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Primera parte  
obtención de la curva de calibración para la cafeína 

• En esta parte conocerás el tiempo de retención de la 
cafeína utilizando como fase móvil la mezcla 
MeOH/H2O en la proporción 30:70 v,  a un flujo de 1,5 
mL/min, una columna  marca Alltech con fase 
estacionaria de Adsorbosphore HS C18 7µ de 150 
mm x 4,6 mm, dando un tiempo de 5 minutos para la 
elución y detectados a longitud de onda de 254 nm. El 
Cromatógrafo de líquidos utilizado fue PerkinElmer 
modelo TriDet, un volumen de 10 µL, usando el 
detector de filtro Ultra Violeta. 

• Los cromatogramas fueron obtenidos para la cafeína 
a (50, 100, 200, 300 y 500) mg/L. 





Se observan 4 señales. Y en la tabla se 
reporta : Número de pico; Tiempo de retención 
tR, Área del pico; Altura del pico; la relación de 
tanto por ciento del área; y el tanto por ciento 
de altura de cada una de ellas.  
Evidentemente la señal de la cafeína (CF) es 
la de mayor área, tomando en cuenta que el 
detector es un transductor de la concentración; 
tomaremos el área en relación a la 
concentración. 







• Después de haber revisado los tres 
cromatogramas anteriores, es posible que 
ya puedas decir cual el tiempo de retención 
de la cafeína. 

• ¿Cuál es? 
• Recuerda que ese valor es una constante, 

atendiendo a la fase movil, tipo de columna 
y la velocidad de flujo. 

• Revisa bien los cromatogramas. Observa 
las escalas.  
 
 
 
 



Como observaste, la escala de la ordenada fue de 
(108,1; 109,6 y 111,5) mV. A medida que    
aumenta la concentración de la CF se aprecia la 
disminución del ruido, eso es porque corresponde 
a la disminución de la sensibilidad del detector, ya 
que el registrador integrador, Nelson®, ajusta el 
reporte al tamaño de la hoja.  
La línea base es la respuesta del detector al paso 
de la fase móvil; te recomiendo que observes cada 
cromatograma, ¿Regresa la línea base después 
de la señal? Eso es importante pues regresando a 
la línea base mide apropiadamente el área. 







Creo que pudiste observar que en el 
cromatograma de 50 ppm y el de 500 ppm 
no regresó la señal a la línea base. ¿Crees 
que eso influirá en la linealidad de la recta, 
factor de correlación, R2, de la curva de 
calibración? Analiza el gráfico de la 
diapositiva siguiente y observa como, si 
divides entre 1 000 los valores del área. 
comprobarás que los de 50 y 500 se salen 
de la linealidad de respuesta. 



Con los datos de área del pico correspondiente a la cafeína elabora la 
 curva de calibración, obtén la ecuación de la recta y pide el factor de 
 correlación. 



Los cromatogramas siguientes 
corresponden a dos tipos de café soluble, el 
primero es de café normal y el segundo de 
café descafeinado ¿Observas la diferencia? 
Haz el cálculo de la cafeína, usando la 
ecuación de la recta de la curva de 
calibración. 







Segunda parte: 

• Toda vez que has conocido el tiempo de 
retención de la cafeína, ahora la 
identificarás en diferentes productos 
farmacéuticos. 

• Y utilizando la ecuación de la recta 
obtenida, haz el cálculo de las 
concentraciones de cafeína en cada 
muestra. 



• Ahora se presentan los cromatogramas 
de los siguientes medicamentos: 

• Cafiaspirina 
• Empirina 
• Sedalmerck 
• Andox plus 
• Sacidol 
• Nordinet 

 
 

Tercera parte: 





La Cafiaspirina contiene ácido acetil 
salicílico (AAS) y cafeína. De acuerdo al 
tiempo ventana de la cafeína (CF), la 
señal de 3,625 min corresponde a la 
cafeína, así la nueva señal observada de 
tiempo de retención (tR) de 1,59 min 
corresponde al ácido acetil salicílico. Así 
basándonos en una señal conocida 
identificamos la nueva, de (AAS). A 
continuación analicemos el 
cromatograma de la Empirina, la cual 
además de los correspondientes a la 
Cafiaspirina contiene fenacetina (fen). 







 
Atendiendo a los tiempos ya conocidos de CF y 
aas es fácil concluir que la señal nueva de 
2,188 min corresponde a la fen, de la que se 
presentan 2 cromatogramas con diferente 
tiempo de elución, el primero a 5 min. y el 
segundo a 7 min. 
Además de observar que a 7 min las señales 
son más estrechas, es importante tener en 
cuenta que los tR no cambian; y a 7 min no se 
aprecian las señales de (0,397; 2,98 y 3,165) 
que aunque son detectadas, no nos interesan 
para este estudio. 



En la siguiente diapositiva se observa el 
cromatograma de Sedalmerck. Cuya 
formulación reporta: Fenilefrina, 
Paracetamol (PA)y CF. Al analizarlo solo 
se aprecian 2 señales; quiere decir que un 
compuesto no se extrajo, tomando en 
cuenta que en la extracción del 
Sedalmerck se hizo con la mezcla 
MeOH/H2O. Tengamos en cuenta que no 
es posible predecir un tiempo de retención, 
por lo cual se inyectó solo el PA que da un 
tiempo de 2,237 min. Cromatograma que 
se puede observar en la diapositiva 25. 











Analizando el cromatograma del sedalmerck 
corroboramos la señal de 2,08 min del PA y la CF en 
3,79 min. Observe las señales de (0,513, 0,817 y 1,517) 
min. Mismas que se encuentran en El Andox plus, con 
composición de PA y CF con tR de 2,082 PA y 3,805, 
(¿Puedes concluir algo). Seguro que te preguntarás qué 
significa que la señal del PA llegue al tope del 
cromatograma, la respuesta es sencilla; es porque la 
concentración del PA es alta y debido a la escala 135 
mV no quedó en el cromatograma, habría que diluir la 
muestra o disminuir la sensibilidad. Sin embargo el 
registrador integrador “Nelson®  de PE” realiza la 
medición del área. ´Haz el calculo de la razón Área de 
cafeína a Área de paracetamol, Área CF/Área de PA, 
para ambas presentaciones farmacéuticas. 



A continuación se presentan 2 
cromatogramas uno es de la presentación  
farmacéutica Sacidol (SA)  y Nordinet 
(Ndnt). 
¿Puedes identificar los componentes de 
cada uno? 
Anota, según tus observaciones anteriores, 
es claro que puedes identifica los tres ya 
conocidos del SA. 
En el Ndnt, ¿Identificas  la Acetanilida? que  
 es una señal nueva.  







• Los medicamentos tienen las siguientes formulaciones: 
• Cafiaspirina (cafeína y ac. Acetil salicílico -AAS). 
• Empirina (cafeína, AAS y fenacetina). 
• Andox plus (cafeína y paracetamol). 
• Sedalmerck, lo hay con dos (cafeína, fenilefrina y 

paracetamol) y (cafeína y paracetamol). 
• Sacidol (cafeína, paracetamol y  AAS). 
• Nordinet (cafeína, AAS, fenacetina y acetanilida). 

 
• A partir de la señal de cafeína podrás ir identificando 

cada compuesto. Auxíliate de los cromatogramas de 
paracetamol. 
 
 



 Tercera parte: 
  Ahora harás el estudio del efecto de la velocidad 

de flujo en el tiempo de retención.  
 Consiste en inyectar la misma muestra a 

diferentes velocidades. Al finalizar haz el gráfico 
del tiempo de retención en función del flujo. Aquí 
no es importante el área, ¿Puedes decir por 
que? Date cuenta que se aplica la ecuación log 
tR =A/F+B, siendo F el flujo de la fase móvil, A y B 
constantes, que puedes calcular conociendo 2 
puntos , mediante ecuaciones simultaneas. 

 Y para concluir llena la plantilla con los datos. 











• Cuarta parte: 
   Como una aplicación adicional se 

presentan dos cromatogramas de café 
soluble comercial de la marca Nescafé, 
tipo Clásico. Uno de ellos corresponde a 
la presentación normal y otro a 
Descafeinado. ¿Notas la diferencia? 

   ¿Qué opinas? es cierto que son lo mismo 
según dice el comercial. 



Cromatograma (a) 



Cromatograma (b) 



Quinta parte: 
A continuación encontrarás cinco cromatogramas 
de cafeína que fueron obtenidos bajo las mismas 
características que en la primera parte, 
modificando solamente el flujo a 1 mL/min. 
 
(a)¿Te queda claro porque la elución se hizo a 7 
minutos? 
(b) Anota en tus observaciones todas las 
diferencias que notes en ellos respecto a los de la 
primera parte. 

 





Como observas,  se  aprecia claramente la línea base 
en el cromatograma; además de que se encuentra una 
señal que a este flujo, 1 ml/min, se puede resolver a 
2,822 min que corresponde al metanol y que va 
disminuyendo a medida de que aumenta la 
concentración de la cafeína, recuerda que el 
registrador-integrador Nelson® ajusta el cromatograma 
al tamaño de la hoja. Teniendo la certeza de la línea 
base, la medición del área es más precisa. Por ello el 
factor de correlación que resulta, R2 de 0,9915, y se 
aprecia en la diapositiva 48. Además se observa lo 
lineal de la respuesta al comprobar el valor del área 
para 50 ppm  y la de 500 ppm que guarda la relación 
de casi 10 veces compárala con el de la diapositiva 12.  











Con los datos de Área y concentración repite la curva de 
calibración y anota en tus observaciones lo que consideres 
importante al hacer el análisis de los datos. 
 

mg/L Área 
50 17839 

100 28641 
200 63463 
300 104030 
500 180241 

y = 349.48x - 3297.1 
R² = 0.9915 
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Concentración mg/L 

Gráfico de Calibración para Cafeína, en MeOH/H2O 
30/70 % v, medida a un 1 mL/Min 



 
 
Ahora obtén el cromatograma a las mismas condiciones 
de velocidad de flujo para los medicamentos: 
Andox plus  a    7 min 
Sacidol        a    7 min 
Empirina      a    7 min 
Nordinet       a  15 min 
Sigue el orden propuesto. Sabiendo la formulación haz la 
identificación de cada constituyente en el cromatograma, 
el cálculo de la cafeína en cada uno y anota tus 
conclusiones en el manual. 
 

¡Esperamos que hayas disfrutado la práctica! 
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