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1. Resumen

Los aminoacidos son moléculas muy importantes para la vida, ya que son los que
componen las proteinas, estructuras muy importantes en nuestro organismo. En el caso
de los seres humanos, nuestro organismo permite sintetizar parte de los aminoacidos
que forman las proteinas, por ello es importante que los aminoacidos no sintetizables,
que son los esenciales, sean ingeridos en la dieta. Por ello es importante asegurarse de
que los alimentos que comemos tengan estos aminoacidos. Uno de estos alimentos es el
té, que es una bebida muy popular en gran parte del mundo, especialmente en Asia. Esto

hace que sea la segunda bebida mas consumida en el mundo, solo por detras del agua.

Por ello este trabajo se pretende determinar el contenido total en aminoacidos de cuatro
tés, siendo estos dos verdes y dos negros, y comparar entre ambos tipos de tés y entre las
dos opciones de cada tipo. Para ello se utilizara la espectrofotometria visible ultravioleta

con derivatizacién con ninhidrina.

La derivatizacidon con ninhidrina fue realizada con éxito. La recta de calibrado tiene una
linealidad mejorable ya que su R? es de 0,96. Por otro lado, el limite de deteccién es de

1,26E-06 M.

El contenido de aminoacidos para los tés verdes es del 0,38 % para el té ecolégicoy 0,31
% para el té de hornimans. Para los tés negros esta en ambos en el 0,31% de media. En

los cuatro casos el contenido en aminoacidos es bajo.

2. Introduccion

Los aminoacidos son moléculas muy importantes para los seres vivos, ya que son los
componentes mas basicos de las proteinas. La estructura de los diferentes aminoacidos
es similar, compuesta por un carbono quiral al que se le unen, un grupo carboxilo, un
grupo amino, un hidrogeno, y una cadena lateral (R) que es diferente para cada
aminoacido, y es lo que diferencia a unos aminoacidos de otros. Los aminoacidos
existentes superan los 300, pero son solo 21 los que son importantes para los seres

humanos. Estos 21 aminoéacidos, en general a-aminoacidos, son todos quirales menos



uno que es la glicina, en la que la cadena lateral es un hidrégeno. Todos los aminoacidos
son L-aminoécidos, menos la glicina® y se pueden dividir en dos grupos segln sean
sintetizables por el cuerpo humano o no. Los no esenciales que pueden ser sintetizados
por el cuerpo humano, y los esenciales que no pueden ser sintetizados por el ser humano
y deben ser ingeridos en la dieta®. En la tabla 1, se pueden ver cudles de los 21

aminoacidos son esenciales, y cuales son no esenciales.

Tabla 1 Aminoacidos no esenciales y esenciales

Aminoacidos esenciales Aminoéacidos no esenciales
Arginina Alanina
Fenilalanina Asparagina
Histidina Acido aspartico/ aspartato
Isoleucina Cisteina
Leucina Acido glutamico/glutamato
Lisina Glutamina
Metionina Glicina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Valina Tirosina
Selenocisteina

Por otro lado, los aminoacidos se unen entre si mediante un enlace entre el grupo
carboxilo de un aminoacido y el grupo amino del siguiente que recibe el nombre de enlace
peptidico, dando lugar a un péptido y los aminoacidos que lo forman pasan a llamarse
residuos de aminoacidos. Los péptidos que tienen hasta 20 residuos se llaman
oligopéptidos, entre 20 y 50 se llaman polipéptidos, y cuando a partir de los 50 residuos
reciben el nombre de proteinas.® Hay péptidos con menos de 50 residuos con funciones

importantes, como son la oxitocina o la vasopresina.

Los aminoacidos no esenciales tienen una gran importancia en diferentes procesos,
como la regulacién genética, la regulacion del flujo sanguineo, el transporte de nutrientes
y el metabolismo de estos, la sefializacion celular o el desarrollo del microbiota interno,

ademas de regular las respuestas antioxidantes y las respuestas del sistema inmune.?

La falta de los aminodacidos, sobre todo esenciales, puede generar diferentes problemas
ya que, por un lado, algunos aminodcidos no esenciales son sintetizados a partir de
aminoacidos esenciales, como es el caso de la tirosina a partir de la fenilalanina. Por otro,
la falta de arginina genera que, en hombres, disminuya la cantidad y la calidad del semen

producido hasta en un 90% 2.



Las proteinas tienen cuatro niveles en su estructura, la estructura primaria es la formada
por la secuencia lineal de aminoacidos, que se unen entre si mediante el enlace peptidico

ya mencionado. 3

El siguiente nivel, es la estructura secundaria, que corresponde al plegamiento local, es
decir al de los aminoacidos cercanos para poder formar diferentes estructuras, como la
hélice alfa, las hojas beta, o los giros beta. La presencia de una estructura u otra depende
de los aminoacidos que tenga en cada parte de la secuencia la proteina, ya que cada
aminoacido, segun su estructura tiene preferencia por un tipo de estructura secundaria u
otra, un caso de esto son la glicina y la prolina que debido a sus estructuras suelen ser
aminoacidos presentes en giros beta. Este nivel estructural, estd estabilizado por puentes
de hidrogeno entre los grupos carboxilo de un residuo y el grupo amino de un residuo

cercano.?®

Por encima tenemos la estructura terciaria, que corresponde al plegamiento global, en
esta estructura, estan involucradas las cadenas laterales de los diferentes aminoacidos,
que estabilizan la estructura por medio de diferentes interacciones como los puentes de
hidrogeno, las interacciones electrostaticas, las interacciones hidrofdbicas o las fuerzas
de Van der Waals, ademas de los puentes disulfuro, que se forman entre dos cisteinas.
Por otro lado, también hay que decir que la estructura terciaria de una proteina depende
de las partes hidrofilicas e hidrofébicas que tenga esta, ya que las partes hidrofébicas

estaran hacia el interior y las partes hidrofilicas hacia el exterior.®

Respecto a la estructura cuaternaria, podemos hablar de los complejos proteicos que
son grupos de dos 0 mas proteinas que se unen por interacciones entre las proteinas, la
estabilidad de estos complejos es definida por su funcidn, algunos ejemplos de esta
estructura son la hemoglobina o la ferritina. Estos complejos pueden ser o homoméricos,
si las proteinas son iguales o heterométricos si son diferentes. Los homomeéricos, tienen
todas estructuras simétricas que se diferencian por la operacién de simetria que esta
presente en la estructura, segun esto hay diferentes opciones como los complejos
diméricos, los ciclicos, los dihédricos, los helicoidales y los que tienen estructura
asimétrica. Los complejos heteroméricos tambien se rigen en su estructura por
operaciones de simetria. Las ventajas de los complejos heteroméricos se ven en que el
complejo pueda realizar varias funciones, y es mas facil formarlo a partir de varias
proteinas que hacer una proteina con todas esas subunidades para cada funcién. Los

homomericos tambien tienen ventajas, ya que tienen una estructura mas estable.



Ademas, permiten realizar funciones que tendria que realizar una proteina mas grande, lo

gue permite un ahorro de material genético.*
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Figura 1 Niveles estructurales de las proteinas

Las proteinas se dividen en dos tipos, las proteinas fibrosas y las proteinas globulares.

Por un lado, las proteinas fibrosas tienen una estructura alargada, una estructura
secundaria Unica, y una estructura terciaria simple. Tienen funciones estructurales.
Algunos ejemplos de estas proteinas son la queratina que forma parte de la piel, la
fibroina que compone la seda, o el colageno, que se encarga de dar rigidez a huesos y

musculos.®

Por otro lado, las proteinas globulares tienen una estructura de glébulo, en la misma
proteina hay varios tipos de estructuras secundarias y esto hace que la estructura
terciaria sea compleja. Entre sus funciones podemos encontrar la catalisis o el
almacenamiento. Algunos ejemplos de estas son la mioglobina que se encarga de

almacenar el oxigeno y la hemoglobina que se encarga de transportar el oxigeno.?

Hay diferentes alimentos que cubren estas necesidades, como pueden ser las carnes, los
huevos y los pescados, pero también alimentos de origen vegetal como las legumbres, las

patatas o los cereales °.

Entre estos alimentos esté el té, que es la segunda bebida més consumida del mundo
solo por detras del agua. Su popularidad se centra en mayor medida en Asia, siendo el
lugar de su origen el Sur de China y estableciéndose como bebida nacional durante la
dinastia Tang a partir del cual se expandi6 llegando a otras partes del mundo, forjando una

cultura del té no solo en Asia (China, Japén como ejemplos), sino también en zonas como



el Medio Oriente, Marruecos, Rusia o el Reino Unido, tras llegar a Europa durante las
grandes expediciones de los siglos 15y 16. Hablando de un hecho relacionado con el
Reino Unido con respecto al té, se tiene que hablar del incidente del té de Boston en
1773, en el que varias personas, tiraron al mar, el contenido en té de tres barcos ingleses,
como protesta a los impuestos que habia impuesto el Reino Unido a las colonias
americanas, este hecho es uno de los acontecimientos previos a la guerra de
independencia estadounidense. Aunque durante el siglo 19 el té se mantuvo como la

bebida preferida en el territorio estadounidense.®

Las diferentes variedades del té se deben a que, tras la recoleccidon de las hojas, estas

pueden ser procesadas de diferentes maneras.’

Segun esto podemos hablar en primer lugar del té verde, que es quemado para evitar la
oxidacién. En este proceso las hojas son calentadas a alta temperatura, desnaturalizando
las enzimas que provocan la oxidacidon e impidiéndola. Se caracteriza por un sabor a

hierbas y algo acido. Este tipo de té es el mas popular en Chinay en Japén.”

En segundo lugar, hablamos del té negro, en el cual las hojas de té son oxidadas. En este
caso las enzimas presentes en las hojas de té si que provocan la oxidaciéon. Tiene un
sabor fuerte y amargo. Este tipo de té es popular en el Reino Unido y en aquellos paises

gue son antiguas colonias britanicas.’

El té oolong, también conocido como té azul por el color azulado de las hojas, es un té
que en términos de oxidacion esta entre el verde y el negro. Segun la oxidacion y los

diferentes tipos sus sabores son muy variados. Es popular en Taiwéan.’

El té blanco, es un tipo de té en el que el procesamiento es minimo, ya que el Unico
tratamiento realizado es el secado de las hojas. El sabor de este tipo de té depende del
grado de oxidacion, teniendo un sabor mas afrutado y a hierbas cuando la oxidacién es
menor, mientras que cuando la oxidacién es mayor tiende més a un sabor parecido al de

una nuez o de la madera.’

Por dltimo, podriamos hablar del té Puer, procedente de la regién de Yunnan en China, de
este té, podemos distinguir dos tipos. El de tipo sheng, que no es oxidado y cuyo
procesamiento termina con un secado al aire. Esto hace que segun los afios que tenga el
té, su sabor cambie. En el caso de un té con pocos afios, su sabor recuerda al de los

frutos rojos, mientras que el que es mas viejo, tiene un sabor terrenal y rustico. Por otro



lado, esta el de tipo shu, que la diferencia es que el proceso que en el té de tipo sheng

tarda afos, en este té ocurre en semanas, esto le da un sabor terrenaly suave.’

Elté puede ser analizado tanto en polvo como en infusion. Por un lado, el té en polvo tiene
un gran contenido de proteinas, mientras que por el otro lado en el té e infusion lo mas
abundante son los aminoacidos libres. EL nimero de aminoacidos diferentes que tiene el
té alcanza los 19, siendo importantes dos, el dcido glutdmico y la teanina.® La teanina es
un aminoacido especial y es el que le da al té su capacidad relajante.°’Ademas los
aminoacidos procedentes del té, pueden tener la capacidad de aliviar la fatiga neuronal,
mejorar la memoria, proteger los vasos sanguineos del cerebro y tener capacidad
neuroprotectora potencial frente al dafio de las neurotoxinas relacionadas con el

Parkinsony el Alzheimer.™

Se necesita un método capaz de analizar, la concentracidon de los aminoacidos totales en

tés, de forma exacta, con precisidony rapidez, ademas de ser sensible.

Uno de los posibles métodos es la espectrofotometria de fluorescencia con
derivatizacion previa con o-ftalaldehido o la espectrofotometria visible-UV con
derivatizacion previa con ninhidrina.” En cuanto a las caracteristicas analiticas se puede
decir que es un método con una buena precisidon y exactitud, ademas de una buena

sensibilidad.

Otro de los posibles métodos es la cromatografia liquida de alto rendimiento en fase
reversa. En este método, los analitos se separan por la diferente interaccién que tienen
con la fase moévil y la fase estacionaria. En un primer lugar las proteinas serian
precipitadas con &cido tricloroacético'. La ruptura de la proteina se produce por
hidrolisis con HCl 6M que se efectuaria a 110°C durante 24 horas.”® Se necesita una
derivatizacion previa antes de la separacién en columna. En este caso la derivatizacién se
puede realizar con compuestos como el isotiocianato de fenilo'' o el cloruro de

dansilo™®.

En el caso de la derivatizacién con isotiocianato de fenilo (PITC), esta se realizaria a
temperatura ambiente durante 10-20 min y el producto que se forma es un derivado que
se detectaria a 254 nm por deteccion UV tras la separacién cromatografica. Esta
derivatizacion tiene como puntos fuertes, su rapidez, su sensibilidad, su estabilidad y que
el exceso de reactivo no genera problemas en el andlisis. Por otro lado, como puntos
débiles estan ciertos efectos de matriz, y una sensibilidad baja comparada con los

compuestos fluorescentes, su limite de deteccion es 50 picomoles."
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La derivatizacién con cloruro de dansilo se realizaria a una temperatura de 40°C y tendria
una duraciéon de 60 min para luego estar 60 min a oscuras'®, tras la separacion
cromatografica el producto que se forma seria un derivado del dansilo y se detectaria a
250 nm por deteccion UV o por deteccion fluorimétrica. Como puntos fuertes estan, una
buena sensibilidad ya que es capaz de detectar picomoles y femtomoles y que es estable
frente a la hidrolisis. Por otro lado, la derivacién es lenta, el producto es sensible a la luz, y

hay problemas en la deteccién de histidina.™

Otra posibilidad, es la cromatografia de intercambio idnica, las proteinas serian
precipitadas con &cido tricloroacético', y la ruptura de la proteina se produce por
hidrolisis con HClL 6M'. Se necesita una derivatizacidon posterior a la separacion en

columna que se efectdia con ninhidrina. '8

La derivatizacién con ninhidrina se realizaria a 110°C y durante 10 min, y forma un
producto coloreado (purpura de Ruhemann) que absorbe a 570 nm por lo que se puede

detectar por espectrofotometria vis-UV."

Este método ofrece una buena selectividad, pero tiene altos limites de deteccién y el
tiempo de elucién es elevado (mas de 60 min). Ademas, la ninhidrina provoca
interferencias de matriz ademas de ser sensible a la luz, a los cambios de temperatura al

oxigenoy al pH."”

Otra posibilidad para el andlisis es la cromatografia de gases con espectrometria de
masas como detector, en este caso, los aminoacidos serian separados por cromatografia
de gases y detectados por el espectrometro de masas. Como los aminoacidos no son
especies muy volatiles, se necesitaria de una derivatizacion previa para poder llevar a
cabo la separacién, que se podria realizar con especies como el trimetilsililo y sus
derivados, o realizar una alquilacion de los aminoacidos, siendo esta mejor que la
reaccién con trimetilsililo, ya que tiene mejor resolucién. Como caracteristicas buenas de
este método se puede comentar que tiene la mejor resolucién y los mejores tiempos de
retencion de los diferentes métodos cromatograficos que se pueden utilizar para analizar

los aminoécidos. %

Otra posible opcién para el analisis de los aminoacidos es la electroforesis capilar con
detector de masas. La base de este método es la separacién de los diferentes
aminoacidos presentes debido a su diferente carga a un determinado pH que hace que se

muevan con mayor o menor velocidad y se separen. La electroforesis capilar es un



método que en los uUltimos anos se ha vuelto mas fiable, debido a detectores de masas

mas sensibles o al uso de la derivatizacién.?°

El método elegido, seria la espectrofotometria previa derivatizacion de los aminoacidos
con ninhidrina, ya que es un método que tiene buenos limites de deteccion. Por otro lado,
es mas rapida que la cromatografia de gases, la cromatografia liquida, tanto en fase
reversa como idnica y la electroforesis capilar, lo cual viene bien debido al poco tiempo
que hay en el laboratorio. Otro punto a favor es que el objetivo final es analizar el total de
aminoacidos, no cuales hay, por lo que solo se necesitaria hacer una recta de calibrado
con un aminodacido, mientras que en la cromatografia se necesitaria hacer calibrados
para todos. Al haber menos reactivos implicados en el anélisis es una opcién mas barata
que la cromatografia, ya que en la espectrofotometria solo necesitamos una especie para

el calibrado, y en la cromatografia son necesarios todos.

Centrandonos en la espectrofotometria, es una técnica que se basa en la medicién de la
radiacion electromagnética absorbida por un determinado compuesto. Esta radiacion
absorbida por el compuesto es la radiacion que tiene la energia necesaria para que los

electrones salten del orbital mas alto ocupado al orbital mas bajo sin ocupar.?’

Como hablamos de espectrofotometria visible ultravioleta, son compuestos que
absorben radiacidn visible o ultravioleta, el visible es en el intervalo que puede ser visto
por el ojo humano, entre los 380 nm y los 780 nm y segun la longitud de onda a la que

absorben, corresponde a un color determinado. 2!

La ley de Lambert-Beer que relaciona la absorbancia de un compuesto con la
concentracién de este, por lo que se puede utilizar la absorbancia como sefal para

determinar la concentraciéon de las muestras.?'
A = ebc

Siendo ¢ el coeficiente de absorcién molar, b la longitud de la celdilla y c la concentracién

del analito en cuestién.?’

Los aminoacidos son especies que absorben radiacion ultravioleta gracias a su grupo
carboxilo a una longitud de onda de unos 200nm'” y algunos como el triptéfano la tirosina
o la fenilalanina pueden absorber radiacién con una longitud de onda méaxima de 280 nm
debido a la presencia de anillos aromaticos en su cadena lateral, pero esto no es un
proceso muy selectivo, por lo que hay que buscar una forma de analizar los aminoacidos

de forma selectiva.?? Para ello se llevard a cabo una reaccién para transformar los

10



diferentes aminoacidos en un producto coloreado. Para ello se utilizara la ninhidrina, que
es un compuesto que, al reaccionar con los aminoacidos, genera un producto llamado
Purpura de Ruhemann que absorbe a 570 nm." La estructura de la ninhidrina se puede

ver en la figura 2 y la estructura del Purpura de Ruhemann se puede ver en la figura 3.

OH

OH

(0]

Figura 2 Estructura de la ninhidrina

fo) 0o

Figura 3 Estructura del Purpura de Ruhemann

Al tener el Purpura de Ruhemann, se puede determinar la concentracion de aminoacidos
totales que hay en la muestra, ya que todos los aminoacidos se transforman en el

producto.

3. Objetivos

El objetivo de este trabajo es la determinacion de aminoacidos totales en tés, mediante
espectrofotometria visible ultravioleta con derivatizacién con ninhidrina. Comprobar si el

método propuesto es bueno para el analisis que se quiere realizar.

Por otro lado, centrandonos en los tés, el objetivo es comparar el contenido de
aminoacidos de dos tipos de tés diferentes, el té verde y el té negro y también comparar el

contenido de aminoacidos de dos tés del mismo tipo, para ambos tipos de tés analizados.

11



4. Metodologia experimental

4.1 Reactivos

e Ninhidrina proveniente de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)

e Fosfato de disodio (Na;HPO,) proveniente de Merck (Darmstadt, Alemania)

e Dihidrégeno fosfato de potasio (KH;PO4) proveniente de Merck (Darmstadt, Alemania)
e Cloruro de estafio (IlI) proveniente de Fisher Scientific (Hampton, NH, USA)

e Acido glutdmico proveniente de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)

e Bolsas de té: Hornimans verde, Hornimans Negro, Negro de chinay Bio 3

4.2 Equipo

e Espectrofotdmetro vis-UV Thermo Fisher Genesys 20 y cubetas

4.3 Muestras que analizar

Se pretende analizar dos tés verdes, siendo uno de la marca Hornimans y el otro un té
ecoldgico y dos tés negros, siendo el primero el de la marca Hornimans y el segundo un té de

china, realizando cada andlisis por triplicado.

4.4 Preparacion de disoluciones

Para preparar la disolucion tampdn, se preparan dos disoluciones, una de Na,HPO, de
concentracion 0,17 M preparada disolviendo 11,69 g en 500 mL de agua y otra de KH,PO, de
concentracion 0,07 M preparada disolviendo 0,908 g en 100 mL de agua. A partir de estas dos
se genera una disolucion de 100 mL que contenga un 95% en volumen de la disolucién de

Na;HPO,, y un 5% en volumen de la disolucién de KH;POa.

Para preparar la disolucion de ninhidrina, de concentracién 0,11 M, 2 g se disuelven en 50 mLy

se anaden 80 mg de SnCl,, y se diluye todo a 100 mL.

12



4.5 Preparacion de cada muestra.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se afiade una bolsa de té (0,5 g) previamente secada en la
estufa y 50 mL de agua hirviendo. Se deja agitando a 902C durante 10 minutos, en una placa
caliente. Tras esto, la disolucidn se filtra. Los residuos se lavan 3 veces con 10 mL de agua. Se

diluye el filtrado a 100 mL con agua.

En un vial, 1 mL de la disolucién se mezcla con 0,5 mL de una disoluciéon tampdn y 0,5 mL de

una disolucién de ninhidrina, y se calienta en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos.

Tras los 15 minutos, se diluyo la mezcla hasta los 25 mL. Se mide la absorbancia de la disolucién
570 nm, ya que es la longitud de onda a la que absorbe el producto formado que es el purpura

de Ruhemann.

4.6 Calibrado

Para la curva de calibrado se usara el acido glutdmico, en la que se 0,252 g, se disolveran en
100 mL. 4mL de esta disolucién ademds de 0,5 mL de la disoluciéon tampdén y 0,5 mL de la
disolucién de ninhidrina se afiade a un vial, que se calienta durante 15 minutos en un bafio de
agua hirviendo. Pasado este tiempo diferentes alicuotas del contenido de este vial (0,2 mL; 0,4
mL; 0,6 mL, 0,8 mL) se pasaron a matraces de 25 mL y se enrasan los matraces, de cada una de

ellas se midié la absorbancia, realizandose la recta de calibrado.

Previo al calibrado, se realiza un espectro del producto para el cual 2 mL de la disolucion de
acido glutdmico se afiaden a un vial, junto con 0,5 mL de la disolucién tampdén y 0,5 mL de la
disolucién de ninhidrina. Este vial se calienta durante 15 minutos en un bafio con agua caliente.
1 mL del contenido de este vial se afiade a un matraz de 10 mL que se enrasa. El contenido se

diluyé y se registro el espectro.

4.7 Medida de la humedad en los tés

Antes de preparar las muestras, estas se secaron en la estufa, gracias a esto, se pudo saber el
contenido en agua que traian las muestras, mediante el pesaje del contenido de las bolsas,

antes de secarlas en la estufa y tras secarlas a 100 2C durante 24 horas.
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5. Resultados y discusidn.

En este apartado se expondrdn y comentaran los diferentes resultados obtenidos, empezando

por la recta de calibrado, para después pasar al contenido de aminodcidos de los tés y la

humedad relativa de los tés.

5.1 Determinacion de la humedad en las muestras.

Para poder determinar la humedad de cada una de las muestras, para cada una de las bolsas a

analizar de cada uno de los tés, se pesé su contenido. Se dejé secando en la estufa y luego se

pesdé el contenido seco. Tras hacer esto se calculé contenido de agua que tenia cada bolsa. El

contenido en agua de cada bolsa de cada uno de los tes se puede ver en la tabla 5y en la tabla

6 se puede ver el contenido medio en agua para cada te.

Tabla 2 Humedad de las muestras de té

Muestras Peso humedo(g) | Peso seco(g) Agua(g) Humedad Muestra (%)
Té verde ecoldgico 1 1,92 1,746 0,174 9,06
Té verde ecoldgico 2 1,923 1,33 0,593 30,84
Té verde ecolégico 3 1,904 1,63 0,274 14,39
Té Hornimans verde 1 1,5 1,362 0,138 9,20
Té Hornimans verde 2 1,588 1,435 0,153 9,63
Té Hornimans verde 3 1,662 1,5 0,162 9,75
Té Hornimans negro 1 1,847 1,684 0,163 8,83
Té Hornimans negro 2 1,837 1,611 0,226 12,30
Té Hornimans negro 3 1,83 1,636 0,194 10,60
Tédechina1l 1,5 1,368 0,132 8,80
Té de china2 1,499 1,36 0,139 9,27
Té dechina3 1,499 1,372 0,127 8,47

Tabla 3 Humedad media para cada té

Muestra Humedad media (%) | Desviacion estandar RSD (%)
Té verde ecoldgico 11,73 2,66 22,72
Té Hornimans verde 9,53 0,24 2,48
Té Hornimans negro 10,58 1,42 13,42
Té de china 8,85 0,76 8,62
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Hablando de la humedad de las bolsas, como se puede ver en la tabla 6, la media para todos
los tés esta entre el 8% y el 12% siendo el té de china el que menos humedad tiene y el té
verde ecoldgico el que mas. Estos contenidos en agua son bastante elevados, ya que lo habitual
para un te es estar entre el 3% y el 6%.% Esto se puede deber a que hayan ganado humedad

antes de haber medido el contenido de humedad

Por otro lado, si hablamos de la reproducibilidad de los resultados, es muy buena para los
resultados obtenidos para el té de Hornimans verde ya que el RSD es menor del 5%, es buena
para los resultados obtenidos para el té de china ya que es menor del 10%, y no es buena para
los resultados obtenidos para el té de Hornimans negro y el té verde ecoldgico. Para este
ultimo no se tuvo en cuenta la segunda muestra (té verde ecoldgico 2) al obtener la humedad

media al obtenerse un valor atipico, esto se puede ver en la tabla 5.

5.2 Espectro vis-UV del producto

Para obtener el espectro del purpura de Ruhemann, se afadieron 2 mL de la disolucion patrén
de 4cido glutamico, se afiadieron a un vial al que se le afiadié 0,5 mL del tampdény 0,5 mL de la
disolucién de ninhidrina, esta mezcla se calenté durante 15 minutos. El contenido del vial, que
tenia un color violeta-oscuro casi negro se pasé a un matraz de 10 mL del cual se realizé una
primera medida. Como estaba demasiado concentrada, se diluyo el contenido de la cubeta y se

midié de nuevo, obteniéndose el espectro que se puede ver en la figura 4.

Espectro vis-UV purpura de Ruhemann

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbancia

350 450 550 650 750

Longitud de onda (nm)

Figura 3: Espectro de absorcion de purpura de Ruhemann
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Como se puede ver en la figura 3 hay una absorcién maxima entre los 564 nmy los 570 nm,
mas concretamente en los 567 nm, esto concordaria con los datos obtenidos de la bibliografia
segln los cuales esta especie absorbe sobre los 570 nm.* El color del producto tiene sentido,

ya que el violeta es el color que se refleja cuando se absorbe en esas longitudes de onda.?

5.3 Obtencion de la recta de calibrado

Para realizar la recta de calibrado, se realizé una disolucién de acido glutdmico de la cual, a una
alicuota de 4 mL, afiadida a un vial, se le anadié 0,5 mL del tampdn y 0,5 mL de la disolucién de
ninhidrina, y se dejé durante 15 minutos en agua caliente, de este vial se cogieron diferentes
volumenes que se disolvieron en matraces de 25 mL cada uno, midiéndose la absorbancia de
cada una de las disoluciones, cuyas absorbancias se pueden ver en la Tabla 2 , y se realizd la

recta de calibrado, que se puede ver en la figura 5.

Tabla 4 Absorbancia frente a concentracion

c(mol/L) Absorbancia
0 0
1,09E-05 0,098
2,18E-05 0,126
3,28E-05 0,238
4,37E-05 0,372

Absorbancia respecto a la concentracion.
0,4

0,35 y = 8088,7x - 0,0099
0,3 R*=0,9603 .
0,25 .
0,2

0,15 .
0,1 o. " '
005 | T

0 ‘
0,05 0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005
Concentracién (mol/l)

Absorbancia

Figura 5 Recta de calibrado (absorbancia frente a concentracion)
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En este caso, la recta de calibrado tiene una pendiente cuyo valor es 8088,7 1/M y un error
cuyo valor es 949,8 1/M. La ordenada en el origen tiene un valor de 0,001 y un error cuyo valor
es 0,025. El limite de deteccidn cuyo célculo se puede ver en el anexo (pag. 21) tiene un valor
de 1,26E-06 M. Como se puede ver en la figura 2, la recta es mejorable, ya que el R? obtenido
ha sido de 0,96 siendo este valor menor de 0,99%° que es el valor recomendado para considerar

gue una recta de calibrado tiene buena linealidad.

Esta recta de calibrado fue posible realizarla debido a que la reaccidn funciono correctamente,
ya que, tras los 15 minutos se produjo un cambio de color evidente, pasando de un color
transparente a un color violeta oscuro, sefial de que estaba muy concentrado, y a partir del

cual se hicieron las diferentes diluciones, que fueron las que se midieron.

5.4 Contenido de aminoacidos totales en los tés.

Para poder determinar el contenido de aminoacidos, en cada uno de los tés, se sometid al
mismo procedimiento, en primer lugar, para cada uno de los tés se prepard una disolucién de
100 mL Después, 1 mL de esta disolucidn se pasd a un vial al que se le afiadieron, 0,5 mL del
tampdn y 0,5 mL de la ninhidrina y se dejé en agua hirviendo durante 15 minutos, después de
esto, se paso la disolucién a un atrds de 25 mL, donde se diluyo. Se mididé absorbancia de esta
disolucion, para luego calcular la concentracidn de aminoacidos en cada uno de los tés. Este
procedimiento se realizd por triplicado para cada uno de los tés. En la tabla 3 se puede ver la
absorbancia de cada una de las muestras analizadas, asi como la concentracién de
aminodcidos, el contenido en aminoacidos de cada una de las muestras en gramos y el tanto
por ciento en peso de aminodcidos. En la tabla 4 se puede ver el tanto por ciento en peso de

aminodcidos medio, que tiene cada uno de los tés.
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Tabla 5 Contenido en aminodcidos totales (en porcentaje) de cada muestra

Masa
de té
Muestras Absorbancia| ¢ (mol/L) | Aminoacidos (g) (8) % Aminodcidos

Té verde ecologico 1 0,022 3,94E-06 0,0014 0,50 0,29
Té verde ecologico 2 0,045 6,78E-06 0,0025 0,51 0,49
Té verde ecologico 3 0,028 4,68E-06 0,0017 0,50 0,35
Té Hornimans verde 1 0,006 1,96E-06 0,0007 0,50 0,14
Té Hornimans verde 2 0,024 4,19E-06 0,0015 0,50 0,31
Té Hornimans verde 3 0,046 6,91E-06 0,0025 0,50 0,50
Té Hornimans negro 1 0,014 2,95E-06 0,0011 0,50 0,22
Té Hornimans negro 2 0,026 4,43E-06 0,0016 0,50 0,33
Té Hornimans negro 3 0,011 2,58E-06 0,0009 0,50 0,19
Tédechinal 0,018 3,44E-06 0,0013 0,50 0,25
Té de china 2 0,022 3,94E-06 0,0014 0,50 0,29
Tédechina3 0,011 2,58E-06 0,0009 0,50 0,19

Tabla 6 Contenido en aminodcidos total medio (en porcentaje) en cada té

Muestra % aminoacidos medio | % Desviacion estandar RSD [%]
Té verde ecoldgico 0,38 0,11 23
Té Hornimans verde 0,32 0,19 46
Té Hornimans negro 0,24 0,08 24
Té de china 0,24 0,05 17

Al comparar los resultados obtenidos para el contenido de aminoacidos que se pueden ver en
la tabla 4, se puede observar que ambos tés verdes, tienen mayor contenido de aminodacidos
gue ambos tés negros, lo cual concuerda con lo investigado en la literatura, y que para el té
ecoldgico y el té de Hornimans verde, ambos tés verdes, su contenido de aminodcidos es
similar siendo el del té ecoldgico un poco mayor que el té de Hornimans , para los dos tés

negros que son el té de Hornimans y el té de china su contenido de aminoacidos es el mismo.

Al comparar el contenido obtenido de aminoacidos con respecto a los datos encontrados en la

literatura, se encuentra que el contenido en aminodcidos de estos tés es bajo.

Por un lado, si hablamos de los tés verdes, se encuentra que el contenido de aminodcidos para
este tipo de tés esta sobre el 2,3% de media, mientras que en los resultados obtenidos que se
pueden ver en la tabla 4, la media del contenido de aminoacidos de las muestras para té de
Hornimans verde ha sido del 0,32 %, y para él te ecoldgico, también verde, ha sido del 0,38 %.

Esto hace que el contenido en aminoacidos de estos tés sea aproximadamente una sexta parte
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del contenido de los tés de la bibliografia en el caso del té ecoldgico y entre una sexta y una

séptima parte para el té de Hornimans.?®

Por otro lado, el contenido de aminoacidos para los tés negros en la bibliografia esta en el
1,75% de media, mientras que la media del contenido de aminodcidos en las muestras de
ambos tés negros es del 0,24 %. Este contenido en aminodcidos esta entre una séptima parte y

una octava parte del contenido de los tés de la bibliografia.?®

Estos resultados inferiores a los obtenidos en la bibliografia se pueden deber a que no se
obtuvo el color deseado al hacer la reaccién, que deberia haber sido purpura como si ocurrid
en las disoluciones preparadas para la recta de calibrado, si no que se mantuvo un color
parecido al de la disoluciéon preparada al calentar el té y filtrar el té, siendo la absorbancia
registrada baja, y obteniéndose un contenido en aminoacidos bajo. Esto puede deberse al filtro

utilizado, que fue de papel, en vez de utilizar uno de algodén.

Por otro lado, si hablamos de la reproducibilidad vemos que no es muy bueno, ya que se ha

obtenido para cada té un RSD mayor al 10%.

6. Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue determinar el contenido en aminodacidos que tenian diferentes
tipos de tés. Se analizaron dos tés verdes, uno de la marca hornimans y uno ecolégico, y dos
tés negros, el primero de la marca Hornimans y el segundo un té de China. En este caso, se
centré en determinar el contenido total de aminodcidos, sin especificar que aminodacidos

especificos lo conformaban. También se calculd la humedad que tenian los tés.

Para ello se estudiaron varios métodos entre los que estaban la cromatografia liquida de alto
rendimiento, la cromatografia de gases o la electroforesis capilar, para al finar elegir la
espectrofotometria visible ultravioleta con derivatizacién con ninhidrina ya que era un método

mas rapido y barato que las otras opciones.

En primer lugar, la derivatizacién con ninhidrina sirvié para poder realizar la recta de calibrado,
ya que al realizar la reaccién en las condiciones previstas se observd un cambio de color
evidente, sefial de que habia ocurrido la reaccién. Respecto a la recta de calibrado, hay que
comentar que su linealidad es mejorable, ya que se ha obtenido un R menor de 0,99. Con un

limite de deteccién cuyo valor es 1,26E-06 M.
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(2)

(3)

(4)

(5)

(6)
(7)

Pasando a los resultados, por un lado, hay que comentar que la humedad de estos tés es
elevada con respecto a lo normal, ya que se han obtenido humedades que estan entreel 8 % y
el 12 % mientras que la humedad normal para un té en bolsa esta entre el 3% y el 6%. Esta
humedad elevada de los tés puede deberse a que los analisis fueron realizados en Asturias, una

regién con alta humedad relativa.

Por otro lado, el contenido en aminodcidos de estos tés es bastante bajo con respecto a la
media. Los dos tés verdes tienen un contenido en aminodcidos medio que es del 0,38 % para él
té verde ecoldgico y 0,32 % para el té de marca Hornimans. Los dos tés negros, tanto el de la
marca Hornimans como el té de china tienen ambos un contenido en aminoacidos medio del
0,24 %. Si los comparamos con los valores de la bibliografia, se ve que el contenido en
aminodcidos de los tés es aproximadamente una sexta parte para el té ecoldgico,
aproximadamente una séptima parte para el té de hornimans verde, y una entra una séptima y

una octava parte para ambos tés negros.

Este método, con una mejor preparacién de muestra, podria ser un buen método para el
analizar el contenido de aminodcidos en tés, ya que es un método que es rapido, mas barato
gue las otras opciones, y tiene una buena sensibilidad, al tener un limite de deteccién cuyo

valor es 1,26E-06 M.
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8. Anexos
1- Calculo de las concentraciones para la recta de calibrado

e Concentracion de la disolucion patrén

1 mol acido glutamico

1417L,2 g acido glutamico = 137x1073M

1000 ml

0,0252 g acido glutamico X

100 ml X

e Concentracién en el vial

2ml
1,37 X 1073M x —— =9,13 x 107*M
3ml

e Concentracion en las disoluciones medidas

9,13 x 10~*M x 0.2 mi X 1 mol purpura de Ruhe_mann
1 mol acido glutamico

=1,09%x10"5M
25 ml
913 X 1074 x 0.4 mi x LI ETEEE CE b
=2,18x10"5M

25 ml
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1 mol purpura de Ruhemann

-4
9,13 x107"M x 0,6ml X 1 mol acido glutamico

=3,27x107°M
25 ml
9,13 x 10~*M x 0.8 mi X 1 mol purpura de Ruhemann
1 mol acido glutamico _g
=437 %10
25 ml
2- Calculo del limite de deteccidn.
_3><Sy _3><0,0033 126 x 10-5M
~ b 80887 '
3- Calculo del contenido en aminoacidos de los tés
e C(Calibrado
Abs = 8088,7 x C(M) — 0,0099
COM) = Abs + 0,0099
~ 80887
e (Calculo del porcentaje de aminodcidos
25ml 1 mol aminoacido 100 ml 147,2 g

C(M) x X X X
(M) 1000ml * 1mol purpura de Ruhemann 1ml 1mol aminoacido

1L

g aminoacidos ] )
= X 100 = % aminoacidos

gté

4- Cdélculo de la humedad relativa

té humedo — g té seco
Humedad (%) = g 16 %X 100
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