalo estricto establecido de 
contenidos de estas moléculas en el té verde, porque estos dependen del proceso 

que se lleve a cabo en la producción del mismo. 

Es posible afirmar con los resultados obtenidos, que las técnicas bajo las 
condiciones trabajadas durante esta investigación no son comparables, y que la 

técnica más recomendada para realizar una cuantificación es HPLC, mas sin 
embargo, teniendo en cuenta las variables ya mencionadas, podría generarse una 

mejora significativa en la técnica de HPTLC para generar mayor robustez, 
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precisión y exactitud a los datos que se obtienen. Ya que el problema no se 

encuentra durante el desarrollo de la placa, si no durante su procesamiento para 
obtener el cromatograma por densidad. 

La Técnica de HPTLC fue capaz de identificar y separar los estándares 
seleccionados, pero no tuvo alta efectividad en cuanto a cuantificación. Esta 
metodología ofrece ventajas significativas en cuanto a la optimización de uso de 

solventes y la capacidad que tiene para poder ejecutar simultáneamente varias 
muestras, ahorrando en tiempo y costos. Mientras que el método de HPLC suele 

ser un método más robusto, con grados más altos de replicación y precisión en la 
cuantificación. 
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2.7 Conclusiones 

 

Las condiciones establecidas para la valoración cromatográfica por HPLC-DAD 

permitieron realizar una interpretación cuantitativa de los cromatogramas y 
teniendo como referencia los estándares a diferentes concentraciones, se logró  
valorar los contenidos de catequina, cafeína y EGCG en la muestra. 

El desarrollo de la metodología de HPTLC para valorar contenido de catequina, 
cafeína y EGCG en muestras comerciales de té verde presentó inconvenientes en 

la cuantificación de estas moléculas en la muestra, probablemente debido a las 
limitaciones de sensibilidad del software. 

Los resultados obtenidos en el trabajo indicaron que las técnicas de HPLC-DAD y 

HPTLC no son comparables para realizar valoraciones de catequinas, cafeína y 
EGCG en muestras de té verde. 

Los resultados de este proyecto muestran claramente que HPLC sigue siendo un 
método más robusto y se prefiere para el análisis cuantitativo. 
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2.8 Recomendaciones 

 

Realizar una estandarización y validación de la metodología para valoración de 

catequina, cafeína y EGCG por HPLC-DAD, para contar con una herramienta 
confiable que permita realizar cuantificaciones de estos analitos en productos 
comerciales, teniendo en cuenta el consumo masivo de estos productos y los 

efectos saludables que causan en las personas. 

Continuar trabajando con la metodología de HPTLC, controlando las variables que 

afectan los resultados que se obtienen a partir de esta técnica, ya que es una 
técnica más económica y más rápida. 
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Anexos 

Anexo 1. Cromatograma Curva de Calibración 300ppm 
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Anexo 2. Cromatograma Curva de Calibración 150ppm 

 


