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RESUMEN

El presente estudio tuvo como finalidad determinar el contenido de catequinas en productos de
Camelia sinensis (té verde) por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn para ayudar a
establecer la calidad de estos productos.

Para la evaluacion del contenido total de catequinas se utilizaron productos expedidos de
diferentes supermercados de la ciudad de Arequipa.

Se procedio a la determinacion cuantitativa de éstas en 3 lotes de 6 diferentes marcas por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) previa validacion del método analitico para
asegurar que los resultados obtenidos sean reproducibles y confiables.

Los parametros evaluados para la validacion fueron: selectividad, linealidad, exactitud y
precision.

El primer parametro que se evaluo fue la selectividad en donde no se evidencid interferencia de
productos de degradacion; la linealidad fue determinada mediante el coeficiente de correlacion
obteniendo valores de 0,9925 para la Epigalocatequina, 0,9935 para la Epicatequina, 0,9958 para
la Epigalocatequina galato y 0,9964 para la Epicatequina galato; indicando una buena correlacion
entre la concentracion y el area; la precision se determin6 por medio de la repetibilidad y la
precision intermedia obteniendo en promedio un CV de 1,43% y 1,34% respectivamente; la
exactitud se evalué mediante la recuperacion del analito obteniendo un valor promedio cercano al
100%. Los resultados de estos parametros de desempefio se encuentran dentro de los criterios de
aceptacion segun la ICH demostrando asi que el procedimiento analitico propuesto es selectivo,
lineal, exacto y preciso.

Luego de validar el método se realizo la determinacion del contenido total de catequinas,
expresado en mg de catequinas por g de té verde.

Se uso una fase movil en gradiente de buffer acetato de sodio y acetonitrilo a una longitud de
onda de 210 nm.

Se encontro que el producto A tiene un valor de catequinas totales de 99,274 mg/g como

promedio, el producto B presenta el nivel mas alto con 148,144 mg/g como promedio seguido
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por el producto C con 143,482 mg/g. Los 3 lotes del producto D promedian un total de 80,673
mg/g, el producto E tiene como promedio de sus lotes 93,673 mg/g y por Gltimo el producto F un
valor promedio total de 99,202 mg/g. Estos resultados obtenidos fueron comparados con los
hallados por Ji-Qiang Jin et al. y por Jankana B. et al. los cuales obtuvieron cantidades de
catequinas totales de 152,9 mg/g para el trabajo realizado en China y valores entre 21,39 y 114,12
mg/g para el trabajo realizado en Tailandia, los cuales van de acorde con los hallados en el

presente trabajo para cada una de las 6 marcas.

Palabras clave: catequinas, té verde, Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, validacion.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the content of catechin in products of Camellia
sinensis (green tea) by High Performance Liquid Chromatography to help establish the quality of
these products.

Products issued from different supermarkets in the city of Arequipa were used for the evaluation
of total catechin content.

It proceeded to the quantitative determination in 3 batches of 6 different brands by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) prior validation of the analytical method to ensure
that the results obtained are reliable and reproducible.

The parameters tested for validation were: selectivity, linearity, accuracy and precision.

The first parameter evaluated was the selectivity where noshowed interference from degradation
products; linearity was determined by the correlation coefficient obtaining values of 0,9925 to the
Epigallocatechin, 0,9935 for Epicatechin, 0,9958 for the Epigallocatechin gallate and 0,9964 for
Epicatechin gallate; indicating a good correlation between concentration and area; the precision
was determined by means of the repeatability and the intermediate precision yielding on average
a CV of 1.43% and 1.34%, respectively; accuracy was assessed using the analyte recovery
obtained an average value close to 100%. The results of these performance parameters are within
the acceptance criteria according to the ICH demonstrating that the proposed analytical procedure
is selective, linear, accurate and precise.

After validation of the method was the determination of the total content of catechins, expressed
in mg of catechins per g of green tea.

Using a gradient mobile phase of buffer sodium acetate and acetonitrile at a wavelength of 210
nm.

Found that A product has a value of total catechins 99,274 mg/g on average, product B presents
the highest level 148,144 mg/g on average, followed by the product C 143,482mg/g. The 3 lots of
product D averaging a total of 80,673 mg/g, the product E has as their lots average 93,673 mg/g
and finally the product F an average total of 99,202 mg/g. These results were compared with
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those found by Jin Ji-Qiang et al. and B. Jankana et al. which obtained quantities of total
catechins of 152.9 mg/g for the work done in China and values between 21.39 to 114,12 mg/qg for

the work done in Thailand, that are in accordance with those found in this study for each of the 6
brands.

Key words: catechins, green tea, High Performance Liquid Chromatography, validation.
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INTRODUCCION

Cada afio son producidos y consumidos 3000 millones de kg de té en el mundo
aproximadamente, haciéndola la segunda bebida mas consumida en el mundo.!

El té verde y sus constituyentes muestran una amplia gama de actividades bioldgicas. Los
constituyentes del té verde méas importantes son las catequinas, un grupo de polifenoles
bioactivos. Estos incluyen epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG),
epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC). La EGCG es uno de los principales componentes
del té verde, y su farmacologia ha sido intensamente estudiado.?

La composicion de las catequinas, los acidos fendlicos y la cafeina en los productos
comerciales de té verde varia con las especies, la temporada, las condiciones horticolas y, en
particular, con el grado de fermentacion durante el proceso de fabricacion. Por lo tanto, es
importante establecer un método analitico simple y fiable para la determinacion simultanea de
los niveles de estos compuestos en muestras de té en el desarrollo de productos de té de alta
calidad.®

La investigacién biomédica ha mostrado una fascinacion renovada por las plantas y
componentes vegetales (fitoquimicos) que poseen actividad biologica en humanos.
Coincidiendo con la emergente evidencia cientifica de la actividad, ha habido un
resurgimiento cultural del interés en las medicinas herbarias y otras practicas médicas
"alternativas" por el publico en general. El amplio interés y uso de suplementos herbales y
nutricionales ha ayudado a crear una industria multimillonaria. Muchas compafiias
nutracéuticas ahora comercializan productos herbales que afirman contener una cantidad
minima de uno o mas fitoquimicos, lo que la investigacion indica que puede mejorar o
mantener la salud o tratar la enfermedad.*

Por todo esto es necesario contar con un control del producto terminado a través de una
metodologia confiable que permita cuantificar el principio activo principal del té verde, las

catequinas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
1. Determinar el contenido de catequinas [(-)-Epicatequina, (-)-Epigalocatequina,

(-)-Epicatequina galato, (-)-Epigalocatequina galato] por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) en productos comerciales a base de Camellia sinensis (Te

verde).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar una técnica analitica para la determinacién de catequinas.
2. Validar una técnica analitica para determinar catequinas.
3. Cuantificar el contenido de catequinas por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion (HPLC) en diferentes productos de té verde.
4. Comparar y evaluar los resultados obtenidos de catequinas totales en los

diferentes productos comerciales.
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HIPOTESIS

Dado que la Camelia sinensis L. (Té verde) contiene en su composicion catequinas: (-)-
Epicatequina, (-)-Epigalocatequina, (-)-Epicatequina galato, (-)-Epigalocatequina galato, es
probable que estas puedan ser determinadas y cuantificadas por Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion (HPLC) en diferentes productos que se comercializan en la ciudad de

Arequipa.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.-Té verde

El té se obtiene de diferentes variedades de una laureacea taxonomicamente clasificada como
Camellia sinensis, un arbol que puede alcanzar varios metros de altura de la familia camelliae,
que se produce en zonas de humedad alta y de temperaturas no extremas, pero
independientemente de la altura a nivel del mar.> Hasta comienzos del siglo X1X, Asia era el
Unico continente que producia té, pero posteriormente su produccion se extendié a Africa,
Oceania, y América del Sur. Si las hojas del té recientemente cosechadas se inactivan por
exposicion al calor del vapor de agua para evitar la oxidacién enzimatica, se obtiene el té verde,
que es la forma de mayor consumo en los paises orientales. Si estas hojas se mantienen
enrolladas y se permite su oxidacion parcial por efecto de enzimas polifenol oxidasas presentes
en las mismas hojas, se obtiene el oolong (o té rojo), una variedad de té que se consume
principalmente en China, aunque también en Japon y la India. Si la oxidacion se produce durante
un periodo mas prolongado, se obtiene el té negro, que es la forma de consumo maés difundida en
occidente. De esta forma, el té verde, el oolong y el té negro tienen el mismo origen pero
diferente modalidad de procesamiento. El grado de oxidacion (también llamado de fermentacion)
sera determinante en el tipo de componentes activos del té y en la proporcion en que estos se
encuentren en el producto final. Aproximadamente un 76-78% del té que se consume en el

mundo es negro, un 22% es té verde y menos de un 2% es oolong.®

Morfologia: Camellia sinensis, un miembro de la familia theaceae es un arbusto o arbol de hoja
perenne que alcanza una altura de 10-15 m en la naturaleza y de 0.6-1.5 m cuando se cultiva. Las
hojas son de color verde claro, cortas acechadas, coriaceas, alternas, lanceoladas, de margen
dentado, glabras o pubescentes por debajo, con una longitud variable de 5 a 30 cm y unos 4 cm

de ancho.?

Las hojas maduras son de color verde brillante, lisas y coriaceas, mientras que las hojas jévenes
son pubescentes. Las flores son blancas fragantes, de 2,5 a 4 cm de didmetro, se encuentran en
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solitario o en racimos de dos o cuatro. Las flores llevan numerosos estambres con antera amarilla

y producen céapsulas de color rojo parduzco. La fruta es una cépsula triangular aplanada, lisa,

redondeada, con una semilla solitaria del tamafio de una tuerca pequefia en cada una.?*?

Figura 1: Camellia sinensis

1.1.- Clasificacién Taxondmica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Infrareino: Streptophyta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magneolophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae

Orden: Theales

Familia: Theaceae

Género: Camellia L.

Especie: Camellia sinensis (L.) Kuntze’
1.2.- Composicién del Té Verde

Las hojas frescas del arbol del té contienen una alta cantidad de flavanoles (derivados de los
flavonoides) de estructura monomeérica, conocidos como catequinas, y también podemos
encontrar formas polimerizadas de estas.? Las principales catequinas presentes en el té verde son
la epicatequina (EC), la epigalocatequina (EGC), la epicatequina galato (ECG), y la
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epigalocatequina galato (EGCG), siendo esta ultima la catequina més abundante y la que tiene
mayor interés e investigacion.®

La composicion quimica del té verde varia con el clima, la estacion, las practicas de horticultura
y con la edad de la hoja. Los datos mostrados en la Tabla 1 muestran la composicion de un té

representativo pero las variaciones pueden ser considerables.®

Tabla 1: Composicion de las hojas frescas del Té Verde®®

Polifenoles 36 Carbohidratos 25
Metil xantinas & Proteinas 15
Aminoacidos 4 Lignina 6.5
Acidos organicos 15 Lipidos 2
Carotenoides <0.1 Clorofila 0.5
Compuestos <0.1 Cenizas 5
volatiles

Nota: Composicion medida en % del peso seco

Seis de catequinas aparecen en cantidades considerables en las hojas frescas. Las estructuras

simples de las catequinas son mostradas en la Fig. 2.

Figura 2: (-)-Catequina 'y (-)-Epicatequina
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REPOSITORIO DE

Como vemos en la Fig. 2, dos configuraciones son posibles pero el mayor porcentaje de
catequinas esta en la forma llamada "epi-". Cuando tres grupos hidroxi estan presentes en el

anillo "B", las sustancias se conocen como galocatequinas como se muestra en la Fig. 3.

Figura 3: (+)-Galocatequina y (-)-Epigalocatequina

Otra variacion resulta de la esterificacion del grupo OH en el anillo de pirano con acido galico,

estos son llamados galatos de catequina y se ilustran en la Fig. 4. Las principales catequinas estan

presentes a altas concentraciones en la hoja de té joven, como se muestra en la Tabla 2. 1

i
o] o]

Figura 4: (-)-Epicatequina galato y (-)-Epigalocatequina galato

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Tabla 2: Principales catequinas de las hojas frescas'®

(+)-catequina 1-2 (+)-galocatequina 1-3
(-)-epicatequina 1-3 (-)-epigalocatequina | 3-6
(-)-epicatequina 3-6 (-)-epigalocatequina | 7-13
galato galato

Nota: Catequinas fueron medidas en % peso seco

Las catequinas son compuestos incoloros, astringentes y solubles en agua. Son facilmente
oxidables, aunque sus potenciales de oxidacion varian. Esta propiedad ha sido explotada a través
de su uso como antioxidantes alimentarios. Retrasan la rancidez en grasas y aceites mediante la
supresion de la actividad del radical libre peroxido provocada por la oxidacién aerdbica.
Basandose en las concentraciones requeridas para una inhibicion del 50% de la oxidacion, el
efecto inhibidor de algunas catequinas de la hoja de té sobre la oxidacion aerdbica del &cido
linoleico es similar al del butilhidroxianisol. 1*

En sistemas biologicos el oxigeno es un aceptor importante de electrones, conduciendo a la
formacion de oxigeno activo y radicales libres de hidroxilo. Los efectos neutralizantes de los
extractos de té verde y de las fracciones de polifenoles del té verde son superiores a los del acido
ascorbico (vitamina C) y tocoferol (vitamina E) con respecto a algunos radicales de oxigeno
activos, pero son menos pronunciados con los radicales libres de hidroxilo.*? Los efectos
dependen del sistema de radicales libres en estudio. Las galocatequinas y los galatos de catequina

presentan las propiedades de supresion radical mas fuertes.'®

1.3.- Biotransformacién

Las catequinas esta sujetas a varias vias de biotransformacion que incluyen la metilacion,
glucoronizacion, sulfatacion y metabolismo de la fision del anillo.*

Estudios recientes en la enzimologia de metilacién de EGC y EGCG (Lambert and Yang, 2003a)
han mostrado que EGC es metilada a la forma de 4'-O-metil-(—)-EGC y EGCG es metilada a la
forma de 4’-O-metil-(—)-EGCG y 4',4'-O-dimetil-(-)-EGCG.°

También fue reportados estudios de glucoronizacién de EGCG y EGC (Lambert and Yang,
2003Db) en los que EGCG-4"-O-glucurdnido es el mayor metabolito formado en microsomas de

humanos, ratones y ratas. La mejor eficiencia catalitica para la glucoronizacion esta en los
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microsomas intestinales de los ratones seguido en orden decreciente por el higado del raton,
higado humano, higado de rata e intestino delgado de rata.®

Como se indica en un estudio (Vaidyanathan, and Walle, 2002), la EC se somete a sulfatacion
catalizada en el intestino de humanos y ratas, también en el citosol del higado siendo el higado
del humano el mas eficiente.!’

Las catequinas del té se someten a metabolismo en el intestino para formar los productos de la
fision del anillo 5-(3',4’,5-trihidroxifenil)-y-valerolactona, 5-(3',4’-dihidroxifenil)-g-valerolactona
y 5-(3',5’-dihidroxifenil)-y-valerolactona. Estos metabolitos intermediarios son desglosados por la

flora intestinal a acidos fenialacéticos y fenilpropidnicos (Li et al., 2000).®

1.4.- Farmacocinética

El efecto potencial sobre la salud de las catequinas depende de la cantidad consumida y de su
biodisponibilidad. Después de la administracion oral de las catequinas del té a ratas, las cuatro
catequinas principales (EC, ECG, EGC y EGCG) fueron identificadas en la vena porta, indicando
que las catequinas del te son absorbidas intestinalmente (Okushio et al., 1996).%°

Las concentraciones plasmaticas de EGCG son muchas mas bajas que las de EGC o EC en ratas a
las que se les dio una solucion al 0.6% de polifenoles del té verde (PTV) en el agua que beben en
un periodo de 28 dias, aunque la proporcién de EGCG a EGC fue 5:1 en la solucién de PTV. Los
niveles plasméticos de EGCG fueron muchos mas altos que los de EGC y EC cuando la misma
solucién de PTV fue dada a ratones (Kim et al., 2000).%°

En un estudio en humanos (Higdon and Frei, 2003) que comparo la farmacocinética de dosis
equimolares de EGC, ECG, y EGCG en 10 voluntarios saludables, las concentraciones
plasmaticas maximas promedio después de una sola dosis de 1.5 mmol fueron 5.0 umol/L para
EGC, 3.1 umol/L para ECG, y 1.3 umol/L para EGCG. Después de 24 horas las concentraciones
de EGC y EGCG en el plasma volvieron a sus niveles normales, pero la concentracion de ECG se
mantuvo elevada.?!

Cantidades apreciables de EGC y EC fueron encontradas en el eséfago, intestino grueso, rifion,
vejiga, pulmén y prostata; las concentraciones de EGC y EC fueron relativamente bajas en
higado, bazo, corazdn, y tiroides; los niveles de EGCG fueron altos en el es6fago e intestino
grueso, pero bajos en otros érganos, cuando se administrd una solucién al 0.6% de PTV a ratas
por un periodo de 28 dias (Kim et al., 2000).%
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Estudios en ratas indican que la EGCG es excretada mayormente a través de la bilis, mientras que
EGC y EC son excretados a través de la orina y bilis, lo que indica que las catequinas son
metabolizadas rapida y ampliamente. Se ha demostrado un tmax de 1.5 a 2.5 h en el plasma
después del consumo de té verde descafeinado (1.5, 3.0, 4.5 g). Estos niveles decrecen y no
fueron detectables a las 24h. Aunque no se detecté EGCG en la orina, 90% del total de EC y
EGC fueron excretados en la orina en 8 h. La biodisponibilidad de EGCG se encontr6 que era
menor que la de EGC (Yang et al., 1998).2

1.5.- Beneficios a la salud del té verde
1.5.1.- Actividad antifungica:

Se ha investigado la actividad antifangica de las hojas de té verde en tres diferentes periodos de
cosecha (mayo, julio y septiembre) contra varios hongos (Candida albicans, Candida glabrata,
Candida kruseii, Candida parapsilosis y Candida dubliensis) (Aladaq et al., 2009). Ademas, los
flavonoides basados en catequinas en hojas de té verde como epigalocatequina-3-galato (EGCG),
epicatequina-3-galato (ECG), epigalocatequina (EGC) y epicatequina (EC). Todo el extracto de
metanol de muestras de té verde mostr6 una actividad antifingica de amplio espectro contra todas
las especies de Candida en bioensayos de microdilucién. Sin embargo, se observé una actividad
maxima del extracto de metanol (> 17 mm de zona de inhibicion) contra Candida albicans a la 32

época de cosecha.?®
1.5.2.- Actividad antiinflamatoria y proteccion de la piel:

El tratamiento topico o el consumo oral de polifenoles de té verde inhibe la tumorigénesis
cuténea inducida por radiacion quimica o carcinogénica en diferentes modelos animales. Los
estudios han demostrado que el extracto de té verde también posee actividad antiinflamatoria.
Estas propiedades antiinflamatorias y anticarcindgenas del té verde se deben a sus constituyentes
polifenolicos presentes en el mismo. EI componente principal y més quimiopreventivo del té
verde responsable de estos efectos bioquimicos o farmacolégicos es (-) epigalocatequina-3-galato
(EGCG). Se ha demostrado que el tratamiento de los polifenoles del té verde sobre la piel modula
las vias bioguimicas implicadas en las respuestas inflamatorias, la proliferacion celular y las
respuestas de los promotores de tumores quimicos, asi como los marcadores inflamatorios

inducidos por luz ultravioleta (UV) de la inflamacién de la piel. El tratamiento tépico con EGCG
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en piel de raton también da como resultado la prevencion de la supresion inmune inducida por

UVB y el estrés oxidativo.?’
1.5.3.- Actividad antiviral:

Las catequinas (-) - epigalocatequina galato (EGCG), (-) - epicatequina galato (ECG) y (-) -
epigalocatequina (EGC) del té verde se evaluaron por su capacidad para inhibir la replicacion del
virus de la gripe en cultivo celular y para su potencial efecto virucida directo. Entre los
compuestos de ensayo, se encontr6 que el EGCG y el ECG eran potentes inhibidores de la
replicacion del virus de la gripe en el cultivo de células MDCK (linea de células de rifion canino
Madin-Darby) y este efecto se observo en todos los subtipos de virus de influenza ensayados
incluyendo A / HIN1, A/ H3N2y virus B.??

1.5.4.- Actividad antidiabética:

Se encontro que una solucion acuosa de polifenoles de té verde (PTV) inhibia la peroxidacion de
lipidos, eliminaba los radicales hidroxilo y superdxido in vitro. La administracion de PTV (500
mg / kg por peso) a ratas normales aumento significativamente la tolerancia a la glucosa (P
<0,005) a los 60 min. También se encontré que los PTV reducen el nivel de glucosa en suero en
ratas diabéticas inducidas con aloxano significativamente a una dosis de 100 mg / kg peso vivo.
La administracion diaria continuada (15 dias) del extracto 50, 100 mg / kg peso vivo produjo una
reduccion del 29 y 44% en el nivel elevado de glucosa en suero producido por la administracion
de aloxano. Las enzimas hepaticas y renales elevadas producidas por aloxano se encontraron
reducidas (P <0,001) por los PTV. Los niveles séricos de la peroxidacion lipidica que se
incrementaron con aloxano y se redujeron significativamente (P <0,001) mediante la
administracion de 100 mg / kg peso vivo de PTV. La disminucion del glucdgeno hepatico,
después de la administracién de aloxano, mostré un aumento significativo (P <0,001) después del
tratamiento con los PTV. El grupo tratado con PTV mostré un potencial antioxidante
incrementado como se observa a partir de mejoras en los niveles de superéxido dismutasa y
glutation. Sin embargo, los niveles de catalasa, peroxidacion lipidica y glutation peroxidasa se
mantuvieron sin cambios. Estos resultados indican que las alteraciones en el sistema de
utilizacion de glucosa y el estado de oxidacion en ratas aumentadas por aloxano fueron

parcialmente revertidas por la administracion de la glutamato-piruvato transaminasa.
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1.5.5.- Actividad hepatoprotectora:

Se realiz6 un estudio para examinar el efecto inhibidor del té verde sobre la actividad
hepatoprotectora inducida por cloruro de cadmio en el higado. En las ratas inyectadas con cloruro
de cadmio, las actividades de glutamato-oxalacetato transaminasa sérica (GOTS), glutamato-
piruvato transaminasa sérica (GPTS), lactato deshidrogenasa (LDH), y-glutamil transferasa
(GGT) aumentaron significativamente (p <0,05) cuando fueron comparados con los valores de
ratas control. Las ratas administradas con extracto de té verde y cloruro de cadmio mostraron
niveles significativamente disminuidos (p <0,05) de GOTS, GPTS, LDH y GGT en suero.3!

1.5.6.- Actividad antimicrobiana:

Los extractos de hojas de la planta de té contienen componentes polifendlicos con actividad
contra un amplio espectro de microbios. Los estudios realizados en los ultimos 20 afios han
demostrado que las catequinas del té verde, en particular (-) epigalocatequina galato (EGCG) vy (-
) — epicatequina galato (ECG), pueden inhibir el crecimiento de una amplia gama de bacterias
Gram-positivas y bacterias Gram-negativas con potencia moderada. Existe evidencia de que estas
moléculas pueden ser Gtiles en el control de infecciones orales comunes, tales como caries dental
y enfermedad periodontal. Las concentraciones subinhibitorias de EGCG y ECG pueden suprimir
la expresion de factores de virulencia bacteriana y pueden revertir la resistencia del patégeno
oportunista Staphylococcus aureus a los antibioticos B-lactamicos. Por ejemplo, las
concentraciones relativamente bajas de ECG pueden sensibilizar los aislamientos clinicos de S.
aureus resistentes a la meticilina (SARM) a niveles de oxacilina que pueden alcanzarse
facilmente en la préactica clinica. Los galatos de catequina como el ECG se intercalan en bicapas
fosfolipidicas y es probable que afecten tanto la virulencia como la resistencia a los antibidticos
al perturbar la funcion de los procesos clave asociados con la membrana citoplasmatica

bacteriana.3?
1.5.7.- Actividad antioxidante:

La actividad antioxidante de los extractos de la planta y el estandar se evaluo sobre la base del
efecto de barrido de radicales de la actividad de radicales libres de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) por el método modificado.3*34 Las soluciones de trabajo diluidas de los extractos de
ensayo se prepararon en metanol. Se utiliz6 &cido ascérbico de serie en una solucion de 1-100 pg

/ ml. Se preparo6 0,002% de DPPH en metanol y se mezclé 1 ml de esta solucion con 1 ml de
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solucion de muestra y solucion estandar por separado. Estas mezclas de solucion se mantuvieron
en oscuridad durante 30 min y se midi6 la densidad Optica a 517 nm usando un
espectrofotometro. Se utilizo metanol (1 ml) con solucion de DPPH (0,002%, 1 ml) como blanco.
Los resultados indican que la actividad antioxidante del extracto crudo de té verde es superior a la
del acido ascorbico. La actividad antioxidante mostr6 que el porcentaje de inhibicion de 10 pg/ml
de té verde fue de 69,4%, que es comparable con la actividad antioxidante estandar del acido

ascorbico (55,8%).35%¢
1.5.8.- Actividad antiobesidad:

Las catequinas del té verde (CTV) son compuestos polifendlicos presentes en las hojas secas no
fermentadas del té verde. Los resultados de una serie de ensayos aleatorizados de intervencion
controlada han demostrado que el consumo de CTV (270 mg a 1200 mg / dia) puede reducir el
peso corporal y la grasa. Existen varios mecanismos propuestos por los cuales las CTV puede
influir en el peso corporal y la composicion. La hipétesis predominante es que las CTV influye
en la actividad del sistema nervioso simpatico (SNS), aumentando el gasto energético y
promoviendo la oxidacion de la grasa. La cafeina, naturalmente presente en el té verde, también
influye en la actividad del SNS, y puede actuar sinérgicamente con las CTV para aumentar el
gasto energético y la oxidacion de la grasa. Otros mecanismos potenciales incluyen
modificaciones en el apetito, regulacion positiva de las enzimas involucradas en la oxidacion de

la grasa hepética y disminucion de la absorcion de nutrientes.®’
1.5.9.- Actividad anticancerigena:

El aumento de la evidencia sugiere que la epigalocatequina galato, la principal catequina del té
verde, es fundamental para suprimir el crecimiento de las células cancerosas en diversos modelos
de tumores.®% El cancer de prostata es la neoplasia maligna mas recientemente diagnosticada y
la segunda causa de muerte relacionada con el cancer, pero este cancer también puede ser curado
con el té verde.*%* Se sabe que los polifenoles del té exhiben citotoxicidad hacia diversas lineas
celulares tumorales asi como la inhibicion del crecimiento que estd acompariada por la detencion
del ciclo celular. Por lo tanto, los métodos que prometen realzar el potencial supresor del té verde
tienen la relevancia clinica mas alta.*? Las células de cancer de cuello uterino humano, Hela, la
primera linea celular continua de cancer, representan un modelo principal en la investigacion del

cancer. El té verde inhibio su crecimiento, mientras que su exposicion a niveles moderados de luz
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laser resultd en un efecto opuesto. Las células HelLa fueron suplementadas con té verde,
irradiadas con luz laser moderadamente intensa (670 nm) durante 1 min, y se incubaron durante
52 h. Una extraordinaria inhibicién de las células HeLa por una combinacion de té verde y luz
roja. Una inhibicion del 1,460%, en comparacion con las muestras no irradiadas. Este resultado
recibe relevancia clinica de un estudio reciente en el que la epigalocatequina galato suprimio el

crecimiento del melanoma in vivo.*

2.- CROMATOGRAFIA
2.1.- Definicidn

La cromatografia es un proceso de separacién en el que la mezcla de muestras se distribuye entre
dos fases en el lecho cromatogréafico (plana o en columna). Una fase es estacionaria mientras que
la otra pasa a través del lecho cromatografico. La fase estacionaria es un material solido, poroso,
tensioactivo en forma de pequefias particulas o una fina pelicula de liquido recubierta sobre un

soporte s6lido o una pared de columna. La fase movil es un gas o un liquido. Si se utiliza un gas,
el proceso se conoce como cromatografia de gases; La fase mévil es siempre liquida en todos los

tipos de cromatografia liquida, incluyendo la variedad de capa fina.*

2.2.-Modos de Separacion Cromatogréafica Liquida **

Cromatografia de Adsorcion

Se conoce el principio de cromatografia de adsorcion (cromatografia de fase normal) a partir de
la columna clésica y de la cromatografia en capa fina. Como fase estacionaria se emplea un
material relativamente polar con una elevada superficie especifica, siendo la silice la méas
popular, pero también se utilizan a menudo alimina y 6xido de magnesio. La fase movil es
relativamente no polar (heptano a tetrahidrofurano). Las diferentes extensiones a las que se
adsorben los diversos tipos de moléculas de la mezcla en la fase estacionaria proporcionan el
efecto de separacion. Un disolvente no polar tal como hexano eluye mas lentamente que un
disolvente medio-polar tal como éter.

Cromatografia en fase inversa

Lo contrario de lo anterior se aplica:

(A) La fase estacionaria es muy no polar.
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(B)  La fase movil es relativamente polar (agua a tetrahidrofurano).
(C)  Undisolvente polar tal como agua eluye mas lentamente que un disolvente menos

polar tal como acetonitrilo.

Cromatografia con Fases Adheridas Quimicamente

La fase estacionaria esta unida covalentemente a su soporte por reaccion quimica. Se puede
producir un gran nimero de fases estacionarias mediante la eleccién cuidadosa de los reactantes
adecuados. EI método de fase inversa descrito anteriormente es el caso especial mas importante
de la cromatografia de fase enlazada quimicamente.

Cromatografia de intercambio de iones

La fase estacionaria contiene grupos iénicos (por ejemplo, NRs* 0 SO3’) que interactan con los
grupos ionicos de las moléculas de la muestra. EI método es adecuado para separar por ejemplo
aminoacidos, productos metabdlicos idnicos e iones organicos.

Cromatografia de pares de iones

La cromatografia de pares de iones puede utilizarse también para la separacion de compuestos
iGnicos y superar ciertos problemas inherentes al método de intercambio ionico. Las moléculas
i6nicas simples son "enmascaradas™ por un contraion adecuado. Las principales ventajas son, en
primer lugar, que se puede utilizar el sistema de fase inversa ampliamente disponible, por lo que
no se necesita intercambiador de iones y, en segundo lugar, los acidos, bases y productos neutros
pueden ser analizados simultdneamente.

Cromatografia ionica

La cromatografia idnica se desarroll6 como un medio para separar los iones de &cidos y bases
fuertes (por ejemplo, CI', NO3’, Na*, K*). Se trata de un caso especial de cromatografia de
intercambio ionico, pero el equipo utilizado es diferente.

Cromatografia de exclusion de tamafios

Este modo puede subdividirse en cromatografia de permeacion de gel (con disolventes organicos)
y cromatografia de filtracion en gel (con soluciones acuosas). La cromatografia de exclusion de
tamarfio separa las moléculas por tamarfio, es decir segn la masa molecular. Las moléculas méas
grandes se eluyen primero y las moléculas mas pequefias duran. Este es el mejor método para
elegir cuando una mezcla contiene compuestos con una diferencia de masa molecular de al
menos 10%.
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Cromatografia de afinidad

En este caso, las interacciones bioquimicas altamente especificas proporcionan los medios de
separacion. La fase estacionaria contiene grupos especificos de moléculas que solo pueden
adsorber la muestra si se satisfacen ciertas condiciones estéricas y relacionadas con la carga. La
cromatografia de afinidad puede usarse para aislar proteinas (enzimas, asi como también

proteinas estructurales), lipidos, etc., a partir de mezclas complejas sin implicar grandes gastos.
2.3.-Los componentes béasicos de un Cromatografo Liquido de Alta Resolucion

Un instrumento HPLC requiere una bomba de alta presion y un suministro de fase movil, una
columna llena de una fase estacionaria de alta eficiencia, una unidad de inyeccion para introducir
nuestras muestras en la columna, un detector en linea y algiin método de visualizacion de la sefial
del detector. La figura 5 es un diagrama de bloques que muestra la forma en que estos diferentes

componentes estan dispuestos para formar un HPLC.*®
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Figura 5: Diagrama de bloques de un HPLC*
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Cualquier parte del sistema que esté en contacto con la fase movil debe estar hecha de materiales
que no sean atacados por ninguno de los disolventes que se vayan a utilizar. Las partes mojadas
se hacen generalmente del acero inoxidable o de politetrafluoroetileno (PTFE) aunque otros
materiales, tales como zafiro, rubi, o ceramica se utilicen a veces. Todo en el lado de alta presion,
es decir, desde la salida de la bomba hasta el extremo de la columna, debe ser lo suficientemente
fuerte para soportar las presiones implicadas.*®

Otra consideracion de disefio muy importante es que entre el punto en el que se introduce la
muestra y el punto en el que se detecta, el volumen muerto en el equipo debe mantenerse al
minimo. Volumen muerto significa cualquier espacio vacio o volumen desocupado. La presencia
de demasiado volumen muerto puede conducir a perdidas desastrosas en la. Claramente habra
algun volumen muerto en la propia columna, que sera el espacio que no esta ocupado por las

particulas de fase estacionaria.*®

2.3.1.- Recipientes de fase movil y sistemas de tratamiento de disolventes

Los aparatos de HPLC modernos estan equipados con uno 0 mas recipientes de vidrio, cada uno
de los cuales contiene 500mL o méas de disolvente. Frecuentemente incluyen accesorios para
eliminar los gases disueltos y particulas en suspension de los liquidos. De ellos, los primeros
producen burbujas en la columna y pueden causar ensanchamiento de la banda; ademas, tanto las

burbujas como las particulas interfieren en el rendimiento de muchos detectores.

2.3.2.- Bombas %6

Los requisitos de las bombas para cromatografia liquida incluyen: (1) capacidad para generar
presiones de hasta 6000 psi; (2) salida libre de pulsos; (3) velocidades de flujo de 0.1-10mL/min;
(4) reproducibilidad relativa de los flujos de 0.5% o mejor, y (5) resistencia a la corrosion por
diversos disolventes.

Existen tres tipos de bombas: las de tipo de jeringa impulsada con tornillo, las bombas de vaivén
y oscilantes y las bombas neumaticas o de presion constante. Las de tipo jeringa producen una
salida no pulsada cuya velocidad de flujo se controla facilmente; pero tienen una baja capacidad y

no resultan apropiadas cuando se requieren cambios de disolventes. El tipo de bomba mas
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utilizado es el oscilante. Este dispositivo consiste en una pequefia cdmara cilindrica que se llena 'y
se vacia con el movimiento oscilante del piston. EI movimiento de la bomba produce un flujo
pulsado que debe atenuarse despueés. Entre las ventajas de las bombas oscilantes cabe mencionar
un volumen interno pequefio, una presion de salida alta, su facil adaptacion a la elucién en
gradiente y una velocidad de flujo constante, que es en gran parte independiente de la compresion
de la columna y la viscosidad del disolvente. Algunos instrumentos emplean la bomba neumatica,
cuya forma mas sencilla consiste en un recipiente plegable que contiene un disolvente que puede
presurizarse con un gas comprimido. Las bombas de este tipo son sencillas, de bajo costo y no
generan pulsos, pero tienen una capacidad y una salida de presion limitadas, y su velocidad de
bombeo depende de la viscosidad del disolvente. Ademas, no son adaptables a la elucién en

gradiente.

2.3.3.- Columnas “6

Las columnas de cromatografia liquida usualmente se elaboran con tubos de acero inoxidable, si
bien a veces se utilizan los tubos de vidrio o Tygon para aplicaciones de baja presion. La mayoria
de las columnas tienen una longitud de 10-30 cm y didmetro interno de 2-5 mm. Los
empaquetamientos de las columnas suelen ser de particulas de 3-10 um. Las columnas de este
tipo proporcionan 40 000-60 000 platos por metro.

El empaquetamiento mas comun en la cromatografia liquida se prepara con particulas de silice,
que se sintetizan por aglomeracion de particulas submicronicas de silice en condiciones que
producen particulas més grandes y de diametro muy uniforme. Las particulas resultantes suelen
cubrirse con peliculas organicas finas, que se enlazan quimica o fisicamente con la superficie.
Otros materiales de empaquetamiento son las particulas de alumina, particulas de polimeros

porosos o resinas de intercambio idnico.

2.3.4.- Detectores *°

La funcion del detector en HPLC es monitorear la fase mévil que emerge de la columna. La
salida del detector es una sefial eléctrica que es proporcional a alguna propiedad de la fase movil
y/o de los solutos. El indice de refraccién, por ejemplo, es una propiedad tanto de los solutos
como de la fase maévil. Un detector que mide una propiedad de este tipo se denomina detector de
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propiedades en general. Alternativamente, si la propiedad est4 poseida esencialmente por el
soluto, tal como absorcion de radiacion UV/visible o actividad electroquimica, el detector se
denomina detector de propiedad de soluto. Un gran nimero de dispositivos, algunos de ellos
bastante complicados, han sido utilizados como detectores de HPLC, pero s6lo unos pocos se han
vuelto generalmente Utiles. Es Gtil tener una idea del tipo de caracteristicas que se requieren de un
detector.
Las caracteristicas importantes son:
(A) sensibilidad
B) linealidad
C) respuesta universal o selectiva
(D) respuesta predecible, no afectada por cambios en las condiciones
(E) bajo volumen muerto
(f) no destructivo
(9) barato, fiable y facil de usar.
Ningun detector posee todos estos, y desafortunadamente las propiedades no son independientes
entre si, de modo que mejorar un detector en un aspecto puede empeorarlo en otro.

o Detectores de Absorcion UV
Estos son, con mucho, los detectores mas populares en HPLC. El principio es que la fase movil
de la columna se hace pasar a través de una celda de flujo pequefia retenida en el haz de radiacién
de un fotometro u espectrofotémetro uv/visible. Estos detectores son selectivos en el sentido de
que solo detectaran los solutos que absorben la radiacion UV (o visible). Tales solutos incluyen
alquenos, compuestos aromaticos y compuestos que tienen enlaces multiples entre Cy O, No S.
La fase movil que usamos, por otra parte, debe absorber poca o ninguna radiacion.
La absorcion de radiacion por solutos en funcion de la concentracion se describe por la ley de
Beer-Lambert:
Se dispone de detectores fijos y variables de longitud de onda uv/visible. Los tipos variables
utilizan una lampara de deuterio y/o de tungsteno como fuente de radiacion y pueden funcionar
entre aproximadamente 190 y 700 nm. Tendran un nimero de rangos de absorbancia. Los
detectores fijos de longitud de onda pueden funcionar a 254 nm, 280 nm o en otras longitudes de
onda.
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En la deteccion de absorbancia en UV, a menudo es til ser capaz de detectar diferentes picos en
el cromatograma a diferentes longitudes de onda. Esto puede deberse a que ciertos solutos tienen
solo una pequefa absortividad a la longitud de onda seleccionada. En otras ocasiones, se puede
usar un cambio de longitud de onda para eliminar los picos no deseados. También es Gtil poder
registrar el espectro de cada componente; Esto puede indicar la longitud de onda de deteccion
Optima o la combinacion de longitudes de onda y, en ocasiones, puede utilizarse para identificar
los picos.

En un detector multicanal o de diodos, la radiacion policromatica se hace pasar a través de la
célula de flujo y la radiacion emergente es difractada por una rejilla de modo que cae sobre una
serie de fotodiodos. Cada fotodiodo recibe una banda de longitud de onda estrecha diferente. La
matriz completa de diodos es escaneada por un microprocesador muchas veces por segundo. Los
espectros resultantes pueden visualizarse en la pantalla y/o almacenarse en el instrumento para su
posterior transferencia a una copia impresa, por ejemplo, una impresora, al final de la operacién

cromatogréfica.

3.- METODO ANALITICO

El Método analitico es aquel método de investigacion que consiste en la desmembracién de un
todo, descomponiéndolo en sus partes o elementos para observar las causas, la naturaleza y los
efectos. El andlisis es la observacion y examen de un hecho en particular. Es necesario conocer la
naturaleza del fendmeno y objeto que se estudia para comprender su esencia. Este método nos
permite conocer mas del objeto de estudio, con lo cual se puede: explicar, hacer analogias,

comprender mejor su comportamiento y establecer nuevas teorias.*’

4.- VALIDACION

La validacion es el proceso de recoleccion de evidencia documentada de que el método actia de
acuerdo con el propésito previsto. Las caracteristicas de validacion y los criterios de aceptacion
que deben aplicarse en la validacion de los métodos de HPLC deben cumplir con las directrices
internacionales sobre validacion de métodos. "La validacion es el proceso mediante el cual se
establece, por estudios de laboratorio, que las caracteristicas de rendimiento del método cumplen
los requisitos para la aplicacién prevista". La eleccién de las caracteristicas a evaluar depende del
proposito del método analitico y de la etapa de desarrollo del producto que el método analitico
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estd apoyando. Se reconoce que los métodos son a menudo evolutivos y que los métodos en el
desarrollo temprano generalmente requeriran una validacion menos extensa que los métodos en el
desarrollo final. Para un buen desempefio, es importante que el método analitico documente
claramente los detalles de la realizacidn del analisis. Debe describir en detalle los pasos
necesarios para realizar la prueba analitica. Esto puede incluir, entre otros, el principio del
método de ensayo, la preparacion de muestras, las normas de referencia y cualquier reactivo o
solucion, el uso y las especificaciones funcionales requeridas del aparato, la generacion de la
curva de calibracion, pruebas de idoneidad del sistema (SSTs), y el uso de las féormulas para los

célculos.*®

4.1.- CARACTERISTICAS DE VALIDACION

Seguidamente se definen las caracteristicas de validacion requeridas por las guias normativas
vigentes a ser examinadas durante la validacion. Cuando sea apropiado, se proporciona una
discusion junto con los tipicos criterios de aceptacion para las diferentes caracteristicas de

validacion.

4.1.1.- Especificidad

La especificidad es la capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes, que se puede esperar que estén presentes. Tipicamente, éstas pueden incluir
impurezas, productos de degradacion, matriz, etc. La falta de especificidad de un méetodo
analitico individual puede ser compensada por un método analitico adicional. Los criterios de
aceptacion de la especificidad comprenden muchos aspectos de calidad de la separacion
cromatografica. Los picos en blanco estan preferentemente ausentes o, si estan presentes, no
deben interferir con otros picos de interés.

Cuando no se cumplen los criterios de especificidad, esto indica a menudo que el método no esta
suficientemente desarrollado. Como consecuencia, es probable que los criterios de precision,

precision y linealidad también no se cumplan.
4.1.2.- Exactitud

La exactitud de un método analitico expresa la proximidad de acuerdo entre el valor obtenido

(por experimentos practicos) y el valor que se acepta como un valor verdadero convencional o
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como un valor de referencia aceptado. La exactitud se expresa como % de recuperacion.
Normalmente, se solicita que se prueben tres repeticiones por nivel a un minimo de tres niveles
de concentracion a lo largo del intervalo experimental especificado. Los criterios de aceptacion se
fijan para el intervalo de ensayo del compuesto principal. Para el intervalo de ensayo de los
métodos de la sustancia de la droga (DS) (80,0-120,0%), esto puede estar entre 98,5y 101,5%
para el valor de recuperacion medio y entre 98,0 y 102,0% para cada valor de recuperacion
obtenido individualmente. Para el intervalo de ensayo de los métodos de el producto de la droga
(DP) (80,0-120,0%), esto puede estar entre 98,0 y 102,0% para el valor de recuperacion medio y

entre 97,0 y 103,0% para cada valor de recuperacién obtenido individualmente.
4.1.3.- Precision

La precisidon de un método analitico expresa la proximidad de acuerdo entre una serie de
mediciones obtenidas a partir de muestreos multiples de la misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas en el método de ensayo. La precision se determina generalmente a
diferentes niveles: repetibilidad (repetibilidad del sistema, repetibilidad del anlisis), precision
intermedia y reproducibilidad. EI término precisién describe la distribucion de los resultados
individuales alrededor de su promedio. Con frecuencia, se confunde con el término exactitud, que
se refiere a la diferencia entre la media de los resultados (por ejemplo, en experimentos de
recuperacion) y el valor "verdadero". La desviacion estandar, la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion) y el intervalo de confianza deben ser reportados para cada tipo de

precision investigado ademas de los resultados individuales obtenidos y la media.

a) Repetibilidad

-Repetibilidad del sistema: La repetibilidad del sistema se mide mediante inyecciones multiples
de la misma solucion de referencia y se expresa como la desviacion estandar relativa en las areas
de los picos medidos. La precision del sistema considera la menor variacion del sistema analitico,
mientras que la repetibilidad del analisis se relaciona con todos los aspectos del método de prueba
incluyendo la preparacién de la muestra. La informacion se proporciona como parte de los datos
de validacion y como SST. Una mejor precision del método de ensayo da como resultado un
mejor control de la sustancia de ensayo, ya que se puede confiar mas en el resultado obtenido. La
inclusion de la repetibilidad del sistema como SST en el método es una parte esencial del método
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de prueba. Sin embargo, el criterio de aceptacion debe estar relacionado con el limite de
especificacion del producto.

La RSD sobre las respuestas obtenidas para un compuesto seleccionado (usualmente el
compuesto principal) se usa como medida y deberia ser tipicamente < 2,0% para una respuesta al

100% de concentracion.

b) Precision intermedia

La precision intermedia expresa dentro de las variaciones de laboratorio (efectos de eventos
aleatorios sobre la precision del método analitico) por ejemplo diferentes dias, analistas
diferentes, equipos diferentes, etc. Si existen datos para apoyar la reproducibilidad, no es
necesario realizar una evaluacién de precision intermedia. La forma de realizar la prueba puede
ser muy diferente. Se recomienda un enfoque de disefio ANOVA, pero generalmente el analisis
se realiza mediante analisis maltiples (n = 6) de la misma muestra por dos analistas en dos dias
diferentes, utilizando reactivos preparados independientemente y preparaciones de muestras y
preferentemente realizados en dos equipos diferentes. La RSD agrupada se calcula para los dos
conjuntos de datos obtenidos por los analistas (por ejemplo, n - 6 para cada uno). Los criterios de
aceptacion se establecen para la RSD agrupada (para varianzas comparables) en el resultado del
ensayo promedio para el analisis del compuesto. Para el intervalo de ensayo (80,0-120,0%), esto
puede ser < 2,0% para los métodos DS y < 3,0% para los métodos DP. Ademas, se calcula la
diferencia absoluta en % entre los valores medios de ensayo de los analistas y debe estar dentro
de <2,0% para DS y < 3,0% para los métodos DP.

¢) Reproducibilidad

La reproducibilidad expresa la precision entre los laboratorios. Si se dispone de datos que apoyen
la reproducibilidad, no se requiere una evaluacion de precision intermedia. La reproducibilidad se
suele probar durante la actividad de transferencia del método. Los criterios de aceptacion para la
reproducibilidad son implicitamente mas amplios que para la precision intermedia. Tipicamente,
se aplica un factor de 2 al criterio de precision de analisis para obtener los criterios de aceptacion
para la reproducibilidad.
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4.1.4.- Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad (dentro de un intervalo dado) para obtener
resultados de prueba, que son directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) del
analito en la muestra. En algunos casos, los datos de la prueba pueden tener que ser sometidos a
una transformacion matematica antes del andlisis de regresion. Se requiere tener al menos cinco
niveles de concentracién (puntos de datos) para determinar la linealidad. Aunque cientificamente
mal aconsejados, los coeficientes de correlacion se aplican generalmente como criterios para la
linealidad, incluso en las directrices de la ICH. De acuerdo con los documentos de guia, el
coeficiente de correlacion, la interseccion en el eje y, la pendiente de la recta de regresion y la
suma residual de cuadrados deben presentarse junto a un gréfico de las curvas de linealidad. Las
propuestas de posibles limites de coeficientes de correlacion pueden ser para el compuesto
principal en el intervalo de ensayo (80-120%) > 0,999 y para el compuesto principal en todo el
intervalo (umbral fijado (RT) hasta 120%) > 0,99. Los criterios mas significativos son la RSD de
los factores de respuesta y una comprobacion visual de la linea de calibracion. (El factor de
respuesta es la relacion entre la respuesta del detector y la concentracion). Las propuestas de
limites posibles para la RSD sobre los factores de respuesta pueden ser para el compuesto
principal en el rango de ensayo (80-120 %) < 3,0%, y para el compuesto principal en todo el
intervalo (RT hasta 120%) < 10,0%. El limite para la comprobacidn visual de la linea de

calibracion es que se demuestra claramente una relacion lineal.
4.1.5.- Rango

El rango de un método analitico es el intervalo entre la concentracion superior e inferior
(cantidades) de analito en la muestra (incluyendo estas concentraciones) para los que se ha
demostrado que el método analitico tiene un nivel adecuado de precision, exactitud, y Linealidad.
Cuando se cumplen los criterios de linealidad, exactitud y precision en el rango de 80,0-120,0%

para el componente principal, se confirma el rango de ensayo.
4.1.6.- Limite de cuantificacion y limite de deteccién

El limite de cuantificacion (QL) es la cantidad mas baja de analito en una muestra, que puede

determinarse cuantitativamente con un nivel adecuado de precision y exactitud.
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El limite de deteccion (DL) de un metodo analitico individual es la cantidad més baja de analito
en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada como un valor
exacto.

ElI DL y QL se pueden calcular de varias maneras, De la relacion sefial/ruido. La varianza de la
sefial analitica aumenta con la disminucion del nivel de concentracion a determinar. Por lo
general, la variacion de la sefial analitica cambia con el tiempo, la instrumentacién, el analizador
y las condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura). Por lo tanto, es dificil establecer
limites fijos para DL y QL, pero es una buena préactica de laboratorio Hacer una estimacion
aproximada del DL durante el desarrollo del método, por ejemplo, probando el rendimiento en
diferentes instrumentos que se aplican tipicamente en los diferentes laboratorios donde se

transferira el método.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE -»F 7% - UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =2 DESANTA MARIA

CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo fue realizado en los laboratorios de la Universidad Catdlica de Santa Maria,
en el pabellon H-103 y H-104.

2. MATERIALES

2.1. MUESTRAS

Se selecciond 6 diferentes productos de té verde en bolsas filtrantes comercializados en la ciudad
de Arequipa que contengan Camelia sinensis L. a cada muestra se le asigné un cadigo (A, B, C,
D, E y F), con el objetivo de diferenciarlas, en la Tabla N° 3 muestra los 6 productos adquiridos.
Se tomaron 3 lotes de cada muestra y se enumeraron del 1 al 3. Asi tenemos por ejemplo para el
producto A se codificaron los lotes Al, A2 y A3 como se muestra en la figura 6; esto se aplico
para los 6 productos para un total de 18 lotes.

f N
Lote Al
\ _J
f N
[ Producto A ] Lote A2
\ _J
4 N
Lote A3
\ _J

Figura 6: Codificacion de lotes
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Tabla N° 3: Muestras de Té Verde

Muestra Marca Lote

Al Balanze 111113
A2 Balanze 134139
A3 Balanze 165119
Bl Schagreen 200116
B2 Schagreen 020115
B3 Schagreen 250615
C1 Sunka 254151
C2 Sunka 090161
C3 Sunka 308151
D1 Hornimans 030216
D2 Hornimans 170316
D3 Hornimans 030616
El Wawasana 181274
E2 Wawasana 111124
E3 Wawasana 132153
F1 Hoja selecta 260716
F2 Hoja selecta 031115
F3 Hoja selecta 150815

Fuente: Elaboracién propia
2.2. EQUIPOS Y APARATOS

. Sistema de HPLC LaChrom

o Detector: MERCK HITACHI UV L-7400

. Bomba: MERCK HITACHI UV L-7100

o Interface: MERCK HITACHI UV L-7000

o Columna: Chromolith Performance RP 18 —(100X4.6mm)
. Software: EZChrom Elite

o Balanza analitica (Sartorius)

o Vortex
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o Estufa (Thermo Scientific Cimarec)

o Potenciometro (Titranto 808 Methohm)
o Bafo de ultrasonido (J.P. Selecta)

o Purificador (EASYPURE I1)

2.3. REACTIVOS

o Estandar de catequinas (epicatequinas, epicatequina galato, epigalocatequina y la
epigalocatequina galato) Nacalai 83.4%

o Acetonitrilo grado HPLC (J T Baker)

o Metanol Merck

. Acido acético glacial

. Acetato de sodio trihidratado Merck

o Agua calidad ultra pura
2.4. MATERIALES DE LABORATORIO

o Beakers de 50 mL, 100mL y 500mL

. Matraces de 100mL

. Equipo de filtracion al vacio.

o Fiolas de 2 mL, 10 mL, 100 mL y 500 mL
J Probetas de 100 mL

. Bagetas

. Embudos
2.5. OTROS MATERIALES

o Filtros de jeringa de 100 mm 0.22 um ANOTOP

o Filtro de membrana de 0.45 um MILIPORE

o Jeringa de inyeccion de 100 pL para HPLC HAMILTON

o Jeringas descartables de 3

o Micro pipeta automatica de 20-200 pL y 200 — 1000 uL, BRAND
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3. METODOS

3.1.-RECOLECCION DE LA MUESTRA

Las muestras fueron adquiridas durante el periodo abril del 2016 a agosto del 2016 de diferentes
supermercados en la ciudad de Arequipa; se utilizaron productos filtrantes a base de Camelia

Sinensis L.

3.2-TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Como las catequinas son fotosensibles, la preparacion de la muestra se llevo a cabo en un entorno
de trabajo donde la iluminacion fue tenue. Un peso exacto (0,25 £ 0,01 g) de la muestra de té
verde se coloc6 individualmente en un volumen de 80 mL de agua a diferentes temperaturas y se
incubo a diferentes tiempos.

Después de enfriar, cada solucion de muestra fue filtrada a traves de papel filtro medio (No. 1) y
lento (No.5) respectivamente. Las soluciones de lavado, filtrado se transfirieron a un matraz
aforado (100 ml). Inmediatamente, un volumen apropiado (10,0 ml) del extracto de agua de té se
filtr6 a través de un 0,45 um filtro de membrana de celulosa desechable y se inyectd en la HPLC

(en las condiciones operativas optimas) a 210 nm del detector UV.

4.- ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

El andlisis cuantitativo de las muestras recolectadas se realiz6 por HPLC usando un sistema de

gradiente en fase reversa, con deteccion UV.

4.1 FUNDAMENTO

Cromatografia en fase reversa

La cromatografia de fase reversa es el término utilizado para describir el estado en el que la fase
estacionaria es menos polar que la fase movil. El octadecilsilano unido quimicamente (ODS), un
n-alcano con 18 atomos carbonos, es la fase de estacionaria mas frecuentemente usada. C8 y
cadenas alquilo mas cortas y también grupos ciclohexilo y fenilo proporcionan otras alternativas.

Los grupos fenilo son mas polares que los grupos alquilo. El agua se describe a menudo como el
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medio de elucion més fuerte para la cromatografia, pero de hecho esto solo es cierto para los
procesos de adsorcion. El agua puede interactuar fuertemente con los centros activos en silice y
alimina, de modo que la adsorcidn de moléculas de muestra se vuelve altamente restringida y se
eluye rapidamente como resultado. Exactamente lo contrario se aplica en sistemas de fase
inversa: el agua no puede humedecer los grupos alquilo no polares (hidrofébicos repelentes de
agua) y no interactta con ellos de ninguna manera. Por lo tanto, es la fase movil més débil de
todos y da la velocidad de elucidén de muestra méas lenta. Cuanto mayor es la cantidad de agua en
el eluyente, mas largo es el tiempo de retencion. Los compuestos de muestra son mejor retenidos
por la superficie de fase inversa, son menos solubles en agua (es decir, mas no polares). La
retencion disminuye en el orden siguiente: dipolos inducidos alifaticos (por ejemplo, CCl4)>
dipolos permanentes (por ejemplo, CHCI3)> bases de Lewis débiles (éteres, aldehidos, cetonas)>
bases de Lewis fuertes (aminas)> acidos de Lewis débiles (alcoholes, > Acidos de Lewis fuertes
(&cidos carboxilicos).

Ademas, el tiempo de retencion aumenta a medida que aumenta el nimero de 4&tomos de carbono.
Como regla general, la retencion aumenta con el aumento del area de contacto entre la molécula
de muestra y la fase estacionaria, es decir, con un numero creciente de moléculas de agua que se
liberan durante la "adsorcion" de un compuesto. Los compuestos de cadena ramificada se eluyen

mas rapidamente que sus isomeros normales correspondientes.*

4.2. PROCEDIMIENTO

Condiciones cromatogréficas:
Equipo: Cromatografo liquido de alta resolucion
Columna: Chromolith RP-18 (100 x 4.6 mm)
Sistema: Gradiente
Fase movil: Acetonitrilo:Buffer acetato (1.0 mM Acido Acético, 1.0 mM Acetato de
Sodio en Agua, pH=4.5)
Detector: UV, 210 nm
Velocidad de flujo: 1.7 mL/minuto
Volumen de inyeccién: 20 puL

Tiempo de corrida: 14 minutos aproximadamente
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Durante el andlisis fue necesario realizar una serie de pruebas donde se probaron diferentes
proporciones de disolventes, diferentes tiempos y diferente velocidad de flujo, para asi optimizar
la gradiente de forma que permita una buena separacion de los compuestos. Se utilizd un sistema
de gradiente con una fase movil “A” (acetonitrilo) y fase mévil “B” (buffer acetato) a una

velocidad de flujo de 1.7 mL/min.

Preparacion de la fase movil:

Para preparar 1L de fase movil se pesaron 46,67 mg de Acetato de Sodio Trihdratado se procedio
agregar agua y luego de disolucion se agreg6 9,1mL de Acido Acético Glacial luego de lo cual se
procedi6 a enrazar.

Para el otro reservorio se desgasifico el acetonitrilo pasandolo primero por una bomba al vacio y

luego dejandolo 10 minutos en el sonicador.

Preparacién estandar

La solucién stock del estandar de las catequinas (epicatequina, epicatequina galato,
epigalocatequina y epigalocatequina galato) fue preparada disolviendo la mezcla a la
concentracion de 1.0 mg/mL. La solucion stock fue preparada en una mezcla de metanol-agua
(50/50, v/v) y se conservo a -20°C.

5.- VALIDACION

De acuerdo con los criterios mencionados sobre los requerimientos de una validacion, se
evaluaron los siguientes pardmetros: linealidad, precision, exactitud; los criterios de aceptacion

segun la ICH se muestran en resumen a continuacion en la Tabla N°4.
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Tabla N°4: Parametros evaluados en la validacion

Criterios de aceptacion
Linealidad Coeficiente de correlacion no menos de 0,99
Precision
-Repetibilidad RSD no més de 2,0% para valoracién de producto.
-Precision Intermedia RSD no mas de 3,0% para valoracién de producto.
Exactitud Recuperacion media de 98,0%-102,0% para valoracién de
producto.

Fuente: Elaboracion Propia segun ICH

5.1.- LINEALIDAD

La linealidad sirve para hallar la proporcionalidad entre la concentracion de un analito y su
respectiva respuesta medida en area.

Preparacion de la curva de calibracion

Se preparo6 una solucion stock con el estandar con metanol:agua (50:50) hasta su completa
disolucion. A partir de esta solucion se tomaron alicuotas de 20, 40, 80, 160 y 320 uL, llevando
cada una de ellas a fiolas de 10 mL, enrasandolas con agua ultrapura, obteniendo concentraciones
de 1.67, 3.34, 6.67, 13.34 y 26.69 mg/L de catequinas totales respectivamente. Se pasoé por filtros

Anotop y se procedio a inyectar por triplicado.

Ecuacidn de la Recta:

y=bx+a

Donde:

x: Concentracion de analito

y: Valor de la respuesta en area de pico cromatogréafico

b: Valor de la pendiente de la recta
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(Y]

a: Valor del intercepto de la recta con el eje “y

Foérmulas para hallar “b”

ny_Zﬁgy

522 - B

Férmulas para hallar “a”

_Xy—bXx
g=2Y " Pax

n

Interpretacion Estadistica de la Regresion Lineal:
a. Coeficiente de correlacion “r”’: El coeficiente de correlacion “r”, refleja el grado de
relacion o ligazén entre las variables x (concentracion), e y (respuesta).
e Test de hipotesis para el coeficiente de correlacion “r”:
Ho: r es diferente de 1
Criterio de aceptacion: r no debe ser significativamente diferente de 1
Formulas para hallar “r”:
Av nYxy - X&)
ynXx2— (Z04H/nXy? - (Xy)?

e Coeficiente de determinacion: Es el cuadrado del coeficiente de correlacion

“r”, e indica la proporcion de la varianza total de “y”’.

e Test de hipotesis para demostrar regresién en funcion del coeficiente de
correlacion “r”’:

Ho = No hay correlacion entre x e y

Criterio de aceptacion: Si el valor “t” obtenido es mayor que el “t” de la tabla,
calculado para (n — 2) grados de libertad y un nivel de significacion del 95%
(probabilidad, p = 0.05), entonces si hay correlacion entre x e y. Formula para
hallar “t”:

Iy =2
Ja-r9
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5.2.-PRECISION:

Este parametro expresa la medida de dispersion alrededor de un valor medio, entre una
serie de medidas multiples de alicuotas a partir de una muestra.
La precision de un método analitico se expresa generalmente como el coeficiente de variacion
(CV) o desviacion estandar relativa (RSD) de una serie de medidas y se calcula

matematicamente de la siguiente manera:

CV =—=%100

xRl Q

¢ Repetibilidad: Se evaluaron 3 diferentes concentraciones del estandar por triplicado; este

procedimiento se realizé por un mismo analista, dia e instrumento.

e Precision intermedia: El objetivo de este pardmetro es determinar la variabilidad del
método, donde la preparacion del estandar se desarrollé en condiciones diferentes (analista,

dia), siguiendo el mismo procedimiento.

Esta operacion se realizo con la preparacion de muestras en 3 dias diferentes y se procedio a

la determinacion del coeficiente de variacion o la desviacion estandar relativa.

Criterios de Aceptacion:
Desviacion Estandar Relativa:
Repetibilidad RSD < 2%
Precision intermedia RSD < 3%

5.3.- EXACTITUD: La exactitud es el parametro que mide el grado de concordancia entre los
valores obtenidos y el valor verdadero. La exactitud se expresa mediante el porcentaje de
recuperacion dada por la cantidad valorada con respecto a la cantidad conocida.

Preparacion:
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Para el desarrollo de este pardmetro se procedio a elaborar tres tipos de soluciones las

cuales independientemente cada una debe contener lo siguiente:

e  Preparacion de la solucion estandar:

Preparar una solucién equivalente a 6.67 ppm de catequinas totales a partir de la solucién

madre del estandar. Filtrar e inyectar al HPLC.

e Preparacion de la solucion muestra:

Pesar el equivalente a 250 mg de la muestra y desarrollar el procedimiento descrito

anteriormente. Filtrar e inyectar al HPLC.

e  Preparacion de la solucién muestra enriquecida:

Pesar el equivalente a 250 mg de la muestra, adicionar 80 pL de la solucidn estandar
madre para enriquecer y desarrollar el procedimiento descrito anteriormente. Filtrar e
inyectar al HPLC.

6.- ANALISIS DE MUESTRAS

Luego que se validd el método y se observo que cumple con los parametros establecidos se
procedid a analizar las muestras, para esto se identifico las marcas y lotes y se tomaron
muestras representativas. Se procedio a pesar aproximadamente 0,25 g de una mezcla
homogénea de muestra y se hicieron las respectivas diluciones, mencionadas en el

tratamiento de muestra, para poder inyectar al HPLC.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

1.-TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tiempo de infusion utilizado en las muestras fue de 10 minutos con agua ultrapura a 80°C.

2.-GRADIENTE CROMATOGRAFICA

En la Tabla N° 5 se observa las diferentes proporciones por las cuales pasa nuestra gradiente;
donde los compuestos mas hidrofilicos eluiran a mayor concentracion de agua, mientras que los

compuestos mas hidrofobicos eluiran a concentraciones elevadas de acetonitrilo.

Tabla N° 5: Gradiente
Tiempo (min) Acetonitrilo (%) Buffer (%) Flujo (mL/min)
0 12 88 0.7
9 21 79 0.7
14 60 40 0.7

Fuente: Elaboracion propia

El presente trabajo tiene como finalidad proporcionar una técnica que permita evaluar el
contenido de catequinas en productos comerciales de té verde, para la determinacion cuantitativa
de catequinas se propone validar un método analitico por HPLC.

La longitud de onda a la cual se trabajo fue de 210 nm, que resulto 6ptima para la deteccion de
los analitos de interés*®; se utilizé una fase estacionaria RP-18, octadecilsilano unido
guimicamente a microparticulas de silice, disefiada para cromatografia en fase reversa y de las
fases probadas se utiliz6 la que daba més resolucién en gradiente antes mencionada.
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3.-PARAMETROS PARA LA VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

Se evaluaron los siguientes parametros: selectividad, linealidad, precision y exactitud.

Linealidad:

La linealidad es la proporcionalidad entre la concentracion de un analito y su respectiva

respuesta.

Para el desarrollo de este parametro fue necesario elaborar una curva de calibracion para
cada una de las 4 catequinas, para lo cual se prepararon 5 concentraciones de cada una y
luego fueron procesadas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) por

triplicado, hallando los datos de las Tablas mostradas en anexos.

En la Tabla de la epigalocatequina se observan las areas promedio correspondientes a las
concentraciones de calibracion, asi mismo se obtuvieron coeficientes de variacion
porcentual para la epigalocatequina.

El valor r = 1 indica una correlacion lineal y r = 0 la no correlacion entre X e Y. En la
practica, r es generalmente mayor de 0,99 y los valores menores de 0,90 son raros.

En la Figura 7 se observa el grafico de calibracién correspondiente a los datos de la Tabla
de la epigalocatequina, donde se presenta un coeficiente de correlacion lineal r? de 0.9925.
Para que un método analitico sea considerado lineal el coeficiente de correlacion r? debe
ser mayor a 0.99 segun la ICH, en el presente trabajo se obtuvo un valor superior a los
establecido concluyendo que existe una correlacion lineal entre el analito y su respuesta.
Para evaluar la linealidad se prepararon 5 soluciones de concentracién de 0.26, 0.52, 1.04,
2.08, 4.16 mg/L (Figura 7). En la Tabla de la epigalocatequina figuran los resultados de 3

mediciones y el promedio de las correspondientes mediciones.
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Figura 7: Curva de calibracion de la epigalocatequina

Para evaluar la linealidad de la epicatequina se prepararon 5 soluciones de concentracién
de 0.24, 0.48, 0.96, 1.92, 3.84 mg/L (Figura 8). Los valores de las areas, el promedio, la
desviacion estandar o varianza y coeficiente de variacion porcentual se observan en la

tabla de la epicatequina.
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Figura 8: Curva de calibracion de la epicatequina
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En la tabla de la epigalocatequina galato se observan el promedio, la varianza y la variacion
porcentual de 5 concentraciones diferentes del estandar de epigalocatequina galato. En la figura 9

tenemos la curva de calibracion que nos da un r? de 0.9958.
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6000000
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2000000

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figura 9: Curva de calibracién de la epigalocatequina galato

Por ultimo, tenemos la curva de calibracién de la epicatequina galato (Figura 10) obtenida al
analizar 5 concentraciones que se encuentran en la tabla de la epicatequina galato junto con todos

los pardmetros necesarios para calcular el coeficiente de correlacion lineal.
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Figura 10: Curva de calibracion de la epicatequina galato
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Precision

Se expresa matematicamente como la desviacion estandar estimada analiticamente por s 0 més
comunmente como la desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion (CV). La
precision debe medirse en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo dia, mismo
instrumento) y en condiciones reproducibles (diferente analista, diferente dia, diferente

instrumento.

-Repetibilidad

Se realiz6 3 medidas a partir de las preparaciones de estandares de 3 diferentes concentraciones
para cada catequina, para asi determinar el grado concordancia entre ellas.
En la Tabla 6, se puede observar el CV para las areas menores de 2% los cuales son aceptados

por la ICH, por lo que podemaos afirmar que la precision del sistema es adecuada.

Tabla 6: Repetibilidad de epigalocatequina

Repeticion | Concentracion | Area promedio SD Ccv
1 0.52 235990
2 0.52 231513 |231486.333 |4517.059 |1.951
3 0.52 226956
1 1.04 563634
2 1.04 575426 567801 6612.952 |1.165
3 1.04 564343
1 2.08 1122819
2 2.08 1129192 |1127220.67 |3818.857 |0.339
3 2.08 1129651

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 7, vemos también que los CV para las 3 diferentes concentraciones son menores de
2%, de acuerdo a lo aceptado por la ICH podemos decir que la precision del sistema también es
adecuada.
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Tabla 7: Repetibilidad de epigalocatequina galato

Repeticion | Concentracion | Area promedio SD Ccv
1 2.04 191286
2 2.04 186499 189864 2925.795 |1.541
3 2.04 191807
1 4.08 419983
2 4.08 417858 420853 3511.777 |0.834
3 4.08 424718
1 8.16 831637
2 8.16 844546 844081.667 |12219.119 |1.448
3 8.16 856062

Fuente: Elaboracién propia
La repetibilidad de la epicatequina y la epicatequina galato se muestran en las tablas 8 y 9
respectivamente. Al ver el coeficiente de variacion porcentual podemos ver que cumple con el

parametro de repetibilidad.

Tabla 8: Repetibilidad de epicatequina

Repeticion | Concentracion | Area promedio SD Ccv
1 0.28 898628
2 0.28 873414 892252.667 |16596.309 |1.860
3 0.28 904716
1 0.56 2370837
2 0.56 2445757 | 2424121.67 |46416.719 |1.915
3 0.56 2455771
1 1.12 4939873
2 1.12 5129792 |5034204.33 |94965.733 |1.886
3 1.12 5032948

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 9: Repetibilidad de epicatequina galato

Repeticion | Concentracion | Area promedio SD Ccv
1 0.48 230169
2 0.48 234877 232813.333 [2407.114 |1.034
3 0.48 233394
1 0.96 597490
2 0.96 609808 607918.333 |9623.664 |1.583
3 0.96 616457
1 1.92 1271029
2 1.92 1296693 | 1293404 20925.266 |1.618
3 1.92 1312490

Fuente: Elaboracién propia

-Precision intermedia

Se procedio a determinar la respuesta de 3 diferentes concentraciones en 3 dias diferentes.
Las Tablas 10, 11, 12 y 13 muestran los resultados para la precision intermedia de

epigalocatequina, epicatequina, epigalocatequina galato y epicatequina galato respectivamente.

El coeficiente de variacion porcentual para las 4 catequinas cumple el criterio de aceptacion (CV
promedio de 1.135% para la epigalocatequina; CV promedio de 1.089% para la epicatequina; CV
promedio de 1.795% para la epigalocatequina galato; y CV promedio de 1.356% para la
epicatequina galato) por lo que podemos decir que nuestro método es preciso ya que todos los

CV se encuentran por debajo de la especificacion de 3%.
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Tabla 10: Precision intermedia de epigalocatequina

Fuente: Elaboracion propia

Desviacion
Concentracion | Area estandar Promedio Ccv
0.52 532481
0.52 537261 2469.709 |535230.333 |0.461
0.52 535949
1.04 1096084
1.04 1068367 |20106.406 |1073815.000 |1.872
1.04 1056994
2.08 2381205
2.08 2330758 |25275.602 |2355045.000 |[1.073
2.08 2353172
Tabla 11: Precision intermedia de epicatequina
Desviacion
Concentracion | Area estandar Promedio CVv
0.28 263397
0.28 269559 4359.051 [268258.333 |1.625
0.28 271819
0.56 543152
0.56 550217 5347.920 |549002.667 |0.974
0.56 553639
1.12 1160148
1.12 1157202 |7783.045 |1163087.333 |0.669
1.12 1171912

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 12: Precision intermedia de epigalocatequina galato

Desviacion
Concentracion | Area estandar Promedio Cv
2.04 1926691
2.04 2002470 |37894.954 |1964209.333 1.929
2.04 1963467
4.08 4304702
4.08 4375000 |69472.641 |4305253.333 1.614
4.08 4236058
8.16 10858349
8.16 10471015 |196133.505 |10646780.000 |1.842
8.16 10610976

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 13: Precision intermedia de epicatequina galato

Desviacion
Concentracion | Area estandar Promedio cv
0.48 379181
0.48 386668 6261.478 |385822.333 |1.623
0.48 391618
0.96 799971
0.96 826758 13529.761 |812258.667 |1.666
0.96 810047
1.92 1931542
1.92 1902047 |14933.850 |1918152.333 [0.779
1.92 1920868

Fuente: Elaboracion propia
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Exactitud

La exactitud es el parametro que indica, que tan préximo se encuentra el valor medido al valor
verdadero, este parametro se expresa mediante el porcentaje de recuperacion.

Para la determinacion de este parametro se prepar6 un total de 9 soluciones a analizar (solucion
estandar (St), muestra (M) y muestra enriquecida (ME)) para cada una de las catequinas, l0s
resultados se muestran en las Tablas 14, 15, 16 y 17, ademas se expresa la exactitud como

porcentaje de recuperacion (%REC)

Tabla 14: Porcentaje de recuperacion de epigalocatequina

Muestra +
EGC Estandar Muestra | Estandar %REC
1 656484 1671613 | 2320734 98.878
2 670200 1674323 2334523 98.508
3 679618 1678425 |2356899 99.832
prom 668767.333 | 1674787 |2337385.333 [99.073
desv st 11633.352 | 3429.622 |18251.617 0.683
DSR 1.740 0.205 0.781 0.689

Fuente: Elaboracion propia

De los resultados obtenidos en la Tabla 14 para la epigalocatequina podemos ver que se cumple
con la especificacion de la ICH tanto para cada valor individual como para el promedio del
porcentaje de recuperacion.

En la Tabla 15 se puede ver gque los valores de porcentaje de recuperacion para la epicatequina
estan por debajo del especificado, por lo que sugiere trabajar en este caso con un estandar
individual para obtener mejores valores de recuperacién y asi poder cumplir con las

especificaciones de exactitud.
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Tabla 15: Porcentaje de recuperacion de epicatequina

Muestra +
EC Estandar Muestra estandar %REC
1 355328 442542 781374 95.358
2 357508 447384 786892 94.965
3 357307 444772 785000 95.220
Prom 356714.333 |444899.333 |784422 95.181
desv st 1204.799 2423.510 2804.041 ]0.199
DSR 0.338 0.545 0.357 0.209

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 16 tenemos valores de porcentaje de recuperacion para la epigalocatequina galato por

encima del 100% pero siguen estando en el margen de aceptacion segun la ICH.

Tabla 16: Porcentaje de recuperacion de epigalocatequina galato

Muestra +

EGCG Estandar Muestra estandar %REC
1 2535684 2379676  |4953597 |101.508
2 2519329 2362436 4921765 101.588
3 2487414 2349423 4869080 |101.296
prom 2514142.333 |2363845 4914814 101.464
desv st 24549.427 15175.637 |42685.104 |0.151
DSR 0.976 0.642 0.868 0.148

Fuente: Elaboracion propia
Por ultimo tenemos expresados en porcentaje los valores de recuperacion de la epicatequina

galato en la Tabla 17. Estos valores cumplen con las especificaciones dadas por la ICH por que

podemos decir que el método es exacto.
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Tabla 17: Porcentaje de recuperacion de epicatequina galato

Muestra +
ECG Estandar Muestra estandar %REC
1 451644 543431 993842 99.727
2 456178 543641 999719 99.978
3 458827 542922 994232 98.362
Prom 455549.667 |543331.333 | 995931 99.356
desv st 3632.489 369.717 3286.295 |0.870
DSR 0.797 0.068 0.330 0.875

Fuente: Elaboracion propia

4.-ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Los resultados de la concentracién de catequinas de los diferentes productos son detallados en las
tablas que se presentaran a continuacién, el calculo de las concentraciones fue realizado tomando
como relacion la concentracion de estandar conocida y el area del pico de cada muestra.

En la Tabla 48 se muestra los resultados de Epigalocatequina (EGC) de las 6 marcas analizadas;
con los siguientes datos; pesos tomados, tiempos de retencién y areas correspondientes. De cada
marca se pudo obtener 3 diferentes lotes, a los que se analiz6 3 veces, con un total de 9

inyecciones.

Tabla N° 18: Resultado mg/g de epigalocatequina

Muestra | Peso (g) Area tR | Concentracion | Promedio| DS Ccv
Lote Al 1 0.2503 | 1025209 | 4.13 52.32 52.10 0.26 | 0.50

2 0.2502 | 1021904 | 4.02 52.16
3 0.2499 | 1014112 | 3.99 51.81
Lote A2 1 0.2504 | 1045377 | 3.96 53.38 52.02 1.26 2.42
Continua
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2 0.2501 | 1014015 | 3.98 51.76
3 0.2498 996918 | 3.97 50.91

Lote A3 1 0.2501 617576 | 3.95 30.50 38.30 7.74 | 20.21
2 0.2504 907228 | 4.06 45.98
3 0.2502 765856 | 3.99 38.44

Lote B1 1 0.2506 | 1779028 4 92.61 91.92 0.61 0.66
2 0.2504 | 1760881 | 3.88 91.71
3 0.2503 | 1755194 | 3.91 91.45

Lote B2 1 0.2507 | 2066993 | 3.9 107.98 106.11 1.73 1.63
2 0.2505 | 2001445 | 3.92 104.56
3 0.2506 | 2025313 | 3.86 105.80

Lote B3 1 0.2503 | 1880078 | 3.86 98.14 100.25 | 1.84 1.83
2 0.2505 | 1943643 | 3.87 101.47
3 0.2502 | 1935566 | 3.93 101.15

Lote C1 1 0.2502 | 1917128 | 3.95 100.17 101.61 1.72 1.69
2 0.2505 | 1981835 | 4.04 103.51
3 0.2503 | 1936196 | 3.99 101.15

Lote C2 1 0.2505 | 1923514 | 4.02 100.39 101.12 | 3.15 | 3.12
2 0.2504 | 1885567 | 3.93 98.39
3 0.2508 | 2004038 | 3.92 104.57

Lote C3 1 0.2503 | 1723828 | 3.88 89.76 92.30 457 | 4.95
2 0.2504 | 1870178 | 3.91 97.57
3 0.2503 | 1720037 | 3.94 89.56

Lote D1 1 0.2505 822771 | 3.87 41.44 41.64 0.43 1.03
2 0.2504 835324 | 3.94 42.13
3 0.2502 820066 | 3.92 41.34

Lote D2 1 0.2504 | 1326078 | 3.84 68.42 61.27 6.81 | 11.12
2 0.2500 | 1071236 | 4.11 54.85
3 0.2502 | 1178317 | 4.12 60.55

Lote D3 1 0.2503 733992 | 3.89 36.71 30.36 599 | 19.73

/ Continua
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2 0.2504 512194 | 3.97 24.81
3 0.2502 600130 | 3.92 29.55

Lote E1 1 0.2502 861258 | 4.09 43.55 43.91 0.89 2.04
2 0.2504 856348 | 3.95 43.25
3 0.2505 887966 | 3.94 44,93

Lote E2 1 0.2505 847142 | 3.92 42.74 47.00 4.01 8.53
2 0.2506 996104 | 3.93 50.70
3 0.2505 936900 | 3.93 47.55

Lote E3 1 0.2500 | 1053934 | 3.92 53.92 55.27 1.30 2.36
2 0.2504 | 1104096 | 3.91 56.53
3 0.2503 | 1081887 | 3.9 55.36

Lote F1 1 0.2501 940536 | 3.98 47.82 49.29 1.97 4.00
2 0.2503 | 1010430 | 3.98 51.53
3 0.2500 953041 | 3.98 48.51

Lote F2 1 0.2502 803436 | 3.88 40.45 38.95 1.37 3.52
2 0.2505 754086 | 3.84 37.76
3 0.2501 769352 | 3.91 38.64

Lote F3 1 0.2502 | 1746136 4 91.00 93.87 2.49 2.65
2 0.2503 | 1829075 | 4.03 95.41
3 0.2503 | 1825276 | 4.05 95.20

Fuente: Elaboracién Propia

Una vez obtenido el resultado del contenido de epigalocatequina se procedié a evaluar
estadisticamente; uno de los criterios a evaluar fue la RSD, obteniendo para los lotes del producto
A; lote A1, A2y A3 un RSD de 0.50, 2.42 y 20.21% respectivamente, estos valores muestran que
no hay homogeneidad en el grupo debido a que el criterio de aceptacion es mayor al 2%,
seguidamente se opta por realizar un ANOVA.

La Tabla 19 muestra la prueba F de Fisher donde se obtiene un F calculado de 9.215 mayor al F
tablas indicando que existe diferencia significativa, corroborado por el test de probabilidad 0.015
menor a 0.05.
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Tabla 19: ANOVA para producto A

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  378.315722 2 189.157861 9.21483486 0.01481498

Dentro de los
grupos 123.16522 6 20.5275367

Total 501.480942 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 11 se muestra graficamente la dispersion de los datos para cada lote, el valor minimo
para este producto fue de 30.497 mg/cap. y el valor maximo fue de 53.380 mg/cap., no hay

semejanza con relacion a los tres lotes Al, A2 y A3.

20 Muestra A

60

40
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Figura 11: Diagrama de cajas y bigotes del producto A

En la Tabla 20 se observa el analisis ANOVA para el producto B, para este producto en la prueba
F de Fisher se obtuvo un F calculado de 67.753 mayor al F tablas indicando asi la diferencia
existente en este producto, estadisticamente este resultado se comprobd en el test de probabilidad
obteniendo un valor menor a 0.05 concluyendo asi la diferencia estadisticamente significativa en

este producto.
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Tabla 20: ANOVA para producto B

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  305.079942 2 152.539971 67.7534853 7.6229E-05
Dentro de los
grupos 13.50838 6 2.25139667
Total 318.588322 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 12 se detalla graficamente el resultado promedio de los lotes B1, B2 y B3 teniendo
como valor minimo de este producto la concentracion de 91.446 mg/g y valor maximo hallado la

concentracion de 107.945 mg/g.
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Figura 12: Diagrama de cajas y bigotes del producto B

En la Tabla 21 se observa el analisis ANOVA para el producto C, para este producto en la prueba
F de Fisher se obtuvo un F calculado de 7.318 mayor al F tablas indicando asi la diferencia
existente en este producto, estadisticamente este resultado se comprobd en el test de probabilidad
obteniendo un valor menor a 0.05 concluyendo asi la diferencia estadisticamente significativa en

este producto.
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Tabla 21: ANOVA para producto C

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  164.685633 2 82.3428167 7.31826138 0.02457787
Dentro de los

grupos 67.5101468 6 11.2516911

Total 232.19578 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 13 graficamente se observa, que en el lote C1 no hay una dispersion significativa
con relacién a su mediana obtenida en el analisis, el lote C2 y C3 muestra alguna variabilidad, al
observar los datos obtenidos de los tres grupos de estudio se infiere que no hay relacion entre
estos lotes.
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Figura 13: Diagrama de cajas y bigotes del producto C

La Figura 14 muestra graficamente, la dispersion de datos y la relacién existente de los tres lotes.
La dispersion del lote D1 es baja en comparacion con la de los otros 2 lotes.
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Figura 14: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto D

En la Tabla 22 se observa el analisis ANOVA para el producto D, para este producto en la prueba
F de Fisher se obtuvo un F calculado de 26.714 mayor al F tablas indicando asi que existe una
diferencia en este producto, estadisticamente este resultado se comprobd en el test de
probabilidad se obtuvo un valor de 0.001 concluyendo asi que existe una diferencia

estadisticamente significativa en este producto.

Tabla 22: ANOVA para producto D

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  1468.64662 2 734.323311 26.7145148 0.0010291
Dentro de los

grupos 164.926816 6 27.4878027

Total 1633.57344 8

Fuente: Elaboracion propia
En la Tabla 23 se observa el analisis ANOVA para el producto E, para este producto en la prueba

F de Fisher, se obtuvo un F calculado de 16.732 mayor al F tablas indicando asi que existe una

diferencia en este producto, estadisticamente este resultado se comprob6 en el test de
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probabilidad obteniendo un valor menor a 0.05 concluyendo asi que no existe una diferencia

estadisticamente significativa en este producto.

Tabla 23: ANOVA para producto E

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  206.987943 2 103.493972 16.7324276 0.00351417
Dentro de los

grupos 37.111401 6 6.1852335

Total 244.099344 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 15 se muestra el grafico de caja y bigotes del producto E, se observa que no hay
relacion entre los lotes, la mediana obtenida en el lote E1 fue de 43.551 mg/g, para el lote E2 fue
de 47.549 mg/g, mientras que el del lote E3 fue de 55.358 mg/g existiendo una gran variabilidad

entre ambos lotes.
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Figura 15: Diagrama de cajas y bigotes del producto E
En la Tabla 24 se observa el analisis ANOVA para el producto F, para este producto en la prueba

F de Fisher, se obtuvo un F calculado de 640.613 mayor al F tablas indicando asi que existe una

diferencia en este producto, estadisticamente este resultado se comprob6 en el test de
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probabilidad obteniendo un valor menor a 0.05 concluyendo asi que existe una diferencia

estadisticamente significativa en este producto.

Tabla 24: ANOVA para producto F

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  5110.47648 2 2555.23824 640.61276 1.0127E-07
Dentro de los
grupos 23.9324447 6 3.98874078
Total 5134.40892 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 16 se representa graficamente el resultado del analisis del producto F, se puede
observar la dispersion de los datos, asi como la variabilidad existente del lote F3 frente a los lotes
FlyF2.
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Figura 16: Diagrama de cajas y bigotes del producto F

Luego se procedid a hacer una comparacion entre todas las marcas de té verde analizadas para asi
poder estadisticamente saber si existe diferencia entre los valores de catequinas en cada una de
ellas.

En la figura 17 podemos ver graficamente el valor de epigalocatequina para cada uno de los lotes.
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Figura 17: Cantidad de Epigalocatequina en las muestras
El andlisis de varianza realizado nos da valores del estadistico F de 9.33, el cual es mucho mayor
al valor de F critico por que podemos decir que hay una diferencia significativa lo que

comprobamos con el valor de probabilidad que podemos observar en la Tabla 25.

Tabla 25: ANOVA entre lotes de Epigalocatequina

Origen de las Suma de Grados de Promedio de

variaciones cuadrados  libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 9891.84528 5 1978.36906  9.32924963 0.00080612
Dentro de los

grupos 2544.73078 12 212.060898

Total 12436.5761 17

Fuente: Elaboracion Propia

En la Tabla 26 se presentan los resultados de las areas de epicatequina (EC) obtenidos de las
corridas cromatograficas realizadas para los lotes de las 6 marcas obtenidas, cada lote por 3 veces
con un total de 9 andlisis por marca, ademas se presentan los respectivos pesos tomados para cada

analisis, tiempos de retencion, resultado promedio y desviacién estandar.
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Tabla 26: Resultado en mg/g de epicatequina

Muestra | Peso (g) | Area tR | Concentracion | Promedio | DS Ccv

Lote Al 1 0.2503 | 326644 7.6 15.73 15.06 0.73 | 4.86
2 0.2502 | 298202 | 7.46 14.28
3 0.2499 | 314990 | 7.43 15.16

Lote A2 1 0.2504 | 321191 | 7.36 15.44 14.55 0.87 | 5.98
2 0.2501 | 286931 | 7.36 13.71
3 0.2498 | 302270 | 7.31 1451

Lote A3 1 0.2501 | 308460 | 7.31 14.81 13.78 1.10 | 8.00
2 0.2504 | 265981 | 7.45 12.62
3 0.2502 | 290847 | 7.43 13.90

Lote B1 1 0.2506 | 338621 | 7.39 16.32 15.69 0.55 | 3.50
2 0.2504 | 321150 | 7.17 15.44
3 0.2503 | 318550 | 7.25 15.32

Lote B2 1 0.2507 | 390654 | 7.21 18.98 18.14 0.73 | 4.04
2 0.2505 | 364442 | 7.22 17.65
3 0.2506 | 367007 | 7.13 17.78

Lote B3 r 0.2503 | 344258 | 7.17 16.63 16.99 031 | 184
2 0.2505 | 354031 | 7.23 T
3 0.2502 | 355458 | 7.22 izl

Lote C1 1 0.2502 | 373587 | 7.37 18.14 18.26 0.12 | 0.64
2 0.2505 | 378579 | 7.52 18.38
3 0.2503 | 375727 | 7.43 18.25

Lote C2 1 0.2505 | 352004 | 7.33 17.02 17.03 0.23 | 137
2 0.2504 | 347710 | 7.29 16.80
3 0.2508 | 357322 | 7.28 17.27

Lote C3 1 0.2503 | 309294 | 7.19 14.84 15.28 0.88 | 5.76
2 0.2504 | 337772 | 7.25 16.29
3 0.2503 | 306651 | 7.27 14.71

Lote D1 1 0.2505 | 267562 | 7.21 12.69 13.07 043 | 331
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2 [ 02504 | 284018 | 728 | 1354
3 | 02502 | 272508 | 7.26 | 12.96

LoteD2 | 1 | 02504 | 367104 | 743 | 17.80 1851 | 0.84 | 452
2 | 02500 | 376589 | 7.6 1831
3 | 02502 | 398720 | 7.63 | 1943

LoteD3 | 1 | 02503 | 391577 | 7.22 | 19.06 1901 | 0.07 | 0.37
2 [ 02504 | 391413 | 731 |  19.04
3 | 02502 | 388914 | 721 | 1893

LoteEL | 1 | 02502 | 261767 | 754 | 1241 1181 | 0.92 | 7.81
2 [02504 | 250452 | 731 |  12.28
3 | 02505 | 229699 | 731 | 1075

LoteE2 | 1 | 02505 | 260347 | 7.21 | 1232 1247 | 043 | 1.05
2 | 02506 | 264944 | 7.8 | 1255
3 | 02505 | 264691 | 7.6 | 1254

LoteE3 | 1 | 02500 | 269267 | 7.19 |  12.80 91 | 012 | 094
2 [ 02504 | 274337 | 7.2 13.04
3 | 02503 | 271305 | 7.24 | 12.89

LoteF1 | 1 | 02501 | 187763 | 7.34 8.62 904 | 0.39 | 430
2 | 02508 | 202818 | 7.32 9.38
3 | 02500 | 197533 | 7.34 9.1

LoteF2 | 1 | 02502 | 264182 | 7.24 | 1253 1260 | 022 | 1.74
2 | 02505 | 262181 | 7.06 | 12.42
3 | 02501 | 270065 | 724 | 1284

LoteF3 | 1 | 02502 | 358809 | 7.43 |  17.39 1761 | 021 | 117
2 0.2503 | 364141 7.42 17.65
3 | 02503 | 366885 | 748 | 17.79

Fuente: Elaboracion Propia

Podemos observar en la Figura 18, mediante el esquema de caja y bigotes, que no existe mucha
dispersion de los tres lotes de la muestra A.
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Figura 18: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto A

En la Tabla 27 se muestra el analisis de varianza donde el valor F hallado es menor que el valor
critico por lo que podemos decir que no existe diferencia significativa entre los tres lotes de la

muestra A.

Tabla 27: ANOVA para el producto A

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  2.49493062 2 1.24746531 1.49173477 0.29793495
Dentro de los

grupos 5.01750848 6 0.83625141

Total 7.5124391 8

Fuente: Elaboracién propia

La Figura 19 muestra graficamente, la dispersion de datos y la relacion existente de los tres lotes;
ademés podemos notar la variabilidad que existe ente los 3 lotes lo que luego se comprueba con
el test de ANOVA mostrado en la tabla 28 en la que podemos ver que el valor de F es mayor al F

critico.
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Figura 19: Diagrama de cajas y bigotes del producto B

Tabla 28: ANOVA para el producto B

Promedio de
Origen de las Sumade  Grados de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad

Entre grupos 8.96852169 2 4.48426084 14.3542913 0.00516587
Dentro de los
grupos 1.87439174 6 0.31239862

Total 10.8429134 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 20 graficamente se observa, que en el lote C1 no hay una dispersion significativa
con relacién a su mediana obtenida en el analisis, el lote C2 y C3 muestra alguna variabilidad, al
observar los datos obtenidos de los tres grupos de estudio se infiere que no hay relacion entre

estos lotes.
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Figura 20: Diagrama de cajas y bigotes del producto C
En la Tabla 29 se muestra el valor de F para el producto C con el cual se puede comprobar la
variabilidad respecto a los 3 lotes de este producto.

Tabla 29: ANOVA para el producto C

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  13.4229915 2 6.71149576 23.8592895 0.00139341
Dentro de los

grupos 1.68776922 6 0.28129487

Total 15.1107607 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 22 se puede observar que el lote D3 presenta una variabilidad baja para los
resultados obtenidos en 3 lecturas, lo que no se muestra en los otros 2 lotes. La variabilidad entre
lotes es alta lo que se puede corroborar con el test de ANOVA mostrado en la Tabla 30 en el que

el valor de F hallado es mucho mayor al F critico.
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Figura 21: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto D

Tabla 30: ANOVA para el producto D

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  65.2920964 2 32.6460482 109.814822 1.8805E-05
Dentro de los

grupos 1.78369628 6 0.29728271

Total 67.0757926 8

Fuente: Elaboracién propia

Podemos ver en la Figura 22 la gran variabilidad en el lote E1 que contrasta la pequefia
variabilidad en los lotes E2 y E3, a pesar de esto el valor promedio es similar en los 3 lotes por

que se puede decir que no existe variabilidad entre lotes.
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Figura 22: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto E
En la Tabla 31 se muestra el analisis estadistico para el producto E donde el valor F obtenido es

menor al F critico por lo que se puede decir que no existe variabilidad desde el punto de vista

estadistico.

Tabla 31: ANOVA para el producto E

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  1.83791726 2 0.91895863 3.12543909 0.11747679
Dentro de los

grupos 1.76415269 6 0.29402545

Total 3.60206995 8

Fuente: Elaboracién propia

Tanto en la Figura 23 como en el resultado del analisis mostrado en la Tabla 32 se puede

comprobar la variabilidad entre los lotes del producto F.
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Figura 23: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto F
El valor de F hallado en el test de ANOVA es muchisimo mayor al F critico por lo que puede

decir que existe mucha variabilidad en este producto.

Tabla 32: ANOVA para el producto F

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  111.237055 2 55.6185273 689.386795 8.1342E-08
Dentro de los

grupos 0.48406956 6 0.08067826

Total 111.721124 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 24 observamos una representacion grafica de la cantidad de epicatequina encontrada
en cada uno de los lotes de los 6 productos analizados.
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Figura 24: Cantidad de Epicatequina en las muestras
Se procedio a realizar el analisis estadistico, los resultados se muestran en la Tabla 33 que nos
indican que la diferencia entre las muestras no es realmente significativa que que el valor de F de

2.268 es menor al F critico y el valor de la probabilidad esta ligeramente por encima de 0.05.

Tabla 33: ANOVA entre los lotes de Epicatequina

Origen _de las Suma de Grados de Promedio de = Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Entre grupos 64.0410118 5 12.8082024 2.26857229 0.11375901
Dentrodelos o7 7511707 12 5.64593089

grupos

Total 131.792182 17

Fuente: Elaboracién Propia

Continuando con el analisis de las catequinas contenidas en el te verde en la Tabla 34 se muestra
los resultados de Epigalocatequina (EGC) de las 6 marcas analizadas.
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Tabla 34: Resultado en mg/g de epigalocatequina galato

Muestra | Peso (g) | Area tR | Concentracion | Promedio| DS Ccv

Lote Al 1 0.2503 |1051580| 8.14 31.12 32.87 221 | 6.73
2 0.2502 | 1150166 | 8.005 35.36
3 0.2499 | 1074428 | 7.97 32.15

Lote A2 1 0.2504 |1168179| 7.89 36.10 31.11 543 | 17.47
2 0.2501 | 1069658 | 7.89 31.92
3 0.2498 | 915144 | 7.86 25.32

Lote A3 1 0.2501 | 692799 | 7.85 15.75 19.88 3.57 | 17.98
2 0.2504 | 839784 | 7.99 22.03
3 0.2502 | 835221 | 7.98 21.85

Lote B1 1 0.2506 |1006076| 7.93 29.13 27.77 227 | 8.17
2 0.2504 | 912621 | 7.71 25.15
3 0.2503 | 1002922 | 7.78 29.03

Lote B2 1 0.2507 |1065265| 7.76 31.65 30.58 258 | 8.44
2 0.2505 | 970888 | 7.75 27.64
3 0.2506 |1083616 | 7.66 32.45

Lote B3 1 0.2503 | 771726 | 7.71 19.12 20.35 226 | 11.11
2 0.2505 | 768335 | 7.76 18.96
3 0.2502 | 860902 | 7.74 22.95

Lote C1 1 0.2502 | 844801 | 7.9 22.26 20.58 245 | 11.89
2 0.2505 | 832094 | 8.06 21.69
3 0.2503 | 740186 | 7.97 17.77

Lote C2 1 0.2505 | 916801 | 7.87 25.32 27.32 3.66 | 13.39
2 0.2504 | 911225 | 7.83 25.09
3 0.2508 |1062815| 7.82 31.54

Lote C3 1 0.2503 | 896228 | 7.75 24.46 26.26 | 450 | 17.13
2 0.2504 | 1058068 | 7.79 31.38
3 0.2503 | 860879 | 7.81 22.94

Lote D1 1 0.2505 | 548008 | 7.72 9.53 936 | 0.16 | 1.69

Continua
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2 0.2504 | 543303 | 7.805 9.33
3 0.2502 | 540472 | 7.78 9.21

Lote D2 1 0.2504 | 791864 | 7.66 19.98 23.48 4,33 | 18.46
2 0.2500 | 841297 | 8.12 22.13
3 0.2502 | 986211 | 8.165 28.33

Lote D3 1 0.2503 | 566525 | 7.74 10.33 8.03 1.99 | 24.79
2 0.2504 | 484750 | 7.815 6.82
3 0.2502 | 487497 | 7.73 6.94

Lote E1 1 0.2502 | 822430 | 8.068 21.30 22.73 1.23 | 5.43
2 0.2504 | 873174 | 7.83 23.46
3 0.2505 | 872412 | 7.83 23.42

Lote E2 1 0.2505 | 832668 | 7.73 21.72 29.12 6.97 | 23.92
2 0.2506 | 1155952 | 7.805 35.55
3 0.2505 (1028314 | 7.77 30.10

Lote E3 1 0.2500 | 969256 | 7.71 27.62 28.24 0.59 | 2.08
2 0.2504 | 997527 | 7.73 28.79
3 0.2503 | 986450 | 7.76 28.33

Lote F1 1 0.2501 | 577671 | 7.85 10.81 11.18 1.36 | 12.14
2 0.2503 | 621610 | 7.84 12.69
3 0.2500 | 559752 | 7.86 10.05

Lote F2 1 0.2502 | 520192 | 7.77 8.34 7.30 0.93 | 12.68
2 0.2505 | 488590 | 7.69 6.98
3 0.2501 | 478925 | 7.75 6.58

Lote F3 1 0.2502 1213828 | 7.97 38.09 41.06 259 | 6.30
2 0.2503 |1324284| 7.94 42.80
3 0.2503 |1312217 8 42.29

Fuente: Elaboracion Propia
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En la Figura 25 se muestra el anélisis de caja y bigotes donde se pueden observar valores
maximos, promedio y minimos de los 3 lotes del producto A con el fin de observar la

variabilidad.
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Figura 25: Diagrama de cajas y bigotes del producto A
En la Tabla 35 se muestra los resultados del ANOVA realizado al producto A con el fin de

compara los resultados del estadistico F, dando como resultado un F mayor al critico por lo que
se puede decir que existe variabilidad.

Tabla 35: ANOVA para el producto A

Origen de las Sumade  Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  298.177078 2 149.088539 9.47514077 0.01390681
Dentro de los

grupos 94.4082264 6 15.7347044

Total 392.585305 8

Fuente: Elaboracion propia

Se puede observar en la Figura 26 que tanto el lote B1 y B2 presentan variabilidad.
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Figura 26: Diagrama de cajas y bigotes del producto B

En la Tabla 36 se ve que el valor F obtenido en el ANOVA es mayor al critico por lo que
podemos decir que existe variabilidad en los 3 lotes del producto B.

Tabla 36: ANOVA para el producto B

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  167.762229 2 83.8811144 14.875384 0.00472713
Dentro de los

grupos 33.8335256 6 5.63892094

Total 201.595754 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 27 se detalla graficamente el resultado promedio de los lotes B1, B2 y B3 teniendo
como valor minimo de este producto la concentracion de 17.770 mg/g y valor maximo hallado la
concentracion de 31.535 mg/g.
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Figura 27: Diagrama de cajas y bigotes del producto C

En la Tabla 37 se observa el analisis ANOVA para el producto C, para este producto en la prueba
F de Fisher se obtuvo un F calculado de 2.988, menor al F tablas indicando asi que no existe
diferencia significativa en este producto, estadisticamente este resultado se comprobd en el test
de probabilidad obteniendo un valor mayor a 0.05 concluyendo asi estadisticamente que la

diferencia no es significativa.

Tabla 37: ANOVA para el producto C

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  78.8718137 2 39.4359069 2.98816963 0.12574232
Dentro de los

grupos 79.1840728 6 13.1973455

Total 158.055887 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 28 se muestra el grafico de caja y bigotes del producto D, se observa que no hay
relacion entre los lotes, la mediana obtenida en el lote E1 fue de 9.328 mg/g, para el lote E2 fue
de 22.130 mg/g, mientras que el del lote E3 fue de 6.943 mg/g existiendo una gran variabilidad

entre ambos lotes.
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Figura 28: Diagrama de cajas y bigotes del producto C
La Tabla 38 muestra la prueba F de Fisher donde se obtiene un F calculado de 28.967 mayor al F
tablas indicando que existe diferencia significativa, corroborado por el test de probabilidad

0.0008 menor a 0.05.

Tabla 38: ANOVA para el producto D

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  439.825742 2 219.912871 28.9675372 0.00082649
Dentro de los

grupos 45.5502039 6 7.59170065

Total 485.375946 8

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 29 se observa una variabilidad en el lote E2 pero los valores promedios de los 3

lotes muestran poca variabilidad lo que se comprueba con el ANOVA realizado a estre producto.
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Figura 29: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto E
En la Tabla 39 se muestran los resultados del ANOVA en el que podemos ver que el valor del
estadistico F hallado es menor al critico entonces se dice que la variabilidad entre lotes no es

significativa.

Tabla 39: ANOVA para el producto E

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  72.0626194 2 36.0313097 2.14463609 0.19828953
Dentro de los

grupos 100.803982 6 16.8006637

Total 172.866602 8

Fuente: Elaboracion propia
Tanto en la Figura 30 como en los resultados mostrados en la Tabla 40 se puede observar la gran

variabilidad entre los 3 lotes del producto F, el valor de F obtenido esta muy por encima del F
critico.
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Figura 30: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto F

Tabla 40: ANOVA para el producto F

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  2047.22379 2 1023.6119 326.702775 7.5335E-07
Dentro de los

grupos 18.7989569 6 3.13315948

Total 2066.02275 8

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 31 podemos ver la cantidad de epigalocatequina galato presente en cada uno de los 3
lotes de cada una de las 6 muestras usadas para su determicién cuantitativa. Podemos ver en
algunas muestras alguna variacion entre sus lotes como es el caso de las muestras D y F, sin

embargo en las demasno existe mucha variacion lo que se corrobora con el analisis estadistico.
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Figura 31: Cantidad de Epigalocatequina galato en las muestras
En la Tabla 41 podemos ver el valor hallado de F luego del analisis estadistico respectivo el cual
nos da un valor de 1.04 el cual es mucho menor al F critico que es de 3.11 lo que nos indica que

no hay diferencia significativa entre las 6 muestras.

Tabla 41: ANOVA entre los lotes de Epigalocatequina galato

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los

AR . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 447.950958 5 89.5901916 1.03908718 0.43862779
Dentro de los grupos ~ 1034.64109 12 86.220091
Total 1482.59205 17

Fuente: Elaboracién Propia

En la Tabla 42 se presentan los resultados de las areas de epicatequina galato (ECG) obtenidos en
el andlisis cromatografico realizado para los lotes de las 6 marcas obtenidas, cada lote fue corrido
3 veces con un total de 9 andlisis por marca, ademas se presentan los respectivos pesos tomados
para cada analisis, tiempos de retencion, resultado promedio y desviacion estandar.
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Tabla 42: Resultado en mg/g de epicatequina galato
Muestra | Peso (g) | Area tR | Concentracion | Promedio | DS Ccv
Lote Al 1 0.2503 | 231370 | 12.56 9.04 10.19 1.11 10.92
2 0.2502 | 275560 |12.455 11.27
3 0.2499 | 255187 | 124 10.26
Lote A2 1 0.2504 | 255661 | 12.35 10.26 9.45 1.53 16.17
2 0.2501 | 258218 | 12.29 10.40
3 0.2498 | 203998 | 12.35 7.69
Lote A3 1 0.2501 | 228492 |12.325 8.91 8.52 1.57 18.46
2 0.2504 | 186465 |12.445 6.79
3 0.2502 | 247545 |12.397 9.86
Lote B1 1 0.2506 | 197417 | 12.35 7.33 7.48 0.21 2.83
2 0.2504 | 198380 | 12.18 7.39
3 0.2503 | 205016 | 12.22 7.72
Lote B2 1 0.2507 | 163862 | 12.2 5.65 5.61 0.09 1.57
2 0.2505 | 161025 |12.205 5.51
3 0.2506 | 164337 | 12.2 5.67
Lote B3 1 0.2503 | 120781 |12.165 3.50 3.53 0.15 4.25
2 0.2505 | 118976 | 12.2 3.40
3 0.2502 | 124751 |12.235 3.70
Lote C1 1 0.2502 | 123026 | 12.34 3.61 3.32 0.52 15.73
2 0.2505 | 123601 | 12.48 3.63
3 0.2503 | 105276 |12.437 2.72
Lote C2 1 0.2505 | 120864 | 12.31 3.50 3.79 0.33 8.74
2 0.2504 | 125144 | 12.26 3.71
3 0.2508 | 133913 |12.265 4.15
Lote C3 1 0.2503 | 119450 | 12.25 343 3.60 0.29 8.16
2 0.2504 | 129617 | 12.27 3.94
3 0.2503 | 119443 | 12.26 343
Lote D1 1 0.2505 | 116494 | 12.19 3.28 331 0.08 2.30
Continua
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2 [ 02504 | 116113 [ 12.26 | 3.26
3 | 02502 | 118844 | 1224 | 3.0

LoteD2 | 1 | 0.2504 | 128381 | 1212 | 388 675 | 260 | 3854
2| 0.2500 | 199346 [12525|  7.45
3 | 02502 | 229242 | 1259 | 8.94

LoteD3 | 1 | 0.2503 | 196651 | 1228 | 7.30 723 | 044 | 603
2| 0.2504 | 185903 | 12.28 | 6.76
3 | 02502 | 202963 | 1223 | 762

LoteEL | 1 | 0.2502 | 133694 | 1255 414 271 | 061 | 1286
2 0.2504 | 157752 | 12.24 5.35
3 | 02505 | 143468 |12.245|  4.63

LoteE2 | 1 | 0.2505 | 209589 | 12.2 7.95 739 | 064 | 872
2 | 02506 | 201843 | 1225 |  7.55
3 | 02505 | 184462 | 122 6.69

LoteE3 | 1 | 0.2500 | 156038 | 1216 |  5.27 544 | 015 | 278
2 | 02504 | 161565 | 1218 | 5.4
3 | 02503 | 161228 | 1221 | 552

Lote F1 | 1 | 02501 | 105237 |12.285|  2.72 261 | 013 | 510
2 | 02508 | 100228 | 1227 | 246
3 | 02500 | 104122 | 1231 | 266

LoteF2 | 1 | 02502 | 135029 | 1221 | 426 414 | 014 | 334
2 | 02505 | 130697 |12.215]  3.99
3 | 02501 | 134464 | 1223 | | 419

Lote F3 | 1 | 02502 | 238628 | 1241 | 941 995 | 052 | 520
2 | 02503 | 250252 | 12.36 | 10.44
3 | 02503 | 250441 | 1244 | 10.00

Fuente: Elaboracion propia

Gracias a lo observado en la Figura 32 y al F hallado en la Tabla 43, se puede concluir que no
existe diferencia significativa entre los 3 lotes del producto A para la epicatequina galato.
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Figura 32: Diagrama de cajas Yy bigotes del producto A

Tabla 43: ANOVA para el producto A

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  4.20302639 2 2.1015132 1.0432396 0.40848426
Dentro de los

grupos 12.0864653 6 2.01441088

Total 16.2894916 8

Fuente: Elaboracién propia

Podemos ver graficamente en la Figura 33 la variabilidad entre los lotes del producto B.
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Figura 33: Diagrama de cajas y bigotes del producto B
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En la Tabla 44 se observa el anélisis ANOVA para el producto B, para este producto en la prueba
F de Fisher se obtuvo un F calculado de 468.446 mayor al F tablas indicando asi que existe una
diferencia en este producto, estadisticamente este resultado se comprobo en el test de
probabilidad concluyendo asi que existe una diferencia estadisticamente significativa en este

producto.

Tabla 44: ANOVA para el producto B

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  23.413287 2 11.7066435 468.445614 2.5767E-07
Dentro de los

grupos 0.1499424 6 0.0249904

Total 23.5632294 8

Fuente: Elaboracion propia

En el digrama de la Figura 34 se puede observar que la concentracion calculada para los 3 lotes
es parecida y no deberia ser significativa. Lo que se comprueba con los resultados obtenidos en la
Tabla 45, el valor de F hallado es de 1.051 es menor al critico por lo que estadisticamente no hay

diferencia significativa.
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Figura 34: Diagrama de cajas y bigotes del producto C
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Tabla 45: ANOVA para el producto C

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  0.32833762 2 0.16416881 1.05153144 0.40598139
Dentro de los

grupos 0.93674123 6 0.15612354

Total 1.26507885 8

Fuente: Elaboracién propia

El diagrama de caja y bigotes de la Figura 35 muestra cierta variabilidad en el lote D2 y tambien
entre lotes lo que se necesitara comprobar estadisticamente mediante el analisis de varianza de un

factor.
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Figura 35: Diagrama de cajas y bigotes del producto D

El valor de F de la Tabla 46 es algo mayor al critico por que estadisticamente la diferencia
existente entre los 3 lotes es significativa. Ademas el valor de probalidad hallado es de 0.03,

menor al aceptado que es de 0.10.
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Tabla 46: ANOVA para el producto D

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  27.4066834 2 13.7033417 5.89702848 0.03833794
Dentro de los

grupos 13.9426239 6 2.32377064

Total 41.3493072 8

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 36 graficamente se observa, que en el lote E3 no hay una dispersion significativa
con relacién a su mediana obtenida en el analisis, el lote E1 y E2 muestra alguna variabilidad, al
observar los datos obtenidos de los tres grupos de estudio se infiere que no hay relacion entre

estos lotes.
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Figura 36: Diagrama de cajas y bigotes del producto E

En la Tabla 47 se muestra un valor de F hallado de 21.546, el cual es mayor al F critico por lo
que se infiere que existe diferencia significativa entre los lotes del producto E.
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Tabla 47: ANOVA para el producto E

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  11.5651398 2 5.78256989 21.5457334 0.00182573
Dentro de los

grupos 1.61031508 6 0.26838585

Total 13.1754549 8

Fuente: Elaboracién propia

Por Gltimo, podemos observar que tanto la Figura 37 y la Tabla 48 muestran evidencia para decir
que el producto F del analisis estadistico para la Epicatequina galato, tiene diferencia

significativa entre sus lotes.
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Figura 37: Diagrama de cajas y bigotes del producto F

El valor de F mostrado en la Tabla 49 nos indica que hay una variabilidad considerable entre los
3 lotes del producto F; el valor de 442.90 es mucho mayor a F critico, corroborado por el valor de
probabilidad.
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Tabla 49: ANOVA para el producto F

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  89.9187524 2 44.9593762 442.89886 3.0455E-07
Dentro de los

grupos 0.60906966 6 0.10151161

Total 90.527822 8

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 38 se muestra graficamente en barras los valores hallados luego de la determinacion
cuantitativa de epicatequina galato en las muestras de té verde.

Epicatequina galato
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LOTEA LOTEB LOTEC LOTED LOTEE LOTE F

=]

=]

M Series1 M Series2 Series3
Figura 38: Cantidad de Epicatequina galato en los lotes
Los valores mostrados graficamente fueron sometidos a un analisis estadistico para poder ver si

existe diferencia significativa entre muestras. El resultado obtenido fue que no hay diferencia
significativa ya que el valor de F obtenido es menor al F critico.
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Tabla 50: ANOVA entre muestras de Epicatequina galato

Orlg_en _de las Suma de Gfados de Promedio de los = Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 53.497368 5 10.6994736 2.45596004  0.09390403
Dentro de los grupos ~ 52.2784089 12 4.35653407
Total 105.775777 17

Un estudio realizado en china por Ji-Qiang Jin et al. (2014) da como resultados para catequinas
totales de la variedad sinensis 152.9 mg/g de te verde con un coeficiente de variacion de 11.7%,

resultados que van de acorde a lo calculado en nuestro trabajo.>
Otro estudio realizado en Tailandia por Jankana B. et al. (2012) para muestras de te verde de

Tailandia, Japon y China dan valores de catequinas totales desde 21,39 mg/g hasta 114,12 mg/g

de te verde.?!

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

A7 f="CATOLICA
TESIS UCSM —~®  DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES

. Primera: Las cuatro catequinas principales del té verde se pudieron determinar mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase reversa, con un sistema cromatografico en
gradiente a una velocidad de flujo de 1,7 mL/min, fase mévil “A” (Acetonitrilo) y fase movil “B”
(Buffer Acetato), a una longitud de onda de 210 nm, tiempo de retencion de 14 min

aproximadamente.

. Segunda: El método propuesto es lineal debido a que se obtuvo como resultado un
coeficiente de correlacién muy cercano a 1, el método es exacto ya que el grado de concordancia
entre el valor obtenido y el valor esperado cumple con los criterios establecidos y es preciso

puesto que al determinar la media de dispersion alrededor de un valor medio fue <2%.

. Tercera: Se logré cuantificar el contenido total de catequinas para cada uno de los

productos comerciales de té verde encontrando valores dentro de un rango de 80,673 — 148,144

(mg/g).

. Cuarta: La comparacion de los resultados en los diferentes lotes de los productos
analizados muestra la variacion existente entre productos y también entre lotes de cada uno de
ellos obteniendo como resultado promedio para el producto A- 99,274 mg/g, producto B-
148,144 mg/g, producto C- 143,482 mg/cap., producto D- 80,673 mg/cap., producto E- 93,673
mg/cap. y producto F- 99,202 mg/cap.
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SUGERENCIAS

e Realizar una validacion del método usando cada estandar por separado o solamente
usando el estandar de la epigalocatequina galato que es la catequina principal.

e Control por parte de la autoridad sanitaria en los productos comercializados en la ciudad

de Arequipa para asegurar la calidad de los filtrantes a base de Té Verde.

e Efectuar el andlisis en otros tipos de presentacion de té verde, como pueden ser: bebidas

listas para tomar, capsulas, etc.
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ANEXO 1: Certificado de Anélisis y de Seguridad

05158-81 1g

Certificate of Analysis

Product Name : Catechin Mixture
{(-)-Epicatechin , (-)-Epigallocatechin , (-)-Epicatechin gallate ,

(-)-Epigallocatechin gallate} , from Green tea =Total 80%(HPLC)
Code No. : NH025104

Lot No. 10012 (V6A7662)

Test Results
1 Appearance Light yellowish green powder
2 TLC Spots of 4 Catechins and some very weak spots
3 Purity(HPLC) 83.4%
Nagara Science Co., Ltd.

840 Furuichiba, Gifu 501-1121, JAPAN
Phone : +81-58-234-4257, Fax : +81-58-234-4724
E-mail‘'nagara@nsgifu.jp, http://www.nsgifu.jp

Emi Matsumoto
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Date of issue : 06/02/2016
Revised by : -

Safety Data Sheet

1. ldentification of the substance or mixture and of the supplier
Product name : Catechin Mixture
Name of supplier : NACALAI TESQUE, INC.
Address : 498 Higashitamaya-cho, Nijo Karasuma, Nakagyo-ku, Kyoto 604-0855 Japan
Division : Production Control Department
Phone : 075932 1755
FAX : 0759324872
Emergency phone No. : +81 75 251 1730 (International)
Recommended use of the chemical(s) : Reagent, intermediate raw material of a/the chemistry article
Product No. (SDS No.) : GHS-05158E-1

2. Hazards identification
GHS hazard class and category
PHYSICAL HAZARDS EXPLOSIVES -
FLAMMABLE GASES =
AEROSOLS -
OXIDIZING GASES =
GASES UNDER PRESSURE -
FLAMMABLE LIQUIDS -
FLAMMABLE SOLIDS =
SELF-REACTIVE SUBSTANCES AND MIXTURES -
PYROPHORIC LIQUIDS -
PYROPHORIC SOLIDS -
SELF-HEATING SUBSTANCES AND MIXTURES -
SUBSTANCES AND MIXTURES WHICH, IN
CONTACT WITH WATER, EMIT FLAMMABLE
OXIDIZING LIQUIDS -
OXIDIZING SOLIDS -
ORGANIC PEROXIDES -
CORROSIVE TO METALS -
HEALTH HAZARDS ACUTE TOXICITY - ORAL -
ACUTE TOXICITY - DERMAL -
ACUTE TOXICITY - INHALATION (GASES) -
ACUTE TOXICITY - INHALATION (VAPOURS) -
ACUTE TOXICITY - INHALATION (DUSTS AND MISTS) -
SKIN CORROSION/IRRITATION -
SERIOUS EYE DAMAGE/EYE IRRITATION -
RESPIRATORY SENSITIZATION -
SKIN SENSITIZATION -
GERM CELL MUTAGENICITY -
CARCINOGENICITY -
REPRODUCTIVE TOXICITY -
SPECIFIC TARGET ORGAN TOXICITY
- SINGLE EXPOSURE
SPECIFIC TARGET ORGAN TOXICITY
- REPEATED EXPOSURE
ASPIRATION HAZARD -
ENVIRONMENTAL HAZARDOUS TO THE AQUATIC ENVIRONMENT
HAZARDS - ACUTE HAZARD
HAZARDOUS TO THE AQUATIC ENVIRONMENT
- CHRONIC HAZARD
HAZARDOUS TO THE OZONE LAYER -

- : Off the subject/not possible to classify
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SYMBOL -
SIGNAL WORD -

HAZARD STATEMENTS -
PREVENTION -
RESPONSE -
STORAGE -
DISPOSAL -

Other hazard statements Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection.
Avoid contact with skin and eyes.
In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice.
In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show
label where possible).

3. Composition/information on ingredients
Substance/mixtute : Mixture
Chemical identity (or ingredient name) : Catechin
Chemical formula : [(-)-Epicatechin] C15H1406
[(-)-Epigallocatechin] C15H1407
[(-)-Epicatechin Gallate] C22H18010
[(-)-Epigallocatechin Gallate] C22H18011
CAS No.:  [(-)-Epicatechin] 490-46-0
[(-)-Epigallocatechin] 970-74-1
[(-)-Epicatechin Gallate] 1257-08-5
[(-)-Epigallocatechin Gallate] 989-51-5
Concentration or concentration range (or composition) (%)
: min. 80 (Total)
Chemical No, Japan : -
Impurities and stabilizing additives which are themselves classified and which contribute to the
classification of the substance : None

4. First-aid measures
General description of necessary first aid measures :
In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where
possible).
Inhalation :
In case of accident by inhalation: remove casualty to fresh air and keep at rest.
If breathing is week, irregular or has stopped, open his airway, loosen his collar and belt and
administer artificial respiration.
Skin contact :
Take off immediately all contaminated clothing.
After contact with skin, wash immediately with plenty of water.
Eye contact :
Gently rinse the affected eyes with clean water for at least 15 minutes. Arrange for transport to the
nearest medical facility for examination and treatment by a physician as soon as possible.
Ingestion :
If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label.
If swallowed, rinse mouth with water (only if the person is conscious).
Do not make an unconscious person vomit.
Precaution for first-aid persons :
Protect yourself by wearing rubber gloves and air-tight safety goggles.

5. Fire-fighting measures
Extinguishing media :
In case of fire, use water mist, foam/water resistant foam, powder, CO2, dry sand.
Use extinguishing media appropriate to surrounding fire conditions.
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Incompatible extinguishing media :
Nothing particular

Specific hazards arising from the chemical (and with regard to fire-fighting measures) :
Toxic gases will form upon combustion of : carbon monoxide

Specific fire-fighting measures :
Move containers from fire area if it can be done without risk, if not possible, apply water from a safe
distance to cool and protect surrounding area. Dry chemical powder or dry sand should be used for
small fires.

Special protective equipment and precautions for fire-fighters :
Fire-fighters should wear proper protective equipment.

6. Accidental release measures
Personal precautions, protective equipment and emergency procedures :
Evacuate non-essential personnel.
Wear appropriate protective clothing.
Environmental precautions :
Attention should be given not to cause damage to the environment by flowing of spillage to rivers.
Methods and materials for containment and clean up :
Sweep up, place in a bag and hold for waste disposal.
Avoid raising dust.
Appropriate containment techniques/clean up procedures :
Shut off the leakage source and stop leak if you can do it without risk.

7. Handling and storage
Precautions for safe handling :
Countermeasure technique(s) :
(Exposure control for handling personnel)
Wear proper equipment and take measures according to [8. Exposure control/personal
protection].
Local exhaust ventilation system/general ventilation :
Ventilate according to [8. Exposure control/personal protection].
Preventive measures :
Handle not to generate aerosol or dust.
Incompatible contact(s) :
See [10. Stability and reactivity].
Safety measures/incompatibility :
Do not shock, overturn, drop, or drag containers.
Conditions for safe storage, including any incompatibilities :
Countermeasure technique(s) :
Tightly closed in a well-ventilated place.
Incompatibilities :
See [10. Stability and reactivity].
Storage :
(Recommendation for storage)
Keep tightly closed in cold place.
(Incompatible storage condition)
See [10. Stability and Reactivity].
Recommended container and packaging materials :
Glass, polyethylene, polypropylene, etc.

8. Exposure control/personal protection
Appropriate engineering controls :
Keep source tightly closed or install local exhaust ventilation. Provide shower and vanity unit
nearby and make clear the location of these.
Control value :
Japan control value
Not established.
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Adopted value :
[JSOH]
Not established.
[ACGIH]
Not established.
Individual protection measures, such as personal protective equipment (PPE) :
Eye/face protection :
Wear protective eyeglasses or chemical safety goggles.
Wear face protection.
Hand protection :
Wear impervious glove made from chloroprene, as appropriate.
Skin and body protection :
To prevent any contact, wear impervious clothing such as apron, boots, or whole-body
suits made from chloroprene, as appropriate.
Respiratory protection :
Wear positive pressure self-contained breathing apparatus (SCBA).
Dust mask

9. Physical and chemical properties
Appearance (physical state, color, etc.) : Light yellowish green powder
Odor : Not available
pH : Not available
Melting point/freezing point : Not available
Initial boiling point and boiling range : Not available
Flash point : Not available
Density/relative density : Not available
Solubility(ies) :
Solubility in water ; Not available

10. Stability and reactivity

Chemical stability :
This product is considered a stable material under normal and anticipated storage and handling
conditions.

Possibility of hazardous reactions :
May react with oxidizing agents.

Conditions to avoid :
Sunlight, heat, contact with incompatible materials

Incompatible materials :
Strong oxidants

Hazardous decomposition products (except for carbon monoxide, carbon dioxide and water) :
Not available

11. Toxicological information

(Insufficient data are available on the effect of this substance on human health, therefore utmost
care must be taken.)

Acute toxicity :
Not available

Irritant properties :
May irritate the eyes and skin.

Allergenic and sensitizing effects :
Not available

Specific target organ systemic toxicity (single exposure, repeated exposure) :
Not available

Carcinogenic effects :
Not available

Mutagenic effects :
Not available
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Toxicity for reproduction :
Not available

12. Ecological information
(Insufficient data are available on the effect of this substance on the environment, therefore utmost
care must be taken.)

Ecotoxicity :
Not available
Biotransportability :
Not available
Persistence and degradability :
Not available
Bioaccumulative potential :
Not available

13. Disposal considerations
Contact a licensed professional waste disposal service to dispose of this material. Comply with
all country, national and local regulations. Do not dump this product into sewers, on the ground
or into any body of water.

14. Transport information

Basic classification information for the transporting/shipment :
Sea ; Not controlled under IMDG's regulations.
Air ; Not controlled under IATA's regulations.

Special precautions which a user needs to be aware of or needs to comply with in connection with

transport or conveyance either within or outside their premises :
Protect from direct sun light in transportation, and confirm the container does not leak. Carefully
load it onto a transporter without dropping, overturning or damaging so that it will stably stays on
the transporter.

15. Regulatory information
Comply with all countries, national and local regulations.

16. Other information

DISCLAIMER
For R&D use only. Not for drug, household or other uses.

WARRANTY
The above information is believed to be correct but does not purport to be all inclusive and shall
be used only as a guide. The information in this document is based on the present state of our
knowledge and is applicable to the product with regard to appropriate safety precautions. It does
not represent any guarantee of the properties of the product.
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ANEXO 2: Tablas de Regresion Lineal

Tabla de Regresion lineal de Epigalocatequina

Repeticion | Concentracion | Area X*y X2 |y2 y/x varianza |promedio |CV
1 0.26 191802 49868.52 0.07 | 36788007204 737700.00

2 0.26 197140 51256.4 0.07 [ 38864179600 758230.77 31187.17 |730962.82 |4.27
3 0.26 181209 47114.34 0.07 [ 32836701681 696957.69

1 0.52 427257 222173.64 |0.27 | 182548544049 821648.08

2 0.52 363216 188872.32 |0.27 | 131925862656 698492.31 62616.36 |766626.92 |8.17
3 0.52 405465 210841.8 0.27 | 164401866225 779740.38

1 1.04 843491 877230.64 |1.08 | 711477067081 811049.04

2 1.04 912227 948716.08 |1.08 | 832158099529 877141.35 53290.32 |819958.01 |6.50
3 1.04 802551 834653.04 |1.08 | 644088107601 771683.65

1 2.08 1757230 |3655038.4 |4.33 [3087857272900 844822.12

2 2.08 1786904 |3716760.32 |4.33 |3193025905216 |859088.46 42125.09 |827985.58 |5.09
3 2.08 1622496 |3374791.68 |4.33 [2632493270016 780046.15

1 4.16 3205736 |13335861.8 |17.3 |10276743301696 |770609.62

2 4.16 2955969 | 12296831 17.3 | 8737752728961 710569.47 30235.36 |742668.99 |4.07
3 4.16 3106804 |12924304.6 |17.3 |9652231094416 746827.88

Sumatoria |24.18 18759497 |52734314.6 |69.2 |40355192008831 |11664606.97

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla de Regresion lineal de Epicatequina

Repeticion | Concentracion | Area xX*y X2 y2 y/x varianza |promedio |CV
1 0.14 105158 14722.12 |0.02 |11058204964 751128.57
2 0.14 106565 14919.1 0.02 |11356099225 761178.57 16761.50 |746921.43 |2.24
3 0.14 101984 14277.76 |0.02 |10400736256 728457.14
1 0.28 221851 62118.28 |0.08 |49217/866201 792325.00
2 0.28 200861 56241.08 |0.08 |40345141321 717360.71 39614.35 |762245.24 |5.20
3 0.28 217574 60920.72 |0.08 |47338445476 777050.00
1 0.56 469873 263128.88 [0.31 |220780636129 839058.93
2 0.56 481800 269808 0.31 232131240000 860357.14 10806.86 |848645.83 |1.27
3 0.56 474052 265469.12 |0.31 |224725298704 846521.43
1 1.12 936017 1048339 1.25 |876127824289 835729.46
2 1.12 967096 1083147.5 |1.25 |935274673216 863478.57 13994.55 |850659.82 |1.65
3 1.12 955104 1069716.5 |1.25 [912223650816 852771.43
1 2.24 1835649 |4111853.8 |5.02 |3369607251201 819486.16
2 2.24 1668408 |3737233.9 |5.02 |2783585254464 744825.00 39528.72 | 774651.19 |5.10
3 2.24 1701599 |3811581.8 |5.02 |2895439156801 759642.41
Sumatoria |13.02 10443591 |15883478 |20.05 |12619611479063 |11949370.54

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla de Regresion lineal de Epigalocatequina galato

Repeticion | Concentracion | Area xX*y X2 |y2 y/x varianza |promedio [CV
1 1.02 722537 736987.74 11.04 |522059716369 708369.61
2 1.02 761536 776766.72 |1.04 |579937079296 746603.92 21001.90 |732507.19 |2.87
3 1.02 757399 772546.98 |1.04 |573653245201 742548.04
1 2.04 1425276 | 2907563.04 |4.16 |2031411676176 698664.71
2 2.04 1511004 |3082448.16 |4.16 |2283133088016 740688.24 33996.84 |704246.08 |4.83
3 2.04 1373706 |2802360.24 |4.16 |1887068174436 673385.29
1 4.08 3411560 |13919164.8 |16.6 |11638741633600 836166.67
2 4.08 3672496 |14983783.7 |16.6 |13487226870016 |900121.57 38030.37 |856259.23 |4.44
3 4.08 3396557 |13857952.6 [16.6 |11536599454249  |832489.46
1 8.16 7345761 |59941409.8 [66.6 |53960204669121 900215.81
2 8.16 7621350 |62190216 [66.6 |58084975822500  |933988.97 47926.62 |891206.41 |5.38
3 8.16 6849622 |55892915.5 (66.6 |46917321542884  |839414.46
1 16.32 15804358 |257927123 |266 |249777731792164 |968404.29
2 16.32 14403123 |235058967 |266 |207449952153129 |[882544.30 48195.53 |912827.49 |5.28
3 16.32 14484553 |236387905 |266 |209802275609809 |[887533.88
sumatoria | 94.86 83540838 |961238110 |1064 [870532292526966 |12291139.22

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla de Regresion lineal de Epicatequina galato

Repeticion | Concentracion |Area X*y X2 y2 y/x varianza |promedio |CV
1 0.24 177519 42604.56 |0.06 |31512995361 739662.50
2 0.24 164437 39464.88 |0.06 |27039526969 685154.17 38449.18 |728066.67 |5.28
3 0.24 182252 43740.48 |0.06 |33215791504 759383.33
1 0.48 304985 146392.8 |0.23 |93015850225 635385.42
2 0.48 329171 158002.08 |0.23 |108353547241 685772.92 26488.91 |655855.56 |4.04
3 0.48 310276 148932.48 |0.23 |96271196176 646408.33
1 0.96 678992 651832.32 |0.92 [461030136064 707283.33
2 0.96 752156 722069.76 [0.92 |565738648336 783495.83 38106.81 |745509.38 |5.11
3 0.96 715919 687282.24 |0.92 |512540014561 745748.96
1 1.92 1400889 |2689706.9 |3.69 |[1962489990321 729629.69
2 1.92 1502112 2884055 [3.69 |2256340460544 |782350.00 29372.53 |748509.03 |3.92
3 1.92 1408411 |2704149.1 |3.69 |[1983621544921 733547.40
1 3.84 3185718 | 12233157 |14.75 |10148799175524 |829614.06
2 3.84 2921589 11218902 |14.75 |8535682284921 760830.47 36617.90 |787963.37 |4.65
3 3.84 2970031 11404919 |14.75 |8821084140961 773445.57
sumatoria |22.32 17004457 45775211 |58.92 |35636735303629 |[10997711.98

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 3: Tablas ICH

ICH ELEMENTS REQUIRED FOR VALIDATION

Analytical performance identification Impurity testing Assay
parameters Quantitative Limit tests
Accuracy Mo Yes | Mo Yes
Precision

Repeatability No Yes MNo Yes
Intermediate precision No Yes Mo Yes
Specificity Yes Yes Yes Yes
LOD No Yes Yes No
LO0) Mo Yes Mo Mo
Linearity Yes Yes No Yes
Range Yes Yes Mo Yes

COMPARISON OF ANALYTICAL PARAMETERS REQUIRED FOR VALIDATION

USP General chapter <1225= ICH Q2 A Guidelines FDA Reviewer Guidance
Accuracy Accuracy Accuracy
Precision Precision Precision
No Repeatability Repeatability
Injection analysis
No Intermediate precision Intermediate precision
No No Reproducibility
Specificity Specificity Specificityfselectivity
Detection limit Detection limit Detection limit
Ouantiation limit Cuantiation limit Cuantiation limit
Linearity Lineanty Linearity
Ruggedness No No
Robustness Robustness Robustness
System suitability System suitability System suitability
{discussed separately in LUSP 23 Sample solution stability
general chapter <621>
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