METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EPIGALOCATEQUINA
GALATO EN TE VERDE POR UPLC-PDA

ANGELA MARIA LOPEZ GIL

UNIVERSIDAD ICESI
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICAS
QUIMICA FARMACEUTICA
SANTIAGO DE CALI
2013



METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EPIGALOCATEQUINA
GALATO EN TE VERDE POR UPLC-PDA

ANGELA MARIA LOPEZ GIL

Trabajo de grado para optar por el titulo de Quimico Farmacéutico

TUTOR
GUILLERMO LEON MONTOYA PELAEZ Ph.D

UNIVERSIDAD ICESI
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICAS
QUIMICA FARMACEUTICA
SANTIAGO DE CALI
2013



CONTENIDO

Pag.
RESUMEN ... e e e e e e e e e e eeees 8
AB ST RACT .. e 9
INTRODUGCCION ..ottt ettt 10
1. DESCRIPCION DEL TRABAJO.......c.cooiiuieieete et ee ettt 12
1.1 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE ... 12
1.2.1 Aspectos generales de Camellia SINENSIS..........ccooviiiiiiiiiiieeeeeee 13
1.2.2 Propiedades fisicas y quimicas de las catequinas...........ccccccceevviiivviieeeennnn. 14
1.2.2.1 Estructura quimicas de las CatequUINas...........ccoevrrurriiiiieeieeeeeiiiiiiiieeeeeenns 14
1.2.2.2 Propiedades fisicas de las catequiNas.............ccoovvvuviiiiiiieeeeeeeiiicne e 15
1.2.2.3 Estabilidad de las Catequinas.............cuuuviiiiiiciiieeeiin e 16
1.2.2.4 Propiedades Terapéuticas de IJa EGCG.........ccoovviiiiiiiiiiiieeeeeiiiiieeeeene 17
1.2.3 Identificacion y cuantificacion de EGCG .........coooevviiiiiiiiiiiiieeeeeeiiieeeeeee 18
1.3 OBUIETIVOS ..ottt e et e et et e e e e r e e e erna e e aeees 20
1.3.1 ODbJELIVO GENEIAL ......uiiii e 20
1.3.2 ObjetivOos ESPECITICOS.....coiiiiiiiiiieeee e 20
1.4 METODOLOGIA ...ttt 20
R R B Y= (o o L= =] (1 o [ R 20
1.4.2 MAEEIIAIES ..ottt 20
1.4.3 Condiciones del método (UPLC-PDA) .......ccoiiiiiiiiieeeciee e 21
R AV o] = T [o] g I o [T =l €T T 21
1.4.5 Preparacion de 1S MUESIIAS ..........uuruuiriiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieeneeieeeeeeeeeeeeene 22
1.4.6 Tratamiento de las MUESIIAS. ..........uuuuiiriiiiiiiiiiiii e 22



1.4.6.1 Tratamiento por Extraccion Liquido-Liquido ...........ccceeeeeeieeiniiiiiiiiiiieennn. 22

1.4.6.2 Tratamiento por SPE (Extraccion en Fase Solida)............cccccvvvvnvnniennnnnnns 23
2. RESULTADOS. ...ttt sssssasssnnnnnnes 24
2.1 VALORACION DE EGCG ....ocuveeeeeeeieeeeeeeeeee ettt eas e 24

2.2 RESULTADOS DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION
DE EGCG EN TE VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO
DE MUESTRA PORSPE ... 25

2.3 RESULTADOS DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION
DE EGCG EN TE VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO
DE MUESTRA POR EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO.........cccocvieiirireieiinnnn 28

2.4 COMPARACION HPLC VS UPLC EN LA DETERMINACION DE

3. DISCUSION ..ot 33

3.1 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EGCG EN TE
VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE MUESTRA

P OR S ... 33
3.1.1 Tratamiento de 1a MUEBSIIA ... ... 33
3.1.2 Cromatografia liquida (UPLC).......cccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 34

3.2 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EGCG EN TE
VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE MUESTRA

POR EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO .....couveieieeeeeeeee oo, 37
4, CONCLUSIONES ..ottt ee e en et n et n e e 41
5. RECOMENDACIONES .......ocoiiiieiieeeeee et en st n e 42
BIBLIOGRAFIA ..ot et ee oottt 43
ANEXOS ...ttt n s e e ettt 47



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Principales caracteristicas de Camelliasinensis.............cccccccceeeeeeeennn.

Tabla 2. Condiciones del método para la determinacibn de EGCG

MEAIANTE UPLC-PDA ..o oo e

Tabla 3. Resultados de la caracterizacion de EGCG por UPLC-PDA, con

tratamiento de las muestras mediante extraccion en fase solida (SPE) ...........

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion de EGCG por UPLC-PDA, con

tratamiento de las muestras mediante extraccion liquido-liquido......................

Tabla 5. Comparacién de tiempo de retencion relativo aproximado para
polifenoles con la Figura 7, para la identificacion del pico con un tR 1,565
min 36

Tabla 6. Comparacién de tiempo de retencion relativo aproximado para

polifenoles con la Figura 14, para la identificacion de las posibles

catequinas presentes en el Té Verde HindU. ..........cccccuvvvvniiiiiiiiiiiieiiiinnnnns

... 38



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Esquemas representativos de la estructura quimica de la familia
CALEGUINMBLS ...ttt 15
Figura 2. OXidacion de CateqUINAS............ccevirieriiriiieeeereeeeiiiiis e e e e e e eeerrnn e e e 16
Figura 3. Epimerizacion de las CatequiNas...........cccooveeeiiiieiiiiiii e 17
Figura 4. Montaje para el tratamiento de las muestras mediante extraccion
Lo [0 1To o1 I o U o [o J TP UTR TR 22
Figura 5. Curva de Calibracidon de estandar de EGCG...........ccoooeevvviviviiicineeeennn, 24
Figura 6. Cromatograma del estandar de EGCG a una concentracion de
{10 o] o] o o TP PP 26
Figura 7. Cromatograma Muestra de Té Verde- Hindd con tratamiento por
S E ettt 26
Figura 8. Cromatograma Muestra Agua Cristal Vitality-TEAVIGO con
tratamiento POr SPE..........ooo 27
Figura 9. Cromatograma Muestra Agua Cristal Vitality-TEAVIGO sin
tratamiento POr SPE...... ... 27
Figura 10. Cromatograma de muestra de recuperacion del estandar de
EGCG a una concentracion de 60ppm tratadas mediante extraccion
[TQUITO-TIQUIO. .. 29
Figura 11. Cromatograma de muestra de recuperacion del estandar de
EGCG a una concentracion de 150ppm tratadas mediante extraccion
o U] Lo o X 1To [V o [o TSRS 29



Figura 12. Cromatograma de muestra de recuperacién del estdndar de
EGCG a una concentracion de 200ppm tratadas mediante extraccion

1o U T Lo X T U o [ TS 30

Figura 13. Cromatograma de una Muestra Agua Cristal Vitality con

TEAVIGO tratada mediante extraccion liquido-liquido.............cccuviiieeiiieiniininnnee. 30

Figura 14. Cromatograma de una Muestra Té Verde— Hindu tratada

mediante extraccion liqUIdO-lIQUIO...........ccorvriiiiiiiii e 31

Figura 15. Cromatograma extracciéon de compuestos de catequinas de té
verde chino mediante HPLC. ..o 31

Figura 16. Cromatograma separacion EGCG de té verde Korean mediante
| I PR 32

Figura 17. Estructura Quimica Cartucho Strata X...........ccovvvuviiiiiiieeeereeiicee e 33



LISTA DE ANEXOS

Pag.
Anexo 1: Cromatogramas de muestras de recuperacion del estandar
tratada mediante extraccion en fase solida (SPE) ......ccccoooevvviviiiiiiiiiie e, 47
Anexo 2. Estudios realizados mediante extraccion en fase solida (SPE) ............. 49



RESUMEN

En este proyecto se estandarizO una metodologia para la determinacion de
Epigalocatequina Galato -EGCG en té verde mediante una nueva categoria de
separacion analitica conocida como cromatografia liquida de ultra alta-eficiencia
(UPLC) acoplado a un detector de diodos PDA en algunos productos comerciales,
Agua Cristal Vitality con TEAVIGO y una infusibn de Té Verde Hindld. Como
complemento a esta valoracion se realiz6 un tratamiento de muestra mediante
extraccion liquido-liquido, donde se utilizé como solventes de particion cloroformo
y acetato de etilo. La identificacion de EGCG fue establecida por comparacion de
espectros de absorbancia UV y tiempos de retencion de un estandar de referencia
tratado bajo las mismas condiciones. Se logré observar la presencia de EGCG en
las muestras con un tiempo de retencidon de 1,6min y una absorcidbn maxima a
275nm. El contenido de EGCG fue de 137 mg/L en la muestra de Agua Cristal
Vitality y de 594 mg/L en la infusion de Té Verde Hindd. EI método establecido
mediante UPLC-PDA trae como ventaja que es rapido e ideal para los analisis de
rutina.

Palabras claves: Té verde, Catequinas, UPLC, Extraccion Liquido-Liquido, SPE,
EGCG



ABSTRACT

A Ultra-high performance liquid chromatography method employing diode array
detection (PDA) was developed to determine Epigallocatechin gallate (EGCG) in
commercial products as Té Verde Hindu and Agua Cristal Vitality with TEAVIGO. A
sample treatment by liquid-liquid extraction was developed to complement this
method, for this treatment was used as solvent partition chloroform and ethyl
acetate. The identities of EGCG were established by comparing UV absorbance
spectra and retention time to a reference standard treated under the same
conditions. In the results, we could observe the presence of EGCG with a retention
time of 1.6 min and a maximum absorption at 275nm. The content of EGCG was
137 mg/L in the sample of Agua Cristal Vitality con TEAVIGO and in the sample of
Té Verde Hindu was 594 mg/L. The method established by UPLC-PDA brings the
advantage that it's fast and ideal for routine analysis.

Keywords: Green tea, Catechins, UPLC, EGCG, Liquid-liquid extraction, SPE



INTRODUCCION

La planta del té es un arbusto procedente del sudeste asiatico, denominado
Camelliasinensis (L). Existen tres grandes productos derivados a partir de ella: el
té verde (no fermentados), té Oolong (semi-fermentados), y té negro
(fermentados). En China y Japon el té verde es el mas popular, mientras que en
India, Europa, Norte América y Norte de Africa prefieren el té negro (El-Shahawi,
Hamza, Bahaffi, Al-Sibaai y Abduljabbar, 2012).

El té es una bebida milenaria que ha acompafado a los hombres desde hace
muchos afios y es la segunda bebida mas consumida en el mundo, después del
agua natural.

Segun datos de la Tea Association of The United States, las ventas anuales de té
crecieron entre 1990 y 2007 un 375%, y se espera gue siga incrementando a un
ritmo acelerado. Estas cifras son reflejo del auge que ha tenido el té desde la
década de los 80 en que empez6 a hacerse popular en Estados Unidos y Europa
(“El té es la segunda bebida mas consumida en el mundo”, 2013).

Las infusiones de té tienen componentes esenciales de la dieta para la salud
humana, como polifenoles, cafeina, aminoacidos, vitaminas y carbohidratos. El té
verde se caracteriza por tener una mayor conservacion de catequinas debido a
gue no presenta una oxidacion de polifenoles. Existen diferentes tipos de
catequinas, esta el grupo de las catequinas libres entre las que se encuentran la
epicatequina (EC), la epigalocatequina (EGC) y galocatequina (GC) las cuales, se
caracterizan por dar un sabor ligeramente dulce y por ser menos astringentes.
Adicionalmente, se encuentran las catequinas esterificadas que proporcionan una
mayor astringencia y sabor amargo, dentro de este grupo se encuentran
epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), galocatequina galato
(GCQG) y catequina galato (CG) (Vuong, Golding, Nguyen y Roach, 2010).

Uno de los componentes mas utilizados en medicamentos y bebidas, y a los que
se les atribuye los efectos benéficos del té verde es una de las principales
catequinas, la epigalocatequina galato (EGCG). Esta molécula es bien conocida
por su potente efecto antioxidante, ademas recientes estudios han reportado que
juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
muchos tipos de cancer (El-Shahawi et al, 2012). A inicios del 2000, el equipo
Morroede la Universidad Purdue demostré6 mediante varios estudios el efecto de la
EGCG en la inhibicion de la secrecidon de enzimas necesarias para el crecimiento
de células cancerosas, evidenciando por primera vez el mecanismo
quimiopreventivo del té verde (Bum y Ho, 2002).
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Teniendo en cuenta la importancia de este tipo de molécula bioactiva, las
investigaciones del té verde cada vez son mayores, y nace la necesidad de las
industrias e institutos de investigacion de desarrollar técnicas o métodos rapidos,
sensibles y selectivos con el fin de identificar activos en diferentes productos como
infusiones de té o bebidas con la presencia de EGCG.

Existen diferentes métodos que permiten cuantificar e identificar las catequinas del
té verde, uno de los mas efectivos y que ha permitido determinar la concentracion,
rendimiento y pureza de catequinas en productos, ha sido la cromatografia liquida
de alta eficiencia, HPLC.

Después de varias interlocuciones con la compania “Agricola Himalaya” con sede
en el Valle del Cauca, la principal comercializadora y productora de té en
Colombia y cuya principal marca “Té Hindu”, se dejé al descubierto que sus
productos que tienen alta aceptacion en el pais, adolecen de valoraciones
analiticas que determinen su calidad y puedan al mismo tiempo aportar criterios de
exclusividad (como una denominaciéon de origen) en el mercado nacional e
internacional. Teniendo en cuenta la importancia econémica de este producto
tanto como su posible aporte en salud y nutricion, se decidié estandarizar una
metodologia para la determinacion de EGCG en té verde mediante una nueva
categoria de separacion analitica conocida como cromatografia liquida de ultra
alta-eficiencia (UPLC) que proporciona resultados en menor tiempo, da una mayor
resolucidén y sensibilidad. Para ello se realiz6 un estudio de la naturaleza y el
comportamiento de las catequinas, se establecieron parametros para el
tratamiento de la muestra y para la valoracion cromatogréafica de las catequinas
mediante UPLC-PDA.
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1. DESCRIPCION DEL TRABAJO

1.1 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Estado del arte

En el 2008 la industria de las bebidas creci6 4,8% a nivel nacional. El sector de las
bebidas gaseosas que presenta una participacion del 47% en el mercado, ha ido
disminuyendo debido a las tendencias de estilo de vida saludable (Bustos, 2013).
Esto ha impulsado que otras lineas como jugos de fruta, té y agua tengan una
mayor participacion, y ademas que empresas como Coca-Cola y Postobo6n, que
dominan el mercado de bebidas en Colombia, creen nuevas lineas que se adapten
a las nuevas necesidades de los consumidores.

Por ejemplo, la compafiia Postobdn se enfoco en el sector del té y ha desarrollado
productos innovadores como Mr Tea y Cristal Vitality TEA, los cuales contienen
uno de los ingredientes principales del té verde, Epigalocatequina Galato (EGCG),
qgue ofrece las propiedades antioxidantes mas revolucionarias para la industria de
bebidas saludables. En Colombia el consumo de bebidas de té y agua ha tenido
un crecimiento del 4,6%, lo que ha impulsado a las industrias de bebidas incluir
este ingrediente, conocido comercialmente como TEAVIGO, en sus productos
comerciales (Pérez & Romero, 2012).

Dentro las industrias de medicamentos, bebidas y alimentos, la eficiencia y la
velocidad de analisis cromatografico se han convertido en un factor importante con
el fin de aumentar el rendimiento y reducir los costos de anlisis.

Si bien el HPLC ha sido uno de los métodos mas utilizados para la identificacion y
valoracion de catequinas, para el afio 2013 se tiene el propdsito de desarrollar una
nueva metodologia eficiente y reproducible a través de una nueva categoria de
separacion analitica denominada cromatografia liquida de UPLC acoplada a un
detector de fotodiodos PDA. Este sistema es Optimo para operar a altas presiones
lo que permite el uso de columnas con particulas de diametro pequefio (Sub-1,7
um), dando un efecto positivo en la eficiencia del sistema y en cortos tiempos de
analisis (WATERS, 2013).

Es un factor de éxito para cada empresa establecer ventajas competitivas,
creando nuevos productos que contribuyan con el bienestar y la salud de las
personas, ya que son los consumidores los encargados de que un producto tenga
exito. Por lo tanto, con este proyecto se busca contribuir en el desarrollo de una
nueva metodologia rapida y eficiente para la determinacion de EGCG en
diferentes productos comerciales.
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1.2.1 Aspectos generales de Camellia sinensis

Tabla 1. Principales caracteristicas de Camellia sinensis

CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Theaceae
Tribu: Theeae
Género: Camellia
Especie: C. sinensis

NOMBRE BINOMIAL

Camellia sinensis

Hojas de la planta de té (Camelliasinensis)

Camellia: nombre genérico otorgado en honor del botanico y misionero jesuita Jiri
Josef Carnel (conocido como Camellus)

sinensis: es un epiteto latino geogréafico que alude a su localizacion en china.

La hoja de té verde al no sufrir el proceso de fermentacién, conserva una gran
cantidad de constituyentes activos, entre estos se encuentran:

Los polifenoles: constituyen entre el 15y el 20% del té verde y estan compuestos
por siete tipos diferentes de catequinas: (+) - catequina (C), (-) —epicatequina (EC),
(+) —galocatequina (GC), (-) —epigalocatequina (EGC), (-) —epicatequina-3-galato
(ECG), (-) —galocatequina-3-galato (GCG) y (-) —epigalocatequina-3-galato
(EGCQG).

Cafeina: el contenido de cafeina de las hojas de té verde alcanza el 5%.

Vitaminas: el té verde contiene vitamina A, vitamina B, Vitamina B, niacina y
Vitamina C.

13




Amino &cidos: la teanina es el aminoacido mayoritario en el té verde, seguida de
acido glutamico, arginina, acido aspartico y glutamina.

Compuestos Nitrogenados: cafeina, purina, amidas, proteinas y acidos
nucleicos.

Elementos Inorganicos: el contenido en aluminio, manganeso y fluor es
relativamente alto comparado con el de otras plantas. Otros elementos
mayoritarios son hierro, boro y selenio.

Carbohidratos, celulosa y almidén: el contenido total en carbohidratos es
aproximadamente el 40% de la hoja del té verde, siendo 1/3 celulosa. El contenido
de almiddn varia de una muestra a otra (Derma Thea, 2010).

1.2.2 Propiedades fisicas y quimicas de las catequinas

1.2.2.1 Estructura quimicas de las Catequinas

Las catequinas tienen una estructura quimica general de Cg-C3-Cg con dos anillos
aromaticos y muchos grupos hidroxilos.

En la figura 1, se puede observar la estructura quimica de las principales
catequinas que se encuentran de manera natural en las hojas del té verde: (-)-
epigalocatequina galato [(-)-EGCG], (-) epigalocatequina[(-)-EGC], (-)-epicatequina
galato [(-)-ECG], (-)- epicatequina[(-)-EC], (+)-galocatequina[(+)-GC], vy
catequina[(+)-C].

Durante el proceso de fabricaciéon del té verde, algunas catequinas sufren
isomerizacion en la posicion C-2 de flavan-3-ol, (-)- EGCG, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-
EC se convierten en (-)-galocatequina galato [(-)-GCG], (-)-galocatequina [(-)-GC],
(-)-catequina galato [(-)-CG] y (-)-C, respectivamente (Nishitani & Sagesaka,
2004).

14



OH

OR,
OH

(-)-Epigallocatechin  3-O-gallate ((-)-EGCG): R;=OH (-)-Gallocatechin 3-O-gallate ((-)-GCG): R1=OH R,=G

R,=G (-)-Gallocatechin ((-)-GC): R;=OH R,=H

(-)-Epigallocatechin ((-)-EGC): R;=0OH R,=H (-)-Catechin 3-O-gallate ((-)-CG): Ri=H R,=G

(-)-Epicatechin 3-O-gallate ((-)-ECG): R;=H R,=G (-)-Catechin ((-)-C): Ri=R.=H

R
OH
@]
HO OH o OH
Galloyl (G): ---
OH OH
OH OH

(+)-Catechin ((+)-C): R=H
(+)-Gallocatechin ((+)-GC):

Figura 1. Esquemas representativos de la estructura quimica de la familia
catequinas

Fuente: Nishitani, E. & Sagesaka, Y. (2004). Simultaneous determination of
catechins, caffeine and other phenolic compounds in tea using new HPLC method.
Journal of Food Composition and Analysis, 17, 675-685.

1.2.2.2 Propiedades fisicas de las catequinas

Las catequinas se constituyen en uno de los componentes mas abundantes de las
hojas de té verde, son solubles en medios acuosos y solventes organicos polares.
Sin embargo, la solubilidad de las catequinas individuales varia y algunas
dependen de la temperatura de extraccion, tiempo de extraccion o del tipo de
solvente. Estos factores son muy importantes y se deben tener en cuenta para la
identificacion y cuantificacion de la catequina de interés EGCG, que depende tanto
de la temperatura como del tiempo de la extraccion.
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Por otro lado, la absorcion UV de las catequinas, EGCG, EGC, ECG y EC se
encuentra en un intervalo de 269 a 280nm (Vuong et al, 2010).

1.2.2.3 Estabilidad de las Catequinas

Las catequinas del té son sensibles a la oxidacion por enzimas, acidos y calor. En
la figura 2, se observa que en presencia de la enzima polifenol oxidasa (PPO), las
catequinas sufren oxidacion y se convierten en Teaflavinas y Tearubinas. Las
hojas del té verde al someterse a un proceso de calentamiento después de su
cosecha, inactivan la enzima oxidante PPO, lo que permite una mayor
conservacion de catequinas y una menor presencia de Teaflavinas.

Catequinas Teaflavinas

PPO/O, Catequinas/
Gallocatequina
POD/H,0, s quinonas Tearubiginas

Gallocatequina

PPO: Polifenol Oxidasa; POD: Peroxidasa

Figura 2. Oxidacién de Catequinas

Fuente: Vuong, Q., Golding, J., Nguyen, M. & Roach, P. (2010). Extraction and
isolation of catechins from tea. J. Sep. Sci., 33 (1), 3415-3428.

Se ha identificado que la temperatura y el pH son dos factores criticos que afectan
la estabilidad fisicoquimica de las catequinas. En un ambiente de temperatura alta,
es mas probable que se produzca la epimerizacion de las catequinas. En la figura
3, se observa que a una temperatura mayor a 902C la configuracién 2,3-cis de las
catequinas sufre una epimerizacion reversible a su epimero correspondiente 2,3-
trans. Se ha encontrado que la exposicién al agua hirviendo durante 30 minutos
solo conduce a la reduccion del 12,4% de la cantidad total de EGCG, por lo tanto
la pérdida en una breve exposicion al proceso de calentamiento es insignificante.
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HO HO
Temperatura Alta
(>90°)

(ﬁ OH O‘ OH
X—C—@—OH X—C—@—OH
OH OH
EGCG:R1=0H.R2=X GCG: R1=0H.R2 =X
EGC:R1=0H.R2=H GC:R1=0H.R2=X
EGC:R1=HR2=X CG:R1=H.R2=X
EC:R1=R2=H C:R1=R2=H

Figura 3. Epimerizaciéon de las Catequinas

Fuente: Vuong, Q., Golding, J., Nguyen, M. & Roach, P. (2010). Extraction and
isolation of catechins from tea. J. Sep. Sci., 33 (1), 3415-3428

Las catequinas son susceptibles e inestables en soluciones alcalinas (pH >8),
mientras que con valores de pH menores a 4 son estables (Li, N., Taylor, L. &
Mauer, L., 2011). Normalmente la adicion de &cidos a soluciones de catequinas,
incrementan la estabilidad de estas. Sin embargo el efecto de algunos &cidos
varia, por ejemplo, se ha demostrado que la adicion de &cido ascorbico
incrementa la estabilidad de las catequinas, en comparacién al &cido citrico cuyo
efecto es minimo.

1.2.2.4 Propiedades Terapéuticas de la EGCG

Se ha encontrado que la EGCG el constituyente mas activo de té verde, altera
favorablemente  procesos  patolégicos como  cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad, Alzheimer y Parkinson (El-Shahawi et al,
2012).

Rezai-Zadeh et al (2005), obtuvieron datos que plantean la posibilidad de que la
EGCG, suplemento dietético, puede ser utilizado para la prevenciéon y el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Esta
enfermedad se caracteriza por la deposicion de péptidos f-amiloide (AB) como
placas seniles en el cerebro. En este caso se trataron ratones transgeéenicos y
encontraron que la EGCG reduce la generacion de Af y placas asociadas con la
promocion dela ruta proteolitica c-secretasa no amilodogénica.
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Raederstorff et al (2003), investigaron la respuesta y el mecanismo de accion de
las catequinas en la reduccion de los niveles de colesterol en plasma y su tasa de
absorcién en las ratas. Encontraron que el efecto reductor del colesterol es
provocado principalmente por la EGCG, se sugiere que afecta el metabolismo de
los lipidos al interferir con la solubilizacion micelar de colesterol en el tracto
digestivo, que a su vez disminuye la absorcidén de colesterol.

Bose et al (2008), investigaron sobre la obesidad, los sintomas del sindrome
metabolico y el higado graso en ratones. Los resultados indicaron que a largo
plazo la suplementacién con EGCG atenud el desarrollo de la obesidad y a corto
plazo parece revertir patologias metabdlicas en ratones obesos. Estos efectos
pueden estar mediados por una disminucion de la absorcion de lipidos,
disminucién de la inflamacion, y otros mecanismos.

1.2.3 Identificacion y cuantificaciéon de EGCG

Uno de los métodos analiticos mas efectivos y que ha permitido determinar la
concentracion, rendimiento y pureza de catequinas ha sido la cromatografia liquida
de alto rendimiento, HPLC.

Kang et al. (2000), utilizaron dos columnas analiticas de octadecilo C18, con
caracteristicas: i) 4,6 x 250 nm, 15 wmy ii) 3,9 x 300 mm, 10xm. Basado en 5 g de
peso seco de té verde Koreano se obtuvo 121.3 mg de EGCG con una pureza de
98%. Se utilizé cloroformo para aislar la cafeina, y las catequinas fueron extraidas
utilizando acetato de etilo. La fase movil consisti6 en 0,1% A&cido acético en
agua/acetato de etilo/acetonitrilo, 87/1/12 vol%.

Bronner & Beecher (1998), desarrollaron un método mediante HPLC-PDA para la
determinacion de los niveles de catequina en infusibn de té negro, verde y
jasmine. Se realizaron separaciones en fase reversa en una columna C18 usando
tres gradientes: acetonitrilo- acetato de etilo, metanol-acetato de etilo y
acetonitrilo-acetato de etilo con acido ascorbico. Epicatequina, epigalocatequina,
epicatequina galato y epigalocatequina catequina se encontraron en todas las
infusiones examinadas, en una concentracion entre 1-13 mg/dL.

La cromatografia en columna tal como cromatografia de fase inversa liquida de
alto rendimiento (RP-HPLC) ha sido ampliamente utilizada en separacion de
productos naturales incluyendo las catequinas del té verde. Esta técnica se ha
caracterizado por sus ventajas respecto a otro tipo de técnicas analiticas en
cuanto que permiten una mayor resolucion, velocidad de analisis, las columnas
son de considerable duracion (alrededor de 2000 inyecciones), pueden ser
reutilizadas, proporciona un mejor control de los parametros que afectan la
eficiencia de la separacion (Thermo Scientific, 2013), entre otras caracteristicas
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gue ha hecho de esta técnica un método ideal para el andlisis sencillo y preciso en
la determinacién de catequinas en diferentes productos de té.

Una de las tendencias actuales en las técnicas de separacion es la miniaturizaciéon
de los instrumentos, principalmente en las dimensiones y el tamafio de particula
de las columnas (Novakova et al, 2006). Cuando en 1990 se redujo el tamafio de
particula de 10um a 3 wm, el rendimiento y la capacidad de resolucion de las
columnas de HPLC aumentdé de manera significativa. Sin embargo, el uso de
tamafios de particula pequefio en columnas cortas generd limites en la
combinacion de velocidad y poder de resolucion, debido a que los sistemas de
bombeo no tenian la capacidad de resistir presiones en exceso de varios miles de
psi (Swartz, 2005).

La tecnologia avanza de manera continua y con el fin de mejorar la separacion
analitica se cred una nueva categoria conocida como cromatografia liquida de
ultra-alta eficiencia (UPLC). Esta conserva los principios de la cromatografia
liguida de alto rendimiento (HPLC), pero se diferencia en que proporciona
resultados en menor tiempo, da una mayor resolucién, velocidad y sensibilidad
(Swartz, 2005).

Esta nueva tecnologia que se basa en el rendimiento cromatografico busca
mediante la evolucion de los materiales de empaque obtener muchas ventajas.
Tiene la capacidad de alcanzar presiones de mas del doble que HPLC y sus
columnas estan elaboradas de materiales con particulas de 1,7 wm. UPLC
satisface los criterios de aceptacién del ensayo basandose en el numero de platos,
la resolucién y la retencion del analito, ademas de reducir los tiempos de andlisis
(Swartz, 2005).

Para esta nueva tecnologia de separacion que ha permitido un nuevo nivel de
rendimiento se deben tener en cuenta diferentes factores para su correcta
utilizacion, uno de estos es la sensibilidad. UPLC debe ser aproximadamente 2-3
veces mas sensible que HPLC, por lo tanto la velocidad de deteccién y capacidad
del detector debe ser lo suficientemente alta para capturar datos a través del pico
(Swartz, 2005).

Se requieren de detectores rapidos con el fin de aceptar y procesar datos en
tiempos menores. Uno de los detectores mas usados que permiten cuantificar
concentraciones bajas de analitos en muestras, y comparar los espectros a
distintas longitudes de onda, es el detector de matriz de fotodiodos PDA. Este
permite cuantificar impurezas traza a niveles de 0,004% con una relacion sefial-
ruido baja, logra separaciones con control de parametros y frecuencias de
muestreo flexibles para lograr una integracién precisa y reproducible, y ademas
abarca longitudes de onda de 190 a 500 nm (Waters, 2013).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General
Evaluar condiciones para la estandarizacion de una metodologia facil y rapida

para la deteccién de Epigalocatequina Galato (EGCG) en té verde a través de
UPLC-PDA

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Estandarizar un método para la preparaciéon y tratamiento de muestras de té
verde

2. Establecer las condiciones adecuadas para la valoracion cromatografica de
epigalocatequina galato (EGCG) en té verde mediante UPLC-PDA

3. Evaluar en diferentes productos comerciales el contenido de EGCG mediante
UPLC-PDA

1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Diseino del estudio

El disefio de estudio se basé en utilizar un estandar puro que sirva de referencia
para la identificacién y comportamiento de EGCG. Posteriormente, se procedié a
realizar un tratamiento de muestra mediante extraccion liquido-liquido, y por ultimo
un analisis cromatografico.

1.4.2 Materiales

Muestras. Se utilizdO dos productos comerciales para la determinacién de
Epigalocatequina Galato, Agua Cristal Vitality y Té Verde Hindd comprados en el
supermercado Carulla.

Estandar. Epigalocatequina Galato (EGCG, mayor o igual 80%). Peso molecular
458,37, formula molecular C,,H;15011, CAS 989-51-5. Producto de Japoén.

Solventes. Metanol grado HPLC, agua tipo 1 (conductividad de 0,05 us/cm y
filtrada por membrana de 0,22um), cloroformo, acetato de etilo y acido férmico.
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1.4.3 Condiciones del método (UPLC-PDA)

Para la determinacion de EGCG mediante UPLC-PDA se seleccion6 una columna
de fase reversa que tiene una combinacion ideal de alta eficiencia, mediante un
rango de pH amplio y su gran selectividad. Estas caracteristicas hacen de esta
columna la mejor opcion para la valoracion de nuestro analito de interés EGCG.

Tabla 2. Condiciones del método para la determinacién de EGCG mediante
UPLC-PDA

Columna ACQUITY UPLC BEH ( Bridged ethyl-siloxane/silica
hybrid) C18 130A, 1.7 um, 2.1 mm X 100 mm
Velocidad Flujo 0,500 mL/min
Volumen de Inyeccion 1,0 ul
Temperatura de la 10°C
Muestra
Detector PDA Detector
Temperatura de la
Columna 30°C
A: Agua Tipo 1: 0,05%-Acido Formico
Eluentes B: Metanol : 0,05%- Acido Férmico
Gradiente Tiempo (min) A% C%
Inicial 90.0 10.0
2.00 20.0 80.0
2.50 10.0 90.0
2.51 90.0 10.0
4.00 90.0 10.0

1.4.4 Valoracién de EGCG

Preparacion del Estdndar EGCG 1000ppm y Curva de Calibracién

En una balanza analitica marca Radwag AS 220, se pes6é 10mg del estandar
EGCG y se llevo a un balon volumétrico de 10mL. Se aforo con agua tipo 1. De
esta solucion se prepararon diluciones en serie de las siguientes concentraciones:
150 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 30 ppm. Para la obtencién de la curva de
calibracion.
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1.4.5 Preparacion de las muestras

Té Verde Hindu: En una balanza analitica marca Radwag AS 220, se pes6 500mg
del polvo de té verde y se adicion6 10mL de agua tipo 1. Finalmente, se paso en
ultrasonido por 10min a una temperatura de 50°C.

Estandares 60ppm, 150ppm y 200ppm de EGCG: a partir de la solucion madre de
una concentracion de 1000 ppm, se tomé con una micropipeta 600 .. de esta,
teniendo en cuenta la ecuacién C1V1=C,V, y se llevo a un balon volumétrico de
10mL. Se aforé con agua tipo 1 y se obtuvo una solucion de concentracion de 60
ppm. Se realizé6 el mismo procedimiento para las muestras de soluciones del
estandar de EGCG a concentraciones de 150ppm y 200ppm.

1.4.6 Tratamiento de las muestras

Desde un inicio para el tratamiento de la muestra se habia propuesto usar la
técnica de extraccion en fase sélida (SPE), sin embargo se presentaron varios
inconvenientes por lo que se decidi6 usar extraccion liquido-liquido.

1.4.6.1 Tratamiento por Extraccién Liquido-Liquido

Las muestras que se utilizaron fueron Agua Cristal Vitality con Teavigo y Té Verde
Hindd. Se realiz6 una extraccion liquido-liquido con cloroformo y acetato de etilo,
en la figura 4 se observa el montaje realizado para el tratamiento de las muestras
mediante esta técnica.

Figura 4. Montaje para el tratamiento de las muestras mediante extraccion
liguido-liquido.
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Se utiliz6 10 embudos de decantacion para realizar el tratamiento de las dos
muestras comerciales y de los estandares de concentraciones de 60ppm, 150ppm
y 200ppm, por duplicado. En cada embudo se coloc6 una muestra diferente.
Primero, se adiciona 10mL de las muestras en su embudo y 20 mL de cloroformo,
se dej6 15 min y posteriormente se recogié la fase acuosa. Se realiz6 una
segunda particion con 20mL de acetato de etilo, se dejé por 15min y se recogio la
fase orgénica. Finalmente, se concentran las muestras en el rota-evaporador y se
reconstituye con 2mL de metanol grado HPLC.

1.4.6.2 Tratamiento por SPE (Extraccion en Fase Solida)

SPE se caracteriza por ser un método que requiere de instrumentacién sencilla,
econdémica y el uso de disolventes es menor. Su funcién se basa en el empleo de
adsorbentes dispuestos en cartuchos o discos, la seleccion de estos es clave para
lograr un tratamiento de muestra adecuado y hacer esta técnica efectiva. La
extraccion en fase soélida consiste en cuatro etapas que son acondicionamiento,
carga de la muestra, lavado y elucién (Fontanal et al, 2010).

Para el tratamiento de las muestras se utilizé el cartucho referencia Strata X que
es un polimero modificado quimicamente con un grupo funcional polar (grupo vinil-
pirrolidona). En total se utilizaron seis cartuchos, dos para la muestra de Té Hindu,
dos para agua Vitality con Teavigo y dos para el estandar 150ppm.

Etapa 1 Acondicionamiento: La activacion del adsorbente y de los grupos
funcionales se llevo a cabo al pasar un volumen de 3mL de agua tipo 1 seguido de
MetOH.

Etapa 2 Carga: Se adicion6é 1mL de cada muestra a cada cartucho, al abrir la llave
se tuvo precaucion de que el flujo de elucion fuera moderado (una velocidad
aproximada de 1 gota por segundo).

Etapa 3 Lavado: Para la eliminaciéon de cualquier resto de compuesto sin la
eliminacién del analito se utilizé6 3mL de agua.

Etapa 4 Elucion: Como solvente adecuado para la eliminacion de la interaccion
analito-solvente y la elucion del 100% del analito, se utilizo metanol-acido férmico
0,2% del cual se adicion6 a cada cartucho 1mL.

Se recogieron las muestras obtenidas en el paso de elucién y mediante un filtro de

nylon 0,22um se filtrc 1mL y se adicion0 en viales, cada uno con su rotulo
respectivo. Finalmente se realizo6 el corrido de las 6 muestras en UPLC-PDA.
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2. RESULTADOS

A continuacién se reportan los resultados que permiten evidenciar que la
extraccion de las muestras en fase liquida-liquida es el tratamiento mas adecuado
comparado con el tratamiento en fase solida (SPE), para la determinacion de
EGCG.

2.1 VALORACION DE EGCG

Curva de Calibracion. Se obtiene una curva de calibracion de 4 puntos con un
coeficiente de correlacién, R? = 0,995. Esta curva esta expresada en términos de
area bajo la curva contra concentracion de EGCG. Las concentraciones
empleadas son diluciones obtenidas a partir de un estandar de 1000ppm de
EGCG, estas fueron 150ppm, 100ppm, 50ppm y 30ppm.

Calibration Plot

1.0x10%]

Area

o0 2000 4000 600 8000 10000 12000
Amount
Name: EGCG; Processing Method: EGCG1; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 2135; A:

-6.157962e+004; B: 6.993145e+003; C: 0.000000e+000; D: 0.000000e+000; RA2: 0.995073

B |
140.00

Figura 5. Curva de Calibracion de estandar de EGCG
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2.2 RESULTADOS DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
EGCG EN TE VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE
MUESTRA PORSPE

En la tabla 3, se presenta una recopilacion de los datos obtenidos para la
evaluacion de la presencia de EGCG mediante UPLC-PDA, con tratamiento de las
muestras mediante extraccion en fase solida (SPE). Se encuentran los tiempos de
retencion, areas, cantidades (mg/L) y los porcentajes de recuperacién obtenidos
tanto para las diferentes concentraciones utilizadas de estdndar de EGCG como
para las muestras comerciales, agua cristal Vitality con TEAVIGO y té Hindu.

Tabla 3. Resultados de la caracterizacion de EGCG por UPLC-PDA, con
tratamiento de las muestras mediante extracciéon en fase solida (SPE)

Neiline g [ Detector Tiempo_ . iz Area Cenikn %Recuperacién
muestra Retencion (mg/L)
1 150ppm 1,669 1009697 150,000
2 100ppm 1,666 604575 100,000
3 50ppm 1,666 291934 50,000
4 20ppm 1,670 50754 20,000
5 S5ppm 1,668 6365 5,000
6 Té Hinda 1,663 1634871 242,743 100
7 Té Hindu ESFE’SZUO 1,666 2202632 323,982 112
Agua
8 TEAVIGO 1,662 332597 56,405 100
Agua
9 TEAVIGO 1,660 151564 30,502 195
Agua
10 TEAVIGO sin 1,668 27841 12,799 170
SPE

Para la determinacion del porcentaje de recuperacion se utilizd la siguiente
ecuacion:
Area Concentracion

mugstra

- X -
Area,,, Concentracion

2t )x 100(1)

muestra

%% Recuperacion (A) =

Cromatogramas de las muestras tratadas mediante extraccion en fase soélida
(SPE). Cada muestra analizada, Té Hindu, Agua Cristal Vitality-TEAVIGO vy los
estandares se realizaron por duplicado. A continuacibn se muestra una sola

25



representacion de la caracterizaciéon por UPLC-PDA de cada muestra evaluada y
en el anexo 1 se encuentra el duplicado de cada una.

Spectrum Index Plot
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Figura 6. Cromatograma del estandar de EGCG a una concentracion de
150ppm.

Spectrum Index Plot

1.565 EGCG - 1.666 1.726 1.741
nm nm nm nm
eo. , 0000 | 4000 %0000 . 4000 X000 | 40000 30000 40000
” 26‘7&\7 1.57(28.8 1.67|, 1.73 1.74
0 \ \ \
\' | \ | |
\/ | 2762 | 256.0
v |' | / \\ ‘\\ \ at 3544
| ) N \ \ \ / "\
\ / \  289.2 J \
| A \ 3286 \,,,__..//
\ \»»_ \_/ _"‘\-\\_;
3,00 Y
1 ['o]
4 |
200] E"
o ]
2 ] H g
1.00] [ 1] iy en
] N {1l o ~N N\
“v' \ YR | i‘8 \\ - ".f\\ vg' ‘._\
it Syl Rl =il N Moo it
1.30 140 1.50 1.60 170 1.80 1980 200 210 220

Minutes
SampleName: Té; Vial: 1:B,4; Injection: 1; Date Acquired: 24/01/2013 03:45:00 PM COT

Figura 7. Cromatograma Muestra de Té Verde- Hindu con tratamiento por
SPE

26



Spectrum Index Plot
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Figura 8. Cromatograma Muestra Agua Cristal Vitality-TEAVIGO
tratamiento por SPE
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2.3 RESULTADOS DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
EGCG EN TE VERDE MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE
MUESTRA POR EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

En la tabla 4, se presenta una recopilacion de los datos obtenidos para la
evaluacion de la presencia de EGCG mediante UPLC-PDA, con tratamiento de las
muestras mediante extraccion liquido-liquido. Se encuentran los tiempos de
retencion, areas, cantidades (mg/L) y los porcentajes de recuperacion obtenidos
tanto para las diferentes concentraciones utilizadas de estdndar de EGCG como
para las muestras comerciales, agua cristal vitality con TEAVIGO y té Hindu.

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion de EGCG por UPLC-PDA, con
tratamiento de las muestras mediante extraccién liquido-liquido.

Nombre de Tiempo Cantidad
la muestra | Detector de Area %Recuperacion
L, (mg/L)
Retencion
1 150ppm 1,669 1010370 | 150,000
2 100ppm 1,666 604986 | 100,000
3 50ppm 1,666 292335 50,000
4 20ppm 1,670 50804 20,000
5 5ppm 1,668 6380 5,000
6 Recuperacién
60ppm 1,605 314167 53,731 86,8
8 Recuperacién
60ppm 1,565 355494 59,640 88,5
. Recuperacion 1582 | 640167 | 100,348 94,7
150ppm E
10 Recuperacién spectro 94,7
PDA 1,587 645988 | 101,180 '
150ppm
. Recuperacion 1,586 | 1252053 | 187,846 98.9
200ppm
12 Recuperacion 1,600 | 1336429 | 199,911 99,2
200ppm
13 Agua 97,1
TEAVIGO 1,585 902834 | 137,908
14 Agua 97,0
TEAVIGO 1,602 880275 | 134,682
15 Té Hindd 1,604 4097124 | 594,683 102,2
16 Té Hindd 1,609 3807695 | 553,295 102,1

Para la determinacion del porcentaje de recuperacion se utilizo la ecuacion (1).

Cromatogramas de las muestras analizadas tratadas mediante extraccion liguido-
liguido. Cada muestra analizada, Té Hindu, Agua Cristal Vitality-TEAVIGO vy los
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estandares se realizaron por duplicado. A continuacidon se muestra una sola
representacion de la caracterizacion por UPLC-PDA de cada muestra evaluada.
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Figura 10. Cromatograma de muestra de recuperacion del estandar de

EGCG a una concentracién de 60ppm tratadas mediante extraccion liquido-
liguido
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Figura 11. Cromatograma de muestra de recuperacion del estandar de

EGCG a una concentracion de 150ppm tratadas mediante extraccion liquido-
liquido

29



Spectrum Index Plot
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Figura 12. Cromatogramas de muestras de recuperacion del estandar de
EGCG a una concentracion de 200ppm tratadas mediante extraccion liquido-

liquido.
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Figura 13. Cromatograma de una Muestra Agua Cristal Vitality con TEAVIGO
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Figura 14. Cromatograma de una Muestra Té Verde— Hindu tratada mediante
extraccion liquido-liquido.

2.4 COMPARACION HPLC VS UPLC EN LA DETERMINACION DE EGCG
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Figura 15. Cromatograma extraccion de compuestos de catequinas de té
verde chino mediante HPLC.

Fuente: Tomado del articulo Separation of catechin compounds from different teas
(Jin et al, 2006)
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HPLC.

Fuente: Tomado del articulo Preparative separation of EGCG from Korean Green
Tea by High Performance Liquid Chromatography (Hong et al, 2002)
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3. DISCUSION

3.1 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EGCG EN TE VERDE
MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE MUESTRA POR SPE

3.1.1 Tratamiento de la Muestra

En un inicio se plante6 que para el tratamiento de la muestra se utilizaria la
extraccion en fase sélida (SPE) por su capacidad selectiva y la eliminacion de
cualquier tipo de interferencia de muestras complejas, como el té verde.

Teniendo en cuenta que las catequinas tienen una estructura Cg-C3-Cg con dos
anillos aromaticos y grupos hidroxilos (Figura 1), se decidié usar un cartucho
Phenomenex Strata X, el cual es un adsorbente hidrofilicopolimérico clasico
poli(estireno-divinilbenceno) (PS-DVB) modificado con grupos pirrolidona (Figura
17). Este tipo de adsorbente se utiliza principalmente para la extraccion de
compuestos solubles en agua y solventes organicos polares, como el analito en
estudio (EGCG).

Figura 17. Estructura Quimica Cartucho Strata X

Fuente: Phenomenex. Strata X. Waters  Corporation. Disponible
en:https://phenomenex.blob.core.windows.net/documents/e62d67d8-eef5-42f0-
b829-4e€188661ab57.pdf

En la primera etapa se buscé activar los grupos funcionales del adsorbente para
lograr que en la etapa posterior, donde se lleva a cabo la carga de la muestra,
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exista una interaccion entre este y el analito. Para el acondicionamiento del
adsorbente Strata X, se seleccion6 un solvente de elucion que permitié la
activacion de los ligandos y un solvente que permitié equilibrar la capa del
adsorbente estos fueron metanol y agua, respectivamente.

En la segunda etapa donde se lleva a cabo la carga de la muestra, se control6 la
velocidad del flujo logrando que el analito quede retenido de manera eficaz, y se
establezca una interaccion tipo Van der Waals entre el analito en estudio y el
polimero del cartucho, teniendo en cuenta sus estructuras quimicas.

Para la tercera etapa del tratamiento por SPE, lavado, se buscd poder eliminar
cualquier tipo de interferencia. De las muestras utilizadas Té Verde Hindu y Agua
Cristal Vitality con Teavigo, la més critica para la eliminacion de interferencia es la
muestra de té verde Hindlu puesto que ademas de contener catequinas tiene
cafeina y teanina, principalmente. Teniendo en cuenta que la solubilidad de estos
componentes es similar, se decide usar como solvente de lavado agua, corriendo
el riesgo de que una parte del analito se perdiera durante esta etapa.

Se ha reportado que la extraccion de catequinas de té usando solo agua resulta
en una baja eficiencia comparada con los solventes polares como acetona, etanol
0 metanol, o una mezcla de estos (Vuong et al, 2010). Finalmente, en la etapa de
elucién se utilizo6 como solvente metanol-acido férmico 0,2%, para lograr una
maxima interaccion con el analito y eluir una cantidad considerable de EGCG. Se
utilizé un porcentaje de acido férmico con el fin de ajustar el pH, teniendo en
cuenta que la EGCG tiene en su estructura quimica muchos grupos hidroxilos que
al exponerse a un medio polar pueden formar puentes de hidrogeno y modificar el
pH, ademas se debe tener presente que la EGCG se mantiene estable a un PH
menor a 4.

3.1.2 Cromatografia liquida (UPLC)

Para la determinacion de EGCG mediante UPLC-PDA se utilizd6 la columna
ACQUITY UPLCBEH (Bridged ethyl-siloxane/silica hybrid), 130A, 1.7 um, 2.1 mm
X 100 mm debido a que es de fase reversa, su mecanismo de retencién se rige
por el caracter hidrofobico del analito, es decir, la interaccion es mayor al
aumentar el nUmero de grupos apolares. Es necesario tener en cuenta los grupos
funcionales polares del compuesto porque aunque las interacciones hidrofébicas
gobiernen la retencion, van a ser estos los que favorecen la interaccién con la fase
movil. En el caso de la EGCG al tener en su estructura un grupo galato hay un
aumento en las interacciones hidrofébicas, por lo tanto la retencién es mayor.
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En la tabla 3 se presenta el resumen de los componentes con su respectiva area,
tiempo de retencion y cantidad. Las concentraciones se obtuvieron a partir de la
curva de calibracion realizada mediante la dilucion de cinco concentraciones
(20ppm, 50ppm, 20ppm y 5ppm) del stock de EGCG 1000ppm. En la Figura 5, se
observa que la curva de calibracidn presenta una respuesta lineal con un
coeficiente de correlacién, R?= 0,995.

Se presentan varios cromatogramas que permiten realizar un analisis cualitativo
sobre la presencia del analito de interés. La posicion de los picos sobre el eje del
tiempo permite identificar el componente a analizar. En la Figura 6, que
corresponde al estandar de 150 ppm tratado bajo las mismas condiciones que las
muestras, se observa un pico con un tiempo de retencion de 1,669 min que
corresponde a nuestro analito de interés EGCG, por lo tanto se tomdé como
referencia para el andlisis de las muestras de Té Hindu y Agua Cristal Vitality con
TEAVIGO.

En la Figura 7, que corresponde a la muestra de Té Hindu se observé varios picos,
uno de ellos se encuentra a un tiempo de retencion de 1,666min y corresponde a
la EGCG, cercano al tiempo de retencion del estdndar de 150ppm. También se
puede comprobar que para ambos cromatogramas el espectro ultravioleta indica
gue los picos se encuentran a una absorcion de 275nm (Figura 6y 7).

En un tiempo de retencién menor que el de EGCG, se observa un pico con una
absorbancia mayor (Figura 7). Este puede indicar dos posibilidades, la primera
puede tratarse de que la EGCG no es el componente mayoritario en esta infusion
de té verde hindd, y la segunda puede indicar que no se estd recuperando una
cantidad considerable de este. Existen diferentes tipos de catequinas, las que mas
sobresalen por encontrarse en una proporcidbn mayor respecto a las otras son
EGC, ECG y EC, por lo tanto se podria pensar que este pico se puede tratar de
uno de estos tipos de catequina.

En la farmacopea de los Estados Unidos (USP 36-NF-31), en el capitulo de
Suplementos Dietarios se encuentra informacion sobre las pruebas de
identificacion, composicion, y pruebas especificas para Extracto en Polvo de Té
Verde Descafeinado. Para la determinacion de polifenoles se establecen los
pardmetros y las condiciones del sistema cromatografico y se reportan los tiempos
de retencion relativos (RRT) aproximados para la identificacion de los polifenoles.
El RRT permite hacer una estimacién cualitativa sobre la presencia de diferentes
analitos, en este caso se utilizO para comparar y establecer la identidad de los
diferentes tipos de catequinas.

Para establecer un analisis cualitativo sobre la identidad del pico desconocido de
la muestra de té verde hindu (Figura 7), se tom6 como referencia el tiempo de
retencién del analito principal EGCG, 1,666 min, y se multiplicd por el tiempo de
retencion relativo que corresponde a este analito. El valor obtenido se multiplicd
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por los tiempos de retencidn relativos de los demas polifenoles y se compar6 con
el tiempo de retencion 1,565 min del pico desconocido para poder establecer su
identidad (USP 36, Capitulo <621>). De acuerdo a los resultados de la tabla 5, el
tiempo de retencién que mas se aproxima es el de la (-)-Epicatequina (EC), 1.632
min, por lo tanto en esta infusion de té verde hindu se pudo observar también la
presencia de la EC.

Tabla 5. Comparacion de tiempo de retencidon relativo aproximado para
polifenoles con la Figura 7, para la identificacion del pico con un tiempo de
retencion 1,565 min

Tiempo De Tiempo de R;rtlgrr:]cl?gndgel
Analito Retencion Retencion Pico
Relativo (USP Calculado ( x Desconocido
36) 1,666 EGCG) (Figura 4b)
(-)-Epigalocatequina 0,56 0,932
(+)-Catequina 0,68 1,132
(-)-Epicatequina 0,98 1,632 1,565
(-)-Epigalocatequin-3-O-
galato 1,00 1,666
(-)-Galocatequin-3-O-galato 1,09 1,816
(-)-Epl_galocatequm-3-o-(3 - 1.19 1,082
O-metil)-galato
(-)-Epicatequin-3-O-galato 1,27 2,115

Fuente: USP 36. (2013). Suplementos Dietéticos: Extracto en Polvo de Té Verde
Descafeinado. 1767-1768

Con las Figuras 8 y 9 se puede determinar que los resultados no fueron los
esperados. En la Figura 8 que corresponde a la muestra de Agua Cristal Vitality
con TEAVIGO tratada mediante SPE, se observa un pico desconocido con un
tiempo de retencion de 2,1min y no se observa el pico representativo de EGCG.
Con el fin de confirmar que algo estaba pasando durante el tratamiento de las
muestras por SPE, se decide evaluar la muestra de Agua Cristal Vitality con
TEAVIGO sin tratamiento por SPE, en el cromatograma se observa la presencia
del pico de EGCG, ademas del pico desconocido a un tiempo de retencién de
2,1min (Figura 9).

Teniendo en cuenta estos resultados se realiza varios experimentos, donde se
evalla cada una de las etapas del tratamiento por SPE, se tomaron los lavados
para comprobar si durante esta etapa se estaba perdiendo EGCG y se evaluo la
carga para determinar si el cartucho estaba o no reteniendo el analito (Anexo 2).
Se llega a la conclusion que el analito durante la etapa de elucion no se estaba
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recuperando totalmente, es decir, este puede estar retenido en el cartucho o las
condiciones establecidas para este tratamiento no fueron las adecuadas.

3.2 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE EGCG EN TE VERDE
MEDIANTE UPLC-PDA CON TRATAMIENTO DE MUESTRA POR
EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

Tras una nueva revision bibliografia se decide cambiar el tratamiento de las
muestras y utilizar extraccion liquido-liquido, se tuvo precaucion con esta técnica
debido a que generalmente esta sujeta a variabilidad, lo que implica que en caso
de realizar la validacion de la metodologia habria menor reproducibilidad y
especificidad en los resultados. Basado en los articulos Separation of catechin
compound from different teas (Jin et al, 2006), Preparative separation of EGCG
from Korean Green tea by high performance Liquid chromatography (Hong et al,
2002) y Separation of Epigallocatechin gallate from Korean Green tea by RP-
HPLC (Kang et al, 2000), se selecciona como solventes para el tratamiento
mediante extraccion liquido-liquido, cloroformo y acetato de etilo.

Se uso la particion de cloroformo con cada muestra y tres estandares (60ppm,
150ppm y 200ppm), para eliminar las posibles impurezas o componentes
diferentes a las catequinas. Después de esto se realiz6 otro paso de particién
utilizando acetato de etilo, donde se esperé que los compuestos de catequina
como EGC, C, EGCG Y ECG migren hacia esta fase. Finalmente se filtraron y se
recogieron las fracciones en viales para su caracterizacion mediante UPLC-PDA.

Para los estandar 60ppm, 150ppm y 200ppm se realiz6 el mismo tratamiento de
extraccion liquido-liquido de las muestras, con el fin de poder establecer una
comparacién y caracterizacion de estas. Para estas recuperaciones del estandar
de EGCG se obtuvo porcentajes de recuperaciéon de 88,5%, 94,7% y 99,2%,
respectivamente (Tabla 4).

Para las muestras de Té Verde Hindu y Agua Cristal Vitality con TEAVIGO, se
obtienen cromatogramas donde se observa el pico de EGCG. En la muestra de Té
verde Hindu se observa que este pico es de una absorbancia mayor respecto a los
otros picos, por lo tanto se logra recuperar una cantidad considerable (Figura 14).
Para la muestra Agua Cristal Vitality con TEAVIGO, nos encontramos con dos
picos, uno referente a la EGCG y otro pico desconocido con un tiempo de
retencién 2,1min (Figura 13).

En la figura 13 y 14 se presenta el espectro ultravioleta de EGCG para cada
cromatogramas con un maximo de absorcion de 275nm, obtenido con el detector
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PDA. Este valor se encuentra dentro del rango establecido para la deteccion de
catequinas que es entre 269 a 280nm (Vuong et al, 2010).

Teniendo en cuenta los tiempos de retencidn relativos aproximados para los
polifenoles, establecidos en la USP 36 para Té verde, se puede hacer una
aproximacion sobre los otros tipos de catequinas presentes en la infusion de Té
Verde Hindd. De acuerdo a los tiempos de retencion obtenidos, teniendo como
referencia el pico de EGCG con un tiempo de retenciéon de 1,604 min y
comparando con los tiempos de retencion del cromatograma de la muestra de té
verde Hinda (Figura 14), se podria establecer la presencia de (+)-catequina, (-)-
Epicatequina, (-)-Galocatequina-3-O-galato y (-)-Epigalocatequin-3-O-(3’-O-metil)-
galato (Tabla 6).

Tabla 5. Comparacion de tiempo de retencion relativo aproximado para
polifenoles con la Figura 14, para la identificacion de las posibles catequinas
presentes en el Té Verde Hindd.

Tiempo De Tiempo de Tliértnep;]%?éc:]e
Analito Retencidon Retencidon Muestra Té
Relativo (USP Calculado (x 1,604 Verde Hindd
36) min EGCG) (Figura 12)
(-)-Epigalocatequina 0,56 0,898
(+)-Catequina 0,68 1,091 1,154
(-)-Epicatequina 0,98 1,571 1,461
g;—lgggalocatequm-so- 1,00 1,604
g;—lgtilocateqwn-S-O- 1,09 1,748 1,752
(-)-Epigalocatequin-3-O-
(3’-O-metil)-galato 1,19 1,908 1,916
(-)-Epicatequin-3-O-galato 1,27 2,037

Fuente: USP 36. (2013). Suplementos Dietéticos: Extracto en Polvo de Té Verde
Descafeinado. 1767-1768

En los cromatogramas de las muestras de recuperacion del estandar de EGCG, y
de las muestras Té Verde Hindu y Agua Cristal Vitality se observa un pico comudn
a un tiempo de retencion de 1,7min, teniendo en cuenta los tiempos de retencion
relativos y tomando como referencia el pico principal EGCG a un tiempo de
retencion de 1,6min, se puede establecer que este pico indica la presencia de (-)-
Galocatequin-3-O-galato. Se ha encontrado que la GCG solo representa 1,5% de
las catequinas totales en el té verde, sin embargo, puede alcanzar el 50% de las
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catequinas totales, en especial en las bebidas de té debido a la conversion térmica
de la EGCG (Figura 3) (Yu-Chen et al, 2001).

En las figuras 8, 9 y 13 se observé la presencia de un pico desconocido a un
tiempo de retencidn de 2,1min, tanto para la metodologia establecida con el
tratamiento mediante SPE como para la metodologia con extraccion liquido-
liquido. Estas Figuras corresponden a la muestra de Agua Cristal Vitality con
TEAVIGO, lo que significa que se estaba tratando una matriz pura que el Unico
componente que tenia era EGCG. Teniendo en cuenta el articulo Degradation of
Green Tea Catechins in Tea Drinks (Chen et al, 2001) donde evaltan la
estabilidad de las catequinas en las bebidas embotelladas, se podria pensar que
este pico se generd por la degradacion de EGCG, sin embargo teniendo como
referencia el tiempo de retencion relativo de GCG, su epimero correspondiente, no
se comprueba de que se trata de este analito. La estabilidad de las catequinas en
estas bebidas aun se desconoce, solo se ha demostrado que el pH es un factor
critico que influye en su estabilidad, por ejemplo las bebidas con pH inferior a 4,5
durante 3 meses, conservan la mitad de las catequinas.

Este pico con un tiempo de retencion 2,1 min, también se podria tratar de un tipo
de oxidacion de esta catequina, es decir podria indicar la presencia deTeaflavinas.
Sin embargo, la presencia de este polifenol es mucho mayor en el té negro debido
al proceso de fermentacion donde la enzima PPO se activa y produce una
oxidacion y polimerizacion de las catequinas dando origen no solo a las
Teaflavinas, sino también a estructuras mas complejas como las Terubiginas.
Dependiendo del tiempo de fermentacion, el té oolong y el té negro tienen niveles
muy bajos de catequinas y muy altos en Teaflavinas.

Las condiciones establecidas tanto para el tratamiento de la muestra, mediante
extraccion liquido-liquido, como los parametros para la valoracion mediante UPLC-
PDA fueron satisfactorias, se logra separar y recuperar cantidades considerables
de EGCG en las muestras analizadas. En los productos comerciales Agua Cristal
Vitality con TEAVIGO y la infusién de Té Verde Hindu, se observa concentraciones
altas de EGCG, en la muestra de Agua Cristal Vitality se obtuvo una concentracién
de aproximadamente 137 mg/L y para la infusion de Té verde Hinda de
aproximadamente 594 mg/L.

Sin embargo, se observa una posible degradacion del analito lo que indica que es
un método complejo que debe tener en cuenta factores criticos como temperatura,
humedad, pH y tiempo de extraccion para no afectar la estabilidad de EGCG. A
pesar de que el tratamiento de la muestra por extraccion liquido-liquido es una
técnica que presenta mucha variabilidad, y en caso de querer validar la
metodologia no se obtendria reproducibilidad en los resultados, se pudo
comprobar que la valoracion mediante UPLC-PDA tiene un efecto positivo en la
eficiencia y en los tiempos de andlisis.
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Se toman dos cromatogramas de separacion EGCG de té verde realizados
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Figura 15y 16), y se
compara con el cromatograma de muestra de Té verde Hindu realizado mediante
Ultra-Cromatografia Liquida De Alto Rendimiento (UPL-PDA) (Figura 14). Con la
evaluacion visual de estos cromatogramas se encontré que la mayor diferencia se
presenta en los tiempos de retencidon obtenidos para la EGCG. En la Figura 15,
gue corresponde a el cromatograma de extraccion de compuestos de catequinas
de té verde chino mediante HPLC, se observa que el pico de EGCG se obtiene a
un tiempo de retencion de aproximadamente 18min; para el cromatograma de la
Figura 16, separacion EGCG de té verde Korean mediante HPLC, en el cual
realizaron un tratamiento de muestra similar al planteado se observa un tiempo de
retencion de 7 min; y por ultimo para el cromatograma de la muestra de té Hindu
mediante UPLC-PDA, se obtuvo un pico de EGCG a un tiempo de 1,6min (Figura
14).

Por lo tanto, se puede determinar que si se realiza un tratamiento de muestra
efectivo y que sea un buen complemento para la valoracion mediante UPLC-PDA
se lograria el objetivo planteado, que es separar EGCG y evaluar su presencia en
productos comerciales, de manera especifica y en tiempos de analisis cortos.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el trabajo indicaron, que un buen tratamiento de las
muestras seria un buen complemento para la separacion y caracterizacion de
EGCG mediante UPLC-PDA. EIl tratamiento que se plante6 desde un inicio
mediante extraccion en fase solida, presento inconvenientes en la obtencion de
EGCG debido a que no se logra eliminar la interaccion entre el analito y el
adsorbente seleccionado, Strata X, en la etapa de elucion.

Las condiciones establecidas para la valoracibn cromatografica permitieron
realizar una interpretacién cualitativa de los cromatogramas y teniendo como
referencia el estandar de EGCG a diferentes concentraciones, se observa el pico
de EGCG con un tiempo de retencién de 1,6 min, y en el espectro UV se observa
un maximo de absorcion de 275nm.

En las muestras comerciales, Agua Cristal Vitalityy Té verde Hindu se logro

obtener cantidades considerables de EGCG, 137 mg/L y 594 mg/L
respectivamente.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar estudios para la evaluacion del efecto del pH, temperatura y tiempo de
extraccion en la determinacion de EGCG, para asi encontrar un tratamiento de
muestra efectivo, y que junto con UPLC-PDA se logre separar y cuantificar EGCG
en diferentes muestras.

Una vez se logre obtener las condiciones adecuadas para un tratamiento de
muestra eficiente y una valoracion mediante UPLC-PDA, se recomienda realizar
una estandarizacién y validacion de la separaciéon de EGCG para asi poder contar
con una herramienta confiable que permita realizar la determinacion de este
analito en diferentes productos comerciales, esto teniendo en cuenta los
beneficios que tiene este metabolito en la salud de las personas.
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ANEXOS

Anexo 1: Cromatogramas de muestras de recuperacion del estandar tratada
mediante extraccion en fase sdlida (SPE)
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Figura 1. Cromatograma de una Muestra Agua Cristal Vitality con TEAVIGO
tratada mediante extraccion liquido-liqguido
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EGCG a una concentracion de 60ppm tratadas mediante extraccion liquido-
liquido
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Spectrum Index Plot
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Figura 3. Cromatogramas de muestras de recuperacion del estdndar de

EGCG a una concentracién de 150ppm tratadas mediante extraccién liquido-
liguido
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Figura 4.Cromatograma de muestras de recuperacion del estandar de EGCG
a una concentracién de 200ppm tratadas mediante extraccion liquido-liquido.
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Anexo 2. Estudios realizados mediante extracciéon en fase solida (SPE)

A continuacion se reportan los estudios realizados para el tratamiento mediante
extraccion en fase solida (SPE), sobre los lavados y cargas de las muestras. Esto

con el fin de establecer si durante estas etapas se estaba perdiendo nuestro
analito de interés EGCG.

ETAPA 2: CARGA DE LAS MUESTRAS

Se realizé la evaluacién sobre la muestra de Agua Cristal con TEAVIGO y sobre el
estandar de 150ppm. Una vez se realizé la carga de la muestra se evalud la
solucion recogida, con el fin de establecer si el adsorbente y el analito estaba
estableciendo interacciones quimicas o simplemente el analito no era retenido.
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Figura 1.Cromatograma del estandar de EGCG a una concentracion de 150
ppm
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Spectrum Index Plot
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Figura 2. Cromatograma de la carga de la muestra del estandar de EGCG a

una concentracion de 150 ppm tratado mediante extraccién en fase solida
(SPE)

Spectrum Index Plot

0.00 nm
0.10 020 0.30 040 050 080 070 0.80 090 1.00
0.0005 i
] I
0.0000 |||
2 _g.0005] [ Inlll
:W\ |I \ / \
] e § (AL
-0.0010+ i \_J\MM |
] ANV | N ]
: . N A -
B e e B e e e LA e e e e e e e e e e e e e N LA
130 140 150 160 170 120 190 200 210 220
Minutes

SampleMame: carga Teavigo nuevo; Vial: 1:A.2; Injection: 1; Date Acquired: 07/02/2013 04:14:33 PM COT

Figura 3. Cromatograma de la carga de la muestra de agua cristal con
TEAVIGO tratado mediante extracciéon en fase solida (SPE)
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ETAPA 3: LAVADO DE LAS MUESTRAS

Se realiz6 la evaluacion sobre la muestra de Agua Cristal con TEAVIGO, Té verde
Hindld y sobre el estandar de 150ppm. Una vez se realizé la etapa de lavado se
evaluo la solucion recogida, con el fin de establecer si durante esta etapa al utilizar
agua como solvente para la eliminacion de las interferencias, también se estaba
perdiendo EGCG teniendo en cuenta que este es soluble en soluciones acuosas.
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Figura 4.Cromatogramas de la etapa de lavado de la muestra del estandar de
EGCG a una concentracion de 150 ppm tratado mediante extraccion en fase
solida (SPE)
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Spectrum Index Plot
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Figura 5. Cromatogramas de la etapa de lavado de la muestra de Agua Cristal
con TEAVIGO tratado mediante extraccién en fase solida (SPE)
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Spectrum Index Plot
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Figura 6. Cromatogramas de la etapa de lavado de la muestra de Té Verde
Hindd tratado mediante extraccion en fase solida (SPE)
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