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Resumen 

El objetivo de este estudio fue optimizar la extracción asistida por ultrasonido de cafeína en hojas secas de Ilex guayusa Loes 

mediante la metodología de superficie de respuesta. Se evaluó el efecto de la amplitud ultrasónica, tiempo y temperatura sobre 

la extracción de cafeína mediante un diseño factorial 23. Para la optimización se empleó un diseño óptimo-combinado Las con-

diciones que maximizaron la extracción de cafeína (1,589%) fueron: amplitud ultrasónica 55,99%, tiempo 29,17 min y tempe-

ratura 58,88°C. Debido a los presentes hallazgos, los extractos acuosos de I. guayusa se pueden proponer como un componente 

promisorio para bebidas energizantes naturales.  

Palabras clave: alcaloide; modelos matemáticos; óptimo-combinado; optimización  

Abstract 

Optimization of caffeine extraction from Ilex guayusa Loes leaves. The objective of this study was to optimize the ultrasound-

assisted extraction of caffeine from dried leaves of Ilex guayusa Loes using the response surface methodology. The effect of 

ultrasonic amplitude, time and temperature on caffeine extraction was evaluated using a 23-factorial design. An optimal-com-

bined design was used for the optimization. The conditions that maximized caffeine extraction (1.589%) were: ultrasonic ampli-

tude 55.99%, time 29.17 min and temperature 58.88°C. Due to the present findings, aqueous extracts of I. guayusa can be pro-

posed as a promising component for natural energy drinks. 
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Introducción 

Ilex guayusa Loes., es una especie nativa de la región amazó-

nica y pertenece a la familia Aquifoliaceae. Su distribución 

abarca varios países de Sudamérica, incluyendo Ecuador, Co-

lombia, Perú y Bolivia, donde crece en ecosistemas forestales 

húmedos. Esta planta se adapta a altitudes de hasta 2000 msnm 

y puede alcanzar una altura que va desde los 6 a 10 m1.  

Diferentes investigaciones han informado sobre el uso habitual 

de I. guayusa como una bebida brindada en ceremonias al no-

roeste de la región amazónica2-4. Se ha indicado, que la infusión 

de sus hojas actúa como un remedio etnomédico frente a enfer-

medades venéreas, diabetes, dolor corporal y gripe5. El conoci-

miento local resalta el consumo de té de I. guayusa para incre-

mentar la libido y la fertilidad; también, distintas culturas indí-

genas suelen beber el té de esta planta en ceremonias matutinas 

con el propósito de promover la purificación del cuerpo6. 

Las hojas de I. guayusa poseen propiedades estimulantes que 

pueden disminuir la fatiga, esta acción es debido a que contiene 

cafeína y teobromina7. La cafeína, es un compuesto químico de 

origen natural presente en muchas plantas, semillas y frutas, in-

cluidos el café, el té, el mate, las nueces, el cacao y la guaraná; 

se utiliza en el sector farmacéutico, alimentario y cosmético 

como estimulante circulatorio, respiratorio y del sistema ner-

vioso central, además de vasodilatador y diurético8. 

La cafeína se extrae de manera tradicional a escala de laborato-

rio utilizando disolventes puros (agua, benceno, cloroformo, 

tricloroetileno, diclorometano, acetona, metanol, etanol y ace-

tonitrilo), algunos de los cuales son perjudiciales para la salud9. 

En la actualidad, existen métodos de extracción más avanzados, 

como la espectrometría de movilidad iónica, la separación dis-

persa líquido-líquido, la cromatografía en columna con gra-

diente de elución, la extracción por microondas, la extracción 
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con fluido supercrítico con CO2 y la extracción con ultrasoni-

dos (EAU)10. Esta última técnica posee un perfil ventajoso 

frente a los disolventes orgánicos tradicionales, caracterizán-

dose por su nula toxicidad y alta especificidad en la eliminación 

de cafeína sin afectar otros compuestos bioactivos11. 

En general, la EAU mejora la eficacia de la extracción al pro-

ducir derivados vegetales más ricos en compuestos químicos en 

comparación con otras técnicas12. A través de la cavitación 

acústica, la EAU aumenta el flujo de masa y la desintegración 

de la estructura celular, mejorando la eficiencia de extracción. 

La metodología de superficie de respuesta (MSR) es una téc-

nica estadística y matemática que se utiliza ampliamente para 

mejorar y optimizar procesos que incluyen una o más variables 

dependientes que están vinculadas a una serie de variables in-

dependientes conocidas como factores13. Este enfoque permite 

al investigador obtener un modelo matemático idóneo para ca-

racterizar el funcionamiento del proceso. La base del enfoque 

MSR es adaptar modelos matemáticos (lineales, cuadráticos, 

cúbicos, entre otros.) a los hallazgos experimentales proporcio-

nados por el diseño experimental14. La verificación del modelo 

predictivo se realiza mediante un análisis de varianza. 

La optimización del rendimiento de cafeína en hojas de I. gua-

yusa a través de ultrasonidos contribuye, por un lado, a un me-

jor entendimiento de la influencia de los parámetros de extrac-

ción del proceso; por otro lado, expone el potencial que posee 

esta planta como fuente de alcaloides para usos industriales. La 

literatura actual, carece de información sobre las condiciones 

idóneas para maximizar la extracción de cafeína en hojas de I. 

guayusa. Con estos antecedentes, en este estudio se propuso 

optimizar la extracción asistida por ultrasonido de cafeína de I. 

guayusa Loes mediante la metodología de superficie de res-

puesta. 

Parte experimental  

Preparación de la muestra y obtención de los extractos acuo-

sos 

Las hojas de I. guayusa fueron compradas secas en el mercado 

local de la ciudad de Puyo, Ecuador. Las hojas se trituraron en 

un molino (marca KitchenAid, modelo BCG111OB) y se tami-

zaron hasta obtener partículas menores a 0,5 mm. Los extractos 

se obtuvieron mediante extracción con ultrasonidos15, para ello 

se utilizó un baño termostático (marca Wisd.23, modelo WUC-

DO6H), con potencia de 110 W y 6 L de capacidad en el tan-

que. Se utilizó una relación sólida/líquido de 1:20 (m/v) y las 

extracciones se realizaron de acuerdo con las condiciones de-

terminadas para cada experimento. Finalmente, cada extracto 

se filtró con papel Whatman No. 4 y los análisis siguientes se 

realizaron de inmediato. 

Determinación de cafeína 

Se alcalinizó 10 mL del extracto acuoso con 1 mL de NaOH 

(0,1 M), y la cafeína se extrajo con dos porciones de 15 mL de 

cloroformo. Luego, los extractos orgánicos combinados se con-

centraron en baño María hasta obtener un residuo seco. Des-

pués, la cafeína se disolvió en 50 mL de agua caliente (60–

90°C) y se dejó enfriar, para completar el volumen final a 100 

mL. De la mezcla anterior, se tomaron 5 mL a los cuales se le 

añadió 1 mL de HCL (0,01 M) y se completó el volumen a 25 

mL con agua bidestilada. Las muestras se leyeron a 275 nm en 

un espectrofotómetro ultravioleta-visible y la concentración de 

cafeína se determinó utilizando una curva de calibración (Ec.1; 

r² = 0,9991)16, construida con estándares de cafeína en un inter-

valo de 1 a 25 mg/mL. Los resultados se expresaron en porcen-

taje con relación a la materia seca. 

A=0,006C+0,0011     (1) 

donde C = concentración de cafeína en la muestra (mg/mL) y 

A = absorbancia de la muestra. 

Análisis estadístico 

Se ejecutó en dos etapas. En la primera etapa se bosquejó un 

diseño factorial 23 (tabla 1) con 19 experimentos y cada expe-

rimento se realizó por duplicado. Se evaluó la amplitud ultra-

sónica, tiempo y temperatura sobre el rendimiento de extrac-

ción de cafeína. El análisis de los factores significativos y no 

significativos se realizó mediante un análisis de varianza 

(ANOVA). Como complemento, se utilizaron dos herramien-

tas gráficas para reforzar la elección de variables significativas: 

un diagrama semi-normal de probabilidades y el diagrama de 

Pareto el cual incluye el criterio de corrección de Bonferroni 

como umbral de significancia (p<0,05)17. 

En la segunda etapa se analizaron los factores significativos 

para seleccionar las condiciones óptimas de extracción; con 

este fin, se aplicó un diseño óptimo-combinado (metodología 

de superficie de respuesta) empleando el software Design Ex-

pert (versión de prueba, Stat-Ease Inc., Minneanopolis, EE. 

UU). Los resultados experimentales se ajustaron al siguiente 

modelo matemático: 

𝑦 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2 + ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑛

𝑗=𝑖+1

𝑛−1

𝑖=1

𝑛

𝑖=1

𝑛

𝑖=1

     (2) 

Tabla 1. Niveles estudiados de las variables independientes 

*Factor Nivel de variable codificada 

Símbolo Bajo Central Alto 

  -1 0 1 

Amplitud ultrasónica (%) A 20 40 60 

Tiempo (min) B 10 20 30 

Temperatura (°C)  C 30 45 60 

Validación del modelo de la MSR 

Para validar el modelo, se determinaron y analizaron los valo-

res de los coeficientes del R2-Predicho y R2-Ajustado. Se eje-

cutó la validez de cada experimento y el modelo predictivo se 

validó mediante el análisis ANOVA. El análisis mediante MSR 
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generó un modelo predictivo cuantitativo, cuya ecuación mate-

mática fue usada para determinar los niveles óptimos de cada 

variable de estudio para maximizar el contenido de cafeína. 

Resultados y discusión 

La figura 1A muestra los efectos normalizados de las variables 

de estudio sobre el contenido de cafeína. En estudios previos se 

ha indicado que los factores más significativos son los que tie-

nen efectos normalizados más altos, y los efectos no significa-

tivos exhiben una distribución normal con variación constante 

y una media igual a cero17,18. Esto quiere decir que, si los efectos 

se representan en papel probabilístico normal, aquellos efectos 

positivos aparecerán distantes de la línea de normalidad; no 

obstante, los efectos no significativos constituirán una línea 

recta. 

Por otro lado, el límite de Bonferroni junto al diagrama de Pa-

reto identificó que los tres factores de estudio: amplitud ultra-

sónica (AU), tiempo (t) y temperatura (T) fueron significativos 

(p < 0,05) en la extracción de cafeína, siendo el tiempo el factor 

más influyente. 

El ANOVA (tabla 2) mostró que las interacciones entre facto-

res no presentaron significancia estadística (p > 0,05), indican- 

do que estos actúan de forma independiente en el intervalo es-

tudiado. La prueba de falta de ajuste también resultó no signi-

ficativa (F = 2,17; p > 0,05), confirmando que el modelo des-

cribe adecuadamente los datos experimentales sin patrones re-

siduales sistemáticos. Además, la curvatura del modelo facto-

rial fue significativa, revelando comportamientos no lineales en 

las respuestas y la existencia de regiones óptimas dentro del es-

pacio experimental evaluado. 

El modelo factorial mostró un buen ajuste predictivo, con un R² 

de 0,9997 que explica el 99,97% de la variabilidad de los datos, 

un R²-ajustado de 0,9996 que considera la complejidad del mo-

delo, y un R²-predicho de 0,9993 que demuestra su capacidad 

predictiva. La diferencia menor a 0,2 entre el R² ajustado y pre-

dicho cumple con el criterio de adecuación del modelo según 

lo reportado en la literatura, confirmando su robustez tanto para 

el análisis explicativo como predictivo dentro del intervalo ex-

perimental evaluado15 19. 

En concordancia con los resultados obtenidos del diseño facto-

rial, los tres factores de estudio se mostraron significativos en 

la extracción de cafeína; por lo tanto, fueron considerados para 

la optimización de cafeína en las hojas secas de I. guayusa me-

diante la MSR. 
A B 

  
Fig. 1: Diagrama de efectos normalizados (1A), diagrama de Pareto (1B). 

Tabla 2. ANOVA para el modelo factorial seleccionado. 

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrados medios F-valor p-valor  

Modelo 3,87 7 0,5527 4696,04 < 0,0001 significativo 

A-Amplitud 1,12 1 1,12 9495,56 < 0,0001  

B-Tiempo 2,38 1 2,38 20182,19 < 0,0001  

C-Temperatura 0,3760 1 0,3760 3194,55 < 0,0001  

AB 1,000E-12 1 1,000E-12 8,497E-09 0,9999  

AC 1,000E-12 1 1,000E-12 8,497E-09 0,9999  

BC 1,000E-12 1 1,000E-12 8,497E-09 0,9999  

ABC 1,000E-12 1 1,000E-12 8,497E-09 0,9999  

Curvatura 0,55 1 0,55 15,20 0,0016 significativo 

Residual 0,0013 11 0,0001    

Falta de ajuste 0,0000 1 0,0000 2,17 0,6478 no significativo 

Error puro 0,0013 10 0,0001    

R2 0,9997      

R2-Ajustado 0,9996      

R2-Predicho 0,9993      

Precisión adecuada 329,0988      
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Diferentes investigadores han documentado el efecto significa-

tivo del factor tiempo sobre la extracción de diferentes com-

puestos bioactivos. Por ejemplo, se encontró que tiempos más 

prolongados dio mayores resultados de polifenoles totales en 

hojas de Annona muricata L20. Asimismo, se ha reportado que 

la concentración de cafeína en extractos acuosos de hojas secas 

de I. guayusa aumentó de manera proporcional con el tiempo 

de extracción21. Los resultados de este estudio demuestran que 

el tiempo es un parámetro crítico en la obtención de cafeína con 

asistencia de ultrasonidos. Este comportamiento puede atri-

buirse a que periodos más prolongados permiten una mayor di-

fusión de los solutos desde la matriz vegetal hacia el disolvente, 

favoreciendo la transferencia de masa. Además, la presencia de 

ultrasonidos genera micro turbulencias y colapsos de burbujas 

que rompen progresivamente las paredes celulares vegetales22. 

Es notable que, a diferencia de extracciones por maceración, el 

ultrasonido permite alcanzar rendimientos máximos en tiempos 

considerablemente menores, demostrando su eficiencia energé-

tica23.  

El incremento de la temperatura (de 30 a 60 °C) resultó en un 

aumento proporcional de la cantidad de cafeína extraída. Estos 

resultados concuerdan con algunos reportes donde al variar la 

temperatura de 30 a 50 °C obtuvieron mejores valores de ca-

feína en hojas de I. guayusa16. El aumento térmico favorece la 

transferencia de masa al reducir la viscosidad del disolvente y 

aumentar la energía cinética molecular, facilitando así la difu-

sión del soluto desde la matriz vegetal hacia el medio de extrac-

ción24. A nivel molecular el incremento térmico altera la estruc-

tura tridimensional de los componentes celulares, destruyendo 

las interacciones que retienen la cafeína en los tejidos vegeta-

les25. La termodinámica del proceso es capaz de explicar esta 

relación mediante el incremento de la constante de velocidad 

cuando se produce un aumento de la temperatura, siguiendo las 

propias leyes de Arrhenius26.  

En investigaciones recientes27-29 también se ha encontrado que 

la amplitud ultrasónica favorece la extracción de cafeína en di-

ferentes fuentes vegetales. Estos resultados respaldan a los ob-

tenidos en este estudio, donde este factor se incrementó de 20 a 

60% mejorando de manera significativa la extracción de ca-

feína. Al aumentar la amplitud, se intensifica la formación y 

colapso de microburbujas, generando ondas de choque que 

rompen las estructuras celulares de las hojas y liberan los com-

puestos intracelulares. Simultáneamente, la mayor energía ul-

trasónica produce micro turbulencias en el disolvente que redu-

cen la resistencia a la transferencia de masa, facilitando la difu- 

sión de la cafeína desde la matriz vegetal al medio acuoso.  

Uno de los factores que podría considerarse en futuras investi-

gaciones es el tipo de disolvente, ya que la solubilidad de la 

cafeína varía en dependencia de la polaridad y concentración 

del disolvente utilizado; de hecho, se ha demostrado que una 

mezcla de etanol/agua (1:1) brinda mejores rendimientos de ex-

tracción en comparación con metanol y acetona30. Por otro 

lado, se ha indicado que la cantidad de cafeína extraída se esta-

biliza cuando alcanza su punto de saturación, en este momento 

la mayor parte de la cafeína hidrosoluble se ha desprendido del 

material vegetal31. 

Otros autores han mencionado que, el efecto de los distintos 

factores de estudio en los procesos de transferencia de masa 

presenta una importante variabilidad que depende de las pro-

piedades específicas del disolvente utilizado, los fenómenos de 

saturación que ocurren durante la extracción y la compleja 

composición estructural de las matrices vegetales16. Esta inter-

acción de elementos lleva a que cada combinación de material 

y disolvente presente un comportamiento diferente, lo que im-

pide establecer predicciones generalizadas sobre su desempeño 

en los procesos de extracción.  

Análisis de la metodología de superficie de respuesta 

Se empleó un diseño RSM, que incluyó 17 experimentos, para 

determinar los niveles óptimos de cada variable estudiada. La 

finalidad de la optimización fue encontrar las condiciones que 

maximicen la extracción de cafeína en las hojas secas de I. gua-

yusa. Se analizaron cuatro modelos matemáticos (tabla 3) desa-

rrollados mediante el software Design Expert y, los mejores re-

sultados se consiguieron con el modelo cuadrático que mejoró 

de manera significativa los coeficientes de ajuste del modelo. 

Esta ecuación presentó un coeficiente de determinación (R2) de 

0,9903 lo cual indica que, el 99,03% de la variación en la ex-

tracción de cafeína, se debe a las variables de estudio.  

Los resultados experimentales mostrados en la tabla 4, se utili-

zaron para construir el modelo cuadrático. Esta ecua- ción en 

función de factores reales puede escribirse de la siguiente ma-

nera: 

Cafeína = −0,212 − 0,0025A + 0,0352B − 0,0103C
− 0,00029AB + 0,00015AC − 0,00027BC
+ 0,0002A2 + 0,0007B2 + 0,0002C2 

donde A, B y C indican la amplitud, tiempo y temperatura de 

extracción, respectivamente. 

Tabla 3. Modelos de optimización de cafeína de I. guayusa 

Fuente Secuencial p-valor Falta de ajuste p-valor R2-ajustado R2-predicho  

Lineal < 0,0001 0,0514 0,9374 0,9160  

2FI 0,3977 0,0456 0,9387 0,8964  

Cuadrático 0,0170 0,2193 0,9778 0,8962 Sugerido 

Cúbico 0,4438 0 ,0014 0,8982 0,1497  
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Tabla 4. Diseño experimental óptimo-combinado 

Experimento  A: Frecuencia ultrasónica  

(%) 

B: Tiempo 

(min) 

C: Temperatura 

(°C) 

Cafeína 

(%) 

1 40 20 45 0,783±0,08 

2 40 30 60 1,428±0,112 

3 60 30 45 1,469±0,140 

4 60 10 45 0,870±0,058 

5 60 20 30 0,974±0,021 

6 20 20 30 0,495±0,045 

7 40 10 30 0,246±0,077 

8 40 20 45 0,780±0,037 

9 20 20 60 0,708±0,043 

10 40 30 30 1,196±0,140 

11 40 10 60 0,639±0,047 

12 40 20 45 0,748±0,082 

13 40 20 45 0,686±0,088 

14 20 10 45 0,226±0,074 

15 40 20 45 0,794±0,018 

16 20 30 45 1,051±0,119 

17 60 20 60 1,362±0,125 

* Los valores se expresaron como el promedio ±desviación estándar para n=3. 
 

El modelo cuadrático presentó un R2-ajustado de 0,9778 y un 

R2-predicho de 0,8962. La diferencia (0,0816) entre estos valo-

res cumple con el criterio establecido en la literatura para mo-

delos de superficie de respuesta, donde se considera aceptable 

una diferencia menor a 0,217. Esta concordancia entre ambos 

coeficientes muestra que el modelo no presenta sobreajuste y 

que todas las variables incluidas contribuyen de manera signi-

ficativa a la explicación del proceso de extracción. Los resulta-

dos experimentales de cafeína y los predichos por el modelo 

cuadráticos se compararon y se presentan en la figura 2. La dis-

tribución de los puntos validó la idoneidad del modelo para re-

presentar todo el intervalo de datos experimentales, lo que in-

dica que el modelo cuadrático puede aplicarse con éxito. 

 
Fig. 2: Valores experimentales y predichos de cafeína. 

Los niveles óptimos de cada variable estudiada se determinaron 

a partir del análisis de las gráficas de superficie y de contorno 

(figura 3). Las mejores condiciones que brindaron la máxima 

extracción de cafeína fueron: amplitud ultrasónica 55,99%, 

tiempo 29,17 min y temperatura 58,88°C. En estas condiciones 

experimentales el contenido de cafeína fue de 1,56±0,12% lo 

que coincide con el valor predicho por el modelo cuadrático 

(1,589%). Estos resultados son inferiores a los encontrados en 

estudios previos32-34. Es importante recalcar que la cantidad de 

cafeína presente en las hojas de I. guayusa puede verse afectada 

por diferentes factores como la edad de la planta, las condicio-

nes climáticas y las técnicas de extracción. 

Conclusiones 

El tiempo fue el factor más influyente en la extracción de 

cafeína, seguido por la amplitud ultrasónica y temperatura. 

Mediante la metodología de superficie de respuesta se en-

contró las condiciones que maximizaron la extracción de ca-

feína, las cuales fueron: amplitud 55,99%, tiempo 29,17 min 

y temperatura 58,88 °C. El modelo matemático seleccio-

nado fue el de grado dos y presentó el mejor ajuste con valor 

de R2=0,9903. Los resultados del presente estudio pueden 

ser interesantes desde el punto de vista de encontrar una po-

sible fuente de cafeína para aplicaciones en la industria ali-

menticia. 
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