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RESUMEN

En la presente investigacion se trabajé con 5 diferentes productos comerciales de té
verde, 4 de procedencia nacional y 1 de procedencia internacional, los que se
caracterizaron en una galeria con imagenes y las principales caracteristicas: nombre
de producto comercial, fotografia, nimero de lote, cantidad, peso y presentacion, para

luego proceder con la extraccion mediante el método de reflujo.

El contenido de los compuestos fendlicos totales por el método de Folin-Ciocalteu fue
mayor el producto de la marca Lipton 0.16 mg de acido galico/g de muestra en extracto
acuoso y 0.21 mg de acido galico/g de muestra en extracto etanolico, el menor
contenido de fenoles totales se dio en el producto de la marca Hornimans 0.13 mg de
acido galico/g de muestra en extracto acuoso, y 0.17 mg de 4cido galico/g de muestra
en extracto etandlico, validando la técnica analitica usando el limite de deteccion (0.05
ppm) y el limite de cuantificacion (0.07 ppm), los resultados fueron evaluados
estadisticamente por el método de analisis de varianza (ANOVA), LSD y t — Student,
este ultimo demostré que las diferencias entre los extractos acuoso y etandlico son

significativos.

La capacidad antioxidante por el método CUPRAC se realizo con el extracto etanolico
donde la mayor capacidad antioxidante se dio en el producto de la marca Lipton 0.30
mmol equivalente de acido ascorbico, y la menor capacidad antioxidante se dio en el

producto de la marca Hornimans 0.17 mmol equivalente de acido ascorbico.

La mayor actividad antioxidante se observa en la extraccion etandlica, con el producto
de la marca Lipton que posee mayor cantidad de compuestos fendlicos totales como
mayor capacidad antioxidante, el producto de la marca Hornimans posee menor

cantidad de compuestos fendlicos y menor capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

In this research we worked with 5 different commercial green tea products, 4 of
domestic and 1 international origin, which were characterized on a gallery with images
and main features: Commercial product name, photograph, batch number, quantity,

weight and appearance, and then proceed with the extraction by reflux method.

The content of total phenolic compounds by the Folin-Ciocalteu method was higher
the product of Lipton 0.16 mg gallic acid / g sample in the aqueous extract and 0.21
mg gallic acid / g of ethanol extract shown in the lower Total phenol content was in
the brand product Hornimans 0.13 mg gallic acid / g of sample extract, and 0.17 mg
of gallic acid / g of sample in ethanol extract, validating the analytical technique using
the detection limit (0.05 ppm) and the quantitation limit (0.07 ppm), the results were
statistically evaluated by the method of analysis of variance (ANOVA), LSD and t -
Student latter showed that the differences between the aqueous and ethanol extracts

are significant.

The antioxidant capacity CUPRAC method was performed with the ethanol extract
where the highest antioxidant capacity was in the Lipton brand product 0.30 mmol
ascorbic acid equivalent, and reduced antioxidant capacity was in the brand product

Hornimans 0.17 mmol ascorbic acid equivalent.
The greatest antioxidant activity observed in the ethanolic extraction, with the Lipton

Brand product which has greater amount of total phenolics as higher antioxidant

product Hornimans brand has fewer and smaller phenolic antioxidant.
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INTRODUCCION

El presente trabajo constituye un aporte al estudio de las propiedades antioxidantes del
té¢ verde, con la finalidad de evaluar el producto y comprobar la presencia de
Polifenoles, que poseen propiedades antioxidantes, anticancerigenas e incluso

antibioticas.

El té verde Camellia sinensis supone entre una cuarta y una quinta parte del total de
té producido mundialmente. Los principales paises productores de té verde son China,
Japon, Vietnam e India. En América los principales productores de té verde son
Argentina, Brasil, Peru, Bolivia, Ecuador, Guatemala, Panama, Estados Unidos. En el
Pert1 la mayor produccion de té verde se encuentra en la provincia de la convencion
del departamento del Cusco (la demanda del té verde en el pais es de 12 toneladas al

afio), (Asociacion Espafiola de Té e Infusiones, 2013).

En la presente investigacion se trabajo con 5 diferentes productos comerciales de té
verde, 4 de procedencia nacional y una de proveniente de Chile, se cuantificéd el
contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante, sabiendo que
el t¢ verde contiene un numeroso grupo de compuestos, que presentan efectos
beneficiosos para la salud como anti cancerigeno e incluso antibidtica. (Bettuzzi S,

Brausi M, Rizzi F, et al., 2006).
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OBJETIVOS

1. Determinar el contenido de compuestos fenodlicos totales.
2. Determinar la capacidad antioxidante.
3. Comparar los compuestos fenolicos totales y la capacidad antioxidante de las

diferentes muestras analizadas.
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HIPOTESIS

Dado que en nuestra ciudad se comercializan diferentes productos conteniendo té
verde es probable que existan diferencias entre sus contenidos de compuestos fenolicos

y actividad antioxidante.
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MARCO TEORICO

2.1 TE (Camellia sinensis)

El té¢ es un arbol procedente de Oriente, denominado botanicamente Camellia
sinensis o Thea sinensis. Presenta follaje perenne, flores blancas y fruto capsular
con tres semillas negruzcas. Florece en primavera y fructifica en verano — otofo.
Puede alcanzar hasta 10 o 15 metros de altura en estado salvaje, pero la planta bajo
cultivo se poda para limitar su altura, favoreciendo la generacion de nuevos brotes

y hojas y facilitando la cosecha (The Bio Tea Company S.L.).

Figura 2.1: Planta de té

La especie se origino en los bosques montafiosos de las fronteras entre China, India
y Birmania. China fue la cuna del té, pero su cultivo no tardo en extenderse por
India y Ceylan, gracias al desarrollo del comercio y a las condiciones
agroecologicas adecuadas para su crecimiento (Direccion de industria

alimentaria en base a UPASI Tea Research Foundation).

Aunque el té se cultiva con éxito desde el nivel del mar hasta los 2.200 metros de
altitud, los mejores resultados, en términos de calidad de producto, se obtienen en
zonas con alturas superiores a los 1.200 metros. El clima 6ptimo para la especie es
el subtropical himedo, isohidrico, con precipitaciones entre 1800 a 2200 mm
anuales. Crece mejor en suelos con pH acido (4,5 - 5,5), bien drenados, ya que es
sensible a la putrefaccion de raices (Direccion de industria alimentaria en base a
UPASI Tea Research Foundation).
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Con estas condiciones el cultivo se desarrolla adecuadamente y la época de cosecha
durante el periodo otofio-invernal, por disminucion de las temperaturas medias y
de la heliofania diaria, ademas del comienzo de ocurrencia de heladas, se inicia un
periodo de receso fisiologico que se aprovecha para la realizacion de las podas
anuales, periddicas y de formacion (Direccion de industria alimentaria en base a
UPASI Tea Research Foundation).

Las hojas cosechadas de té atraviesan diversas etapas durante el proceso de
industrializacion tanto para el té negro y para el té verde, como muestra la Tabla
N° 2.1, en la elaboracién del té verde se evita el proceso de fermentacion
(Direccion de industria alimentaria en base a UPASI Tea Research

Foundation).

Tabla N° 2.1: Forma de elaboracion del té negro y té verde

TE NEGRO TE VERDE
Marchitado Escaldado
Enrulado Marchitado
Picado Enrulado
Zarandeado Picado
Fermentado Secado al horno
Secado al horno Clasificacion por tamafio
Clasificacion por tamafio Envasado
Envasado

Las caracteristicas que modifican el valor comercial del té¢ son sus propiedades
organolépticas, asi como la edad, tamafio y condicion de la hoja (entera, partida o

polvo).

El té se comercializa en lotes o partidas que se usan en mezclas o "blends" para

mantener las caracteristicas de cada marca a lo largo del tiempo. Asi, un lote puede
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aportar poco en cuanto a sabor pero dar un excelente color, otro en cambio puede

tener un color muy tenue pero con un exquisito aroma. Cada empresa conoce las

expectativas del mercado a que esta dirigido para buscar los blends apropiados

(Direccion de industria alimentaria en base a UPASI Tea Research

Foundation).

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

El arbol del té pertenece a la familia botanica teaceas. La especie comprende

diversas variedades diferenciadas en base a caracteristicas foliares y al desarrollo

y tamafio de la planta.

En base a la Fuente del Sistema Integrado de Informacion Taxonomica

- SHT América del Norte (Canada, México, Estados Unidos) se muestra en la

Tabla N° 2.2 clasificacion taxondmica del té.

Tabla N° 2.2: Clasificacidon taxonémica del té

Clasificacion

Descripcion

Reino

Subreino
Division
Subdivision
Infradivision
Clase
Superorden
Orden
Familia

Género
Especie

Plantae
Viridaeplantae
Tracheophyta
Spermatophytina
Angiospermae
Magnoliopsida
Asteranae
Ericales

Theaceae

Camelia
Camellia
Sinensis

2.3 TIPOSDE TE

A partir de la misma materia prima: brotes y hojas de la especie Camellia sinensis,

se obtienen diversos productos finales, segiin variedades boténicas, formas de
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cultivo, época y tipo de cosecha y el método de industrializacion utilizado. Los
diferentes tipos de té se muestran en la Tabla N° 2.3 (Direccién de industria

alimentaria en base a UPASI Tea Research Foundation).

Tabla N° 2.3: Tipos de té

Nombre * Grado de Caracteristicas

fermentacion

Té Negro | Completa Es el producto que presenta mayores propiedades aromaticas.
Su alto contenido en flavonoides protege al sistema

cardiovascular.

T¢ Rojo Incompleta Con 50 - 60 % de fermentacion se denomina Oolong, con 8 -
25 %, Pouchong.

Se secan hojas y yemas. Se le aplica un tratamiento térmico
para inactivar las enzimas y detener la fermentacion en el
momento adecuado y ademas quitar humedad para evitar la
descomposicion de las hojas.

Presenta propiedades antioxidantes, efecto protector del
sistema cardiovascular y se utiliza para el tratamiento de la
obesidad. @ También se le atribuyen propiedades
anticancerigenas.

Tradicional en China, Japon y Taiwan.

Té Verde | Ausente Se evita la accion enzimatica de la fermentacion mediante un
escaldado.

Presenta elevadas cantidades de antioxidantes, colabora con la
nivelacion de la insulina en sangre y con la disminucion de la
grasa corporal. Disminuye el nivel de triglicéridos y

colesterol.

T¢ Blanco | Ausente Se produce a partir de la recoleccion de las yemas nuevas antes
que abran, Se dejan marchitar para que se evapore la humedad

y se desecan.
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La principal propiedad es su elevado contenido en

antioxidantes.

*Segun color de la infusion generada
2.4 COMPOSICION QUIMICA

El té contiene mas de 600 compuestos quimicos que actiian todos juntos sobre el
sabor, el gusto, el color, los nutrientes y el efecto médico de esta planta. Las hojas
frescas del té contienen entre un 75 a un 78 % de agua. Hacen falta 4 kg. de hojas
frescas para hacer un kg. de té terminado. Entre los mas de 600 componentes, hay
alrededor de 500 compuestos organicos, representando aproximadamente del 93 al
96,5 % del té seco, Las principales sustancias organicas son las siguientes (The

Bio Tea Company S.L.):

- Proteinas (20 a 30 %)

- Aminoéacidos (1 a 5 %)

- Alcaloides (3 a5 %)

- Fenoles (20 a 35 %)

- Glucidos (20 a 25 %)

- Acidos organicos (3 a 5 %)
- Lipidos (4 a 5 %)

- Pigmentos (0,6 a 1 %)

- Substancias aromaticas (0,005 a 0,03 %)
- Vitaminas (0,6 a 1 %)

- Saponarias (0,07 a 0,1 %)
- Esteroles (0,04 a 0,1 %)

Los principales componentes del té negro y té verde, se muestran en la Tabla N°
2.4 (Direccion de industria alimentaria en base a UPASI Tea Research
Foundation).
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Tabla N° 2.4: Componentes del té negro y del té verde

COMPONENTES TE NEGRO (%) | TE VERDE (%)
Catequinas 3-10 30—-42

Teaflavinas 2-6
Polifenoles Sencillos 3
Flavonoles 1
Otros Polifenoles 23
Teanina
Aminodacidos

Péptidos/Proteinas

Azucares

A9 DN W W N NN

3
3
6
Acidos Organicos 2
4
4

Otros Carbohidratos
Cafeina 3-6 3-6
Potasio 5 5

Otros Minerales/Cenizas 5-8 5-8

Estas son las sustancias orgéanicas que determinan el gusto, el sabor, el color, el
alimento y el efecto médico del té. Los alcaloides, aunque no representan mas que
del 3 al 5 % del té seco, juegan un papel decisivo para el gusto del té. Agrupan
sobre todo la cafeina y en menor proporcion la teofilina y la teobromina. A causa
de estos compuestos, el t& puede excitar el sistema nervioso y por ello, ayuda a

permanecer activo (The Bio Tea Company S.L.).

En cuanto a los aminoacidos, a pesar de su proporcion minima (1 a 5 %), son los
responsables del gusto y del sabor fresco del té¢ verde. Los fenoles, principalmente
la catequina, actuan sobre el gusto del t¢ y producen efectos preventivos y
terapéuticos sobre numerosas enfermedades humanas. (The Bio Tea Company

S.L.).
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Figura 2.2: Estructura de la Catequina

Las catequinas son el epigalato de catequina (EGC), galato de epigalocatequina
(EGCQG), galato de galocatequina (GCGQG), epigalocatequina (EGC), epicatequina
(EC), se encuentran localizadas en las vacuolas citoplasmaticas, jugando un rol
fundamental durante el proceso de la fermentacion. Algunas propiedades de las
Catequinas son: reduccion de los triglicéridos y colesterol en la sangre, prevencion
de la arteriosclerosis, refuerza paredes de las venas, regula la presion sanguinea y
previene las caries, limitando el desarrollo de las bacterias causantes de tal afeccion
(Direccion de industria alimentaria en base a UPASI Tea Research

Foundation).
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Figura 2.3: Estructura del epigalato de catequina (EGC), galato de
epigalocatequina (EGCG), galato de galocatequina (GCG), epigalocatequina
(EGC), epicatequina (EC)
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Las sustancias aromaticas agrupan de hecho varios centenares de compuestos
orgénicos, que act@ian por si mismos o todos juntos por interaccion, de forma
positiva o negativa, sobre el sabor el té. Los glicidos que representan una gran
proporcion del té seco y de los que una parte es soluble en agua, pero otra parte
mayor no lo es, juegan un papel activo para la salud humana. Las proteinas a pesar
de que representan del 20 al 30 % del té seco, no sirven para gran cosa, ya que la
mayoria son insolubles en agua. Pero en revancha, tienen una relacion muy
estrecha con la calidad del té negro. Por supuesto, hay que destacar el papel

indispensable de las vitaminas en la salud humana (The Bio Tea Company S.L.).

Las sustancias inorganicas, a pesar de que no representan mas que del 3,5 al 7,0 %
del té seco, producen una accioén no despreciable sobre la capacidad nutritiva, el

efecto medicinal y la calidad del té (The Bio Tea Company S.L.).

Habiendo sufrido una incineraciéon, el t¢ se ha reducido a lo que se llama
normalmente cenizas. El contenido en cenizas de un té es uno de los puntos
esenciales del examen del té. La Organizacion Internacional de Estandarizacion
(ISO) de las Naciones Unidas ha pre-escrito, en sus "ISO 3720" promulgadas en
1977, las normas sobre el t€¢ negro, segln las que el contenido en cenizas de un té
negro destinado a la exportacion debe estar entre 4 % y 8 %, mientras que China
estipula que este contenido no debe sobrepasar el 6,5%. De forma general, a mayor
contenido en cenizas, menor es la calidad del té pues fuera de las substancias no
organicas contenidas en el té, se mezclan a veces impurezas o polvos que hacen
aumentar el contenido en cenizas. Las cenizas son hidrosolubles entre un 50 y 60
%. La hidrosolubilidad es mas elevada cuanto mejor es la calidad del té (The Bio

Tea Company S.L.).

Como resultado de un andlisis cientifico de la composicion quimica del té, se
obtiene que contenga 27 elementos minerales, ademas del carbono, hidrogeno,
oxigeno y nitrégeno. Son el fosforo, potasio, magnesio, manganeso, fllor,
aluminio, calcio, sodio, azufre, hierro, arsénico, cobre, niquel, silicio, cinc, boro,
molibdeno, plomo, cadmio, cobalto, selenio, bromo, yodo, cromo, titanio, cesio y

vanadio. El contenido en fluor, potasio, aluminio, yodo, selenio, niquel, arsénico y
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manganeso del té, es superior al nivel medio de otras plantas. Los elementos
minerales producen una accion reguladora sobre el organismo. Como el té es rico
en estos elementos, es suficiente con beber algunas tazas por dia para responder a

las necesidades del cuerpo humano (The Bio Tea Company S.L.).

2.5 TE VERDE

El t¢ verde es un té no fermentado que sufre un proceso de torrefaccion, operacion
en la cual se calienta el t€¢ verde a una temperatura elevada lo mas rapido posible
para detener la fermentacion. El té verde es mas suave que otros tipos de té, y tiene

un mayor poder antioxidante al no estar fermentado (The Bio Tea Company S.L.).

Gracias a su variada composicion quimica, el té verde posee numerosas virtudes.
Los polifenoles del té¢ verde son potentes antioxidantes, por lo que su consumo
ayuda a frenar el envejecimiento y el avance de algunas enfermedades
degenerativas, y puede que incluso algunos tipos de cancer. La cafeina hace que el
té verde actlie como un estimulante del sistema nervioso y que ayude a superar la
fatiga fisica y mental (The Bio Tea Company S.L.).

El té verde también presenta accion diurética, broncodilatadora y astringente.
Por otro lado, el té verde es capaz de reducir los niveles de LDL-colesterol y de
triglicéridos plasmaticos, al tiempo que eleva los niveles de HDL-colesterol, el
colesterol bueno. Y gracias a sus propiedades antioxidantes, el té verde evita la
oxidacion del colesterol y protege contra la arterioesclerosis (The Bio Tea

Company S.L.).

También el té verde ha demostrado ser capaz de reducir la formacion anormal de
coagulos sanguineos. El té verde disminuye los niveles de azlicar en sangre (parece
ser que regula la insulina en sangre), por lo cual es 6ptimo en la lucha contra la

diabetes y la obesidad (The Bio Tea Company S.L.).

2.6 ESTUDIO QUIMICO DEL TE VERDE
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Los principales principios activos que entran en la composicion del té¢ verde son
los siguientes (Direccion de industria alimentaria en base a UPASI Tea Research

Foundation):

a. Aguay sales minerales: Las hojas contienen entre un 5 y un 6% de agua

y entre un 4 y un 7% de sales minerales, en especial potasio y manganeso.

b. Acidos orgénicos: Otros compuestos minoritarios que también pueden
encontrarse en el t€ son acidos organicos como malico, succinico, oxalico

y galoquinico, incluso un pequefio porcentaje de lipidos.

c. Compuestos glucidicos: El té contiene inositol, azlcares reductores,

gomas y pectinas.

d. Polifenoles: El té se destaca por su contenido en compuestos polifenolicos
(3%) que son los responsables de su actividad terapéutica y de su poder
antioxidante. Los polifenoles disminuyen con la edad de la planta y con la
época de recoleccion, para plantas de la misma edad, es menor en
primavera y mayor en agosto y septiembre. Entre otros beneficios, los
polifenoles del té serian buenos para el cerebro, retrasando la aparicion de

enfermedades degenerativas como el Alzheimer.

Los polifenoles del t¢ son de tres tipos: flavonoides, catequinas o
catecoles y taninos (Direccion de industria alimentaria en base a
UPASI Tea Research Foundation):

e Flavonoides: Entre los flavonoides del té, los mas importantes son el
kemferol, quercetol (quercitina) y miricetol. Ademds de aportar
propiedades antioxidantes, los flavonoides del té protegen de

enfermedades cardiovasculares.

e Catequinas: Los catecoles o catequinas son mas abundantes en el té

verde, que en el té negro y en la planta fresca. Los mds activos son el
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catecol, epicatecol y sus ésteres con acido galico. Las catequinas del

té son las responsables de sus efectos anticancerigenos.

e Taninos: El té también contiene taninos catéquicos condensados (8-
25%). Los taninos se relacionan con las propiedades astringentes del
té, utiles tanto para tratar la diarrea, como para por ejemplo, cicatrizar
heridas. Sin embargo, dado que interfieren en la absorcion de hierro,

en ocasiones pueden agravar cuadros de anemia.

e. Aceite esencial de té: Tiene una pequefia cantidad de aceite esencial
(0.007-0.014% en las hojas frescas), menor que la del té negro, dado que

se forma en el proceso de fermentacion de las hojas.

El aceite esencial de t€ contiene hexenol, y pequefas cantidades de
aldehidos, butiraldehido e isobuteraldehido, asi como alcoholes fendlicos,

geraniol, linalol y citral.

f. Alcaloides: Los alcaloides del té (2-4%) quizas sean los componentes mas
conocidos. Se trata de derivados de la purina, conocidos méas comunmente

como bases xanticas, las mas abundantes son la cafeina y la teofilina.

En la planta fresca, la cafeina se encuentra combinada con los acidos
organicos formando un compuesto conocido como “tanoide”. Por tal razon,
el té negro tiene una accion mas estimulante sobre el sistema nervioso, que
el té verde, puesto que durante el proceso de fermentacion se rompe este

tanoide dejando libre la cafeina.

g. Vitaminas y enzimas: Por ultimo, el té contiene ademas, vitaminas y

enzimas.

2.7 USOS DEL TE VERDE
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El té verde contiene altos niveles de sustancias llamadas polifenoles, conocidas por
poseer fuertes antioxidantes, anticancerigenos, antitumoral e incluso propiedades
antibidticas, los polifenoles del té serian buenas para el cerebro, retrasando la
aparicion de enfermedades degenerativas como el Alzheimer (Cao Y, Cao R.
1999). Con base en estos hallazgos, asi como también en
estudios observacionales , el t¢ verde ha llegado a ser popular como una bebida
diaria para prevenir el cancer y la enfermedad cardiaca (Kohlmeier L., Weterings
KGC, Steck S., et al., 1997), (Tsubono Y., Nishino Y., Komatsu S., et al., 2001).

Los estudios preliminares sugieren que ciertos polifenoles del t¢ verde pueden
ayudar a prevenir el cancer de piel si estos son aplicados directamente sobre la piel
(Katiyar SK, Ahmad N., Mukhtar h., 2000). Ademas, existe alguna evidencia de
que los componentes del té verde pueden ayudar a proteger la piel del dafio del sol
(Elmets CA, Singh D., Tubesing K., et al., 2001). A diferencia de las
preparaciones normales bloqueadoras del sol, el t¢ verde no bloquea fisicamente
la luz ultravioleta. En vez de eso, éste parece proteger las células del dafio. Debido
a que éste funciona por medio de tan diferente mecanismo de accion, el t€¢ verde
puede ofrecer beneficios sinérgicos si se combina con bloqueadores solares

estandar.

Un pequefio ensayo doble ciego controlado por placebo encontré evidencia
extremadamente débil de que el dulce masticable de té verde podria reducir la
inflamacion de las encias en personas con enfermedad periodontal (gingivitis),

(Krahwinkel T., Willershausen B., 2000).

El t¢ verde también ha sido propuesto como un medio de prevencion para

la enfermedad hepatica, (Imai K., Nakachi K., 1995).

El té verde es algunas veces recomendado para la pérdida de peso, (Hegarty VM,
May HM, Khaw KT. 2000).
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Evidencia muy preliminar sugiere que el té negro, el cual es bastante similar pero
no idéntico al té verde, puede ayudar a proteger contra la osteoporosis (Hegarty
VM, May HM, Khaw KT. 2000), y puede ayudar a prevenir la aterosclerosis
(Geleijnse JM, Launer LJ, Hofman A.et al., 1999).

a. Dosis:

Los estudios sugieren que tres tazas de té verde diariamente proporcionan
proteccion contra el cancer. Sin embargo, debido a que no todos quieren
tomarse el tiempo de tomar el té verde, los fabricantes han ofrecido
extractos que pueden ser tomados en forma de pastillas. Una dosis tipica
es de 100 a 150 mg tres veces al dia de un extracto estandarizado de té
verde que contiene un 80% de polifenoles totales y un 50% de
epigalocatequin gallate. Si estos extractos ofrecen algun beneficio es algo

que todavia es desconocido (Taylor JR, Wilt VM. 2005).

b. Efectos secundarios:

Como una bebida ampliamente consumida, el té¢ verde esta generalmente
considerado como seguro. Este contiene cafeina, aunque a un nivel mas
bajo que el t€ negro o el café y ademéas puede causar insomnio, nerviosismo
y otros sintomas bien conocidos de la ingesta de cafeina, dado que las bases
xanticas tienen una accion diurética, se puede observar un aumento en la

orina (Taylor JR, Wilt VM. 2005).
¢c. Contraindicaciones:

El té verde no debe ser dado a bebés o a nifios pequeitios (Taylor JR, Wilt
VM. 2005).

d. Interacciones:

e Inhibidores MAO : La cafeina en el t¢ verde puede causar serios

problemas.
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e Coumadin (warfarina) : Grandes dosis de té verde podrian interferir

con su efectividad, debido a que el té verde contiene vitamina K , la
cual directamente contrarresta la accion adelgazadora sanguinea de la

coumadina pequeiios (Taylor JR, Wilt VM. 2005).

2.8 PROCESAMIENTO DE TE VERDE

El té se elabora con las hojas cocidas al vapor y posteriormente secadas, que
después se enrollan, se dejan fermentar y se secan. En la preparacion del té verde
lo primero que se hace con las hojas es inhibir las enzimas oxidantes por el calor,
en pailas calientes de 121 ° C sobre fuego de carbon vegetal durante 2 horas las
hojas frescas se tratan con vapor de agua en un tambor giratorio cilindrico de
madera o metal, a 15 revoluciones por minuto aproximadamente, la carga se hecha
en el suelo y se enfria mediante rociado de agua fria. Después se centrifuga para
separar de la carga un liquido amarillento en cantidad de unos 28 litros que
contiene 60 g de materia solidas por litro de los cuales 18,75g son tanino y 3,75g
son cafeina. El té luego es enrollado y seco, es de un color verde oliva oscuro (ing.
Patricia parra, Direccion nacional de alimentos, buenos aires — Argentina,
2013).

2.9 RADICALES LIBRES

Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno son derivados del
proceso metabodlico normal en el cuerpo humano o de la exposicion a fuentes
externas como los rayos X, ozono, cigarro, contaminantes del aire y productos
quimicos (Bagchi y Puri, 1998).Son especies inestables y muy reactivas porque
presentan un electrén libre, mientras que en las especies quimicas estables, los
electrones estan dispuestos en parejas que orbitan alrededor del nucleo atomico

en direcciones opuestas (Webb, 2006).
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Estos atomos o grupos de atomos tienden a robar un electrén de moléculas estables
con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre
ha conseguido sustraer el electron que necesita para aparear su electron libre, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar
con un electron desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena

que destruye nuestras células (Avello y Suwaisky, 2006).

ROS es un término que incluye a los radicales libres y a otras especies no
radicalicas, pero que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de
los agentes prooxidantes y son las especies reactivas del oxigeno (EROS)
(Venereo, 2002). Por lo tanto, todos los radicales de oxigeno son ROS, pero no
todos los ROS son los radicales de oxigeno. Estos son agentes oxidantes y/o son
facilmente convertidos a radicales (HOCI, HOBr, O3, ONOO!, O2, and H20»)
(Halliwell, 2006).

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:
Radical hidroxilo (HO)+, Peroxido de hidrogeno (H20:2), Anion superdxido (02
), Oxigeno singulete (O2), Oxigeno nitrico (NO), Peréxido (ROO), Semiquinona
(Q) y el Ozono (O3) (Venereo, 2002).

La ruta clasica de los radicales libres conduce a una iniciacion de rapida

progresion, las reacciones en cadena destructiva.

Las caracteristicas esenciales de la oxidacion de los radicales libres mediante
reaccion en cadena son los pasos de iniciacion, propagacion, ramificacion y

terminacion (Kooy cit. por Antolovich et al., 2001).

El proceso puede ser iniciado por la accion de agentes externos como el calor, la
luz o de radiaciones ionizantes o por iniciacion quimicas en los iones metales o

metaloproteinas. (Kanner cit. por Antolovich et al., 2001).
a. Iniciacion

LH +R*— L*+RH
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Donde LH representa la molécula sustrato, por ejemplo, un lipido, con R*
como el radical oxidante iniciador. La oxidacion de los lipidos genera el
altamente reactivo radical alilo (L*) que rdpidamente puede reaccionar con el
oxigeno para formar el radical lipidico peroxil (LOO*) (Antolovich et al.,
2001).

b. Propagacion

L*+ 02 — LOO*
LOO* +LH — L* + LOOH

Los radicales peroxilo son los portadores de la cadena de la reaccion que mas
oxida a los lipidos, produciendo hidroperoxidos de lipidos (LOOH), que a su
vez se descomponen en una amplia gama de compuestos, como alcoholes,
aldehidos, alquilo formiatos, cetonas e hidrocarburos y los radicales incluyendo

el radical alcoxilo (LO*) (Antolovich et al., 2001).
c. Ramificacion:

LOOH — LO* + HO*
2LOOH — LOO* + LO* + H20

La ruptura de los hidroperéxidos de lipidos implica a menudo iones metalicos
de transicion cataliticos, en reacciones analogas a la del peréxido de hidrogeno,

produciendo radicales peroxilo lipidicos y radicales alcoxilo lipidicos:

LOOH + M™ + H" —» LO* + M " D* + H,0
LOOH + M®*D* + OH2 — LOO* + M™ + H.0O

Las reacciones de terminacion implican la combinacion de los radicales para la

formacion de productos no radicalarios (Antolovich et al., 2001).

d. Terminacion
LO* + LO* — productos no radicales

LOO* + LOO* — productos no radicales
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LO* + LOO* — productos no radicales

(Antolovich et al., 2001)

2.10 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es la exposicion de la materia viva a diversas fuentes que
producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento

exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno (Ames cit. Venereo,

2002)

El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, por esto el uso de antioxidantes en farmacologia es estudiado de forma
intensiva, particularmente como tratamiento para accidentes cerebrovasculares y

enfermedades neurodegenerativas. (Ramos et al., 2008)

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

1. Lipidos: aqui se produce el dafio mayor denominado peroxidacion lipidica,
afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados produciendo
edema y muerte celular, representa una forma de dafio histico que puede ser
desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singulete, el perdxido de

hidrégeno y el radical hidroxilo. (Venereo, 2002).

2. Proteinas: hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademds se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos (Webb,

2006).

3. Acido desoxirribonucleico (ADN): Ocurren fenémenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio

a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos
cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes

(Venereo, 2002).

2.11 ANTIOXIDANTE

Halliwell y Gutteridge (cit. por Young y Woodside, 2001) definieron como
antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a bajas concentraciones, con
respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retarda o inhibe la oxidacion

de dicho sustrato.

Los antioxidantes son capaces de estabilizar o desactivar los radicales libres antes
de que ataquen las células. Los antioxidantes son absolutamente criticos para el
mantenimiento celular 6ptimo y el sistema y bienestar saludable (Percival 1998).
El antioxidante al reaccionar con el Radical Libre (RL) le cede un electrén
oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil, con escasos o nulos
efectos toxicos y que en algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a
su forma primitiva por la acciéon de otros antioxidantes. Tienen diferentes
mecanismos de accion; unos impiden la formacion de los RL y/o especies
reactivas (sistema de prevencion), otros inhiben la accién de los RL (sistema
barredor) y otros favorecen la reparacion y la reconstitucion de las estructuras
bioldgicas danadas (sistema de reparacion). Cada antioxidante posee una afinidad
hacia un determinado RL o hacia varios, puede actuar en los diferentes procesos
de la secuencia oxidativa y tener mas de un mecanismo de accion. Los
antioxidantes se clasifican en ENDOGENOS, fabricados por la propia célula, y
EXOGENOS, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos

con formulaciones antioxidantes (Criado y Moya, 2009).

2.12 CLASIFICACION SEGUN SU ORIGEN

A. Antioxidantes endégenos

a. Lasenzimas antioxidantes:
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Catalasa: fue la primera enzima antioxidante en ser caracterizada y
cataliza dos etapas de conversion del perdxido de hidrogeno a agua y

oxigeno:

Catalasa—Fe (III) + H202 — Compuesto I + H2O2 — Catalasa—Fe (III) +
2H20 + O2

La mayor parte de su actividad esta presente en el higado y eritrocitos, pero

también se ha encontrado en todos los tejidos. (Young y Woodside, 2001)

Glutatién peroxidasa y glutation reductasa: la glutation peroxidasa es
un importante antioxidante hidrosoluble, requiere selenio en el sitio activo
y se encarga de catalizar la oxidacion de glutation a expensas de
hidroperéxido, que podria ser el peroxido de hidrégeno u otra especie como

hidroperoxido lipidico.
ROOH + 2GSH — GSSG + H20 + ROH

Se distribuye predominante en el citosol y en la mitocondria, la actividad
de la enzima depende de la constante disponibilidad de reduccion de la
glutation. La relacion de reduccion a oxidacion de la glutation
generalmente se mantiene muy alta, como resultado de la actividad de la

glutation reductasa (Young y Woodside, 2001).
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP”*

Superoxido dismutasa: cataliza la dismutacion de superdxido a peroxido

de hidrogeno y oxigeno:

02 + 02 +2H+ — H202 + O2

El peréxido de hidrogeno serd removido por la catalasa o la glutation
peroxidasa. Hay tres formas de distribucion de la superdxido dismutasa en

los tejidos animales:
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e Superoxido dismutasa de Cobre y Zinc (CuZn- SOD): se encuentra en
el citoplasma y orgdnulos de practicamente todas las células de los
mamiferos

e Superdxido dismutasa de Manganeso (MnSOD): se encuentra en las
mitocondrias de casi todas las células

e Superdoxido dismutasa extracelular (ECSOD): es una secrecion de
CuZnSOD. EC-SOD es sintetizados por so6lo unos cuantos tipos de
células, incluyendo los fibroblastos y las células endoteliales, y se

expresa en la superficie celular (Young y Woodside, 2001).
b. Antioxidantes no enzimaticos

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos endogenos comprenden:

(Percival, 1998)

e Proteinas intracelulares: lactoferrina y la ferritina

e Proteinas plasmaticas: transferrina, ceruloplasmina y albimina

e Complejos organometalicos: Quelantes de hierro y cobre como la
haptoglobina y hemopexina

e Péptidos de bajo peso molecular: glutation

B. Antioxidantes ex6genos

Muchas sustancias de origen vegetal, denominados en conjunto
"fitonutrientes", o "fitoquimicos", son cada vez mas conocido por su actividad
antioxidante (Percival, 1998), son de bajo peso molecular provenientes de la
dieta, como la vitamina C (Acido Ascorbico), vitamina E (o-tocoferol), B-
caroteno (provitamina A), flavonoides, polifenoles y algunos elementos traza
(selenio, cobre, zinc y manganeso). Estos antioxidantes pueden funcionar como
atrapadores o scavengers de radicales libres o como coenzimas y cofactores de

las enzimas antioxidantes del sistema endogeno (Percival, 1998).
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Actian como moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical
libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion
de los nutrientes que los contienen (Venereo, 2002). El licopeno, en cambio,
no tiene actividad pro vitamina A y corresponde a 21% de los carotenoides; su
mayor fuente es el tomate. Es un gran antioxidante y se cree que tiene

capacidad de reparar el ADN (Lozada y Garcia, 2009).

2.13 CLASIFICACION SEGUN SU MODO DE ACTUACION

Los antioxidantes, tanto enddgenos como exogenos, estan presentes para proteger
los componentes celulares del dafio de los radicales libres inducidos, se dividen
en tres grupos: (Young y Woodside, 2001). En la figura 2.4 se muestra la defensa

de los antioxidantes contra los radicales libres.

A. Enzimas antioxidantes:

Las enzimas antioxidantes: glutation peroxidasa y reductasa, catalasa y
superoxido dismutasa metabolizan los intermediarios tdxicos oxidativos y
requieren cofactores como selenio, hierro, cobre, zinc y manganeso (Percival,

1998), son antioxidantes endogenos.

B. Antioxidantes de la ruptura de la reaccion en cadena:
Constituyen la segunda linea de defensa al inhibir la iniciacion de la reaccion
en cadena y/o romper su propagacion (Pokorny et al., 2004), los antioxidantes
por ruptura de la cadena son pequeinas moléculas que pueden recibir un
electrén de un radical o donar un electrén a un radical libre con la formacion
de un producto estable, se dividen en: (Young y Woodside, 2001).

- Antioxidantes de la ruptura de la reaccion en cadena de la fase lipidica:

Estos antioxidantes atrapan los radicales en las membranas y en las

particulas lipoproteicas y son cruciales en la prevencion de la peroxidacion
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lipidica. El antioxidante de la fase lipidica mas importante probablemente

es la vitamina E. (Young y Woodside, 2001).

La vitamina E es un conjunto de compuestos fenolicos conocidos como
tocoferoles y tocotrienoles (Criado y Moya, 2009). La a-tocoferol es el mas
potente antioxidante de los tocoferoles y es también el mas abundante en

los humanos. (Young y Woodside, 2001).

Los carotenoides son un grupo de antioxidantes liposolubles en torno a una
estructura carbona de isoprenoides. El mas importante de éstos es el -
caroteno, aunque al menos otros 20 pueden estar presentes en las
membranas y lipoproteinas. Se encuentran en muchos tejidos y pueden
desempeifiar un rol de prevencion en la lipoperoxidacion in vivo, es

precursor de la vitamina A (retinol), (Fennema, 2008).

Los flavonoides son ubicuos en las plantas, casi todos los tejidos vegetales
son capaces de sintetizarlos. Se encuentran en las frutas comestibles,
verduras de hoja, raices, tubérculos, bulbos, hierbas, especies, legumbres,
té, café y vino tinto. Pueden clasificarse en siete grupos: flavonas,
flavononas, flavonoles, flavononoles, isoflavonas, flavanoles (catequinas)
y antocianidinas (Fennema, 2008).

Casi todos poseen diversas propiedades biologicas y quimicas comunes: (1)
actividad antioxidante, (2) capacidad de desechar las especies activas de
oxigeno, (3) poder de eliminacion de los electrofilos, (4) la habilidad de
inhibir la nitrosaturacion, (5) capacidad de quelar metales como el Fe y Cu,
(6) poder de producir peréxido de hidrogeno en presencia de ciertos
metales, y (7) la capacidad de modular ciertas actividades enzimaticas

celulares (Fennema, 2008).

- Antioxidantes de la ruptura de la reaccion en cadena de la fase acuosa
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Atrapan los radicales en los compartimientos acuosos. Cualitativamente es
mas importante es la vitamina C (Ascorbato), En humanos actua como un
cofactor esencial para la catalisis de varias enzimas en reacciones de
hidroxilacién, otra funcion importante es la ruptura de la reaccion en
cadena en medio acuoso, éste ha demostrado atrapar radicales y oxigeno
singulete en medio acuoso. Durante su accion antioxidante, se somete a una
reduccion de dos electrones, en un principio al radical Semidehidroascorbil
y posteriormente a dehidroascorbato. Otros antioxidantes estan presentes
en el plasma en altas concentraciones como el Acido urico, la albumina

unida a la bilirrubina y tioredoxina (Young y Woodside, 2001).

C. Metales de transicion unidos a proteinas

Unidos a proteinas (ferritina, transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina)
actlian como un componente crucial del sistema de defensa de antioxidantes
por secuestro de hierro y cobre, para que no se encuentre disponible para

impulsar la formacion del radical hidroxilo (Young y Woodside, 2001).

' o Produccion de radicales
Enzimas antioxidantes

L ) libres Metales unidos a
- zzfaelrg;ldo Dismutasa . proteinas
- : - Transferrina
- Glutation Peroxidasa v - Ferritina
- Ceruloplasmina > Oz, H202 - Lactoferrina
2
Metales de
Antioxidantes de la ruptura de la < Transicion
cadena Fe'?, Cu™

- Secuestro directo de RL
- Consumo durante el proceso dq,.--"'

secuestro
Fase lipidica Fase Acuosa
-Tocoferoles - Ascorbato
- Ubiquinoles - Ureato
- Carotenoides - Glutation y
- Flavonoides otros tioles
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Figura 2.4: Defensa de los antioxidantes contra los radicales libres

2.14 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los mecanismos de accion de los antioxidantes se muestran en la Tabla N° 2.5.

Tabla N° 2.5: Mecanismos de accion de los antioxidantes *

Tipo de

antioxidante

Mecanismos de accion

Ejemplos de

antioxidantes

Antioxidantes

propiamente dichos

Inactivando radicales libres

lipidicos

Compuestos Fenolicos

Estabilizadores de

hidroperéxidos

Previniendo la descomposicion de

hidroperoxidos en radicales libres

Compuestos Fenolicos

Sinergistas

Promoviendo la actividad de los

antioxidantes propiamente dichos

Acido citrico, Acido

ascorbico

Quelantes de metales

Ligando metales pesados a

compuestos inactivos

Acido fosfoérico,
compuestos de Maillard,

Acido citrico

Extinguidores de

oxigeno singulete

Transformando oxigeno singulete

en oxigeno triplete

Carotenos

Sustancias que
reducen

hidroperéxido

Reduciendo hidroperoxidos por

vias no radicalarias

Proteinas y aminoacidos

1: Antioxidantes de los alimentos. Aplicaciones practicas, Pokorny et al., 2004.
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2.15 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante es una medida de la cantidad (en moles) de
determinados radicales libres atrapados por una muestra. Las mediciones del
rendimiento de la capacidad antioxidante son la cantidad de una mezcla
heterogénea de antioxidantes la capacidad total o habilidad atrapadora neta de la
muestra. La capacidad antioxidante de una muestra serd diferente de acuerdo con
los diferentes oxidantes con los que se mide. Las reacciones entre diferentes
antioxidantes y oxidantes tienen diferentes velocidades constantes, y por lo tanto
varia la capacidad antioxidante total. También debe tenerse en cuenta que los
métodos de medicion analiticos y las condiciones en que se ha producido el
analisis, puede conducir a resultados variables para el mismo tipo de alimento.

(MacDonald-Wicks et al., 2006).

Los antioxidantes pueden desactivar los radicales principalmente por dos

mecanismos:

e Transferencia de 4tomos de hidrogeno (HAT): mide la clasica habilidad de los
antioxidantes para reprimir los radicales libres por donacion de hidrégeno
(AH= cualquier donador de H).

X"+ AH - XH + A" (1)

Las reacciones HAT son independientes del solvente y pH y suelen ser bastante
rapidas, por lo general completas en cuestion de segundos a minutos. La
presencia de agentes reductores, incluyendo metales, es una complicacién en
los ensayos HAT y puede conducir a errores de reactividad aparentemente

altos.

e Transferencia de electrones individuales (SET): detectan la habilidad de un
potencial antioxidante para transferir un electron para reducir cualquier
compuestos, incluyendo metales, carbonilos y radicales.

X* + AH - X~ + AH** )
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H,0
*AH™ & A" + Hy0* 3)
X~ 4+ H;0* - XH + H,0 4)
M) +AH - AH* + M(II) 5)

La reactividad en los métodos SET se basa primariamente en una
desprotonacion y en el potencial de ionizacion del grupo funcional reactivo,
por lo que las reacciones SET son dependientes del pH. En general, los valores
IP disminuyen con el aumento del pH, lo que refleja un mayor incremento en
la capacidad donadora de electrones con desprotonacion. Las reacciones en los
métodos SET son usualmente lentas y pueden requerir largos tiempos para
completarse, los calculos de la capacidad antioxidante se basan en el porcentaje
de disminucion en un producto en lugar de la cinética. Es importante destacar
que las trazas de los componentes y contaminantes (en particular los metales)
interfieren con los métodos SET y pueden considerar la alta variabilidad y la

baja reproducibilidad y consistencia de los resultados (Prior et al., 2005).

2.16 COMPUESTOS FENOLICOS

Son un amplio grupo de sustancias con diferentes estructuras quimicas y actividad,
son constituyentes importantes de las plantas y que a su vez les otorga multiples
efectos benéficos. Estan presentes generalmente en forma de glucdsidos en los
extractos de las frutas, hierbas, vegetales, cereales y otros materiales de plantas
ricos en polifenoles lo que ha permitido su utilizacién por la industria alimentaria
no solo por las caracteristicas organolépticas que le confieren a las frutas y
verduras sino que retardan la oxidacion de los lipidos y mejoran la calidad

nutricional de los alimentos (Mufioz y Ramos, 2007).

Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como
agentes protectores frente a la accion de patogenos, siendo secretados como

mecanismo de defensa (Butler cit. por Martinez-Valverde et al., 2000).
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Los compuestos fenolicos estan relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal tanto frescos como procesados (Martinez-Valverde et

al., 2000).

Desde un punto de vista quimico, los compuestos fendlicos constan de un anillo
bencénico que contiene uno o diversos grupos hidroxilo. Segin su estructura
quimica, estos compuestos se pueden subdividir en flavonoides o no flavonoides,
segun sean o no derivados de la estructura de bésica de fluoroglucinol,
caracterizada por un esqueleto de 2 anillos bencénicos unidas por una cadena de 3

atomos de carbono ciclada en un heterociclo oxigenado (Valls et al., 2000).

Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar
unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir
uniones directas entre una molécula de aztcar y un carbono aromatico. Por ello la
forma mas comun de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicosidos,
siendo solubles en agua y solventes orgdnicos. Los azucares asociados a los
polifenoles pueden ser monosacéridos, disacaridos o incluso oligosacéridos. Los
compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia son: glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos glucurénico y galacturdnico.
También pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, acidos organicos,

aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos (Martinez — Valverde et al., 2000).

Los compuestos fendlicos comprenden una gran diversidad de compuestos, como
flavonoides, dentro de los cuales tenemos a las antocianinas, flavonoles,
flavanoles, flavones y otros, y los no flavonoides dentro de los cuales tenemos a
los acidos fenolicos, lignina y estilbenos (Harborne, 1989 cit. por Chirinos et al.,
2008).

2.17 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

El nimero y la posicion de grupos hidroxi, la glicosilacion y otras substituciones

determinan la actividad de secuestro de radicales por los compuestos fendlicos.
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Las diferencias que existen entre la actividad de secuestro de radicales estan
atribuidas a las diferencias estructurales de hidroxilacion, glicosilacion y

methoxilacion (Mufioz y Ramos, 2007).

Las disposiciones estructurales que imparten la mayor actividad antioxidante son
La sustitucion 3’ 4’ orto dihidroxi en el anillo B, las disposiciones en posicion meta
en los carbonos 5y 7, el doble enlace entre los carbonos 2 y en combinacion con
los grupos 4 ceto y 3 hidroxilo. Los grupos orto-dihidroxi estructuralmente son los

mas importante por presentar una alta actividad (Mufoz y Ramos, 2007).

En la Tabla N° 2.6, se observa la distribuciéon de los representantes de los

compuestos fenolicos.

Tabla N° 2.6: Distribucion de compuestos fendlicos y actividad antiradical®

Componentes Sustituyentes (OH) Otros sustituyentes
Posicion OH  Numero OH

1. Acidos Fendlicos

E 6 E 6
4 —CH—CH—COO(HorR) 4 —COOH
3 2 3 2
Acido Hidroxicinamico . Acido hidroxibenzoico
Acido hidroxiciaminico
-Acido Cafeico 3,4-OH 2 R=tetrahidroxi-
-Acido Clorogeénico 3,4-OH 2 ciclohexano
-Acido p-cumarico 4-OH 1 carboxilico
-Acido ferualico 4-OH 1 3-OCHj3;
Acido hidroxibenzoico
-Acido Galico 3,4,5-OH 3
-Acido Siringico 4-OH 1 3,5-OCH3
-Acido Vanilico 4-OH 1 3-OCHj3
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2. Flavonoides
Flavanoles

Flavanoles (Flavan-3-ols-)

- (-) epigalocatequin 5,7,3°,4°,5,3”, 8 3-0G( G = galoil)
galato (EGCQ) 47.5”-OH

- (-) epicatequin galato 5,7,3°,37,4 7 3-0OG( G = galoil)
(ECG) ”,5”-OH

- (-) epigalocatequina 3,5,7,3°,4°,5- 6
(EGC) OH

- (-) epicatequina (EC) 3,5,7,3°,4’-OH 5)

- (+) catequina (C) 3,5,7,3°,4’-OH 5

Flavonoles

Componentes Sustituyentes (OH) Otros sustituyentes
Posicion OH Numero OH
Flavonoles
- Miricetina 3,5,7,3°, 4’5’- 6
OH

- Quercetina o, 7,558 =OH 5

- Morina 3,5,7,3’, 4’-OH 5

- Kaempferol 3,5,7,4’-OH 4

- Quercetina-3-rutinosido ~ 3,7,3’, 4-OH 4 3-O-rutinosa

Chalconas y Flavonas

Chalconas Flavonas

"
5

Chalconas
- Buteina 2,434 -OH 4
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- Floretina 2,4,6,4 —OH 4
- Cartamina 45,4 -OH 3 6-0- glucosa
Flavonas
- Luteolina 5,7,3’,4 °-OH 4
- Baicaleina 5,6,7-OH 3
- Apigenina 5,7,4’-OH 3
Flavanonas e Isoflavonas
Flavanonas Isoflavonas

Flavanonas

- Naringenina 5,7,4'-OH 3 4’-OCHj3

- Hesperetina 5,7,3'-OH 3 7-O-rutinosido

- Naringenina-7- 5,4'-OH 2 7-O-rutinosido, 4’-
rutinosido 5,3'-OH 2 OCHj;

- Hesperetina-7-
rutinosido

Isoflavonas

- Genisteina 5,7,4'-OH 3

- Daidzeina 7,4'-OH 2

- Gliciteina 7,4'-OH 2 6-OCH;

- Genisteina-7-glucosido 5,4-OH 2 7-O-glucosa
Componentes Sustituyentes (OH) Otros sustituyentes

Posicion OH  Numero OH
3. Taninos

Taninos condensados

G=
G=Galoil
- Catequina  3-o-galato 5,7,3'.4'3",4")5' 7*n=7 3-0OG( G = galoil)
(mondmero) '-OH (n=1)
- Procianidina B-1 3,5,7,3,4-OH 5*n=10
(dimero) (n=2) 3-0OG( G = galoil)
7*n=14
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- Procianidina B-2 5,7,3'.4.3"4"5

digalato (dimero) '-OH (n=2) 5*n=15
- Procianidina C-1 3,5,7,3',4"-OH

(trimero) (n=3)
4. Estilbenos y curcuminoides

Estilbenos Curcuminoides

Stilbenos
- Piceatanol 3,5, 3", 4'-OH 4
- Resveratrol 3,5,4'-OH 3
- Piceatanol-3’-glucosido 3,5,4'-OH 3 3’-O-glucosa
- Resveratrol-3’-

glucdsido 5,4'-OH 2 3’-O-glucosa
Curcuminoides
- Curcumina 8,8'-OH 9! 7,7-OCH3
- Demetoxicurcumina 8,8'-OH 2 7°-OCH3
- Bisdemetoxicurcumina 8,8'-OH 2

1: Componentes Fendlicos de la dieta y sus propiedades medicinales. Mufioz y Ramos, 2007

2.18 BIOSINTESIS DE COMPUESTOS FENOLICOS

Estos compuestos fendlicos se sintetizan a partir de dos principales rutas
metabolicas: la ruta del shikimato la cual origina directamente fenilpropanoides
como los 4acidos hidroxicinamicos (Figura 2.5 y Figura 2.6); y la ruta del acetato,
la cual produce fenoles simples y algunas quinonas (Decker, 1997, cit. Por
harborne 1989).
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Figura 2.5: Biosintesis de los compuestos fenolicos a partir de la via del
shikimato y fenilalanina (Fuente; Harborne, 1989, cit. por Chirinos et al., 2008)

El grupo mas importante de los compuestos fendlicos son los flavonoides,
incluyendo flavonas, isoflavonas y antocianidinas, las que se forman via
condensacion del fenilpropano (C6 — C3), con la participacién de 3 moléculas de
malonil coenzima A, la cual permite la formacion de chalconas, que
posteriormente se ciclan en condiciones acidas. Por lo que los flavonoides tienen
la estructura bésica de los difenilpropanoides (C6 — C3 — C6) que consiste en dos
anillos aromaticos unidos a 3 carbonos que forman un anillo heterociclico
oxigenado. El estado oxidativo de esta cadena de 3 carbonos, determinan las

diferentes clases de flavonoides.

Los flavonoides incluyen antocianinas (glucésidos 6 acilglucosidos de las
antocianidinas), flavanoles (catequinas), flavonoles, flavonas, isoflavonas,

flavononoles y sus derivados.
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Figura 2.6: Formacion de fenilpropanoides, estilbenos, lignanos, ligninas,
suberinas, cutinas, flavonoides y taninos a partir de la fenilalanina. FAL.:
Fenilalanina amonio liasa. (Fuente: Shahidi y Naczk 2004.)

2.19 EFECTOS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La caracteristica principal de los compuestos fendlicos es su habilidad para
bloquear la accioén de enzimas especificas que causan inflamacion, modifican los
pasos metabdlicos de las prostaglandinas y por lo tanto protegen la aglomeracion
de plaquetas, inhiben la activacion de carcindgenos, son antioxidantes y como tales
atrapan radicales libres, y previenen que éstos se unan y dafien las moléculas de
DNA, un paso critico en la iniciacion de procesos carcinogénicos, previenen la

peroxidacion de lipidos, los cuales, siendo radicales libres pueden causar dafo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

estructural a las células normales. El dafio estructural en las membranas de las
células normales interfiere con el transporte de moléculas a través de éstas

afectando el crecimiento y proliferacion celular (Chasquibol et al., 2003).

El efecto preventivo atribuido a los polifenoles es amplio, son relevantes para la
prevencion de cénceres en etapas de iniciacion, progresion y promocion. En la

figura 2.7, se muestra los efectos preventivos de los componentes naturales.

Antioxidante

Anti-inflamatoria Apoptosis

Anti-hormona / Proliferacion celular

Modificacion [y I ——»

T DY

Diferenciacion celular
Anti-angiogénesis

Antidiabética

Colesterol Antitrombodtica

Quelacion de metales de
transicion

Figura 2.7: Mecanismos de preventivos de los polifenoles (Mufioz y Ramos,
2007)
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

Este trabajo de investigacion se desarrollo en el laboratorio pabelléon H — 204, de
las instalaciones de la Universidad Catolica de Santa Maria de la ciudad de

Arequipa — Peru.

3.2 MATERIALES
3.2.1 Material de Laboratorio

e Fiolas de 25 ml.

e Pipetas graduadas de 0.5, 1.

e Pipetas volumétricas de 5 y 10 ml.
e Probeta graduada de 100 ml.

e Vasos de precipitacion 250 y 500 ml.
e Erlenmeyer de 100 y 250 ml.

e Balon de 500 ml.

e Tubo refrigerante.

e Embudo.

e Papel filtro.

e Papel aluminio.

e Propipeta.

e Espatula.

e Bagueta.

e Soporte universal.

e Pinzas.

e Frascos de vidrio ambar con tapa rosca.
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3.2.2 Reactivos

e Acido galico (Sigma).

e (Carbonato de sodio (Sigma).

e Reactivo de fenol segun Folin - Ciocalteu (Merck).
e Etanol 96% (Delta Quimica).

e Acetato de amonio (Merck).

e Neocuproina (Merck).

e Cloruro de cobre II (Merck).

e Acido ascorbico (Sigma).

3.2.3 Equipos

e Espectrofotometro UV — 1700 (Shimadzu).
e Balanza analitica PA214 (Ohaus).

e Rotavapor R — 114 (Buchi).

e Incubadora 516 G (Fisher Scientific)

e Cocina Eléctrica.

e pHmetro 827 pHLab (Metrohm)

3.3 METODOS

3.3.1 Caracterizacion de las muestras

Se selecciond aquellos productos que se expenden en todos los centros
comerciales, siendo estos los més consumidos, productos nacionales como
internacionales, de esta manera se elabor6 una galeria de imagenes con la
descripcion de cada una de las muestras los cuales se observan en la Tabla N° 4.1,

donde se tomo los siguientes puntos.

= Descripcion: se realizd mediante el numero de muestras, nombre del

producto, imagen del producto.
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= Numero: Se copio6 el numero de lote de cada caja.

= Unidades: Se conto el total de sobres por caja.

= Peso: Se anotd de cada una de las cajas.

= Presentacion: Se describid a cada muestra.

3.3.2 Preparacion de la muestra

Para realizar los analisis posteriores, se acondiciond las muestras segun el
diagrama de flujo de las operaciones que se muestran en la figura 3.1. Las

operaciones se describen a continuacion:

a. Seleccion: Se seleccionaron los sobres por separado segin la marca

comercial.

b. Pesado: Se peso los sobres para verificar si contenian el indicado en el

rotulo de presentacion.

c. Almacenado: Se almacenaron a temperatura ambiente hasta su empleo en

la preparacion de extractos.

Seleccion

v

Pesado

v

Almacenado

Figura 3.1: Diagrama de flujo de la preparacion de muestras
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3.3.3 Preparacion de extracto para la determinacién de Compuestos Fenolicos
Totales y determinacion de la capacidad antioxidante

Se prepard extracto acuoso y etanolico para la determinacion de los compuestos
fenolicos totales y extracto etandlico para la determinacion de la capacidad
antioxidante. Se realiz6 la extraccion mediante el Método de Reflujo, Se peséd
2 sobres por muestra y se colocd en un matraz de 250 ml, donde se adiciono
para el extracto acuoso 100 ml de agua destilada, para el extracto etandlico 100
ml de etanol al 96 %, luego se procedio a calentar por 3 horas. Transcurrido el
tiempo de extraccion se procedid a filtrar para ser llevado al rotavapor hasta

concentrar la muestra a 50 ml. las imagenes se observa en el Anexo I.

3.3.4 Determinacion de compuestos fendlicos totales

El método de Folin-Ciocalteu fue originalmente destinado a analizar las
proteinas, aprovechandose del grupo fenol de la tirosina. Singleton y Rossi
(1965) ampliaron este trabajo para medir fenoles totales en el vino
(MacDonald-Wicks et al., 2006), basandose en la reduccion de un complejo
fosfotungstenico - fosfomolibdico por los fenoles a un producto de coloracion
azul (Prior et al., 2005; Salluca et al., 2008), bajo condiciones basicas (Huang
et al., 2005).

En este tipo de reaccion ocurre un mecanismo de transferencia de electrones
debido a que la disociacioén de un proton fendlicos conduce a un anion fenolato,
que es capaz de reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu. (Huang et al., 2005;
MacDonald-Wicks et al., 2006). Para este analisis se empled acido galico

como un estandar (Chirinos et al., 2008, cit. Harborne 1989).

a. Curva de calibracion
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Se disolvid 500 mg de acido galico (estandar) en 10 ml de etanol, luego se
llevo a un volumen de 100 ml; de esta solucion se tomaron alicuotas de 0,

1,2,3,5y 10 ml las que fueron llevadas a un volumen de 100 ml.

De cada una de estas soluciones se tomaron alicuotas de 0.25 ml y fueron
adicionadas a fiolas de 25 ml se mezclaron con 19.75 ml de agua destilada
y 1.25 ml de reactivo de fenol Folin — Ciocalteu, para luego ser
homogenizadas. Después de 5 minutos se adicionaron 3.75 ml de una
solucion de carbonato de sodio al 20 % obteniéndose concentraciones de
3.97x10° M, 7.34x10° M, 1.19x10° M, 1.99x10° M y 3.97x10”° M, el

esquema del procedimiento se observa en la Tabla N° 3.1.

Las soluciones se llevaron a una temperatura de 40° C por 30 minutos antes

de leer la absorbancia contra un blanco a 765 nm.
La curva estandar para el método de Folin-Ciocalteu, fue elaborada una

sola vez para todas las corridas que se hizo, para lo cual se prepard una

solucidon madre de Acido Galico.

Tabla N° 3.1: Esquema del procedimiento

blanco Std1 Std2 Std3 Std4 Std5

Solucion patrén de ac.

Galico (ml)

Agua destilada (ml) 19.75  19.75 19.75 19.75 19.75 19.75
Reactivo de fenol segun

- 025 025 025 025 025

) ] 1.25 .25 125 125 125 1.25
Folin - Ciocalteu (ml)

NazCos (ml) 375 375 375 375 375 3.5

b. Ensayo con los extractos etandlico y acuoso
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Para el tratamiento de las muestras se tomaron 2 ml de los extractos y se
llevaron a un volumen de 50 ml de estas soluciones se tomaron alicuotas
de 0.25 ml a las que se adicionaron 19.75 ml de agua destilada y 1.25 ml
de reactivo de fenol Folin — Ciocalteu. Luego de homogenizar y dejar en
reposo las soluciones durante 5 minutos, se agregaron 3.75 ml de carbonato
de sodio al 20 %. Estas fueron leidas en el espectrofotometro contra un
blanco a 765 nm previa exposicion a una temperatura de 40° C por 30

minutos.

3.3.5 Determinacion de la capacidad antioxidante

Existen diversos métodos que permiten evaluar la capacidad antioxidante de
muestras naturales o sintéticas. Se ha elegido el método de CUPRAC (Cupric
lon Reducing Antioxidant Capacity) (Cadenas, Packer, Handbook of
Antioxidants, USA et al., 2002).

Este método utiliza el Cu™ y la Neocuproina para reaccionar con el compuesto
en estudio formando un quelato coloreado de cu™: [Cu — Nc2] ™', el cual es
soluble en agua y en medios organicos. Esta relacion se lleva a cabo a pH 7,
controlado por el buffer acetato de amonio. El quelato formado con el cobre
reducido es medido a 450 nm Normalmente, la formacion de este complejo se
completa en 30 minutos. Sin embargo, antioxidantes de reaccion lenta

necesitan de incubacion a temperatura elevada para completar su oxidacion

(50° C por 20 minutos).
B I+
SN
e 0 | S =
Wt NN '””% A Hat: \ / CHa
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Figura 3.2: Mecanismo de accion del método CUPRAC (Apak R., et al, 2007)

El método de CUPRAC presenta ventajas sobre otros métodos para evaluar la

capacidad antioxidante:

e El reactivo CUPRAC es lo suficientemente rapido para oxidar
antioxidantes que otros métodos no detectan, como son los

antioxidantes que poseen grupos Tiol.

e El reactivo CUPRAC usado para la lectura de los resultados esta

disponible en la mayoria de laboratorios.

e La reaccion redox que da lugar al complejo coloreado de Cu'! es
relativamente insensible a parametros adversos como el aire, luz solar,

tipo de solvente y pH, los cuales afectan a reactivos como DPPH.

e Las graficas de concentracion vs. absorbancias del método CUPRAC
son perfectamente lineales dentro de un amplio rango de concentracion,

a diferencia de otros métodos que generan curvas polinomiales.

e Los valores de Actividad Antioxidante Total (TAC) encontrados por el
CUPRAC son perfectamente aditivos. Por ejemplo: la TAC de una
mezcla polifendlica es igual a la suma de la TAC de sus constituyentes

fendlicos.

e [Este método involucra una minima preparacion de muestras, por lo que

el procedimiento experimental es flexible para la automatizacion.

e Lareaccion redox se lleva a cabo con un pH cercano al fisioldgicoy a

los protones liberados son tamponados por el buffer acetato de amonio.

¢ FEl método puede medir simultaneamente antioxidantes hidrofilicos y

lipofilicos.
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e Dado que el ion Cu™' producido como producto de la reaccion redox
esta en estado quelado (Cu™'-Nc), no puede actuar como un pro-
oxidante, por lo tanto no se podria producir un error negativo en la

determinacion antioxidante por efectos del Cu*!. (Apak R., et al, 2007).

a. Reactivos a preparar

= Cloruro de cobre dihidratado: Solucién 1 x 102 M en agua.
* Neocuproina: Solucién 7.5 x 10 M en etanol.
= Acetato de amonio: Solucion buffer 1M a pH 7.

»  Acido ascérbico: Solucion Stock 2.0 x10-3 M en etanol.

b. Curva de calibracion

Se dispuso un grupo de 5 tubos a los cuales se les afiadi6é cada uno de las
siguientes soluciones en el orden a mencionar, 2 ml. de buffer acetato de
amonio, 2ml. de neocuproina, 2 ml. de CuClz, &cido ascorbico 0.5, 1.0,
2.0, 3.0, 4.0, con excepcion del blanco, agua destilada 4.0, 3.5, 3.0, 2.0,
1.0, excepto al tubo numero 5 (se observa en la Tabla N° 3.2).
Posteriormente fueron mezcladas y dejadas en reposo a temperatura
ambiente por 30 minutos en oscuridad, y fueron leidas en el

espectrofotometro a 450 nm.

Tabla N° 3.2: Esquema del procedimiento

blanco Std1l Std2 Std3 Std4 Stdb5

Buffer Acetato (ml.) 2 2 2 2 2 2
Neocuproina (ml.) 2 2 2 2 2 2
CuClz (ml.) 2 2 2 2 2 2
Acido Ascorbico (ml.) - 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
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Agua Destilada (ml.) 4 3.5 3.0 2.0 1.0 -

c. Ensayo con el extracto

Para proceder a determinar la capacidad antioxidante de las muestras se
hizo el mismo procedimiento de la Tabla N° 3.2, donde en lugar de
adicionar acido ascorbico se utiliza el extracto de la muestra. Estas fueron
leidas en el espectrofotometro contra un blanco a 450 nm previa exposicion

a una temperatura ambiente y en oscuridad por 30 minutos.

3.3.6 Protocolo de validacion del método analitico

e Limite de deteccion y limite de cuantificacion:

El limite de deteccion es la cantidad mas pequefia de analito en una muestra
que puede ser detectada por una tinica medicion, con un nivel de confianza
determinado, pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es

comunmente expresado como concentracion del analito (Huber L., 2007).

El limite de cuantificacion es la cantidad més pequefia del analito en una
muestra que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud
aceptable. Es un parametro del analisis cuantitativo para niveles bajos de
compuestos en matrices de muestra y se usa particularmente para
impurezas y productos de degradacion. Se expresa como concentracion del

analito (Huber L., 2007).

Los limites de deteccion y cuantificacion también pueden estimarse a
partir de la curva de regresion, por extrapolacion a concentracion cero, asi

(Eurachem Guide, 1998).
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e Sedetermina la pendiente de la curva de calibracion (concentracion

vs respuesta) en el rango apropiado: b

e Se extrapola la respuesta a concentracion cero, obteniéndose un

estimado de la respuesta del blanco: Yol

e Se determina la desviacion estandar correspondiente a cada
concentracion, se calcula la recta correspondiente a concentracion
vs S y se extrapola la desviacion estdndar a concentracion cero,
obteniéndose el estimado Sk, correspondiente a la desviacion

estandar del blanco.

Se calcula el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del blanco) y el
limite de cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco) para n’
medidas individuales, utilizando las ecuaciones 3.1 y 3.2 respectivamente

(Huber L., 2007):

- | V== 1 y
Limite de Deteccién = —%ﬁ vy (Ecuacion 3.1)

Yp1+10 Sp; % 1

= 7 (Ecuacion 3.2)

Limite de Cuantificacion =

3.3.7 Analisis estadistico
Los datos fueron presentados como promedios con sus desviaciones estandar

respectivas correspondientes a tres repeticiones por muestra. Los analisis

estadisticos se hicieron en el programa StatGraphics, y el Microsoft Excel.
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Para evaluar las semejanzas y diferencias del contenido de fenoles totales se
compar6 sus medidas estadisticas para ver la distribucion de los datos, para
comprobar si las diferencias son o no significativas, mediante ANOVA y
método de Fisher (LSD). Para determinar la diferencia entre el extracto acuoso
y etandlico se evalud estadisticamente por el método de t student para dos

muestras independientes.

e El andlisis de la varianza (ANOVA), es una técnica estadistica de
contraste de hipdtesis, donde usa las varianzas para evaluar la
significacion separando, por un lado, la varianza entre muestras y por
otro lado, la varianza al interior de las muestras. ANOVA decide o
determina si las diferencias que existen entre las medias de tres o mas
grupos (niveles de clasificacion) son estadisticamente significativas

(Rubio Hurtado, M. J. y Berlanga Silvente, V. 2012).

Cuando el andlisis de varianza (ANOVA) indica la existencia de una
diferencia significativa, se desea conocer cudl de los pares de medias
causa la diferencia. Cuando las muestras son de igual tamano la
Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher nos ayuda a localizar

esta fuente (Rubio Hurtado, M. J. y Berlanga Silvente, V. 2012).

e La minima diferencia significativa (LSD). Es la diferencia entre dos
medias, basadas en la prueba t de Student, empleando el valor de la
varianza del error, donde se realiza las comparaciones de modo
simultdneo y consigue detectar diferencias mas pequenas (Rubio

Hurtado, M. J. y Berlanga Silvente, V. 2012).

e La prueba t de student se usa para la determinacion de las diferencias
entre dos medias muestrales y para la construccion del intervalo de
confianza para la diferencia entre medias de dos poblaciones cuando se

desconoce la desviacion tipica de una poblacion y esta debe ser
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estimada a partir de los datos de una muestra (Rubio Hurtado, M. J. y

Berlanga Silvente, V. 2012).

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

a. Descripcion de las muestras

Se trabajo con 5 productos de diferentes marcas comerciales de t¢ verde,
seleccionando los productos que se expenden en todos los centros comerciales,
los cuales serian los mas usados, donde 4 productos son de procedencia

nacional y 1 producto de procedencia internacional (Chile).

Se elabor6 una galeria (Tabla N° 4.1) con imagenes y se describe los principales
rasgos fisicos apreciables de los 5 productos de las diferentes marcas
comerciales de té verde, que son: el nombre comercial, el nimero de lote, la
cantidad por envase, el peso que se halla rotulado en el envase, y la

presentacion del producto.

Tabla N° 4.1: Descripcion del té verde (Camellia sinensis)
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Peso Presenta
Ne Nombre Imagen N° de lote | Unidades B
(por sobre) cion
Sobre
1 | HORNIMANS 950513 25 1.2¢g
filtrante
Sobre
2 | SCHAGREEN 100712 25 1.5g
filtrante
Sobre
3 | SUNKA 077131 21 1.5g
filtrante
Sobre
4 | WAWASANA 113255 21 1.5¢
filtrante
Sobre
5 | TN 260912 20 2g
(Chile) filtrante

El contenido de té verde rotulado en cada envase muestra diferencias seglin la
marca comercial, donde el té verde de la marca Lipton posee mas contenido de
producto, rotulando 2 g por sobre filtrante, el té verde de la marca Hornimans
posee menos contenido de producto, rotulando en su envase 1.2 g por sobre
filtrante y las demas marcas comerciales de t¢ verde rotulan en su envase el

contenido de 1.5 g por sobre filtrante.
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Es asi que el té verde de la marca Lipton posee presentacion agradable tanto en

el envase como en el sobre filtrante.

b. Preparacion de extractos del té verde

El contenido de antioxidantes, no puede ser cuantificado en s6lido, por ello es
necesario trasferir estos compuestos presentes a una fase acuosa donde sea mas

facil determinarlo, es asi que se realiz6 la elaboracion de los extractos.

Al preparar los extractos de cada una de las marcas comerciales de té verde, se
utilizé dos sobres filtrantes, se procedié a pesar cada una de ellas (Tabla N°
4.2), para poder comparar si posee la misma cantidad que indica el rotulo de

cada envase, donde nos dio:
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Tabla N° 4.2: Peso de sobres filtrantes de té verde

Peso de sobre  Peso 2 sobres, Peso 2 sobres,

Muestra Rotulado por  para Extracto para Extracto
envase (g) Acuoso (9) Etandlico (g)
HORNIMANS 1.2 2.2 2.1
SCHAGREEN 1.5 2.65 2.67
SUNKA 1.5 2.68 2.65
WAWASANA Jp 2.70 2.65
LIPTON 2.0 3.54 3.52

El contenido de té verde pesado por marca comercial tiene diferencia a la
indicada en el rotulado de cada envase, tomando en cuenta dos sobres filtrantes,
donde el contenido de té¢ verde por marca comercial no es el adecuado, no

coincide con el peso indicado en el rotulo de cada envase.

Para continuar con la extraccion se analiz6 primeramente el modo de consumo,
y el uso del solvente orgénico, debido a que es muy usado como filtrante
reposando en agua hervida, se realizd la extraccion acuosa como primer
alternativa, luego se prosiguid a extraer con un solvente organico se escogio el
etanol, debido a que es ampliamente usado en los diferentes procesos de

extraccion de compuestos fendlicos en diversas plantas, (Campos et al., 2007).

Se prepard extraccion acuosa y etanolica para la determinacion de los
compuestos fenolicos totales y extraccion etandlica para la determinacion de la
capacidad antioxidante mediante el método de reflujo, utilizando el contenido
de dos sobres, se llevé a un Matraz de 250 ml, afadiendo 100 ml. agua
destilada, de igual manera se hizo con etanol al 96 %, se filtr6 y se llevo a

concentracion de 50 ml. por cada marca comercial.
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Los extractos obtenidos dieron un color verde oscuro, donde el té verde de la
marca Lipton dio un color verde oscuro mas intenso en ambas extracciones
(acuoso y etanodlico), el aroma de los extractos acuosos es caracteristico y
propio del té con la diferencia de los extractos etandlicos que emanan muy
fuerte el aroma caracteristico del alcohol acompafiado del aroma caracteristico
y propio del té. Las caracteristicas de los otros productos comerciales fueron

similares, con una variacion de color imperceptible del verde oscuro.

4.2 DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Para la determinacion de compuestos fenolicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu se preparo la solucion de carbonato de sodio 20 %: Se pesé 20 g de

carbonato de sodio y se disolvio en 100 ml de agua destilada.

El resumen de los resultados de datos para la cuantificacion de fenoles por el

método de Folin-Ciocalteu se observan en la Tabla N° 4.3.

e Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion

Se realiz6 una curva de calibracion por triplicado, siguiendo el esquema de

procedimiento de la Tabla N° 3.1.

De las absorbancias por triplicado se elabord el promedio y la desviacion
estandar (Tabla N° 4.3) para poder determinar los limites de deteccion y de

cuantificacion.

Tabla N° 4.3: Resumen de datos para la cuantificacion de fenoles totales

CC. ) Desv.
St. Abs.1  Abs.2  Abs.3 Promedio )
(ppm) Estandar
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1 0.50 0.054 0.054 0.044 0.0506 0.00577
2 1.0 0.103 0.103 0.090 0.0986 0.00750
3 L5 0.145 0.155 0.151 0.1503 0.00503
4 2.5 0.250 0.271 0.260 0.2603 0.01001
5 5.0 0.560 0.555 0.510 0.5416 0.02753

Estos datos al ser graficados (Figura 4.1) y luego procesados en Microsoft Excel
utilizando el método de los minimos cuadrados se obtienen los siguientes

parametros.

a=-0.0103
b=0.1098

r=0.9997

Esto indica un buen ajuste de los datos por lo que la ecuacion de regresion

queda de la siguiente manera.

Y =0.1098 x -0.0103

0,600

0,500

’

cia
o

NOWw B
o © O
o o O

Absorban
o o

0,100

0,000

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Concentracion de Acido Galico

Figura 4.1: Curva de calibracién para la determinacion de los limites de

deteccion y cuantificacion de fenoles totales.
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Para la determinacién de los Limites de Deteccion y Cuantificacion se procedio
como sigue:
Célculo de la respuesta a la concentracion 0:
Y =0.1098 (0) - 0.0103
Entonces ybi=0.0103

Calculo de la desviacion estandar de la absorbancia a la concentracion O:

a=0.00076

b =10.00500

y =0.00500 (0) + 0.00076

Entonces Svi= 0.00076

Limite de deteccion para fenoles totales:

0.0103 + (3 x 0.00076) 1
= X — = 0.051 ppm

LDD
0.1098 V5

Limite de cuantificacion para fenoles totales:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Y, +10S, 1

LDQ =
¢ b X\/nl

Lpp - 00103+ (10%0.00076) 1 _
Q= 0.1098 J5 o leppm

La curva de calibracion obtenida para la cuantificacion de fenoles totales muestra
un limite de deteccion de 0.051 ppm y un limite de cuantificacion de 0.072 ppm,
lo que indica que los valores por debajo de estas concentraciones no son

detectables ni cuantificables con el método utilizado.

El extracto acuoso y etanolico de té verde se trabajo por triplicado por cada una
de las marcas comerciales, donde se utilizé para hallar la concentracion de fenoles
totales las absorbancias por triplicado usando la ecuacion de la recta, se muestran

en la Tabla N° 4.4y 4.5.

El cuadro general de absorbancias de las muestras se encuentra en el Anexo II.

Tabla N° 4.4: Concentracion de fenoles totales, extracto acuoso

Muestras Conc. Abs 1 Conc. Abs 2 Conc. Abs3  Promedio

HORNIMANS 0.6078 0.6244 0.5995 0.6106
SCHAGREEN 0.7910 0.8326 0.8159 0.8132
SUNKA 0.8076 0.8409 0.8492 0.8326
WAWASANA 0.8159 0.7743 0.7910 0.7937
LIPTON 1.1407 1.1656 1.1573 1.1545

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE iy  UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Tabla N° 4.5: Concentracidn de fenoles totales, extracto etanolico

Muestras Conc. Abs 1 Conc. Abs 2 Conc. Abs3  Promedio

HORNIMANS 0.7993 0.7743 0.7910 0.7882
SCHAGREEN 1.0407 1.0158 1.0324 1.0296
SUNKA 1.0990 1.1407 1.1240 1.1212
WAEREANA 1.0324 1.0158 1.0241 1.0241
PToR 1.4820 1.4987 1.4904 1.4904

Como se puede observar en las Tablas N° 4.4y 4.5, las concentraciones de fenoles
totales hallada en el extracto acuoso y etandlico de té verde (Camellia sinensis)
demuestran que son detectables y cuantificables en su totalidad por el método

empleado.

Cabe resaltar que las concentraciones de fenoles totales son las consideradas antes
de la aplicacion del factor de conversion correspondiente a las diluciones hechas

durante el tratamiento de la muestra.

Reemplazando en la ecuacion de la recta ponderada de los valores de las
absorbancias, se obtuvieron las concentraciones de fenoles totales expresados en

mg de 4cido galico/g de muestra, las que se muestran en las Tablas N° 4.6 y 4.7.
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Tabla N° 4.6: Concentracion de fenoles totales, extracto acuoso del té verde
en 5 muestras expresadas como mg de acido galico/g de muestra

Desv.

Muestras Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Promedio Estéezdar
Hornimans 0.13 0.14 0.13 0.13 0.002
Schagreen 0.14 0.15 0.15 0.15 0.003
Sunka 0.15 0.15 0.15 0.15 0.004
Wawasana 0.15 0.14 0.14 0.14 0.003
Lipton 0.16 0.16 0.16 0.16 0.001

Tabla N° 4.7: Concentracidn de fenoles totales, extracto etanolico del té

verde en 5 muestras expresadas como mg de acido galico/g de muestra

Muestras Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Promedio pesv.
Estandar

Hornimans 0.18 0.17 0.17 0.17 0.002

Schagreen 0.19 0.19 0.19 0.19 0.002

Sunka 0.20 0.21 0.20 0.20 0.003

Wawasana 0.19 0.18 0.18 0.18 0.001

Lipton 0.20 0.21 0.21 0.21 0.001

e Aplicando las pruebas estadisticas ANOVA, LSD:

Los resultados fueron evaluados estadisticamente por el método de ANOVA

para las dos muestras independientes, realizado en Microsoft Excel, para
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probar las diferencias de forma estadistica con un nivel de confianza, luego se

determino la diferencia significativa minima con el método de Fisher (LSD),

procesado en StatGraphics.

Se trabajo con 4 decimales para poder determinar el analisis de varianza

(ANOVA) y el método de Fisher (LSD), una vez procesado en Microsoft

Excel nos dio los siguientes resultados:

Tabla N° 4.8: Concentracidn extracto acuoso

Hornimans Schagreen  Sunka  Wawasana  Lipton
0.1381 0.1492 0.1507 0.1511 0.1611
0.1419 0.1571 0.1569 0.1434 0.1646
0.1363 0.1540 0.1585 0.1465 0.1635

Tabla N° 4.9: Resumen de datos en analisis de varianza

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Hornimans 3 0.41631973 0.13877324 8.3558E-06
Schagreen 3 0.46030824 0.15343608 1.5631E-05
Sunka 3 0.46602956 0.15534319 1.6892E-05
Wawasana 3 0.44099053 0.14699684 1.5058E-05
Lipton 3 0.48923449 0.16307816 3.2272E-06
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Tabla N° 4.10: Anélisis de varianza

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados  Promedio de Valor

las Suma de de los critico para

variaciones  cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad F

Entre

grupos 0.00100445 4 0.00025111 21.2218056  7.1153E-05 3.47804969

Dentro de

los grupos 0.00011833 10 1.1833E-05

Total 0.00112278 14

Para conocer la diferencia significativa minima segin los resultados de
ANOVA usamos el método de Fisher (LSD), una vez procesados en

StatGraphics, nos dio los siguientes resultados:

Tabla N° 4.11: Método LSD

Method: 95.0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
HORNIMANS 3 0.138767 X
WAWASANA 3 0.147 X
SCHAGREEN 3 0.153433 X
SUNKA 3 0.155367
LIPTON 3 0.163067 X
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Figura 4.2: Box and whisker plot

Se procedi6 a trabajar de la misma manera con el extracto etanolico.

Tabla N° 4.12: Concentracion extracto etandlico

Hornimans Schagreen  Sunka  Wawasana Lipton
0.1817 0.1964 0.2051 0.1912 0.2093
0.1760 0.1917 0.2128 0.1881 0.2117
0.1798 0.1948 0.2097 0.1897 0.2105

Tabla N° 4.13: Resumen de datos en analisis de varianza

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Hornimans 3 0.53743093 0.17914364  8.3557E-06
Schagreen 3 0.58284762  0.19428254  5.7589E-06
Sunka 3 0.62758646  0.20919549 1.5283E-05
Wawasana 3 0.5689703  0.18965677  2.3775E-06
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Lipton 3 0.63153587 0.21051196  1.3831E-06
Tabla N° 4.14: Andlisis de varianza

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados Promedio Valor

las Suma de de de los critico para

variaciones  cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad F

Entre

grupos 0.00213145 4 0.00053286 80.3507865  1.4632E-07 3.47804969

Dentro de

los grupos 6.6317E-05 10 6.6317E-06

Total 0.00219777 14

Para conocer la diferencia significativa minima segin los resultados de
ANOVA usamos el método de Fisher (LSD), una vez procesados en

StatGraphics, nos dio los siguientes resultados:

Tabla N° 4.15: Método LSD

Method: 95.0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
HORNIMANS 3 0.179167 X
WAWASANA 3 0.189667 X
SCHAGREEN 3 0.1943 X
SUNKA 3 0.2092 X
LIPTON 3 0.2105 X
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Figura 4.3: Box and whisker plot

Interpretando el analisis de varianza de los resultados del extracto acuoso,
sacamos el test F =21.2218 al que corresponde un valor —p de 7.115 E-05, este
valor p es menor que el nivel de significancia de 0.05, por lo tanto rechazamos
la hipotesis nula y concluimos que existen diferencias significativas entre las

medias de las muestras de té verde en extracto acuoso.

De igual manera realizamos para el extracto etandlico y sacamos el test F =
80.3507 al que corresponde un valor — p de 1.463 E-07, este valor p es menor
que el nivel de significancia de 0.05, por lo tanto rechazamos la hipdtesis nula
y concluimos que existen diferencias significativas entre las medias de las

muestras de té verde en extracto etanolico.

La diferencia significativa minima usando el método de Fisher (LSD) en el
extracto acuoso, nos dio como el de menor concentracion al producto de la
marca Hornimans, y el de mayor concentracion el producto de la marca Lipton,

de igual manera se aprecia en el extracto etanolico.

En las figuras 4.2 y 4.3 del método de Fisher (LSD) se muestran claramente la

diferencia de concentracion de fenoles totales por marca comercial.
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e Aplicando t de student:
La diferencia entre el extracto acuoso y etanolico se evalué mediante el método
de t de student, realizado en Microsoft Excel, para probar las diferencias de

forma estadistica con un nivel de confianza.

Una vez procesados en Microsoft Excel nos dio los siguientes resultados

expresados en la Tabla N° 4.16:

Tabla N° 4.16: Prueba de t de student

Variable 1  Variable 2

Media 0.146 0.19
Varianza 0.00013 0.00025
Observaciones 5 5
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 7
Estadistico t 5.04714615
P(T<=t) una cola 0.00074228
Valor critico de t (una cola) 1.89457861
P(T<=t) dos colas 0.00148455
Valor critico de t (dos colas) 2.36462425

Interpretando la Tabla N° 4.16, podemos decir que los resultados procesados
en el Microsoft Excel nos dio el valor del estadisticot — 5.04 y el valor critico
de t (dos colas) de la tabla es 2.36 por lo tanto rechazo la hipotesis nula lo que
significa que la diferencia entre el extracto acuoso y el extracto etanolico son
significativas, también se puede interpretar tomando en cuenta el valor P(T<=t)
dos colas, para rechazar la hipotesis nula este valor debe ser menor de 0.05, en
nuestros resultados nos dio 0.0014 que es menor a 0.05 y de igual manera se
rechaza la hipdtesis nula, lo que significa que las diferencias entre el extracto

acuoso y etandlico son significativos.
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4.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del té verde mediante la técnica

de CUPRAC, se realizaron por triplicado.

De este modo, se dispone de una serie de 6 tubos (incluyendo al blanco) cuyas
absorbancias se leen a 450 nm, para la construccion de la curva de calibracion.
Todos estos puntos contienen una solucién de Acido Ascorbico 2.0 x 107 M,
Cloruro de Cobre II 1.2 x 102 M y Neocuproina 7.5 x 10> M (el blanco no

contiene acido ascorbico).

Las absorbancias por triplicado se muestran en la Tabla N° 4.17.

Tabla N° 4.17: Absorbancias por triplicado para la curva de calibracion

CC. Desv.
St. (opm) Abs.1 Abs.2 Abs.3 Promedio Estandar
1 0.1 0.035 0.033 0.033 0.03366 0.0011547

2 0.2 0.064 0.067 0.065 0.06533 0.00152753
3 0.4 0.129  0.119  0.117  0.12166  0.0064291
4 0.6 0.187 0.192  0.170 0.183 0.01153256
5 0.8 0246 0239 0236 024033  0.0051316
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Figura 4.4: Curva de calibracion

Estos datos (Tabla N° 4.17) al ser graficados (Figura 4.4) fueron procesados en
Microsoft Excel utilizando el método de los minimos cuadrados se obtienen los

siguientes parametros.

a=0.00499
b=0.29477
r=0.9999

De este modo se halla la ecuacion de regresion lineal de la grafica de calibracion

preparada:

y = 0.29477 x + 0.00499

Las muestras utilizadas fueron 2 sobres por producto, pesadas respectivamente

(Tabla N° 4.18), donde la extraccion procedié como indica en el punto 3.3.3.
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Tabla N° 4.18: Pesos de las muestras

Peso 2 sobres,

Muestra  extracto Etanslico (g)
HORNIMANS 2.1
SCHAGREEN 2.66

SUNKA 2.67
WAWASANA 270
LIPTON 3.57

Al ser extraidas por el método de reflujo por tres horas, utilizar la muestra
extraida segun el procedimiento expresado en la Tabla N° 3.2, reemplazando el
Acido Ascérbico por la muestra, proceder a determinar la absorbancia de cada
una de ellas, las absorbancias se hicieron por triplicado utilizando la extraccion

Etandlica segln se observan el Anexo III.
Deducimos que las absorbancias halladas en la extraccion etandlica fueron
extrapoladas en la curva de calibracion, donde las absorbancias de la muestra N°

3 de las diferentes marcas comerciales son las correctas, Tabla N° 4.19.

Tabla N° 4.19: Absorbancia de la extraccion etandlica

Muestra Abs. 1 Abs. 2 Abs. 3 Promedio
HORNIMANS 0.122 0.125 0.123 0.123
SCHAGREEN 0.126 0.125 0.127 0.126
SUNKA 0.124 0.129 0.127 0.125
WAWASANA 0.125 0.129 0.127 0.127
LIPTON 0.130 0.129 0.128 0.129
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Reemplazando en la ecuacion se hallo la concentracion de las muestras:

y=a+bx

a=0.00499

b=10.29477

y =0.00499 +0.29477 x

Tabla N° 4.20: Concentracion de las muestras

Muestra 1 2 3 Promedio

Hornimans  0.407 0.417 0.410 0.411
Schagreen 0.420 0.417 0.423 0.420
Sunka 0.413 0.417 0.423 0.418
Wawasana  0.417 0.430 0.423 0.423

Lipton 0.433 0.430 0.427 0.430

Se determino6 la capacidad antioxidante aplicando lo correspondiente a las
diluciones hechas durante el tratamiento de las muestras, se obtuvieron las
concentraciones de la capacidad antioxidante expresadas en mmol equivalentes

de Acido Ascorbico se muestra en la Tabla N° 4.21.
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Tabla N° 4.21: Concentracion de la capacidad antioxidante (mmol equivalente

de acido ascérbico)

Desv.
Muestra 1 2 3 Promedio
Estandar
Hornimans 0.17 0.17 0.17 0.17 0.002
Schagreen 0.22 0.22 0.22 0.22 0.002
Sunka 0.22 0.22 0.22 0.22 0.003
Wawasana 0.22 0.23 0.22 0.22 0.004
Lipton 0.30 0.30 0.30 0.30 0.002
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Figura 4.5: Concentracién de la capacidad antioxidante
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4.4 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS MUESTRAS

e Con respecto a la presentacion el producto de la marca Lipton posee una mejor
presentacion fisica, tanto en el envase como el sobre filtrante, en cuanto a los
pesos, el producto de la marca Lipton tiene mas contenido de té verde la cual
es 2 g. por sobre filtrante, el de la marca Hornimans posee menor contenido de
té verde la cual es 1.2 g. por sobre filtrante, en su mayoria el contenido de té

verde rotulado es de 1.5 g. por sobre filtrante.

Referente a los pesos realizados y comparados con el rotulado de los envases
podemos deducir que existe diferencias notorias del peso A y el peso B con el

peso rotulado en el envase de las diferentes marcas comerciales (Tabla N°

4.22).
Tabla N° 4.22: Comparacion de pesos
Peso Peso A Peso B
Muestra
Rotulado g (Sobre g) (Sobre g)
Hornimans 1.2 1.1 1.05
Schagreen 1.5 1.32 1.33
Sunka 1.5 1.34 1.32
Wawasana 1.5 1.36 1.32
Lipton 2 1.77 1.76
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e Los compuestos fenolicos se analizaron mediante el método de Folin-
Ciocalteu, determinando los compuestos fenolicos totales en el té verde de
diferentes marcas comerciales, encontrando un margen significativo en cuanto
al producto internacional, donde el té verde de la marca comercial Lipton posee
mayor cantidad de compuestos fenolicos, tanto con la extraccidon acuosa y

etanolica.

La menor concentracion de fenoles totales se apreci6 en el té verde de la marca
comercial Hornimans, tanto en la extraccion acuosa y etanolica como lo

muestran los valores obtenidos en las Tablas N° 4.6 y 4.7.

El modo mas habitual de uso en la poblacion del té verde es mediante el reposo
en agua hervida por unos minutos, dando asi a conocer que es menor el
contenido de fenoles totales, si se trataria de utilizar el té verde en etanol, habria
mayor cantidad de fenoles totales, pero el consumo del t€ verde en etanol no es
agradable ni recomendable puesto que tendria gran cantidad de etanol en la

extraccion y el sabor seria desagradable produciendo otros efectos.

e La capacidad antioxidante se analiz6 mediante el método de CUPRAC, usando

la extraccion etanodlica, ya que posee mayor cantidad de compuestos fendlicos.

Segiin muestra la Tabla N° 4.21, el producto que posee mayor capacidad
antioxidante es el t¢ verde de la marca Lipton y el de menor capacidad

antioxidante es el té verde de la marca Hornimans.

e Comparando en general las muestras de t¢ verde de diferentes marcas
comerciales, el producto de la marca Lipton posee mayor cantidad de
compuestos fenolicos como mayor capacidad antioxidante, y el producto de la
marca Hornimans posee menor cantidad de compuestos fendlicos y menor
capacidad antioxidante, donde el producto de la marca Lipton es muy buena

para su consumo, asi mismo el uso de este es mas adecuado dejando en reposo
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por unos minutos en agua hervida que haciéndolo en medio alcohélico, asi

tenga mayor actividad antioxidante con este ultimo.

e Los resultados mediante el método de Folin-Ciocalteu fueron evaluados
estadisticamente usando el andlisis de la varianza (ANOVA), para conocer la
diferencia significativa minima segun los resultados de ANOVA usamos el
método de Fisher (LSD), donde se pudo demostrar que el t€¢ verde de la marca
Lipton posee mayor concentracion de fenoles totales, y el de la marca

Hornimans menor concentracion.

e Se verifico por el método t - Student que las diferencias en la concentracion de

fenoles totales entre los extractos acuosos y etanolicos son significativos.
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CONCLUSIONES

1. El contenido de los compuestos fendlicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu fue mayor el producto de la marca Lipton 0.16 mg de acido galico/g
de muestra en extracto acuoso y 0.21 mg de acido gélico/g de muestra en
extracto etanolico, el menor contenido de fenoles totales se dio en el producto
de la marca Hornimans 0.13 mg de acido galico/g de muestra en extracto
acuoso, y 0.17 mg de 4acido galico/g de muestra en extracto etandlico,
validando la técnica analitica usando el limite de deteccion (0.05 ppm), limite
de cuantificacion ( 0.07 ppm), los resultados fueron evaluados estadisticamente
por el método de andlisis de varianza (ANOVA), LSD y t de student, este
ultimo demostrd que las diferencias entre los extractos acuoso y etanodlico son

significativos.

2. La capacidad antioxidante por el método CUPRAC se realiz6 con el extracto
etanolico donde la mayor capacidad antioxidante se dio en el producto de la
marca Lipton 0.30 mmol equivalente de acido ascorbico, y la menor capacidad
antioxidante se dio en el producto de la marca Hornimans 0.17 mmol

equivalente de acido ascorbico.

3. La mayor actividad antioxidante se observa en la extraccion etandlica, con el
producto de la marca Lipton que posee mayor cantidad de compuestos
fenodlicos totales como mayor capacidad antioxidante, el producto de la marca
Hornimans posee menor cantidad de compuestos fenolicos y menor capacidad
antioxidante, de la misma manera ocurre en la extraccion acuosa, donde el
producto de la marca Lipton posee mayor concentracion de fenoles totales y el

menor es el de la marca Hornimans.
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ANEXOS

Anexo |: Obtencion del extracto, soluciones estandar para la curva, de

calibracion de fenoles totales y capacidad antioxidante

Foto N° 1: Muestra antes de la extraccién

Foto N° 2: Obtencion del extracto por el método reflujo
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Foto N° 3: Concentrado del extracto en el rotavapor

Foto N° 4: Extracto concentrado
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Foto N° 5: Soluciones estdndar para la curva de calibracion de
cuantificacion de fenoles totales

Foto N° 6: Soluciones estandar para la curva de calibracion de capacidad

antioxidante
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Anexo I1: Cuadro de absorbancias por triplicado de las muestras para

cuantificacion de fenoles totales

Extraccion Acuosa

Muestra Abs. Abs. Abs. promedio
1 2 3

HORNIMANS 0.073 0.075 0.072 0.073

SCHAGREEN 0.095 0.100 0.098 0.097

SUNKA 0.097 0.101 0.102 0.100

WAWASANA 0.098 0.093 0.095 0.095

LIPTON 0.137 0.140 0.139 0.114

Extraccion Etandlica

Muestra Abs. Abs. Abs. promedio
1 2 3

HORNIMANS 0.096 0.093 0.095 0.094

SCHAGREEN 0.125 0.122 0.124 0.123

SUNKA 0.132 0.137 0.135 0.134

WAWASANA 0.124 0.122 0.123 0.123

LIPTON 0.178 0.180 0.179 0.179
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Anexo I11: Absorbancias de las muestras para determinar capacidad

antioxidante

Extraccion Etandlica

Muestra Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
1 2 3 4 5
0.103 0.11 0.122 0.14 0.171
HORNIMANS 0.108 0.111 0.125 0.141 0.172
0.106 0.113 0.123 0.142 0.172
Promedio 0.105 0.111 0.123 0.141 0.171
0.105 0.112 0.126 0.139 0.165
SCHAGREEN 0.108 0.11 0.125 0.137 0.17
0.106 0.115 0.127 0.143 0.171
Promedio 0.106 0.112 0.126 0.139 0.168
0.102 0.111 0.124 0.136 0.167
SUNKA 0.105 0.112 0.125 0.142 0.172
0.108 0.116 0.127 0.137 0.173
Promedio 0.105 0.113 0.125 0.138 0.170
0.101 0.112 0.125 0.138 0.166
WAWASANA 0.103 0.111 0.129 0.136 0.168
0.106 0.114 0.127 0.144 0.17
Promedio 0.103 0.112 0.127 0.139 0.168
0.108 0.114 0.13 0.146 0.166
LIPTON 0.104 0.113 0.129 0.143 0.169
0.106 0.116 0.128 0.144 0.171
Promedio 0.106 0.114 0.129 0.144 0.168
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