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RESUMEN

La busqueda de compuestos antioxidantes es un éarea de creciente
relevancia debido al aumento de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, haciéndose necesaria la busqueda de fuentes para contrarrestar los
radicales libres, entre ellas el té. El objetivo de esta investigacion es confirmar la
actividad antioxidante in vitro de los extractos metandlicos de té comerciales
adquiridos en el Mercado Principal de la ciudad de Mérida (Mérida, Venezuela). El
disefio de la investigacion es experimental, se someteran los extractos metandlicos
de té verde y negro a diferentes métodos capaces de analizar su actividad
antioxidante. La actividad antioxidante se estudiara a través del Método de la
capacidad antioxidante sobre el radical hidroxilo, método de la actividad
antioxidante (AOA) y por ultimo el método del catiébn radical ABTS*; y se
determinaran las concentraciones de flavonoides, polifenoles y proteinas con la
intencidn de establecer si existe correlacion entre los pardmetros fisicoquimicos y la
actividad antioxidante. El disefio de analisis sera a través de un enfoque cuantitativo
y los datos se analizaran segun técnicas estadisticas, empleandose el analisis de la
varianza por medio de la prueba ANOVA post hoc Scheffé.

Palabras clave: Radical libre, antioxidante, té, extracto metandlico.
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INTRODUCCION

La actividad antioxidante es la capacidad de un conjunto de moléculas de
bloquear el efecto dafino de los radicales libres. Esta capacidad tiene como
consecuencia generar una serie de reacciones que retrasan el proceso de
envejecimiento y la inhibicion de los radicales libres capaces de generar la
degeneracion de moléculas esenciales para la vida. Los antioxidantes se obtienen
principalmente de la dieta, encontrandose en su mayoria en los alimentos vegetales
y sus derivados, lo cual explica parte de las acciones saludables de frutas,
legumbres, hortalizas, cereales integrales, vino, té y miel de abejas (Halliwell y
Gutteridge, 1989). La capacidad antioxidante se puede medir en un extracto
metanalico, el cual se obtiene por medio de un método de extraccion con solvente
muy eficiente a partir de una obtencién de compuestos directamente de la materia
prima seca. El extracto metandlico se produce por medio de una planta al dejar
macerar la parte mas aprovechable de la misma durante dias en metanol,
sumergiendo la parte de la planta donde reside mayor cantidad de principio activo
(metabolito de interés), obteniendo los compuestos de interés solubles en metanol
(Arroyo, Bonilla, Tomas y Huaméan, 2011).

Debido a la relacion entre los radicales libres y el desarrollo de enfermedades
cronicas, la busqueda de compuestos antioxidantes es un area que cada dia
adquiere mas relevancia, tratando de hallar fuentes de compuestos capaces de
generar un equilibrio para contrarrestar estos radicales. Una de estas fuentes
naturales son los té, los mismos se han utilizado durante cientos de afios de manera
empirica, pero no se han estudiado formalmente su composicion y bioactividad,
resultando de gran interés las mdultiples potencialidades de la Camellia sinensis
(Ramirez, Ortiz y Ospina, 2016). Se ha propuesto que los compuestos presentes en
el té son responsables de su capacidad antioxidante bloqueando el efecto causado
por los radicales libres, los cuales generan acciones dafiinas en el organismo por
medio de su habilidad para reaccionar con otros atomos o0 moléculas presentes en

su entorno (Youngson, 2003).



La actividad antioxidante puede ser medida a través de diversas
metodologias como; El método de la capacidad antioxidante sobre el radical
hidroxilo, método de la actividad antioxidante (AOA) y el método del cation radical
ABTS™. En estos métodos se permite la generacion de diversos radicales libres y
se evalla la inhibicién de formacion de radical libre y/o la reversion del mismo por
parte del supuesto antioxidante en estudio. Para tratar de explicar la posible
actividad antioxidante de un extracto es necesario correlacionarla con su
composicién quimica, y en el caso de este estudio se mediran las concentraciones
de polifenoles, flavonoides y proteinas y se evaluara si existe correlacion entre estos
parametros y la actividad antioxidante mostrada por las diferentes muestras de té
comerciales analizadas (Quairul y Fadzelly, 2013).

En base a todo lo expuesto anteriormente, el objetivo central de esta
investigacion es confirmar la actividad antioxidante in vitro de los extractos
metandlicos de té comerciales disponibles en el Mercado Principal de la ciudad de
Mérida (Mérida, Venezuela), en el Laboratorio de Andlisis Biotecnologico y
Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, desde Enero de 2019 hasta
Mayo de 2023.

Este proyecto de investigacion ha sido sistematizado en 3 capitulos. El
primero titulado: El Problema, subtitulado de la siguiente manera: Planteamiento del
problema, justificacion e importancia de la investigacion, objetivos, limitaciones y
alcances. El segundo capitulo, titulado: Marco tedrico, dividido de la siguiente forma:
Trabajos previos, antecedentes historicos, bases tedricas, definicién operacional de
términos y operacionalizacion de las variables. El tercero, descrito como: Marco
metodoldgico, se representa mediante (5) subtitulos: Tipo de investigacion, disefio
de la investigacion, poblacién y muestra, variables de investigacion, procedimientos

de la investigacion y disefio de analisis.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

El té es una bebida preparada en agua hirviendo con las hojas y brotes de la
planta Camellia sinensis. Es la segunda bebida mas consumida en el mundo,
superada solo por el agua, y con multiples beneficios para la salud. Se ha reportado
que el té verde y negro posee polifenoles, vitaminas, sustancias arométicas,
minerales, aminoacidos y antioxidantes, los cuales son los responsables de sus
propiedades saludables tales como su actividad antiinflamatoria, antibacteriana,
antiartritica, antioxidante, neuroprotectora, capacidad de prevencién de cancer y
enfermedades cardiovasculares, entre otras (Chacko, Thambi, Kuttan y Nishigaki,
2010).

Los radicales libres son sustancias quimicamente estructuradas con uno o
varios electrones desapareados, lo que les da la propiedad de formar una reaccién
en cadena formadora de mas radicales libres, siempre en la busqueda de completar
la configuracion electrénica mas estable. Desde un punto de vista quimico, un
radical libre es cualquier especie (atomo, molécula o ion) que contenga a lo menos
un electrén desapareado en su orbital mas externo, y que sea a su vez capaz de
existir en forma independiente (de ahi el término libre). La presencia de un electrén
desapareado en el orbital mas externo de un atomo confiere a este dltimo una
aumentada habilidad para reaccionar con otros atomos o moléculas presentes en
su entorno, normalmente lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La interaccién entre
radicales libres y dichos sustratos da lugar a alteraciones en las propiedades
estructurales y eventualmente funcionales de estos ultimos. El desequilibrio de los
radicales libres puede producirse por varios factores como traumatismos, distintas

enfermedades, procesos inflamatorios, cambios ambientales, tabaquismo,


https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
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radiaciones solares, humedad-calor, estrés fisico y mental que producen cambios a
nivel hormonal y celular (Marquez, 2016).

Cuando ocurre un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del
oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de decodificar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafio resultante, se produce lo que se conoce
como estrés oxidativo, un desequilibrio entre la produccion de oxidantes y la
capacidad de un sistema biologico de decodificar rapidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafio resultante. Un gran nimero de investigaciones han
demostrado que el dafio causado por los radicales libres estd implicado en una
amplia gama de enfermedades y desordenes incluyendo trombosis coronaria,
angina de pecho, fallo cardiaco, apoplejia, dafios cerebrales, envejecimiento,
enfermedades renales, cancer, desordenes inflamatorios e intoxicacion (Youngson,
2003).

La actividad antioxidante puede definirse como la capacidad de ciertas
moléculas de bloquear el efecto dafino de los radicales libres, bien sea inhibiendo
la formacion del radical, revirtiéndolo o actuando como antioxidantes suicidas. Una
consecuencia inherente a ser una molécula antioxidante puede ser la pérdida de un
electrén, convirtiéendose en un radical libre que termina oxidandose bajo una forma
de baja o nula reactividad hacia su entorno. Las células son capaces de producir
antioxidantes naturales endégenos los cuales favorecen al organismo en la defensa
ante agresiones externas y envejecimiento. Sin embargo, las células animales
obtienen sus antioxidantes principalmente de la dieta encontrandose en su mayoria
en los alimentos vegetales y sus derivados, lo cual explica parte de las acciones
saludables de frutas, legumbres, hortalizas, cereales integrales, vino, té y miel de
abejas (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Las plantas medicinales ricas en fitoquimicos se han utilizado durante siglos
en el tratamiento y prevencion de enfermedades. Los metabolitos secundarios
derivados de las plantas siguen siendo la base de una gran proporcién de los
medicamentos comerciales que se usan en la actualidad para el tratamiento de una

gran variedad de enfermedades. Fitoquimico es simplemente una palabra que


https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_(anatom%C3%ADa)

significa quimicos vegetales, son productos quimicos producidos por las plantas que
poseen compuestos bioactivos naturales y que pueden pertenecer a diferentes
categorias como: terpenoides, compuestos fendlicos, alcaloides, glucosidos,
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, entre otros. Pueden afectar la
salud pero no son nutrientes esenciales ya que la dieta no los requiere de la misma
manera de vitaminas y minerales (Singh, 2011). Cientos de fitoquimicos se estan
estudiando actualmente debido a su posible efecto positivo en la salud humana.
Existen metabolitos secundarios de plantas muy importantes que han sido aislados
de las fuentes naturales, son moléculas pequefas producidas por un organismo o
familia en particular, pero no son estrictamente necesarios para la supervivencia del
organismo y por lo tanto su ausencia no suele ser fatal; mientras que los metabolitos
primarios son vitales para la vida del organismo y se encuentran en todos ellos,
dentro de este grupo estan los carbohidratos, amino&cidos, proteinas, lipidos y
vitaminas. Los metabolitos secundarios tienen una distribucién restringida en la
naturaleza, las funciones de los metabolitos secundarios pueden ser de defensa
contra predadores y/o patdgenos, agentes alelopéaticos, o para atraer a los
polinizadores o a los dispersores de semillas (Guarnizo y Martinez, 2009).

La mejor manera de estudiar los compuesto bioactivos presentes en las
plantas es elaborar extractos que permitan acceder a los mencionados metabolitos,
de manera pura o formando parte de un extracto. Un extracto metandlico se obtiene
a partir de un método de extraccion de solvente muy eficiente, por medio de una
extraccion de compuestos directamente de la materia prima seca. La extraccién con
metanol de sustancias secas se obtiene por medio de una planta después de dejar
macerar su parte mas aprovechable durante dias en metanol, sumergiendo la parte
de la planta donde reside mayor cantidad de principio activo. Después de varios
dias de maceracion, se cuela la mezcla y se obtienen los compuestos solubles en
este alcohol, cuyo producto contiene el principio activo de la planta en estado puro
y alta concentracién (Arroyo y cols., 2011).

Uno de los compuesto a los que se les atribuye actividad antioxidante son los

polifenoles, los cuales son sustancias complejas derivadas del fenol, formados



normalmente por condensacion de varios anillos fendlicos, que pueden llevar
incorporados en alguno de sus carbonos otras sustancias, y se producen en el
metabolismo secundario de las plantas. Los polifenoles se generan en pequefias
concentraciones en los tejidos y se acumulan en los mismos protegiendo a las
plantas de la luz ultravioleta y de los ataques de ciertos hongos pudiendo
sintetizarse en mayor cantidad en situaciones de estrés (Pereda, 2011).

Indarti, Fitria, Wibowo y Simanjuntak (2019) publicaron un trabajo titulado:
Antioxidant Activity of ethanolic extract and various fractions from green tea
(Camellia sinensis L.) leaves el cual utilizé hojas de té verde secas y hechas polvo
para una posterior extraccion de sus componentes en estudio usando etanol como
solvente para ser sometidas a la determinacion de actividad antioxidante mediante
el método DPPH, contenido total de flavonoides, fenoles y catequinas. Logrando
demostrarse la capacidad antioxidante muy potente total de las hojas de té verde
de 9,017 pg/mL el cual es un resultado que evidencia la relacion directa con el
contenido total de flavonoides de 0.27% y compuestos fendlicos 31.16% presentes

en la parte mas aprovechable de la planta Camellia sinensis, sus hojas.

Por otra parte, Vinci, D'Ascenzo, Maddaloni, Prencipe y Tiradritti en el 2022
publicaron un articulo cientifico titulado: The influence of green and black tea
infusion parameters on total polyphenol content and antioxidant activity by ABTS
and DPPH assays en Italia, Roma usando 20 bolsas comerciales de té negro y verde
de mercados locales italianos las cuales fueron procesadas mediante diferentes
temperaturas de infusién, tiempos y tipos de agua para la determinacion del
contenido total de polifenoles y actividad antioxidante mediante los métodos DPPH
y ABTS obteniendo resultados significativos evidenciando la presencia de un
contenido total de polifenoles en té verde mayor en las muestras procesadas a
100°C por 10 minutos utilizando agua natural mineral con un valor de 916,12 -
1169,81 mg GAE/g, mientras que la actividad antioxidante mediante el método
ABTS es de 99.73%l y por DPPH a 100°C por 3 minutos fue de 95,1 1% en té verde,
mientras que los té negro a 80°C por 3 minutos arrojo resultados de 77,29% 1.



Pacheco, Peraza, Orosco, Ramirez y Pinto en el 2020 publicaron un trabajo
titulado: Determinacidon de compuestos fendlicos totales y evaluacién de la actividad
antioxidante de té verde comercial y artesanal, comercializados en Maracay,
Venezuela en la Universidad de Carabobo utilizando té verde Lipton, té verde
McCormick comercializadas en un supermercado de la ciudad y un té verde
originario de China los cuales fueron procesados mediante ebullicibn con agua
destilada vy filtrados para la determinacién de los fenoles totales mediante Folin-
Ciocalteu, flavonoides totales utilizando una mezcla de reacciones quimicas y su
posterior lectura al espectrometro y por ultimo la actividad antioxidante por medio
del método DPPH. Los resultados fueron significativos en relacion al contenido total
de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante. El té verde artesanal originario de
China mostr6 mayor concentracién de compuestos quimicos de interés y a su vez
una mayor actividad antioxidante. En relacion al contenido fendlico total el té Lipton
arrojo resultados de 178,32 mg GAE/g, el t¢ McCormick 201,32 mg GAE/g y 220,10
GAE/g para la marca China. Los flavonoides totales proporcioné resultados de
118,32 mg CE/g para té verde Lipton, 101,43 mg CE/g para té verde McCormick y
140 mg CE/g para la marca china. La actividad antioxidante medida mediante el
método DPPH generd resultados positivos de 180,30 pg/mL para la marca Lipton,
220,30 pg/mL para la marca McCormick y 160,30 ug/mL para la marca artesanal
China.

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio se formula el
siguiente enunciado holopraxico: ¢Cual es la relacion causa-efecto entre la
actividad antioxidante in vitro y los extractos metandlicos de hojas de Camellia
sinensis comerciales del Mercado Principal de la ciudad de Mérida (Mérida,
Venezuela), en el Laboratorio de Analisis Biotecnoldgico y Molecular (ANBIOMOL)
“Prof. Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, desde Enero de 2019 hasta Mayo de 20237.



Justificaciéon de la investigacion

La justificacion de la investigacion debe resolver las dudas generadas y
responder a los por qué o razones de la investigacion. Especificamente, estas
razones son clasificadas como necesidades, curiosidades y preocupaciones,
motivaciones, interés, valores, potencialidades, oportunidades, tendencias y
contradicciones (Hurtado, 2012). Se sabe que la presencia de radicales libres en el
organismo con habilidad para reaccionar con otras moléculas presentes en su
entorno es de gran importancia para diversos mecanismos de funcionamiento y
control de moléculas vitales como lipidos, proteinas y &cidos nucleicos. La
interaccidn entre radicales libres y dichos sustratos da lugar a alteraciones en las
propiedades estructurales y eventualmente funcionales de las mismas, es por ello
gue es necesario conocer, aplicar y realizar estudios que permitan desarrollar
mecanismos para la eliminacion total de estos radicales libres, los cuales son
generados de manera natural por el cuerpo y en cantidades enormes (Marquez,
2016). El té posee una gran capacidad antioxidante generando diversos beneficios
para aquellas personas que realizan una ingesta de té diaria, posee caracteristicas
ejemplares de actividad antioxidante (Youngson, 2003).

Se ha demostrado que el té es rico en polifenoles, los cuales otorgan
numerosas capacidades distintivas de otras infusiones como lo son la capacidad
antioxidante, proteccién de las paredes de los vasos sanguineos en personas con
enfermedades del corazon o diabetes, funcién antialérgica, funcién antiinflamatoria,
proteccion de la salud del cerebro contra la demencia y prevencién de algunos tipos
de cancer (Pereda, 2011). La capacidad antioxidante es un fenémeno de vital
importancia para los organismos, ya que genera estabilidad en contra de cualquier
molécula capaz de reaccionar y alterar funcional y estructuralmente a una sustancia
qguimica necesaria para el funcionamiento Optimo del organismo como lo son
proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Debido a la correlacién encontrada entre la produccién de radicales libres y

el desarrollo de varias enfermedades cronicas, se ha incrementado la busqueda de



nuevos y mas eficientes antioxidantes naturales que puedan contrarrestar el efecto
dafiino de los radicales libres. Muchos metabolitos secundarios tienen la capacidad
de actuar como fuertes antioxidantes, dandole a la planta de origen no solo un valor
calorico sino un valor agregado conocido en la actualidad como valor nutracéutico,
siendo considerados este tipo de alimentos como alimentos funcionales, es decir,
aquellos alimentos que son elaborados no solo por sus caracteristicas nutricionales
sino también para cumplir una funcion especifica como puede ser el mejorar la salud

y reducir el riesgo de sufrir enfermedades (Arroyo y cols., 2011; Marquez, 2016).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la actividad antioxidante in vitro de extractos metandlicos de té
comerciales del Mercado Principal de la ciudad de Mérida (Mérida, Venezuela), en
el Laboratorio de Analisis Biotecnoldgico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo
Lopez Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis desde Enero de 2019
hasta Mayo de 2023.

Objetivos Especificos

e Cuantificar las concentraciones de polifenoles, flavonoides y proteinas de los
extractos metandlicos de las muestras de té comerciales en estudio.

e Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos metanolicos de
té comerciales mediante tres métodos (capacidad antioxidante sobre el
radical hidroxilo, método de la actividad antioxidante (AOA) y método del
cation radical ABTS).

e Correlacionar la composicién quimica y la actividad antioxidante in vitro de

las muestras de té comercial en estudio.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

La profundidad de una investigacion representa un continuum de
conocimientos, ademas visualizar qué alcance tendra una investigacion es
importante para lograr establecer sus limites conceptuales y metodolégicos
(Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). La siguiente investigacion presenta como
alcance atribuir nuevos conocimientos relacionados con la determinacion de la
actividad antioxidante y composicién quimica de los extractos metandlicos de té
comerciales del Mercado Principal de la ciudad de Mérida (Mérida, Venezuela), para
confirmar que dicha actividad antioxidante esta relacionada con su composicion

quimica.

Limitaciones de la Investigacién

Las limitaciones de una investigacion estan relacionadas con los recursos
tedricos, técnicos y de presupuesto econémico (Sampieri, Fernandez y Baptista,
2010). Una de las grandes limitaciones a las cuales se enfrent6 esta investigacion
es la falta de recursos econdémicos, lo cual dificultd poder realizar una investigacion
mas completa, con distintas pruebas, logrando una mayor especificidad y
sensibilidad. Igualmente, el escaso recurso bibliografico sobre la determinacion de
la actividad antioxidante y composicion quimica de muestras de té comercial de

Venezuela representa un reto a superar.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

El té en su forma pura se considera una de las bebidas naturales mas
benéficas para mejorar la salud en general y para la prevencién de enfermedades.
La busqueda de compuestos antioxidantes es un area que ha adquirido una fuerte
relevancia gracias al aumento de enfermedades y factores ambientales capaces de
aumentar la generacion de radicales libres, por lo que se hace necesaria la
basqueda de fuentes de compuestos capaces de generar un equilibrio para
contrarrestar estos radicales, siendo una de estas fuentes naturales el té (Ramirez
y col., 2016).

Debido a la busqueda de compuestos con la capacidad de bloquear el efecto
dafiino de los radicales libres y mejorar la salud en general, surge la necesidad de
confirmar la actividad antioxidante in vitro en extractos metanolicos de té comercial.
A continuacién se muestran diferentes investigaciones realizadas sobre el tema.

Indarti, Fitria, Wibowo y Simanjuntak (2019) publicaron un articulo titulado:
“‘Antioxidant Activity of ethanolic extract and various fractions from green tea
(Camellia sinensis L.) leaves “ cuyo objetivo fue determinar la actividad antioxidante
del extracto etandlico de hojas de té verde y medir el contenido total de flavonoides,
fenoles y catequinas. Utilizaron hojas de té verde (Camellia sinensis) obtenidas de
Gunung Mas Plantation en Indonesia, las hojas de té verde las recolectaron,
clasificaron y luego las secaron en un horno a temperatura de 40°C durante 7 dias
y fueron trituradas hasta polvo mediante un molinillo el cual fue conservado en una
botella marrén cerrada, protegida de la luz solar y el aire humedo. El extracto
etandlico fue preparado con 1000 gramos de polvo de las hojas de té verde en etanol
al 96% con un tiempo de maceracion de 3 dias los cuales fueron recogidos y

concentrados con un evaporador al vacio hasta la evaporacion total del solvente. El
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contenido de flavonoides lo determinaron por el método colorimétrico del tricloruro
de aluminio utilizando la quercetina como compuesto de referencia. Usaron
quercetina para hacer la curva de calibracion, disolvieron 10 mg de quercetina en
etanol al 96% y luego la diluyeron a 2,0; 4.0; 6,0, 8,0 y 10,0 ug/mL. Las soluciones
estandar diluidas fueron mezcladas por separado con 3,0 mL de etanol al 96 %, 0,2
mL de tricloruro de aluminio, 0,2 mL de acetato de potasio 1 M y 5,6 mL de agua
destilada. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 30 min, la
absorbancia de la mezcla de reaccion fue medida a 440 nm con un espectrometro
de UV-Vis. El contenido fendlico total lo determinaron por un método colorimétrico
utilizando acido galico como compuesto de referencia y a su vez para la realizacion
de la curva de calibracion. 10 mg de acido galico fueron disueltos en soluciéon
metandlica para ser diluidos a 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 y 25,0 yg/mL. Las soluciones
estandar diluidas las introdujeron en los tubos de ensayo, agregaron 0,4 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y 4,0 mL de carbonato de sodio al 7%. Los tubos fueron
mezclados con agua destilada y los dejaron reposar durante 2 horas. La
absorbancia de la mezcla de reaccion la midieron a 744,8 nm con un
espectrofotometro UV-Vis. La actividad antioxidante fue medida mediante el método
DPPH en la cual prepararon una solucién de DPPH con concentracion de 0,4 mM.
La actividad antioxidante de las hojas de té verde la evaluaron en comparacion el
acido ascorbico el cual es un antioxidante estandar. El acido ascorbico como
comparacion lo realizaron bajo una concentracion de 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 y 9,0 ug/mL
usando solucién metandlica como solvente. El extracto etandlico fue preparado a
una concentracién de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 y 20 yg/mL usando solucién metandlica
como solvente. Cada solucién de prueba y de referencia las mezclaron con 600 pL
de 0,4 mM de DPPH y solucibn de metanol hasta 3,0 mL para luego ser
homogeneizadas. La solucion de prueba con varias concentraciones las incubaron
a 37°C en bafio maria durante 30 minutos. Luego midieron la mezcla a 517 nm con
un espectrofotdmetro UV-VIS. A partir de la absorbancia obtenida realizaron curvas
de porcentaje de inhibicion y regresion, aplicando la ecuacion lineal para calcular la

IC50 (concentracion de inhibicion 50). Los resultados que obtuvieron indican la
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presencia de flavonoides en el extracto etandlico a base de polvo con hojas de
Camellia sinensis mediante una prueba cualitativa (+), mediante la prueba
cuantitativa se determinaron la presencia de flavonoides en un 0,27%, los fenoles
totales fue de 31,16% lo que compruebd efectivamente la presencia de un contenido
rico en flavonoides y compuestos fendlicos que actian como compuestos
antioxidantes. La actividad antioxidante mediante el método DPPH utilizando &cido
ascorbico como estandar arrojo resultados de 9,017 ug/mL La actividad antioxidante
se clasifica como muy poderosa cuando IC50 <50 pg/mL, fuerte si los valores de
IC50 son de 50-100 ug/mL, moderada de 101-250 ug/mL y débil cuando IC50 es de
250-500 pg/mL, y se clasifica como inactivo cuando el IC50 >500 pg/mL,
evidenciando la poderosa actividad antioxidante presente en el extracto etandlico

de polvo a base de hojas de Camellia sinensis.

Vinci, D'Ascenzo, Maddaloni, Prencipe y Tiradritti (2022) en la Universidad
Sapienza de Roma, Italia publicaron un articulo cientifico titulado: “The influence of
green and black tea infusion parameters on total polyphenol content and antioxidant
activity by ABTS and DPPH assays”, con el objetivo de evaluar el contenido de
polifenoles totales y la actividad antioxidante mediante el Folin-Ciocalteu y los
ensayos de sal de diamonio (ABTS) y 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) en
muestras de té negro y verde considerando pardmetros de infusion de tiempo,
temperatura, pH y tipo de agua utilizada para la realizacion de la infusién (grifo,
mineral natural y destilada). Los autores recolectaron 20 bolsas comerciales de té
de dos variedades negro y verde de mercados locales y tiendas de té las cuales
almacenaron en oscuridad a una temperatura de 15-20°C hasta el dia del analisis.
La extraccion de polifenoles totales de las diferentes muestras de té la realizaron de
la siguiente manera: abrieron las bolsas de té comerciales, que pesaban entre 1,5
y 2 g, y pesaron 2 g de muestra por cada alicuota, luego la muestra fue colocada en
el interior de un frasco de vidrio con 200 mL de agua para infusién: agua del grifo
(TW) de alta dureza (33.5°F) agua destilada (DW), y agua mineral natural (NMW)
de baja dureza (13.3°F). La extraccion de polifenoles totales de las diferentes
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muestras de té la realizaron en diferentes tiempos de infusion (3, 5, 10 min) y a
diferentes temperaturas (T = 80°C y 100°C), respectivamente, estas condiciones de
tiempo y temperatura fueron elegidas para replicar las condiciones habituales de
preparacion casera en el laboratorio. Para cada muestra, los analisis los realizaron
por triplicado. El contenido total de polifenoles lo midieron mediante un analisis
espectrofotométrico utilizando Folin-Ciocalteu, agregaron 1 mL de la muestra de
infusion de té a 0,25 mL de Folin-Ciocalteu reactivo (2,0 N). Después de 3 min, 0,5
mL de Na.COs (7,5%, w/v) para luego llevarlo a un volumen final de 10 mL con agua
destilada. Las muestras de té las dejaron reposar durante 45 min en la oscuridad a
temperatura ambiente. La absorbancia fue medida a 750 nm expresando sus
resultados en mg equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de muestras de té
en bolsas obtenido a partir de una curva de calibracién de acido galico. La actividad
antioxidante la evaluaron midiendo la disminucion de la absorbancia a 515 nm para
DPPH y a 734 nm para ABTS cation radical utilizando un espectrometro UV-Vis
expresando los resultados como porcentaje de inhibicion (1%). Los resultados que
obtuvieron indica que el contenido total de polifenoles en té verde es mayor en las
muestras procesadas a 100°C durante 10 minutos y los 3 tipos de agua utilizadas
en el procedimiento indicaron que el agua natural mineral en los tres tiempos de
infusion sometidos (3, 5y 10 min) alcanzaron valores de TPC mas altos de 916.12-
1169.81 mg GAE/qg, para las muestras de té negro indicaron un contenido total de
polifenoles menor en comparacion al té verde, sin embargo la infusion de té negro
mostré la misma tendencia con un contenido total de polifenoles méas alto en
infusiones extraidas a 100°C en agua mineral natural. En relacién a la actividad
antioxidante la infusion de té verde su mayor actividad ABTS en muestras que
prepararon con agua natural mineral durante 10 min fue de 99.73 1%. Por otro lado
el ensayo DPPH indica que la actividad aument6 con la temperatura de remojo y
disminuyo con el aumento del tiempo de infusion. La mayor actividad de DPPH en
infusiones de té verde las obtuvieron a 100°C por 3 min (95.1 1%), mientras que en
los té negro la mayor actividad antioxidante resultaron a 80°C durante 3 min (77,29,
1%).

14



Pacheco, Peraza, Orosco, Ramirez y Pinto (2020) en la Universidad de
Carabobo realizaron el siguiente trabajo de investigacion titulado: “Determinacion
de compuestos fendlicos totales y evaluacion de la actividad antioxidante de té
verde comercial y artesanal, comercializados en Maracay, Venezuela”. El objetivo
de los investigadores fue determinar y comparar la concentracion de fenoles totales,
flavonoides y capacidad antioxidante de las infusiones de té verde para ello
utilizaron dos marcas de té verde (Lipton, McCormick) comercializadas en un
supermercado de la ciudad de Maracay, Venezuela y una marca artesanal original
de té verde originaria de China, pesaron 2gr de material vegetal el cual se afiadieron
en un beaker de 400 mL al cual se adicionaron 200 mL de agua destilada
previamente calentada hasta ebullicién, agitando la mezcla ligeramente por 4
minutos y filtrada con papel Whatman nimero 4. Los fenoles totales fueron
determinados mediante una mezcla de 50 pL con 250 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1 N, dejaron reposar 8 minutos y luego afiadieron 750 pL de Na al 20%
para la posterior adicion de 950 uL de agua destilada. Incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente y se procedieron a leer la absorbancia en un espectrémetro
UV/VIS utilizando una curva de calibracion de acido gélico con concentraciones de
50, 100, 200, 300, 400, 500 y 1000 ppm. Los flavonoides totales fueron
determinados mediante la mezcla de un volumen de 100 uL de muestra con 30 pL
de NaNO al 5% p/v2, 30 uL de AICI al 10 % p/v3, 200 pL de NaOH 1 M y ajustado
con agua destilada a un volumen final de 1 mL. La lectura la realizaron a 510 nm en
un espectrofotdmetro y compararon con una curva estandar de catequina estandar
y por ultimo la actividad antioxidante la realizaron colocando juntos 100 pL de
muestra y 2,9 mL de DPPH (solucién 100 mM de DPPH en metanol al 80 %) en una
celda de cuarzo. Controlaron la absorbancia cada 5 min durante 30 minutos a una
longitud de onda de 515 nm. Los resultados mostraron que las hojas de té verde
artesanal originario de China es mayor su concentracion de fenoles y flavonoides
totales en comparacion con las marcas Lipton y McCormick de té verde, con valores

de 201,34 mg GAE/g para la marca Lipton, 178,32 mg GAE/g para la marca
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McCormick y 220,10 mg GAE/g para la marca originaria de China, en comparacion
con los flavonoides totales de 118,32 mg CE/g para Lipton, 101,43 mg CE/g para
McCormick y 140 mg CE/g para la marca china. Por otro lado la actividad
antioxidante mediante el método DPPH arroj6é 180,30 ug/mL para la marca Lipton,
220,30 pg/mL para la marca McCormick y 160,30 pg/mL para la marca artesanal de
China, de esta manera los investigadores evidenciaron diferencias en el contenido
de compuestos bioactivos y actividad antioxidante entre el té artesanal chino y las

marcas Lipton y McCormick comercializadas en Maracay, Venezuela.

Antecedentes Historicos

El té es una bebida consumida mundialmente desde la antigliedad con el
propoésito de mejorar la salud. Entre sus componentes principales estan los
polifenoles (antraquinonas, antronas, flavonoides, taninos, entre otros). Varios
estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo de té podria prevenir el cancer
en humanos. De manera similar, estudios con animales demuestran que los
canceres de préstata y de mama pueden reducirse por la ingesta de té verde. Por
medio de diversos mecanismos de accion, los polifenoles constituyentes del té
presentan actividad antioxidante y anticarcinogénica, proporcionando asi multiples
beneficios a la salud (Gonzalez, 2003). La capacidad de los polifenoles para
modular la actividad de diferentes enzimas y para interferir consecuentemente en
mecanismos de sefalizacién y en distintos procesos celulares puede deberse al
menos en parte a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos que les
permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de 6xido-reduccion
(Quiniones, Miguel y Aleixandre, 2012).

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no
energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal. En los ultimos afios se ha
demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y
disminuir la incidencia de algunos tipos de enfermedades (Quifiones, Miguel y

Aleixandre, 2012). Se ha evidenciado que el té verde y en particular la
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epigalocatequina (EGCG), inhiben de manera efectiva el crecimiento de células
cancerosas sin afectar el crecimiento de las células normales. Por ejemplo, el
extracto de té verde puede contribuir a la prevencion del cancer de pulmén ya que
la epigalocatequina inhiben el desarrollo de células pulmonares cancerosas a través
de la induccién de células apoptoéticas (Fujimoto y cols. 2002). Al igual, descubrieron
que la capacidad del té verde de inhibir el crecimiento de tumores y prevenir la
metastasis, esta fuertemente correlacionada con una reduccion significativa en la
peroxidacion en el suero de ratones (Das, Sur, Gomes, Vedasiromoni y Ganguly,
2002). Se cree que la inhibicion en la proliferacion celular y la induccién de apoptosis
en el tracto digestivo son los mecanismos responsables de producir los efectos
quimioprotectores los cuales actian sobre el cancer de colon inducido
guimicamente (Luceri, Caderni, Sanna y Dolara, 2002).También se descubrié que
los té verde, negro y oolong son capaces de inhibir la proliferacion de lineas
celulares hepaticas en ratas (Zhang, Miura 'y Tagasaki, 2000). Ciertos antioxidantes
como los polifenoles tipo quercetina inhiben la produccion de radicales libres en la
mitocondria (Fengy col., 2001).

La composicién del té puede variar segun la especie, el medio de cultivo, la
estacion del afio y edad de la planta. Por ejemplo, en el té verde las catequinas
representan un 80-90% de los flavonoides, mientras que en el té negro esta
proporcion es de 20-30%. En general, las hojas mas joévenes tienen menos
catequinas. La forma de preparar la infusion también influye, por medio de
temperaturas elevadas producen una disminucion de la concentracion de
catequinas, por lo cual es preferible dejar enfriar el agua antes de introducir las hojas
del té. Las catequinas del té verde son solubles en agua, por lo cual el grado de
extraccion de éstas depende del tiempo de contacto de las hojas con el agua (De
Luis y Aller, 2008).
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Bases Teodricas

Bioactividad fitoquimica presente en las plantas

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar mezclas de compuestos
bioactivos estructuralmente diversos con efectos terapéuticos multiples y
mutuamente potenciales, como lo son los metabolitos secundarios. Un metabolito
secundario es simplemente una palabra con significado de quimico vegetal, son
compuestos quimicos producidos por las plantas, los cuales poseen compuestos
bioactivos naturales encontrados en alimentos vegetales que trabajan con ciertos
nutrientes y fibra dietética para proteger contra enfermedades. Son derivados de las
plantas siendo la base de una gran proporcion de los medicamentos comerciales
usados en la actualidad para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
pudiendo afectar la salud previniendo enfermedades a través de sus actividades
antiinflamatoria, antioxidante, antiartritica, anticancerigena, entre otras (Singh,
2011).

Metabolitos secundarios de las plantas

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados a partir
de excedentes del metabolismo primario. Los productos provenientes del
metabolismo primario (aminoacidos, carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos)
participan directamente en el crecimiento y supervivencia de las plantas, pero los
metabolitos secundarios (como fenoles, terpenos, alcaloides, entre otros) actian
como mediadores (aleloquimicos). Los metabolitos secundarios intervienen en las
funciones de la planta o de los organismos con los que interacciona; en otras
palabras, participan en las respuestas a innumerables variables (Guarnizo y
Martinez, 2009).

El término producto natural se ha referido mas a los metabolitos secundarios

gue poseen una reconocida actividad bioldgica, el cual comprende su uso desde

18


http://cienciaydesarrollo.mx/?p=articulo&id=227

medicinas hasta venenos, su ausencia no es fatal y no son necesarios para la
supervivencia del organismo. Por mucho tiempo se pensé a los metabolitos
secundarios como productos finales de procesos metabdlicos, sin funcidén especifica
o directamente como productos de desecho. Sus funciones son desconocidas pero
los estudios mas recientes han determinado que la mayoria de los metabolitos
secundarios son capaces de generar defensa contra predadores patégenos, actidan
como agentes alelopaticos (sustancias liberadas por las plantas para provocar
efectos sobre otras plantas en su alrededor) o para atraer a los polinizadores o a los

dispersores de semillas (Guarnizo y Martinez, 2009).

Polifenoles presentes en las plantas

Los polifenoles son fitoquimicos con alta capacidad antioxidante debido al
alto contenido de hidroxilos en su estructura, estan formados normalmente por
condensacion de varios anillos fendlicos y pueden llevar incorporados en alguno de
sus carbonos otras sustancias. Se producen en el metabolismo secundario de las
plantas en pequefias concentraciones en los tejidos, y se acumulan en ellos
protegiendo a las plantas de la luz ultravioleta y de los ataques de ciertos hongos,
pudiendo sintetizarse en mayor cantidad y variedad en situaciones de estrés. Se
conoce gue en el cuerpo humano estos compuestos se fermentan activados por las
bacterias que habitan en nuestro sistema digestivo, creando metabolitos con
capacidad beneficiosa por ejemplo, por su actividad antioxidante. Las
investigaciones indican que los polifenoles pueden tener capacidad antioxidante con
potenciales beneficios para la salud. Podrian reducir el riesgo de
contraer enfermedades cardiovasculares, proteccion de las paredes de los vasos
sanguineos en personas que tienen enfermedades del corazon o diabetes, funcion
antialérgica, funcion antiinflamatoria, proteccion de la salud del cerebro contra la

demencia y prevencion de algunos tipos de cancer (Pereda, 2011).
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Efectos nocivos de los Radicales libres en la salud

Los radicales libres se forman en muchos procesos de los organismos, por
ejemplo, por el metabolismo o por el sistema inmune para atacar virus y bacterias.
Sin embargo, existen factores ambientales como contaminacién, cigarrillo, mala
alimentacion que aumentan la dosis de radicales libres existentes en nuestro
cuerpo. El cuerpo maneja los radicales libres producidos de forma natural, pero si
la produccion de los mismos es excesiva se producen dafios en el cuerpo por medio
del estrés oxidativo que se define como el desequilibrio entre las concentraciones
de oxidantes y antioxidantes en el organismo (Youngson, 2003; Marquez y Vazquez,
2016).

La presencia de un electron desapareado en el orbital mas externo de un
atomo le confiere a este Ultimo una aumentada habilidad para reaccionar con otros
atomos o moléculas presentes en su entorno normalmente, lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. La interaccion entre radicales libres y dichos sustratos da lugar a
alteraciones en las propiedades estructurales, y eventualmente funcionales de estos
altimos (Youngson, 2003).

Una consecuencia para el antioxidante es que, como resultado de ceder un
electron éste se convierte en un radical libre y termina oxidandose bajo una forma
de baja o nula reactividad hacia su entorno. Un gran niumero de investigaciones han
demostrado que el dafio causado por los radicales libres esta implicado en una
amplia gama de enfermedades y desordenes incluyendo trombosis coronaria,
angina de pecho, fallo cardiaco, apoplejia, dafios cerebrales, envejecimiento,
enfermedades renales, cancer, desordenes inflamatorios, intoxicacion (Marquez y
Vazquez, 2016).

20



Descripcion botanica de la Camellia sinensis

Es una planta subtropical de hoja perenne originaria de Asia, pero ahora se
cultiva en todo el mundo. Es un arbusto o arbol pequefio (1-9 m) perenne el cual
posee una fuerte raiz principal, sus hojas son glabras (no presenta pelos, liso,
brillante) y de bordes cerrados miden 4-15 cm de longitud y 2-5 cm de ancho.
Poseen flores axilares, solitarias o en grupos de 3, tienen 5 sépalos, 6-8 pétalos y
numerosos estambres(formado por el filamento y la punta de polen), son de color

blanco-amarillentas y miden 2-4 cm de didmetro(Figura 1) (Baldermann, 2008).

Propiedades benéficas de la Camellia sinensis

A lo largo de la ultima década, varios estudios epidemiolégicos y de casos
controlados han encontrado una relacion directa entre la ingesta de té, en particular
de té verde y un menor riesgo de desarrollar cancer en humanos. Asi también los
estudios clinicos sugieren un posible efecto benéfico del consumo de té sobre la
incidencia de cancer de mama, es6fago, pulmén, estdbmago, colon, rifién, prostata,
piel y mucosa oral. En base a los resultados de estudios in vitro e in vivo con
animales se sabe que los polifenoles del té muestran ciertos efectos benéficos para
la salud durante la mayoria de las etapas del desarrollo de cancer (Gonzéalez, 2003).

El té verde en polvo también ha demostrado actividad antiproliferativa e
hipolipidica sobre células hepéticas. Recientemente se reportdé que las células
cancerosas del tracto biliar humano mostraron una supresion significativa en su
crecimiento y una capacidad de invasion reducida debido al tratamiento con EGCG,
dependiente de la dosis (Takaday col., 2002). Ademas, se demostro que el polifenol
epigalocatequina inhibe el proceso de replicacion de ADN y por lo tanto, induce la
apoptosis de células leucémicas (Smith y Dou, 2001).

El extracto de té verde suprime la formacién de lesiones preneoplasicas

inducidas quimicamente en el colon de ratas. La epigalocatequina también inhibe el

21


https://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_perenne
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
https://es.wikipedia.org/wiki/Estambre

crecimiento de células cancerosas del colon humano, por lo cual se considera que
pudieran ser considerados como agentes terapéuticos. Al igual, se demostré que el
té verde inhibe el crecimiento de tumores del colon inducidos quimicamente en
ratas, debido principalmente a la inhibicién en la proliferacion celular y la induccion

de la apoptosis en las criptas intestinales (Metz y col., 2000).

Figura 1. Representacion de las hojas y flores de Camellia sinensis.
Recuperado de https://n9.cl/7ioy

Composicion quimica de la Camellia sinensis

Los compuestos activos son los flavonoides, un tipo de polifenol que posee
propiedades antioxidantes muy potentes, e incluyen polifenoles de los grupos
catequina (té verde) y teaflavina (t¢ negro). Los flavonoides se encuentran de
manera natural en las plantas. ElI contenido de flavonoides del té depende
directamente del tipo de té y de su método de preparacion. Generalmente, una taza
de té negro, preparado con 2,5 g de hojas de té, contiene alrededor de 200 mg de
flavonoides. La estructura quimica de los flavonoides polifendlicos tiene un impacto
directo sobre sus propiedades biolégicas, como su biodisponibilidad, actividad

antioxidante, interaccion con enzimas y con receptores celulares (Gonzalez, 2003).
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La distribucion de flavonoides en el té verde es de 90% de catequinas y 10%
de flavonoles. Como resultado del proceso de fermentacion, las catequinas del té
se polimerizan lo que provoca la formacion de teaflavinas y tearubiginas. Por lo
tanto, la distribucion de flavonoides en el té negro es de 30% de catequinas, 47%
de tearubiginas, 13% de teaflavinas, y 10% de flavonoles. De esta manera, una
diferencia importante entre el té verde y el té negro es que el primero no contiene
teaflavinas. El porcentaje de catequinas en el extracto de té verde es de 46,80% de
epigalocatequina galato, 13,54% de epicatequina galato, 7,24% de galocatequina
galato, 8,07% de epicatequina, 2,28% de epigalocatequina, 2,46% de
galocatequina, 1,28% de catequina galato, 2,22% de catequina, y <0,3% de cafeina.
A nivel de minerales nos proporciona: azufre, calcio, cobre, hierro, magnesio,
fésforo, potasio y fldor. Y respecto a las vitaminas las hojas del té
contienen vitamina C y vitamina B3 o niacina. De todos modos se debe considerar
gue estas vitaminas son termosensibles, especialmente la vitamina C, por ello no

sera la mejor bebida para proporcionarnos vitamina C (Gonzalez, 2003).

Sistema antioxidante del té

Es abrumadora evidencia acerca de los dafios oxidativos causados por los
radicales libres, lo que conlleva a numerosas complicaciones biolégicas incluyendo
carcinogénesis, mutagénesis, envejecimiento, aterosclerosis y enfermedades
neurodegenerativas. Estos radicales libres son eliminados por diversos
antioxidantes naturales. El término antioxidante se aplica generalmente a cualquier
sustancia que en bajas concentraciones comparadas a las de un substrato oxidable,
puede retrasar o prevenir la oxidacion de ese substrato. Los antioxidantes naturales
pueden ser compuestos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos, entre otros),
compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y
aminas), asi como vitaminas (acido ascérbico, carotenoides, tocoferol). En el té se
ha encontrado un contenido antioxidante significativo, medido como la capacidad

del té para eliminar los radicales libres (Halliwell y col., 1989).
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Sistema de accion de los radicales libres

Los radicales libres son moléculas altamente inestables y reactivas, puesto
que poseen electrones desapareados. Por lo general, las moléculas estables
cuentan con electrones emparejados, pero cuando no es el caso, se da la presencia
de los radicales libres. Al ser desapareados, estas moléculas tratan de conseguir el
electron que les hace falta. Es entonces cuando el radical libre comienza a
desequilibrar el organismo, ya que al robar un electron de una molécula estable esta
se vuelve inestable. Es decir, se convierte en un radical libre. Es asi, que la
propagacion de estas moléculas inestables puede ser caética y darse de forma
rapida. Al convertir en radicales las moléculas estables, estas trataran a su vez de
robar el electrén que el primer radical les rob6é en un principio, generando una
reaccion en cadena, las cuales pueden alterar el acido desoxirribonucleico (ADN) y
las proteinas ademas de ocasionar la oxidacién de los lipidos (Halliwell y Gutteridge,
2007).

Sistema de accion de los antioxidantes

Para que una molécula sea estable, debe contener la cantidad adecuada de
electrones. Si la molécula pierde un electron en un momento inadecuado, se
convierte en un radical libre. Aqui es donde aparecen los antioxidantes. La molécula
antioxidante tiene la capacidad de brindar al radical libre un electrén neutralizandolo.
Una consecuencia inherente a ser una molécula antioxidante puede ser la pérdida
de un electrén, convirtiéndose en un radical libre que termina oxidandose bajo una
forma de baja o nula reactividad hacia su entorno. Este es el mecanismo detras de
los antioxidantes, donan electrones a los radicales libres, lo cual los anula y previene

que causen dafo (Halliwell y Gutteridge, 1989).
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Método de la Actividad Antioxidante (AOA)

El método del AOA tiene como objetivo analizar la actividad antioxidante de
una muestra usando como patron de comparacion el acido urico, el cual es un
potente antioxidante no enzimatico, y el valor obtenido se conoce como Actividad
Antioxidante (AOA) y se expresa en mM equivalentes de acido urico/100 g de té. En
este método el radical hidroxilo se genera por medio de una solucion estandarizada
de Hierro, el cual reacciona con el peréxido de hidrogeno produciendo la formacién
del radical hidroxilo. Este radical libre degrada el benzoato, resultando en la
liberacion de especies reactivas del &cido tiobarbiturico (TBARS). Esta reaccion es
monitoreada espectrofotométricamente, y la inhibicién del desarrollo de color en
presencia antioxidante es definida como AOA, en comparacién con acido Urico

como estandar (Koracevic, Djordjevic, Andrejevic y Cosic, 2001).

Método del Cation Radical ABTS+e: Ensayo de Decoloracion en Solucion

Etandlica

El ABTS es un compuesto quimico utilizado para observar la cinética de
reaccion de enzimas especificas. También es utilizado frecuentemente por la
industria alimentaria y los investigadores agricolas para medir las capacidades
antioxidantes de los alimentos. EI ABTS se convierte en un cation radical mediante
la adicion de persulfato de potasio. Este cation radical es de color azul oscuro y
absorbe luz a 734 nm. El cation radical ABTS es reactivo frente a la mayoria de los
antioxidantes, incluyendo compuestos fendlicos y vitamina C. Durante la reaccién el
cation radical ABTS azul se convierte de nuevo en su forma neutra incolora, y la
reaccion puede ser monitoreada espectrofotométricamente. El descenso producido
por el Trolox es comparado con el producido por el antioxidante que se esta
analizando al mismo tiempo. Se basa en que el potencial antioxidante de una
sustancia es proporcional al grado de decoloracién del radical, reportdndose el

resultado en pmol equivalente de Trolox/100 g (Robertare y col., 1999).
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Método de la Desoxirribosa para el Radical Hidroxilo

En el método de la desoxirribosa descrito por Halliwell y col. (1987) el radical
hidroxilo es generado por medio de la reaccion de Fenton, en la cual el ion ferroso
oxida al peroxido de hidrégeno para formar la especie -OH. En presencia del radical
hidroxilo, la desoxirribosa es fragmentada hasta Malondialdehido (MDA) que forma
un complejo detectable a 532 nm con el 4cido tiobarbitarico (TBA), conocido como

especies reactivas del acido tiobarbittrico (TBARS) (Esquema 1).

Determinacién de la Concentracion de Polifenoles

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza para medir el contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una
coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm.
Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en acido
fosférico, y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El
acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio &cido) de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color
azul intenso, cuya intensidad es la que se mide para evaluar el contenido en
polifenoles. EI mecanismo de reaccién es una reaccion redox, por lo que ademas
puede considerarse también como un método de medida de la actividad
antioxidante total. La oxidacién de los polifenoles presentes en la muestra, causa la
aparicion de una coloracion azulada la cual presenta un maximo de absorcion a 765
nm, y se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido
galico, reportdndose en mg equivalentes de &acido galico/100gr de muestra
(Singleton, Orthofer y Lamuela-Raventos, 1999).
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Reaccion de Fenton

FEE} + HO » F;* + OH > OH. + Desoxirribasa

MDA + TBA

Las TBARS se pueden detectar a 560 nm l

TBARS

Esquema 1. Representacién esquematica método de Halliwell y col. (1987)

para la medicién del Radical Hidroxilo.
Determinacion de la concentracién de proteinas

Se han desarrollado varios ensayos para la determinacion de la
concentracion de proteinas, y es importante evaluar la compatibilidad de cada
ensayo con los tipos de muestra, el rango del ensayo, el volumen de muestra y la
disponibilidad de un espectrofotémetro adecuado, asi como el tiempo y el costo.

El ensayo de Lowry, propuesto por Oliver H. Lowry en 1951, se basa en dos
reacciones quimicas. La primera reaccion es la reduccion de los iones de Cu? en
condiciones alcalinas, lo que forma un complejo con los enlaces peptidicos
(reaccidn de Biuret). La segunda, es la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu por
el complejo cobre-enlace peptidico, la cual causa un cambio de color a azulado en
la solucion, con una absorcion en el rango de 650 a 750 nm (Figura 3) (Olson y
Markwell, 2007). La cantidad de proteina en la muestra puede ser estimada
utilizando una curva de calibracion con una solucion de una proteina estandar
seleccionada, tal como la albumina (BSA). Las ventajas de este ensayo son su
sensibilidad, y lo mas importante, su exactitud. Sin embargo, requiere de mas
tiempo que otros ensayos, y muchos compuestos comunmente utilizados en buferes
de preparacion de proteinas (tales como detergentes, carbohidratos, glicerol, tricina,

EDTA, Tris) interfieren con el ensayo de Lowry y forman precipitados. No obstante,
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el efecto de estas substancias puede ser reducido diluyendo la muestra, pero solo
si la concentracibn de proteinas es lo suficientemente alta. Ademas, se ha
demostrado que el tiempo para realizar este ensayo puede reducirse al aumentar la
temperatura o utilizando un horno microondas (Waterborg y Matthews, 1984).

Etapa 1) OH- Etapa 2) OH-

Proteinas 5. Complexo . .
(Ligaces peptidicas) | + CuU proteina-cu1+ | + Folin-Ciocalteu

Esquema 2. Representacién esquematica del ensayo de Lowry. (Waterborg y
Matthews, 1984)

Determinacién de la concentracion de flavonoides con el método del cloruro

de aluminio

Los flavonoides constituyen el grupo més importante de clasificacion de los
polifenoles, con mas de 5000 compuestos; son los polifenoles mas distribuidos en
las plantas. Los flavonoides son un grupo de compuestos polifenélicos de bajo
peso molecular que comparten un esqueleto comun de difenilpirano C6C3CS6,
formado por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8 y
los del anillo B desde 2' al 6' (Zhishen y col., 1999)

Los flavonoides totales han sido determinados utilizando el método
colorimétrico del cloruro de aluminio (AICI3) y nitrito de sodio (NaNO2) para formar
un complejo coloreado cuya absorbancia se mide a 510 nm. El principio basico del
método colorimétrico de cloruro aluminio es que éste forma complejos estables de
acidos con el grupo cetona en C-4 o bien el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas
y flavonoles. Ademas, también forma complejos labiles acidos con los grupos

dihidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides (Zhishen y col., 1999).
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Definicién operacional de términos

Fitoquimicos

Son compuestos de bajo peso molecular sintetizados por las plantas, tienen
diversas funciones en las plantas como la proteccion ante situaciones adversas
tales como el consumo por animales, el ataque por microorganismos COmo: Vvirus,
bacterias y hongos, también por la competencia del espacio del suelo, luz y
nutrientes entre las diferentes especies de plantas en el lugar, muchos proporcionan
color a flores y frutos generando un papel esencial en la atraccién de insectos
polinizadores, de la misma manera actian como repelentes proporcionando a las
plantas sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas (Sepulveda et al.,
2003).

Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos sintetizados a partir de excedentes del
metabolismo primario. Actian como mediadores (aleloquimicos) interviniendo en
las funciones de la planta o de los organismos con los que interaccionan, la ausencia
de los metabolitos secundarios no es fatal para los seres humanos. Los estudios
mas recientes han determinado que la mayoria de los metabolitos secundarios
cumplen funciones en las plantas de defensa contra predadores patdgenos y actian
como agentes alelopéaticos, o para atraer los polinizadores y dispersores de semillas

(Guarnizo y Martinez, 2009).

Actividad Antioxidante
Los antioxidantes son moléculas, iones o a&tomos que bloquean el efecto
dafiino de los radicales libres. Se obtienen principalmente de la dieta,
encontrandose en su mayoria en los alimentos vegetales y sus derivados, lo cual
explica parte de las acciones saludables de frutas, legumbres, hortalizas, cereales
integrales, vino, té, miel de abejas, entre otros. Los antioxidantes mas ubicuos en la

naturaleza son las vitaminas (A, E y C), los minerales (cobre, hierro, manganeso,
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selenio, zinc), los pigmentos naturales (flavonoides, carotenoides), coenzimas (Q),
las enzimas (catalasas, oxidasas) y otros compuestos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Extracto metanolico

Se obtiene a partir de un método de extraccion de solvente muy eficiente en
el cual se realiza la extraccién de compuestos directamente de materia prima seca,
la extraccion en metanol de alta calidad utiliza la planta seca, no desecada,
sumergiendo la parte de la planta donde reside mayor cantidad de principio activo,
es decir dependiendo de la planta en concreto, se utilizardn sus hojas, tallos, raiz o
semillas. Después de varios dias de maceracion en oscuridad, se cuela la mezcla'y
se obtiene un extracto con todo el principio activo de la planta en estado puro y alta
concentracion ademas de todas sus propiedades medicinales listas para consumir
(Arroyo y col., 2011).

Polifenoles

Son sustratos de las enzimas polifenol oxidasas, las cuales producen la
hidroxilacibn de monofenoles a difenoles que son convertidos en sus
correspondientes quimicos. En otras palabras, son un grupo de sustancias quimicas
encontradas en plantas caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol
por molécula. Los polifenoles son generalmente subdivididos en taninos
hidrolizables, los cuales son ésteres de acido galico de glucosa y otros azucares; y
fenilpropanoides, como la lignina, flavonoides y taninos condensados. Las
principales fuentes de polifenoles son bayas, té, cerveza, uvas/vino, aceite de oliva,
chocolate/cacao, nueces, manies, granadas, yerba mate, y otras frutas y vegetales

(Hernandez y col., 1999).

Flavonoides
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, los
cuales tienen la propiedad de proteger al organismo del dafio producido por agentes

oxidantes como los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental, sustancias
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quimicas presentes en los alimentos, entre otros. El organismo humano no puede
producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente
distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas, y representan
componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta humana (Martinez
y col., 2002).

Proteinas

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las
células y tienen numerosas e importantes funciones dentro del organismo que van
desde su papel catalitico (enzimas) hasta su funcién en la motilidad corporal (actina,
miosina), pasando por su papel mecanico (elastina, colageno), de transporte y
almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos), proteccién (anticuerpos),
reguladora (hormonas). Son macromoléculas formadas por cadenas de unidades
estructurales, los aminoacidos. Estos aminoacidos se unen por medio de enlaces
peptidicos entre los grupos carboxilo y el grupo a-amino (imino), con pérdida de
agua. Desde el punto de vista nutricional la proteina es un macronutriente presente
en los alimentos. La importancia de la proteina presente en la dieta se debe a su
capacidad de aportar aminoacidos para atender al mantenimiento de la proteina
corporal y al incremento de esta durante el crecimiento. La capacidad antioxidante
no es relacionada comunmente con las proteinas, ya que en si, una proteina no

posee capacidad antioxidante (Hernandez y col., 1999).

Definicion operacional de las variables

Segun Arias (2006) es el proceso mediante el cual se descomponen
deductivamente las variables que constituyen la investigacion, partiendo desde lo
mas general hasta lo mas especifico. Las variables son operacionalizadas con la
finalidad de convertir un concepto abstracto en uno empirico, susceptible de ser

medido a través de la aplicacion de un instrumento. Esta investigacion esta
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constituida por

una variable dependiente

la actividad antioxidante. La

operacionalizacion de las variables esta reflejada en la Tablas 1y 2.

Tabla 1. Operacionalizacion de la variable dependiente Actividad antioxidante

Variable

Actividad antioxidante extractos de té comerciales

Tipo de variable

Dependiente y continua

El término antioxidante significa que impide la oxidacion de

Definicion _ o _ _
otras sustancias quimicas, ocasionada en las reacciones
conceptual . _ ]
metabolicas o producidas por factores exdégenos.
- Estudio de la capacidad antioxidante sobre el Radical
o Hidroxilo.
Definicion ) o o
_ - Método de la Actividad Antioxidante (AOA).
operacional

- Método del Cation Radical ABTS++: Ensayo de Decoloracion

en solucidon metandlica.

Dimensiones

- Actividad antioxidante presente

- Actividad antioxidante ausente

Indicador

Cambios de Coloraciones, Lecturas del Espectrofotémetro.

Fuente: M., Carrillo, E., Pérez, J., Hernandez

Tabla 2. Operacionalizacion de la variable independiente extracto metandlico

Variable

Extracto metanodlico

Tipo de variable

Independiente y continua

Definicion Soluciébn muy concentrada que se obtiene de una planta,
conceptual semilla u otra cosa por diversos procedimientos.
- Método de la determinacion de la Concentracion de Grupos
Fendlicos
Definicion - Método para la determinacién de la Concentracion de
operacional | Proteinas

- Método para la determinacion del Contenido de Flavonoides:
método colorimétrico del Cloruro de Aluminio.
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Continuaciéon de Tabla 2

Extracto metandlico: Alta concentracion

Dimensiones Extracto metandlico: Baja concentracion

_ Presencia de azlcares reductores, compuestos fendlicos,
Indicador

actonicos, aminoacidos, aminas en general, y flavonoides

Fuente: M., Carrillo, E., Pérez, J., Hernandez

Hipotesis

Hipotesis Nula (Ho):

No existe relacion directa entre la actividad antioxidante in vitro y las
concentraciones de polifenoles, flavonoides y proteinas de los extractos
metandlicos de muestras de té comerciales, en el Mercado Principal de Mérida
(Mérida, Venezuela), estudiados en el Laboratorio de Analisis Biotecnoldgico y
Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, desde Enero de 2019 hasta
Mayo de 2023.

Hipotesis de Investigacion (Hi)

Si existe relacion directa entre la actividad antioxidante in vitro y las
concentraciones de polifenoles, flavonoides y proteinas de los extractos
metanodlicos de muestras de té comerciales del Mercado Principal de Mérida
(Mérida, Venezuela), estudiados en el Laboratorio de Analisis Biotecnoldgico y
Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, desde Enero de 2019 hasta
Mayo de 2023.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

De acuerdo al nivel de complejidad de la investigacion, la cual es determinada
por el verbo anunciado en el objetivo general, se determina el tipo de investigacion.
En tal sentido, los tipos de investigacion pueden ser: exploratorio, descriptiva,
analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, y confirmativa
(Hurtado, 2010). Por lo tanto, esta investigacion es confirmatoria, ya que se busca
verificar las hipétesis de la investigacion y se persigue indagar acerca de las
posibles relaciones entre eventos a partir del control de una serie de variables. Para
realizar este tipo de investigacion se requiere de una explicacién previa, bajo una

serie de respuestas que el investigador desea confirmar.

Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion es experimental, una investigacion experimental
consiste en someter a un objeto o grupo de individuos a determinadas condiciones
o estimulos (variable independiente), para observar los efectos que se producen
(variable dependiente) (Arias, 1999). En el presente trabajo las muestras de té
comerciales seran sometidas a diferentes métodos capaces de analizar su actividad
antioxidante. Por lo consiguiente el estudio de esta investigacion manipula la
variable independiente para medir el efecto y hace control estricto a las variables
extrafias. En este respecto, el disefio de esta investigacion fue transversal,

contemporaneo y bivariable.
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Poblacién y muestra

Unidad de Investigaciéon

La poblacion es un conjunto finito o infinito de elementos con caracteristicas
comunes, para los cuales seran extensivas las conclusiones de la investigacion,
ésta queda limitada por el problemay por los objetivos del estudio (Arias, 2006). La
unidad de esta investigacion estara representada por las muestras metandlicas de
hojas secas de té comerciales, que se utilizaran para su estudio en el Laboratorio
de Analisis Biotecnoldgico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez

Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes.

Seleccion del tamarfio de la muestra

Se seleccionaran al azar un total de seis muestras de té a granel en forma de
hojas secas comercializadas en el Mercado Principal del Estado Mérida (Mérida,

Venezuela), dispuestas entre tres muestras de té verde y tres muestras de té negro.

Variables de investigacion

Las variables son elementos que se miden, controlan y estudian dentro del
problema formulado (Hernandez-Sampieri y cols. 2010). Las variables de esta
investigacion fueron sistematizadas en dependiente e independiente, la variable
independiente esta definida por los extractos metandlicos de los té en estudio, y su
medicién se basa en su alta y baja concentracion. La variable dependiente es la
actividad antioxidante y su medicién se basa en la presencia o ausencia de la

misma.
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Procedimientos de la Investigacion

Preparacion de la Muestra

Para la preparacién de los extractos metandlicos de té se utilizara una
metodologia llamada maceracion, la cual consiste tomar la materia prima seca
(hojas) y triturarla en un mortero, posteriormente se realiza la extraccion de la hoja
del mortero y se pesa en gramos (5 gr), depositandoseles en un envase al que se
le adiciona el solvente metanol (20 mL) hasta cubrir completamente el material en
estudio, se agitard y tapara. Posteriormente se deja reposar por un periodo de 10
dias agitando esporadicamente el contenido cada 6 horas, obteniéndose de esta
manera el extracto metandlico con altas concentraciones de principio activo de la

hoja del té.

Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre el Radical Hidroxilo

Se utilizara el método de la desoxirribosa descrito por Halliwell y col. (1987).
Para una mezcla de 0,1 mL de desoxirribosa 28 mM, se agregan 0,5 mL de buffer
fosfato salino 40 mM (pH 7.4), 0,1 mL de FeCls 1 mM, 0,1 mL de EDTA 1,04 mM,
0,1 mL de H202 1mM, y 0,1 mL de vitamina C 1 mM, ademas de 200 uL de cada
una de las muestras a ser analizadas. La mezcla se incuba durante 1 ha 37 °Cy
se agregan 0,5 mL de TBA 1% en 0,05 M de NaOH y 0,5 mL de &cido tricloroacatico
2,8%, y se deja reaccionar durante 10 min a 100 °C. Se leera el cambio de

absorbancia a 532 nm.
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Método de la Actividad Antioxidante (AOA)

El valor de la AOA (Actividad antioxidante) sera determinado por el método
de Koracevic y col. (2001). En este método una solucion estandarizada de Fe-EDTA
reacciona con el perdxido de hidrogeno, produciendo la formacién del radical
hidroxilo. Este radical libre degrada el benzoato, resultando en la liberacion de
especies reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS). Esta reaccién es monitoreada
espectrofotométricamente y la inhibicion del desarrollo de color en presencia
antioxidante es definida como AOA, en comparacion con &cido Urico como estandar.
Los reactivos a preparar seran los siguientes: (1) Buffer fosfato de sodio 100 mM
pH 7.4, (2) Benzoato de sodio 10 mM,(3) NaOH 50 mM, (4) EDTA 2 mM en buffer
fosfato (Solucion 1), (5) Fe (NH4)2S04 2 mM, (6) solucion Fe-EDTA (preparado
fresco mezclando iguales volimenes de las soluciones 4 y 5, y dejando reposar 60
minutos a temperatura ambiente), (7) Peréxido de hidrégeno, 10 mM, (8) acido
acético 20% (v/v), (9) acido tiobarbiturico (TBA) 0,8% (p/v) en 50mM de NaOH, (10)
acido urico 1 mM en 5 mM de NaOH.

Cada muestra (Al) debe tener su propio control (AO, muestra blanco) en la
cual la mezcla Fe-EDTA y el H,0O, sera agregada después del acido acético 20%.
Para cada serie de analisis se prepara un control negativo por triplicado (K1 y KO0),
conteniendo los mismos reactivos que Al o A0 excepto que la muestra antioxidante
es reemplazada con buffer fosfato. Los estandares conteniendo 1 mM de &cido urico
(UAL1 y UAOQ) seran usados para la calibracion. Para el analisis se pipetean en los

tubos los volumenes (en microlitros) especificados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Volumenes necesarios para el Método AOA (uL)

Al A0 K1 KO UA1 UAO
Muestra 20 20 - - - -
Acido drico - - - - 20 20
Buffer 980 980 1000 1000 980 980
Benzoato de
sadio 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Acido acético - 1000 - 1000 - 1000
Fe-EDTA 300 300 300 300 300 300
H202 300 300 300 300 300 300

Incubar por 60 min a 37°C

Acido Acético 1000 - 1000 - 1000 -
TBA 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Los tubos se incuban por 10 minutos a 100 °C en bafio de agua, y se enfrian
en bafo de hielo. Se mide la absorbancia a 532 nm usando agua destilada como

blanco. La actividad antioxidante sera calculada usando la siguiente ecuacion:
AOA (mM) = (CUA)*(K-A)/(K-UA), donde

K= absorbancia del control (K1-K0), A= absorbancia de la muestra (A1-A0), UA=
absorbancia de la solucion de &cido urico (UA1-UAQ), y CUA es la concentracion de

acido urico (en mM).

Método del Cation Radical ABTS+e: Ensayo de Decoloracion en Solucién

Etandlica

El método desarrollado por Robertare y col. (1999). En este método el ABTS
se diluye en agua a una concentracion de 7 mM. El cation radical ABTS (ABTS+) se
produce por la reaccion de la solucién stock de ABTS 7 mM con persulfato de
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potasio a una concentracion final de 2,45 mM (en agua), en oscuridad durante 12-
16 h antes de su uso. Para el estudio de compuestos fendlicos, la solucion de ABTS+
se diluye con etanol hasta una absorbancia de 0,70 a 734 nm y 30°C, lo cual se
logra mezclando aproximadamente 40 uL de la solucion del cation radical ABTS y
960 pL de etanol al 20% (v/v). Se toman 10 pL de las soluciones stock de
antioxidantes fendlicos preparadas en metanol y se colocaran en la cubeta del
espectrofotometro con 1,0 mL de la solucion de ABTS+ diluida. Entonces se mediran
los valores de densidad Optica a 734 nm de inmediato y 6 min después de la mezcla.
Se usa como estandar una solucion de 8 mM de Trolox, la cual es diluida para
obtener concentraciones finales de 1, 2, 4 y 8 uM, en buffer PBS 5 mM (pH 7,4). Se
calcula el porcentaje de disminucién de color (0 de secuestramiento del catién
radical ABTS) a 734 nm después de 6 min de reaccion, y se realiza una gréafica del
porcentaje de disminucion de color en funcion de las diferentes concentraciones del
estandar (Trolox), para luego reportar el valor de actividad antioxidante total (AAT)
de las muestras problemas en comparacion con la ecuacion de la recta obtenida
con este grafico. El valor de AAT para una muestra dada seria el equivalente en
concentracion de Trolox el cual produce el mismo porcentaje de disminucion de
color. Todas las determinaciones se llevaran a cabo por lo menos tres veces, para

cada una de las muestras y soluciones estandar.

Determinacion de la Concentracion de Grupos Fendélicos

El contenido total de polifenoles se determina por espectrometria a 765 nm
usando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singlenton y col., 1999). Se mezclan 100 pL
de muestra con 500 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en 1/10 con agua para
luego adicionar 400 pL de carbonato de sodio 7,5% (p/v). Registrar la absorbancia
después de 10 minutos de reaccion a 37 °C, usando como blanco una muestra
preparada con agua destilada. La concentracion total de polifenoles es determinada
usando una curva de calibracion mediante una solucién de 0,1 g/L de &cido galico
como estandar (diluciones de 0,025, 0,05y 0,1 g/L).
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Determinacién de la Concentracion de Proteinas

La determinacion de proteinas consistira en una técnica colorimétrica basada
en el método de Lowry y col. (1961). Primero, se realizara una curva de calibracion
usando Albumina Bovina (BSA) como estandar [8 mg de BSA en 10 mL de H,O
MQ]. A la solucion de BSA se le medirad la densidad Optica a 279 nm y se le

determinara la concentracion por medio de la féormula:
[BSA] (mg/mL)=D.0O.;7,9 nm x 13/9

Una vez determinada la concentracién de la solucion estandar, se realizaran
las diluciones seriadas necesarias para la construccion de la curva de calibracion,

de acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4. Volumenes de reactivos necesarios para la curva de calibracién en

la determinacion de proteinas

Volumen de BSA (uL) V. de agua (uL) Volumen d(ieJLS)oluuon C
0 500 1500
S0 450 1500
100 300 1500
200 200 1500

La solucion C se preparard mezclando 500 pL de la solucién B (sulfato
cuprico 4,0%) con 50 mL de la solucion A (carbonato de sodio 2%, hidréxido de
sodio 2%, tartrato de sodio y potasio 0,16% y SDS 1%). Los tubos de ensayos se
colocaran en bafio de maria por 10 minutos a 37 °C. Se diluird un volumen del
reactivo de Folin en un mismo volumen de H,O MQ, y se le adicionaran a cada tubo
150 pl del reactivo de Folin diluido. Los tubos se regresaran al bafio de maria por
10 minutos mas. Después, se medira la absorbancia a una longitud de onda de 750

nm. Una vez realizada la curva de calibracion se procedera a la medicion de las
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proteinas presentes en las muestras, para lo cual se utilizaran 10 pL de cada una
de las muestras a estudiar siguiendo el procedimiento explicado anteriormente.

Determinacién del Contenido de Flavonoides: Método colorimétrico del

Cloruro de Aluminio.

El método colorimétrico del cloruro de aluminio se modificara del
procedimiento reportado por Woisky y Salatino (1998). En este método, la
guercetina es usada como estandar para construir una curva de calibracién, para lo
cual diez miligramos de quercetina se disuelven en etanol al 80% (v/v), para luego
diluir hasta concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL. Las soluciones estandar diluidas
(0,5 mL) se mezclaran por separado con 1,5 mL de etanol al 95% (v/v), 0,1 mL de
cloruro de aluminio al 10% (p/v), 0,1 mL de acetato de potasio 1My 2,8 mL de agua
destilada. Después de la incubacion durante 30 min a temperatura ambiente, se
mide la absorbancia de la mezcla de reaccion a 415 nm. La cantidad de cloruro de
aluminio es sustituida por agua destilada en el blanco. De modo similar, 0,5 mL de
extractos metandlicos de las muestras en estudio se dejan reaccionar con el cloruro
de aluminio para la determinacién del contenido de flavonoides como se describio

anteriormente.

Disefo de analisis

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, y se les aplicaron
los tests o pruebas paramétricas, para analizar si los datos se ajustan a una
distribucion normal, y si existen diferencias significativas entre los diferentes grupos
de muestras. Los datos numéricos fueron analizados bajo un disefio cuantitativo
mediante el uso de técnicas estadisticas. Se hizo un analisis de la varianza,

empleando la prueba de ANOVA post hoc Scheffé.
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Andlisis de Varianza con un factor (ANOVA)

El andlisis de varianza permite contrastar la hipétesis nula de que las medias
de K poblaciones (K>2) son iguales, frente a la hipoétesis alternativa de que por lo
menos una de las poblaciones difiere de las demas en cuanto a su valor esperado
(Sote, 2005). El analisis de varianza (ANOVA) de un factor permite comparar varios
grupos en una variable cuantitativa, y se aplica para contrastar la igualdad de
medias de tres 0 mas poblaciones independientes y con distribucién normal. La
hip6tesis nula (HO: p = 0,05 Las medias poblacionales son iguales) traducira la idea
de que en los diferentes grupos se obtienen resultados similares y la hipotesis
alternativa (H1: p< 0,05 Al menos dos medias poblacionales son distintas) lo negara.
La significacion del contraste nos dara una idea de si las diferencias observadas en
los diferentes grupos son imputables al azar (significacion grande) o hay una

diferencia intrinseca entre algunos grupos (significacion pequefia) (Sote, 2005).

Pruebas Post-Hoc.

Una vez que se determind que existen diferencias entre las medias, las
pruebas de rango post-hoc y las comparaciones multiples por parejas permitieron
determinar qué medias difieren. Las pruebas de rango son aquellas que buscan
identificar grupos homogéneos (medias parecidas). Las comparaciones mdultiples
buscan establecer diferencias entre grupos basandose en diferencia dos a dos, y
generan una matriz donde los asteriscos indican las medias de grupo
significativamente diferentes a un nivel alfa de 0,05. En este caso, se llevo cabo la
prueba post-hoc conocida como Test de Scheffé. Por medio de esta prueba se
hacen todas las comparaciones posibles, por ejemplo, el primer grupo con respecto
a cada uno de los restantes, pero también el primero con respecto al grupo formado
por la unién de dos de los restantes. Posteriormente, es necesario interpretar el nivel

de significacion, si esta es menor que 0,05, las diferencias entre los grupos
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formados por la variable en estudio son significativas, alli mismo se observa entre
qué grupos exactamente hay diferencias. Si el nivel de significacion es mayor o igual

a 0,05, no hay diferencias significativas (Blair y Taylor, 2008).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Descripcion de la poblacion y muestra

Para la investigacion de este trabajo se prepararon extractos metandlicos de
hojas secas de tipo comercial de Camellia sinensis en procesos de oxidacion con
humedad y temperatura controlada (té verde) y un proceso de oxidacion mas largo
(té negro). Las muestras fueron adquiridas en el Mercado Principal de Mérida,
ubicado en el sector Gonzalo Picon, municipio Libertador, Estado Mérida-Venezuela
en la Av. Las Américas con Viaducto Miranda (N8°35'42.86" O71°8'36.24"). Las
muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Analisis Biotecnolégico y Molecular
(ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lopez Corcuera” en la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, de la Universidad de los Andes, lugar en el cual se determind la
concentracion total de polifenoles, flavonoides y proteinas, ademas de la
determinacion de la actividad antioxidante total a través de 3 métodos diferentes
(Método Radical hidroxilo, ABTS** y del AOA).

Las distintas determinaciones que se realizaron fueron comparadas con una
serie de métodos estadisticos en los cuales se pudo observar la relacion entre la
concentracion de los componentes con la actividad antioxidante que se encontraba

presente en la muestra analizada.
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Caracterizacién quimica de los extractos metandlicos de Camellia sinensis

En latabla 5 se encuentran los resultados obtenidos de la concentracion total
de flavonoides, proteinas y polifenoles de cada una de las muestras representadas
por extractos metandlicos de hoja seca comercial de Camellia sinensis de tipo té
negro y té verde. La concentracion total de flavonoides obtenidos mediante el
meétodo colorimétrico del cloruro de aluminio, utilizando una solucién de quercetina
como estadndar otorgd concentraciones entre un rango de 331,4 a 391,5 mg
equivalentes de quercetina/100 g de extracto metandlico.

La muestra cuyo valor de concentracion de flavonoides menor fue la muestra
de extracto de té verde comercial nUmero 3 con una concentracion de flavonoides
de 331,4 mg equivalentes de quercetina/100 g de extracto metandlico. Por otro lado
la muestra de extracto metandlico con mayor concentracion fue la muestra de té
negro comercial numero 3 con 391,5 mg equivalentes de quercetina/100 g de
extracto metanolico. Los resultados permiten evidenciar que existen diferencias
pero no muy significativas en lo que se refiere a la concentracién de flavonoides en

las muestras de analizadas.

El contenido total de polifenoles de los extractos metandlicos de té fueron
determinados realizando una serie de reacciones quimicas mediante el reactivo de
Folin-Ciocalteu y sometidos a espectrometria, empleando una curva de calibraciéon
de &cido galico como estandar obteniendo valores en mg equivalentes de acido
galico/g de extracto metandlico representados en la Tabla 5. Los valores de
concentracion de polifenoles se encuentran en un rango entre 308,6 a 357,9 mg
equivalentes de acido galico/100 gr de extracto metandlico, siendo el extracto de té
verde nimero 1 la de mayor concentracion de polifenoles; y el extracto de té negro
namero 1 la de menor concentracion de polifenoles, evidenciandose una diferencia

en el contenido total de polifenoles no significativa entre muestras.
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Por ultimo en relacién a la composicién quimica de las muestras en estudio
se determind la concentracion total de proteinas usando el método de Lowry (1951),
utilizando una solucion de albumina bovina como estandar para la realizacion de la
curva de calibracion. Los resultados de la concentracion total de proteinas son
representados en la tabla 5, estos resultados se encuentran en un rango entre 37,9
a110,7 mg de proteinas/100 g de extracto metandlico, siendo el extracto de té negro
namero 2 la de menor concentracion y el extracto de té verde niumero 3 la de mayor
concentracion, los resultados obtenidos demuestran una clara diferencia en la
concentracion total de proteinas entre los extractos metandlicos de té verde y té
negro pudiéndose remarcar una mayor concentracion proteica en los extractos

metandlicos de té verde sobre los extractos de té negro.

Tabla 5. Concentracion media de flavonoides, polifenoles y proteinas de las

muestras analizadas

EXTRACTO _ Polifenoles Proteinas
3 Flavonoides _
METANOLICO ) (mg equivalentes (mg de
(mg equivalentes o ]
DE HOJA . de 4cido proteinas/100 g de
. | de quercetina/100 .
SECA DE TE géalico/100 g de extracto)
g de extracto)

COMERCIAL extracto)

Té verde N°1 353,8+6,0a 357,9+3,6a 103,2+32,0d
Té verde N°2 350,7+19,6a 346,9+0,7a 94,5+33,4c
Té verde N°3 331,4+7,7a 333,0+10,9a 110,7+29,5d
Té negro N°1 346,7+4,3a 308,6+7,5a 47,0+20,0b
Té negro N°2 372,545,8a 342,9+10,0a 37,9+12,2a
Té negro N°3 391,5+3,3a 326,4+8,9a 45,8+5,6b

Los datos se presentan como media + Error Estandar (n=3). Las columnas que comparten la misma

letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba ANOVA post hoc Scheffé (p<0.05).
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Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de Camellia sinensis

Posterior a la caracterizacion quimica de las muestras analizadas, se
procedié a determinar la actividad antioxidante de las mismas por medio de 3
métodos diferentes; AOA en valores de mM equivalentes de &cido urico/100 g de
extracto, radical hidroxilo en valores de porcentaje de inhibicion/100 g de extracto y
por ultimo ABTS representados en pmoles equivalentes de Trolox (TEAC/100 g de

extracto). Los resultados son presentados en la Tabla 6.

Tabla 6. Actividad antioxidante de los extractos metanélicos de hoja seca

comercial de Camellia sinensis

EXTRACTO AOA Radical ABTS**umoles

METANOLICO (mM Hidroxilo equivalentes de
DE HOJA equivalentes de (% de Trolox(TEAC/100

SECA DE TE acido 0rico/100 | inhibicion/100g | g de extracto)
COMERCIAL g de extracto) de extracto)

Té verde N°1 41,48+0,27f 87,5+1,09¢c 431,7+125,5e
Té verde N°2 16,44+0,94e 84,7+0,52¢c 370,9+79,8d
Té verde N°3 17,04+1,07e 80,3+0,32c 610,3+26,3¢g
Té negro N°1 9,11+1,35¢c 59,8+21,08b 456,4+9,9e
Té negro N°2 12,96+1,30d 80,3+0,31c 530,5+17,1f
Té negro N°3 9,22+2,18c 79,4+0,18c 445,0+10,6e

Antioxidantes de origen comercial (preparados a 1 mM)

Quercetina 0,86+0,03b 53,0+1,1b 100,6+1,7b
Melatonina 0,83+0,02b 53,9+1,07b 97,615,1a
Acido Lipoico 0,31+0,07a 27,9+0,98a 124,7+3,1c

Los datos se presentan como media + Error Estandar (n=3). Las columnas que comparten la misma

letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba ANOVA post hoc Scheffé (P<0.05).
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El método AOA tiene como finalidad analizar la actividad antioxidante de una
muestra mediante el uso de un patron de comparacion de acido Urico como
estandar, el cual es un excelente antioxidante no enzimatico, y el resultado se
califica como actividad antioxidante AOA expresada en mM equivalentes de acido
arico/100 g de extracto. La reaccién es controlada espectrofotométricamente en
base a la capacidad de inhibicién en la formacion de un color indicativo de la

presencia de un proceso de anti oxidacion.

Los valores de AOA para todas las muestras analizadas varian de 41,48+0,27
a 9,11+1,35 mM equivalentes de &cido Urico/100 g de extracto, siendo el extracto
de té verde N°1 el que presento el valor mas alto de AOA de 41,48+0,27 mM
equivalentes de acido Urico/100 g de extracto, mientras que los que presentaron
menor actividad fueron los extractos de té negro N°1 de 9,11+1,35 mM equivalentes
de acido Urico/100 g de extracto y té negro N°3 de 9,22+2,18 mM equivalentes de
acido arico/100 g de extracto. Al correlacionar los valores obtenidos de AOA con los
flavonoides y proteinas no se hallé ninguna correlacién entre estos parametros (R?
< 0,5), aunque se pudo evidenciar una correlacién entre los grupos fendlicos
(polifenoles) y la actividad antioxidante (R?> 0,5). Por ultimo, se puede observar que
en todas las muestras analizadas presentan valores de AOA superiores a los
antioxidantes de origen comercial (quercetina, melatonina y acido lipoico) (Tabla 6).

Con respecto a la inhibicién del radical hidroxilo, los valores de porcentaje de
inhibicién se hallaron en un rango entre 59,8 y 87,5 de inhibicion/100 g de extracto,
siendo el extracto metandlico de té verde N°1 el de mayor % de inhibicién con
87,5%1,09 de inhibiciébn/100 g de extracto y el extracto metandlico de té negro N°1
el de menor % de inhibicion con 59,8+21,08. Al correlacionar el porcentaje de
inhibicion/100 g de extracto metandlico con los flavonoides, fenoles y proteinas se
pudo contrastar la misma tendencia evidenciada por el método AOA. Se hallé una
correlacion positiva entre el % de inhibicion del radical hidroxilo y el contenido de
polifenoles totales (R?> 0,5), en relacién a los flavonoides y proteinas no presentd

correlacion entre estos parametros de la composicion quimica y la actividad
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antioxidante (R? < 0,5). Al comparar los antioxidantes comerciales usados y los
extractos metanolicos analizados se puede demostrar un porcentaje de inhibicion
del radical hidroxilo mayor por parte de todos los extractos metandlicos de hojas

secas de té verde y té negro (Tabla 6).

Finalmente, el Ultimo método utilizado para evidenciar la actividad
antioxidante total (AAT) fue por medio del método de la decoloracion del catién
radical ABTSe+ usando como patron de comparacion el Trolox, método que
consiste en un proceso de captacion o secuestro del cation radical ABTSe+
provocando una disminucion en el desarrollo de color de reaccion. Los valores AAT
obtenidos en la determinacion varian en un rango entre 370,9 y 610,3 pmoles
equivalentes de Trolox/g de extracto metandlico, siendo el extracto de té verde N°3
el que presento6 el mayor valor de AAT 610,3+26,3 pmoles equivalentes de Trolox/g
de extracto y la muestra de extracto de té verde N°2 la de menor valor de actividad
antioxidante total con 370,9+79,8 umoles equivalentes de Trolox/g de extracto. En
este caso al correlacionar la composicion quimica estudiada de la muestra
(flavonoides, polifenoles y proteinas) y el método ABTS no existe ninguna
correlacion entre ellas (R? < 0,5). En este caso, los valores de AAT de todas las
muestras procesadas fueron muy superiores a los antioxidantes comerciales
usados como patrén de comparacion en esta investigacion (quercetina, melatonina

y &cido lipoico) (Tabla 6).
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Tabla 7. Correlacion entre la actividad antioxidante in vitro y los parametros
fisicoquimicos

Parametro | Flavonoides | Polifenoles |Proteinas| AOA RH | ABTS**
Flavonoides 1 X X 0,0656 | 0,017 | 0,1181
Polifenoles 1 X 0,5713 | 0,8444 | 0,0966

Proteinas 1 0,4131 | 0,2932 | 0,0098

AOA 1 X X

RH 1 X

ABTS** 1
Discusion

Caracterizacion quimica

El té es una bebida consumida a nivel mundial con amplia variedad de
componentes asociados a capacidades benéficas para la salud. El té, en sus
diferentes variaciones de consumo, té verde, azul, rojo, blanco y negro contienen
una alta concentracion de catequinas y polifenoles. Los efectos del té se asocian
primordialmente con su accién antioxidante mediante las moléculas de su
composicién las cuales actian como captadores de especies reactivas de oxigeno
protegiendo de esta manera las estructuras de acidos nucleicos, proteinas y lipidos
(Valenzuela, 2004).

El consumo de té presenta multiples beneficios debido a su capacidad
antioxidante, produce un aumento del nivel de energia, mejor funcionamiento del
metabolismo y control de peso corporal. El té se asocia como un potente
antioxidante para actuar sobre los radicales libres, los cuales son particulas
residuales del metabolismo que se encuentran en el torrente sanguineo. El estrés,

la mala alimentacion, el uso de productos quimicos, el tabaco, alcohol, agua potable
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y algunos medicamentos son fuentes de radicales libres. Para reducir la produccion
de radicales libres se debe tener una alimentacion rica en frutas y hortalizas, de lo
contrario es aconsejable recurrir al suplemento alimenticio del té para eliminar
problemas causados por los radicales libres (Marquez y Vazquez, 2016).

Los polifenoles del té producen in vitro efectos inhibitorios en el inicio,
promocion y progresion de procesos cancerigenos al actuar sobre diferentes
enzimas involucradas en el proceso maligno, como también ejercen importantes
efectos inhibitorios de la aterogénesis, derivada de la oxidacion de las LDL. El
consumo de té ejerce efectos hipocolesterolémicos y vasodilatadores, actuando
sobre enzimas y metabolitos involucrados en estos procesos. Por ello el consumo
de té mejora la calidad de vida activando la movilizacién de grasa en el tejido
adiposo estimulando la termogénesis. Aunque muchos efectos bioquimicos y
fisiolégicos del té se han observado en pruebas quimicas in vitro existe una
evidencia importante derivada a partir de estudios epidemiolégicos en poblaciones
numerosas y de diferente edad en relacion a las numerosas propiedades benéficas
in vivo. Por todo lo mencionado anteriormente esta investigacion tuvo como objetivo
determinar la composicion quimica y actividad antioxidante de los extractos
metandlicos de las hojas secas comercial de Camellia sinensis de tipo té verde y té
negro, con el propésito de confirmar las propiedades benéficas mencionadas por
diferentes literaturas y aportar a la sociedad mayor informacion sobre las multiples
propiedades positivas que se pueden obtener a partir del consumo de té
(Valenzuela, 2004).

En relacion a la composicion quimica, el contenido total de flavonoides de los
extractos metanolicos de hojas secas comercial de Camellia sinensis de tipo té
verde N°1, N°2 y N°3 fue de 353,8, 350,7 y 331,4 mg equivalentes de quercetina/g
de extracto, respectivamente, en cuanto a los extractos de tipo té negro N°1, N°2 y
N°3 fue de 346,7, 372,5 y 391,5 mg equivalentes de quercetina/g de extracto,
respectivamente; a su vez, el contenido de polifenoles resultante para el té verde
N°1 fue de 357,9, té verde N°2 346,9, té verde N°3 333,0, té negro N°1 308,6, té
negro N°2 342,9 y té negro N°3 326,4 mg equivalentes de acido galico/g de extracto;

51



simultaneamente el resultado obtenido para el contenido total de proteinas para té
verde N°1 fue de 103,2, té verde N°2 94,5, té verde N°3 110,7, té negro N°1 47,0,
té negro N°2 37,9 y por ultimo té negro N°3 45,8 umoles equivalentes de Trolox
(Tabla 5).

Al equiparar los resultados obtenidos en esta investigacion con los
reportados por Shahbazi, et al.,, (2019), en un trabajo titulado: "Microscopic
characterization, TLC fingerprinting and determination of total phenol and flavonoid
of different population of Camellia sinensis (L.) Kuntze (green tea) compared to a
standard sample" determinaron el contenido total de polifenoles y flavonoides en
extractos metandlicos de té verde en bolsa y a granel, asi como la caracterizacion
microscopica de 14 muestras de té verde. El método utilizado para la determinacion
de polifenoles totales fue Folin-Ciocalteu para extractos metandlicos de té verde
obteniendo el contenido de fenoles totales, el contenido fendlico de las 14 plantas
varié de 144,74+4,32 a 288,4+12,03 mg GAE/g de extracto, asi pues la bolsita de
té chino fue la mas alta con 288,4 + 12,03 mg GAE/g de extracto y el contenido de
fenol méas bajo lo relacionaron con la muestra a granel china de 144,76 + 4,32 mg
GAE/g de extracto. Por otro lado, el contenido de flavonoides (método colorimétrico
de cloruro de aluminio) de las catorce plantas varié de 4,5+0,02 a 19,77+0,68 mg
QE/g de extracto, de las cuales la mas alta y la mas baja fue hallada en las muestras
a granel de Pakistan (19,77 £ 0,68 mg QE/ g de extracto) y Lahijan (4,5 = 0,02 mg
QE/g de extracto), respectivamente. Los valores conseguidos en la investigacion
fueron inferiores a los reportados en el presente estudio.

Del mismo modo, en un estudio realizado por Hashish, Zein y ElI-Bhnsawy
(2018), los cuales realizaron un estudio titulado: “Evaluation of total phenolic
compounds, flavonoids and antioxidant activity of blackand green tea drink among
some available brands in the Egyptian market” basado en evaluar y comparar los
compuestos fendlicos totales determinados mediante el método Folin-Ciocalteu, el
contenido de flavonoides utilizando la quercetina como patron estandar y la
actividad antioxidante por medio del método DPPH en el té negro y verde de algunas

marcas disponibles en los mercados egipcios. Segun el método de extraccion, el
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contenido fendlico total del té hervido oscilé entre 236,88 (para el té negro) y
1076,30 (para el té verde) mg equivalentes de acido galico (mg GAE)/100 g. Sin
embargo, el método de infusion (Koshary) resulté en cantidades de contenido
fendlico total que oscilaron entre 515,63 (para té verde) y 997,9 (para té negro) mg
GAE/100 g. El contenido de flavonoides total del té hervido lo hallaron en un rango
entre 5,74 (té verde) y 53,29 (té verde) mg QE/100 g y para el método de infusién
resulté en un rango entre 16,62 (té verde) y 74,53 (té negro) mg QE/100 g. Los
valores conseguidos en la investigacion fueron inferiores a los reportados en el
presente estudio en relacion a los flavonoides ya que el contenido fendlico total
obtenido por estos investigadores fue superior a los reportados en el presente
estudio.

En cuanto a la concentracidon de proteinas, un estudio realizado por
Nakazawa, et al., (2020), titulado: "Development of experimental teaching material
for high school students: analysis of the protein content in Japanese green tea, black
tea, and toasted tea” basado en determinar la concentracion de proteinas en
muestras de té verde japonés, té negro y té tostado utilizando albumina de suero
bovino como estandar para la realizacibn de una curva de calibracion. La
concentracion de proteina en las soluciones preparadas a partir de 2 g de hojas de
té, incubadas en 100 mL de agua durante 5 min a 40 °C, 60 °C, 80 °C y 90 °C, fue
de 0,191 + 0,023, 0,264 + 0,022, 0,299 + 0,073 y 0,387 = 0,003 mg/mL,
respectivamente. Posterior a ello evaluaron el contenido proteico de las mismas
muestras pero procesadas mediante un molino-mezclador durante 1,5 minutos
arrojando resultados de 0,337 + 0,017 mg/mL, en comparacién con 0,362 + 0,021
mg/mL para la muestra sin procesar (Media + SD). Los datos no mostraron
diferencias significativas entre los dos métodos. Por lo tanto, se prefirid la alternativa
mas simple y facil de usar hojas de té sin procesar a usar hojas de té procesadas
en un molino-mezclador. Los valores resultantes de la investigacion en Japon fueron
mayores en comparacion a los resultados del presente estudio.

La presencia de los componentes que hacen del té un producto de calidad

dependen de factores culturales y ambientales, ya que es afectado por el clima de
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la region, la estacion de la cosecha, la altitud de la plantacion, la genética de las
plantas, la madurez de las hojas, los fertilizantes usados, entre otros factores. Todo
factor cultural y ambiental puede afectar la composicion de la Camellia sinensis
como la temperatura, las precipitaciones, la radiacion solar. Las condiciones
Optimas para un té rico en flavonoides, proteinas y fenoles se hallan en zonas con
clima tropical o subtropical, abundantes precipitaciones, suelos humedos y
ligeramente acidos. Se han reportado diferencias en la composicién quimica de la
misma planta de té ubicada en diferentes zonas geograficas, ademas de ello la
composicion fisicoquimica del té es afectada en relacion a las podas de la planta, el
nivel de recoleccion, la frecuencia de la recoleccién y el uso de fertilizantes.
Cualquier sea la causa que afecte la velocidad de crecimiento de la planta conducira
a variaciones en su composicion quimica y por lo tanto variabilidad en las
determinaciones de sus componentes quimicos. El andlisis quimico de la planta del
té es de suma importancia, ya que el objetivo es confirmar las evidencias aportadas
por la literatura (Thea, 2013).

Actividad antioxidante y su correlacién con parametros quimicos

La capacidad antioxidante es llevada a cabo por moléculas antioxidantes las
cuales son compuestos quimicos que tienen la capacidad de reaccionar con los
radicales libres neutralizandolos, lo que les imposibilita causar dafio a las moléculas
del organismo. El organismo humano tiene la capacidad de producir algunos
antioxidantes usados para neutralizar los radicales libres, estos antioxidantes son
llamados antioxidantes endégenos. Sin embargo, el cuerpo depende de fuentes
exégenas de la dieta principalmente para obtener el resto de antioxidantes
necesarios para enfrentar a los radicales libres. Existen diferentes métodos para la
determinacion de la actividad antioxidante en los alimentos basados en verificar
como un elemento oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, el dafio
gue es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicién es

proporcional a la actividad antioxidante de la muestra, por otro lado existen ensayos
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que se basan en la cuantificacion de los productos formados luego del proceso
oxidativo. Los métodos se diferencian en el agente oxidante, el sustrato utilizado, la
medida del punto final, la técnica instrumental usada y en las probables
interacciones de la muestra con el medio de reaccion. De igual manera, los objetivos
de los diferentes métodos de medida son diversos. Asi mismo, la actividad
antioxidante de un alimento in vitro es diferente de su efecto in vivo ya que los
procesos de transformacion metabdlicos que sufren los compuestos antioxidantes
en el organismo modifican su actividad. Debido a ello, para obtener resultados
confiables de la actividad antioxidante de un alimento lo ideal es realizar diversas
metodologias destinadas a la determinacibn de la actividad antioxidante
(Fernandez, Villafio, Troncoso y Garcia, 2006).

La determinacion de la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de
hojas secas comercial de té tipo verde y negro fue estimada a través de tres
métodos diferentes: Método del cation radical ABTS+ (ensayo de decoloracion en
solucion etandlica), método de la actividad antioxidante (AOA), estudio de la
capacidad antioxidante sobre el radical hidroxilo. Mediante el método AOA se
obtuvo resultados de 41,48; 16,44; 17,04; 9,11; 12,96 y 9,22 mM equivalentes de
acido arico/g de extractos de té verde N°1, N°2, N°3 y té negro N°1, N°2 y N°3,
respectivamente. Por otro lado, el % de inhibicion del radical hidroxilo arrojé valores
para los extractos metanolicos de té verde N°1 de 87,5; té verde N°2 84,7; té verde
N°3 80,3, té negro N°1 59,8, té negro N°2 80,3 y té negro N°3 79,4% de inhibicién/g
de extracto. Analogamente, la determinacién de AAT mediante el método ABTSe+
resultoé en valores de 431,7; 370,9; 610,3 pg equivalentes de Trolox/mL de extracto
de té verde N°1, N°2 y N°3, respectivamente, por otro lado los valores obtenidos
para los extractos de té negro N°1, N°2 y N°3 fueron de 456,4; 530,5 y 445,0 ug
equivalentes de Trolox/mL de extracto, correspondientemente (Tabla 6).

Es de interés alegar que el presente estudio evidencié correlacion positiva
solamente entre el contenido de polifenoles con la actividad antioxidante

determinada a través del método AOA y el % de inhibicién del radical hidroxilo,
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mientras que el método ABTS++ no presentd ninguna correlacion positiva entre los
parametros de composicion quimica evaluados (Tabla 7).

En el estudio realizado por Cai-Ning et al., (2019), titulado "Phenolic Profiles
and Antioxidant Activities of 30 Tea Infusions from Green, Black, Oolong, White,
Yellow and Dark Teas" reportaron valores de actividad antioxidante en extractos
acuosos de diferentes marcas de té mediante ensayos de capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) que van desde 166,291+24,48 a 2532,41+50.18 pmol
Trolox/g PS, respectivamente. Ademas, sus contenidos de fenoles totales (TPC)
fueron cuantificados por el ensayo de Folin-Ciocalteu y estuvieron en el rango de
24.77+2,02 a 252,65+4,74 mg de &cido galico equivalente (GAE)/g DW. Los valores
reportados en los extractos acuosos de diferentes marcas de té son superiores a
los reportados en la presente investigacion, ya que obtuvieron un valor maximo de
actividad antioxidante mediante el método ABTS** de 2353.21+50.68 para té verde
y para té negro 1034.29+17.99 té negro. Es importante resaltar que las capacidades
antioxidantes y el contenido fendlico total de los té diferian mucho. El tipo de cultivo,
el lugar de produccion, las condiciones de plantacion, el tiempo de cosecha, el grado
de oxidacion de la hoja, el método de extraccion de sus componentes y el proceso
de fabricacion podrian afectar las determinaciones de las capacidades antioxidantes

y el contenido fendlico total.

Ademas, Kopjar, Tadic y Pilizota (2015), realizaron un estudio titulado
"Phenol content and antioxidant activity of green,yellow and black tea leaves",
determinaron la capacidad antioxidante de hojas de té verde, amarillo y negro
obtenidos comercialmente del mercado local en Croacia, los té adquiridos fueron
procesados en un método de extraccion con metanol acidificado determinandoseles
la actividad antioxidante mediante el método ABTS expresando los resultados en
umol equivalentes de Trolox/100g de extracto. La actividad antioxidante
determinada por ABTS** para el extracto metandlico de té verde fue de 0,649, para
té negro 0,570 y té amarillo 0,871 umol equivalentes de Trolox/100g de extracto.

Los valores reportados en la investigacion son levemente superiores a los
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expresados en la presente investigacion tanto para los extractos de té negro como
de té verde (Tabla 6). Es importante resaltar que el pH tuvo una gran influencia en
la determinacion de los compuestos fendlicos totales, el contenido total de

flavonoides y taninos, asi como en la actividad antioxidante.

Por otro lado, Rusaczonek, Swiderski y Waszkiewicz-Robak (2010),
realizaron un trabajo titulado: "ANTIOXIDANT PROPERTIES OF TEA AND
HERBAL INFUSIONS — A SHORT REPORT" en el cual determinaron la actividad
antioxidante y el contenido total de polifenoles en infusiones de bolsitas de té verde,
negro, pu-erh y blanco en el comercio minorista local de Polonia. Reportaron
resultados que variaron en promedio de 1328 a 1772 umol de Trolox/g para té,
valores superiores a los reportados en la presente investigacion (Tabla 6). El mayor
contenido de polifenoles en el té verde fue de 120-185 mg de acido galico/g, té
blanco 99-174 mg de &cido gdlico/g, té negro 112-151 mg de acido galico/g,
mientras que el mas bajo fue en el té Pu-erh de 42-69 mg de &cido galico/g. En la
investigacion, se demostréo que el contenido total de polifenoles en los tés se

correlacion6 positivamente con sus propiedades antioxidantes.

Las diferencias en la actividad antioxidante presentadas en estudios previos
pueden deberse a la implementacién de diferentes métodos analiticos y la
preparacién de la muestra (concentracion de infusion, temperatura, tiempo de
preparacion, solvente utilizado, pH). Las propiedades antioxidantes de las plantas y
el contenido de polifenoles dependen de muchos factores, es decir condiciones de
suelo y clima en las que se cultivé la planta, temporadas de cosecha, métodos de
procesamiento y almacenamiento, partes de la planta de la que se hizo la
determinacion. Por lo tanto, las propiedades antioxidantes de la planta pueden ser
diferentes. Eso indica la necesidad de controlar y monitorear estos parametros para
una materia prima particular. Se observé una gran variacion en la actividad
antioxidante de té de diferentes productores, lo que enfatiza la necesidad de
establecer parametros tecnolégicos adecuados en la produccion de té

(Rusaczonek, Swiderski y Waszkiewicz-Robak, 2010). Adicionalmente, en la
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presente investigacion se determiné que los compuestos fendlicos son en parte
responsables de la actividad antioxidante de los extractos estudiados, ya que se
observd correlacion positiva entre el contenido total de polifenoles y los valores
antioxidantes obtenidos por el método de AOA y radical hidroxilo, debido a ello

explica el uso de té como fuente antioxidante para mejorar la salud.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

. La concentracion de polifenoles reportada como mg equivalentes de acido
galico/gramos de extracto fue de 357,9 para extracto de té verde N°1, 346,9 para
extracto de té verde N°2, 333,0 para extracto de té verde N°3, 308,6 para extracto
de té negro N°1, 342,9 para extracto de té negro N°2 y 326,4 para extracto té negro
N°3. El mayor contenido de polifenoles para los extractos metandlicos se obtuvo

para el extracto de té verde N°1.

. La concentracion de flavonoides obtenida en los extractos de té verde N°1,
N°2, N°3y té negro N°1, N°2 y N°3 fue de 353,8; 350,7; 331,4; 346,7; 372,5 y 391,5
mg equivalentes de quercetina/gramo de extracto, respectivamente. ElI mayor
contenido de flavonoides para los extractos metandlicos se obtuvo para el té negro
N°3.

. En lo que se refiere a los valores de concentracion de proteinas variaron
desde 37,9 hasta 110,7 mg de proteinas/100 g de extracto, siendo el extracto de té
verde N°3 el que presento el mayor contenido proteico y el extracto de té negro N°2
la de menor valor de concentracion de proteinas, ademas de ello las muestras de

té negro tienen menor composicidén proteica en comparacion con las de té verde.

. Los valores de AOA, medidos como mM equivalentes de acido Urico/g de
extracto, fueron de 41,48 para extracto de té verde N°1, 16,44 para extracto de té
verde N°2, 17,04 para extracto de té verde N°3 y 9,11 para el extracto té negro N°1,

12,96 para el extracto té negro N°2, 9,22 para el extracto té negro N°3.
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. Los valores de % de inhibicién de radical hidroxilo/g de extracto fueron de
87,5, 84,7, 80,3, 59,8, 80,3 y 79,4 para los extractos té verde N°1, N°2, N°3 y los

extractos té negro N°1, N°2, N°3, respectivamente.

. Por ultimo, los valores de obtenidos mediante el método de la decoloracion
del catién radical ABTSe+ usando como patron de comparacion el Trolox
(TEAC/100 g de extracto) fueron de 431,7, 370,9, 610,3, 456,4, 530,5 y 445,0 para
los extractos de té verde N°1, N°2, N°3 y los extractos de té negro N°1, N°2, N°3,

respectivamente.

. Se evidenciéo correlacion entre los polifenoles pertenecientes a la
composicion quimica de los extractos metandlicos de hojas secas comercial de tipo
té verde y té negro con la actividad antioxidante determinada a través del método
de la Actividad Antioxidante (AOA) y el % de inhibicion del radical hidroxilo, mientras
que el método del cation radical ABTS++ no generd resultados de correlacion entre

ninguno de los parametros de composicion quimica evaluados.

. El té verde y el té negro se elaboran con las mismas hojas de la planta
Camellia sinensis pero se procesan de manera diferente, el té negro se oxida casi
completamente dejando marchitar sus hojas para reducir el contenido de humedad
a diferencia del té verde el cual no tiene un proceso de oxidacion. Debido a lo
expuesto anteriormente, el té negro y verde varian en sabor, composicion y método
de elaboracién y por medio del trabajo presente podemos evidenciar que ambos
presentan un rico contenido de flavonoides y fenoles, aunque el té verde tiene un

mayor contenido proteico en comparacion con el té negro.

. Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir que el té negro
y verde a granel pueden ser considerados como un alimento rico en compuestos

bioactivos con alta capacidad funcional y benéfica para la salud.
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. Este es uno de los primeros estudios donde se realiza un analisis formal de
la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles, flavonoides y proteinas de
extractos metanolicos de hojas secas comercial de tipo té negro y té verde adquirido
en Mérida (Venezuela), contribuyendo significativamente con informacién

comprobada de la especie, asi como de sus posibles aplicaciones.

Recomendaciones

. Para una mejor evaluacibn de la composicion quimica y actividad
antioxidante, se sugiere incrementar el niumero de muestras a analizar por tipo de

s

te.

. Realizar la comparacion de la actividad antioxidante y analisis quimico de
muestras de Camellia sinensis adquiridas en distintas localizaciones geogréficas, y

con extractos de diferentes solventes.

. Se sugiere la realizacién de estudios basados en la determinacion de los tipos
de compuestos fendlicos y de flavonoides presentes en las muestras de extractos
metandlicos de hojas secas comercial de tipo té negro y té verde, pudiendo de esta
manera evaluar si las diferencias de concentracion se deben a los distintos

polifenoles y flavonoides que contienen estas muestras.

. Realizar estudios sobre la actividad terapéutica presente en los extractos
metandlicos de hojas secas comercial de tipo té negro y té verde, especificamente

sobre la actividad antibacteriana y antifungica.

. Evaluar el contenido total de flavonoides, fenoles, proteinas y actividad
antioxidante de los extractos metandlicos de las de hojas secas comercial de tipo té

negro y té verde a diferentes temperaturas y pH.
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