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RESUMEN

La produccién nacional de té estd constituida por alrededor del 3 % de té verde y
té semifermentado y el resto por té negro y sus subproductos (denominados
industrialmente BT), teniendo como destino principal la exportacion. La regién tealera
argentina se ubica en la zona noreste del pais, en las provincias de Corrientes y
Misiones, siendo la mds austral del mundo. Muchos factores influyen en la composicion
quimica del té, y por lo tanto en su calidad; entre ellos, del drea de produccion, su clima,
variedad implantada, las practicas culturales y su manufactura. Debido a esto, la
caracterizacion fisicoquimica de los tés de diversos origenes es muy importante,
teniendo en cuenta que estos estudios son muy escasos.

Para determinar las diferencias en los pardmetros fisicoquimicos de calidad de
los distintos tipos de té elaborados en Argentina, se analizaron 51 muestras industriales
de tés disponibles en el mercado incluyendo té negro (28), té verde (11), BT (11) y una
de té semifermentado. Los ensayos realizados fueron: contenido de humedad, extracto
acuoso, cenizas totales, cenizas insolubles en acido, cafeina, fibra cruda, contenido de
polifenoles totales (CPT), capacidad antioxidante (CAQO) y los pardmetros de color (L, a
y b).

Las muestras de té negro y té verde fueron las que presentaron mayores
contenidos de extracto acuoso (40,3 % bs y 40,7 % bs, respectivamente), mientras que
las muestras de BT y el té semifermentado se caracterizaron por presentar un alto
contenido de fibra cruda (20,4 % bs y 22,3 % bs, respectivamente). El contenido de
cafeina fue superior en el té negro (2,7 % bs) respecto de los otros tipos de té
estudiados. El té verde presentdé los mayores contenidos de polifenoles totales y
capacidad antioxidante (14,9 g equivalentes de acido gilico/100 g de la materia seca y
30,0 g equivalentes de 4cido ascérbico/100 g de la materia seca, respectivamente). Los
resultados también pusieron en evidencia diferencias significativas (p < 0,05) en los

pardmetros de color entre los diferentes tipos de té.

Palabras claves: Camellia sinensis; té negro; té verde; té semifermentado;

pardmetros de calidad.



ABSTRACT

Argentinean tea production includes only an average of 3 % of green tea and
semifermented tea, and the rest corresponds to black tea and black tea sub-product
(BTSP) which is mainly sold to foreign markets. The production area is located in the
northeast part of the country, in the provinces of Misiones and Corrientes, the
southernmost region in the world. Many factors, such as geographical location, cultivar
species, climate and agricultural and manufacture practices may influence the chemical
composition of tea leaves, and therefore the tea quality. Because of these factors, the
physicochemical characterization of teas from different origins is very important
considering that these studies are currently scarce.

To determine differences in quality parameters between different types of tea
elaborated in Argentina, moisture content, total ash, acid insoluble ash, water extract,
crude fibre, caffeine, total polyphenol content, antioxidant activity, and colour
parameters (L, a, b) were determined. Fifty-one industrial samples of commercially
available teas including black tea (28), green tea (11), BTSP (11) and semifermented tea
(1) were used for this study.

Water extract contents were significantly higher in black tea and green tea
(40.3 % and 40.7 % w/w, respectively), while semifermented tea and BTSP showed
higher levels of crude fibre (22.3 % and 20.4 % w/w, respectively). Caffeine contents of
black teas (2.7 % w/w) were significantly higher than in the other types of tea. Green
teas revealed the highest concentrations of phenolic compounds and the major
antioxidant activities (14.9 g gallic acid equivalents/100 g of the dry matter and
30.0 g ascorbic acid equivalents /100 g of the dry matter, respectively). The results also
highlighted significant differences (p < 0.05) in colour values between the different

types of tea.

Keywords: Camellia sinensis; black tea; green tea; semifermented tea; quality

parameters.
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CAPITULO I



1.1 INTRODUCCION

El t¢ (Camellia sinensis L. O. Kuntze), luego del agua, es la bebidas no
alcohodlica mas consumida a nivel mundial (Astill et al., 2001; Muthumani y Senthil
Kumar, 2007; Sang et al., 2011; Chaturvedula y Prakash, 2011).

De acuerdo al proceso de manufactura, especificamente al grado de
fermentacién, el té se clasifica en tres tipos: té verde (no fermentado), té
semifermentado (oolong o pouchong) y té negro (completamente fermentado) (Astill et
al., 2001; Lin et al., 2003; Chan et al., 2007; Chaturvedula y Prakash, 2011; Kim et al.,
2011). Aproximadamente el 78% de la producciéon mundial de té corresponde a té
negro, mientras que un 20 % a té verde y un 2 % al t€ semifermentado (Chan et al.,
2007; Chaturvedula y Prakash, 2011; Sang et al., 2011).

En la actualidad, el mercado mundial del té se encuentra en permanente
desarrollo, principalmente debido a las demostradas propiedades biolégicas que
presenta el producto, las cuales son potencialmente benéficas para la salud (Khokhar y
Magnusdottir, 2002; Lin et al., 2003; Gramza y Korczak; 2005; Muthumani y Senthil
Kumar, 2001; Mahmood et al., 2010; Chaturvedula y Prakash, 2011; Kim et al., 2011).

Argentina se encuentra entre los 10 principales productores de té a nivel mundial
y exporta aproximadamente el 95 % del volumen producido, siendo Estados Unidos y
Chile los principales compradores. El sector tealero argentino que se desarrolla en la
provincias de Misiones y Corrientes, genera millones de ddlares de ingresos anuales a
nuestro pais, lo que lo convierte en una actividad de suma importancia econémica,
principalmente a nivel de economias regionales (Prat Kricun y De Bernardi, 2002;
Parra, 2012). Es importante resaltar que la actividad tealera nacional ha evolucionado
marcadamente en la ultima década gracias a la demanda externa sostenida, y
actualmente es el principal proveedor de t€ de los Estados Unidos (Parra, 2012).

La region tealera argentina es la mds austral del mundo (Prat Kricun y De
Bernardi, 2002; Parra, 2007; Anesini et al., 2008). Cada region de cultivo de té origina
un producto de cualidades particulares como resultado de la localizacion geografica de
la plantacion y las condiciones agroecoldgicas especificas que ofrece el medio (Lin et
al., 1998; Astill et al., 2001; Lin et al., 2003; Saito et al., 2007; Owuor et al., 2008;
Jayasekera et al., 2011).



Muchos otros factores influyen sobre las caracteristicas fisicoquimicas de un té,
entre ellos, la variedad implantada, la constitucion genética de la planta, las practicas
agronémicas y culturales y las condiciones de manufactura del producto (Owuor y
Obanda, 1997; Lin et al, 1998; Astill et al., 2001; Obanda et al., 2001; Khokhar y
Magnusdottir, 2002; Lin et al., 2003; Muthumani y Senthil Kumar, 2007; Owuor et al.,
2008; Jayasekera et al., 2011 Kim et al., 2011).

Debido a esto, tanto la caracterizacién fisicoquimica como la evaluacion de las
propiedades bioldgicas de los tés originarios de diferentes regiones productoras del
mundo es muy importante, considerando que este tipo de estudios son muy escasos

(Saito et al., 2007).

1.2 ALCANCES Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El Cédigo Alimentario Argentino establece los requisitos fisicoquimicos de
calidad que deben cumplir el té negro y el té verde para su comercializacién en nuestro
pais. Asimismo, existen normas internacionales (Normas ISO, de inglés International
Organization for Standarization) que fijan los estidndares de calidad del té. Los
pardmetros fisicoquimicos utilizados para evaluar la calidad del té incluyen el contenido
de humedad, cenizas totales, cenizas insolubles en dacido, el extracto acuoso, el
contenido de cafeina, la fibra cruda, el contenido de polifenoles totales, entre otros.
Valores fuera de los limites fijados en las normas anteriormente mencionadas, actiian en
detrimento de la calidad del té. Es por esto, que la adecuacién a los requerimientos
establecidos es de suma importancia para la comercializacion nacional e internacional
del producto, y los elaboradores tealeros que quieran continuar compitiendo y creciendo
dentro del mercado actual deben priorizarla.

En el dltimo tiempo se ha experimentado un alto interés publico hacia el consumo
de té. Este hecho es debido a las numerosas propiedades bioldgicas protectoras de la
salud que se le adjudican, la mayoria de ellas relacionadas con su capacidad
antioxidante debida al alto contenido de compuestos bioactivos de la planta de C.
sinensis, entre los que se destacan los flavonoides (Yoshida et al., 1999; Khokhar y
Magnusdottir, 2002; Lin et al., 2003; Valenzuela, 2004; Gramza y Korczak; 2005;
Anesini et al., 2008; Erturk et al., 2010; Mahmood et al., 2010; Jayasekera et al., 2011;



von Staszewski et al., 2011; Sang et al., 2011; Chaturvedula y Prakash, 2011). En la
ultima década se han realizado numerosos estudios sobre la capacidad antioxidante de
los diferentes tipos de té. El ensayo del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPHe) ha sido ampliamente aplicado en la determinacién de la capacidad
antioxidante del té (Chan et al., 2007; Saito et al., 2007; Anesini et al., 2008; Erturk et
al., 2010; Kim et al., 2011; von Staszewski et al., 2011).

Actualmente se considera que los pardmetros fisicoquimicos y los ensayos
bioldgicos, son indicadores complementarios en el establecimiento de la calidad de un
té (Anesini et al., 2008). Ademads, el estudio de las propiedades bioldgicas del té
garantiza su explotacién comercial como “alimento saludable”.

Los diferentes tipos de té elaborados en Argentina incluyen principalmente té
negro (97 %) y en escasa proporcion té verde y té semifermentado (Illamado “té rojo”)
(Parra, 2007). Segin Prat Kricun y De Bernardi (2002), la calidad de los tés de
produccion nacional estd catalogada como “media-baja” en el mercado internacional. El
presente trabajo de tesis presenta el estudio de los pardmetros fisicoquimicos
indicadores de calidad y actividad antioxidante (mediante el ensayo del radical libre
DPPH) de los diferentes tipos de té producidos en las provincias de Corrientes y

Misiones, Argentina.

1.3 OBJETIVOS

Objetivo general
e Caracterizar fisicoquimicamente los diferentes tipos de té elaborados en
Argentina.
Objetivos especificos
e Comparar las propiedades fisicoquimicas de los diferentes tipos de té.
e Establecer pardmetros fisicoquimicos diferenciadores de los tipos de té.
e Justificar la utilizacién de estos pardmetros para identificar la calidad de

un té.



1.4 JUSTIFICACION

La comprensiéon y el establecimiento de pardmetros fisicoquimicos para la
evaluacién de un té no sdlo permiten la determinacién de su calidad, sino también la
oportunidad de ser utilizados en programas de mejoramiento del producto final,
evaluando cambios en las practicas agrondmicas y/o en las condiciones de manufactura.
Producir un té de mejor calidad repercute favorablemente en la industria, ya que genera
aumentos en el precio del producto, beneficiando a todas las partes involucradas en el

sector.



CAPITULO 11



IL.1 EL TE

El té, la infusion preparada con las hojas y brotes de Camellia sinensis (L) O.
Kuntze (Theaceae), es una de las bebidas mas consumidas a lo largo del mundo
(Khokhar y Magnusdottir, 2002; Anesini et al., 2008; Kim et al., 2011). La gran
popularidad de esta infusion es debida a su aroma y sabor caracteristicos, que la hacen
unica, aunque en los dltimos afios ha adquirido una mayor popularidad debido a los
beneficios potenciales para la salud que le han sido atribuidos (Khokhar y Magnusdottir,
2002; Anesini et al., 2008; Kim et al., 2011).

El cultivo del té se extiende por diversas dreas del mundo presentando la
particularidad de encontrarse plantaciones en los cinco continentes. China e India son
los paises originarios de la especie, pero su cultivo a gran escala se ha extendido por
otras regiones de Asia, Africa y América del Sur (Prat Kricun y Bernardi, 2002; Parra,
2007; Saito et al., 2007).

En Argentina las plantaciones de té se iniciaron en el afio 1923, en el sur de la
provincia de Misiones (zona de Tres Capones), con semillas traidas desde Georgia. A
partir de la década de 1930, el cultivo de té comenz6 a extenderse hacia las regiones
Centro Norte y Alto Parand en la provincia de Misiones y la zona de Colonia Liebig en
la vecina provincia de Corrientes. No fue hasta pasada la primera mitad del siglo XX,
cuando el gobierno nacional por medidas arancelarias restringi6 la importacién de té,
que su cultivo adquirié una gran importancia econémica y comenzé a realizarse a gran
escala, logrando no sdélo satisfacer las demandas del mercado local, sino comenzando a
conquistar destinos internacionales (Prat Kricun y De Bernardi, 2002; Parra, 2007).

La region tealera argentina se encuentra al noreste del pais, comprendida entre
los 26° y los 28° de latitud sur, lo que la convierte en la region productora mas austral
del mundo. El cultivo y manufactura de C. sinensis se lleva a cabo en las provincias de
Corrientes y Misiones, siendo esta dltima la principal elaboradora con una participacién
del 90-95 % de la produccion total del pais (Prat Kricun y De Bernardi, 2002; Parra,
2007).

La composiciéon quimica del té depende principalmente de las caracteristicas
propias de la variedad implantada (var. assamica, variedad sinensis o sus hibridos), las
condiciones edéficas y climaticas de la regién geografica de origen y de las pricticas

agricolas y de manufactura involucradas en su elaboracién (Lin et al., 1998).



Como cualquier tejido vegetal, los brotes y las hojas de té presentan un complejo
quimico de enzimas, carbohidratos, proteinas, lipidos y minerales, pero su contenido de
sustancias bioactivas, entre las que se destacan los polifenoles y ciertas metilxantinas, es
lo que lo diferencia del resto de las especies vegetales (Parra, 2007; Saito et al., 2007;

Prat Kricun, 2011a) (véase la Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica de las hojas frescas de C. sinensis
(% bs) (Graham, 1992)

Polifenoles 36
Carbohidratos no digeribles 25
Proteinas 15
Ligninas 6,5
Minerales 5

Aminoécidos 4

Metilxantinas 3-4
Lipidos 2

Acidos organicos 1,5
Clorofila 0,5
Carotenoides <0,1
Volatiles <0,1

Entre las metilxantinas presentes en las hojas de té, la mds abundante es la
cafeina, y en menor concentracién, se encuentran la teofilina y la teobromina (Lin et al.,
1998). La cafeina, ademas de aportar su cuota de amargor (Takeda, 1994; Lima et al.,
2009), es uno de sus componentes caracteristicos, ya que solamente se encuentran altas
concentraciones de cafeina en ciertas especies vegetales que incluyen al té, cacao, café,
guarand y yerba mate. Por otra parte, la cafeina posee propiedades estimulantes de
sistema nervioso central (Pearson, 1993; Takeda, 1994; Yao, 2006b).

Los principales compuestos presentes en las hojas y brotes de té€ corresponden al

grupo de los polifenoles, presentes en concentraciones muy elevadas, entre el 25 % y el
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36 % de su peso seco (Graham, 1992; Lin et al., 1998; Gramza y Korczak, 2005; Parra,
2007; Lima et al., 2009; Chaturvedula y Prakash, 2011; Sang et al., 2011). Los
polifenoles son un amplio grupo de compuestos quimicos presentes en las plantas, que
son producto de su metabolismo secundario. El 90% de los polifenoles del té, desde las
catequinas del té verde a las teaflavinas (TFs) y tearrubiginas (TRs) del té negro,
corresponden al grupo quimico de los flavonoides (Yao et al., 2006a).

El té ademds contiene aproximadamente un 17 % de compuestos nitrogenados
entre los que se encuentran las proteinas, aminodcidos y acidos nucleicos (Sang et al.,
2011). De los mas de 20 aminodcidos identificados en el té, la teanina es especifico de
la especie y representa alrededor del 50 % de los aminodcidos totales. El contenido de
aminodcidos puede alcanzar hasta un 7 % de la materia seca del té, y se considera que
estos compuestos son los protagonistas en la génesis del aroma del producto (Yao et al.,
2006b; Chaturvedula y Prakash, 2011).

Los minerales predominantes en las cenizas del té son potasio, calcio, magnesio y
aluminio, pero ademads el té es fuente de fluoruro y selenio (Sang et al, 2011).

La calidad del té se encuentra fundamentalmente influenciada por el contenido de
polifenoles, aminoécidos y cafeina de las hojas y brotes utilizados en su elaboracién, y
también por los cambios quimicos que sufren estas sustancias, principalmente los
polifenoles, durante el proceso (Liang et al., 2005b).

Debido a sus propiedades bioldgicas, las sustancias quimicas que revisten mayor
interés a la hora de estudiar la composicion de las hojas de té son los polifenoles (Lin et
al., 1998). Numerosos estudios cientificos describen las diversas funciones bioldgicas
de los polifenoles del té€. Entre ellas se incluyen efectos antimutagénicos,
anticarcinogénicos, cardioprotectores, antiaterogénicos, antidiabéticos,
antiinflamatorios, antimicrobianos, estimulantes de la respuesta inmune, entre otros, la
mayoria de ellas asociadas a su actividad antioxidante (Yoshida et al., 1999; Khokhar y
Magnusdottir, 2002; Lin et al., 2003; Valenzuela, 2004; Gramza y Korczak; 2005;
Anesini et al., 2008; Mahmood et al., 2010; Jayasekera et al., 2011; von Staszewski et
al., 2011; Sang et al., 2011; Chaturvedula y Prakash, 2011). La potente actividad
antioxidante de los polifenoles del té ha sido demostrada in vitro, donde se observé que
actian secuestrando iones metdlicos y especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

(Khokhar y Magnusdottir, 2002; Chan et al., 2003).



Si bien el sector de mayor utilizacién del té es el alimentario, por sus demostradas
funciones bioldgicas, en los dltimos afios se ha abierto a nuevos mercados,
principalmente a las industrias farmacéutica (fabricacién de suplementos dietarios) y
cosmética (Parra, 2007; Saito et al., 2007).

En la actualidad se producen muchos tipos de té, pero basicamente pueden ser
clasificados en tres categorias segin su proceso de manufactura: t€ verde (no
fermentado), té negro (completamente fermentado) y té oolong o pouchong
(parcialmente fermentados) (Lin et al., 2003; Karori et al., 2007; Jayasekera et al., 2011;
Kim et al., 2011; Prat Kricun 2011). El grado de fermentacién es determinante en el tipo
de componentes activos del té y en la proporciéon en que estos se encuentran en el

producto final.

1.2 EL MERCADO DEL TE

Existen més de 30 paises tropicales y subtropicales donde se cultiva C. sinensis,
por lo que la produccién mundial ha aumentado considerablemente en las dltimas dos
décadas, y la competencia existente en el mercado ha convertido a la calidad en el
pardmetro mds importante para el establecimiento del precio del producto (Lima et al.,
2009).

Los mayores productores de té son China (32,5 %) e India (21,9 %), seguidos
por Kenia (8,8 %), Sri Lanka (6,2 %), Turquia (5,2 %), Vietnam (4,4 %), Iran (3,7 %),
Indonesia (3,3 %), Argentina (2,2 %) y Japén (1,9%) (FAO, 2012).

La produccién nacional de té ha crecido de manera continua desde el afio 1961,
de una produccién anual de 6.486 toneladas a 91.171,9 toneladas en el afio 2011 (FAO
Statistics Division, 2011) y estd constituida por alrededor del 97 % de té negro y el resto
por té verde, teniendo como destino principal la exportacién (Parra, 2007).

El volumen de té exportado por Argentina representa alrededor del 95% de la
produccion anual y se vende a mds de 40 paises, siendo Estados Unidos el principal
destino, representando el 58,6 % de las exportaciones del afio 2011 (Parra, 2012).

Del total de té exportado por nuestro pais, sélo el 1 % corresponde a té verde y
el resto a té negro y sus subproductos, industrialmente denominados BT. Es importante
seflalar que entre el afio 2000 y el afio 2007 el volumen de BT promedié el 18 % del té

negro total exportado (Parra, 2007).
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La mayoria de los tés argentinos son considerados de calidad media-baja en el
mercado internacional. Los tés de este tipo, especialmente el té negro, suelen ser
valorados por su alto contenido en TFs y especialmente en TRs, responsables del color,
brillo y fuerza de la infusién (Owuor et al., 2006; Prat Kricun, 201 1a).

El color es una de las cualidades mas preciadas de los tés fermentados de origen
argentino, y es por este motivo que son utilizados para ser mezclados con tés arométicos
de mayor calidad obteniendo un producto final de menor costo, equilibrado en aroma y
sabor. También son muy requeridos por la industria de los refrescos de té, ya que su
extracto acuoso se caracteriza por un muy buen color sin presencia de sedimentos (Prat
Kricun, 2011a).

El volumen de té producido por nuestro pais es de baja incidencia en el mercado
internacional, a pesar de esto, Argentina se ubica noveno en el ranking de paises
productores-exportadores de té y es el principal proveedor de té de Estados Unidos
(FAO, 2012; Parra, 2012).

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacidn, en el afo
2011, la produccién nacional de té seco alcanzé las 91.171,9 toneladas, de las cuales
86.011,3 toneladas (94 %) fueron destinadas a la exportacién. En el afio 2000 la
produccién se ubicd en 50.657,8 toneladas, de las cuales 49.999,7 toneladas (99 %)
fueron destinadas al mercado internacional. Teniendo en cuenta estos valores, el
incremento de la produccién nacional de té desde el afio 2000 alcanza el 80 %, y las
exportaciones dentro del mismo periodo se han incrementado un 73 % en volumen. Esto
ha provocado un aumento en los ingresos generados por las ventas de té al exterior de
casi 180 % desde el ano 2000, ya que segin el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca de la Nacidn, el valor del té exportado en el afio 2011 alcanzé los 104,6 millones
de dolares, mientras que en el afio 2000 los ingresos generados por la exportacién de tés
nacionales promedi6 38,4 millones de ddlares.

El té representa el 0,4 % del total de ingresos por exportaciones de manufactura
de origen agropecuario en Argentina y esto es de gran importancia a nivel de economias

regionales (Parra, 2012).
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I1.3 ELABORACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE TE

El periodo de cosecha del t¢ en Argentina comienza en el mes de Octubre y
finaliza con la llegada de las primeras heladas en los meses de Abril o Mayo del
siguiente afio (Prat Kricun y De Bernardi, 2002; Parra, 2007).

Los brotes y las hojas de Camellia sinensis cosechados atraviesan diversas etapas
durante el proceso de industrializacién, que son la clave para producir los diferentes
tipos de té (véase la Figura 1). El té negro resulta de la promocion de la oxidacion
enzimdtica de las hojas frescas de té durante su elaboracion; este proceso de caricter
oxidativo se llam¢6 originalmente “fermentacién”, pero no implica accién microbiana de
ningln tipo. Para la producciéon de té verde, la “fermentacién” se evita y el té
semifermentado se produce mediante una “fermentaciéon” corta.

Basicamente, el proceso de manufactura del té negro consiste en las siguientes
operaciones sucesivas:

1) Marchitado

2) Enrulado

3) Fermentacion

4) Secado

5) Despalado y desfibrado

6) Tipificacion

El proceso de elaboracidn del té€ negro incluye una primera etapa conocida como
marchitado, en la cual los brotes y hojas de té sufren una deshidratacién parcial con la
finalidad de acondicionarlos para la siguiente etapa. El marchitado se realiza haciendo
circular aire a una temperatura idealmente entre 20 y 25 °C a través del material
extendido sobre bandejas o cintas, durante 12 a 18 horas, hasta que las hojas y brotes
resulten lo suficientemente flexibles para poder ser enrollados sin romperse y ciertos
cambios quimicos lleguen a ocurrir. El contenido de humedad de la materia prima se
reduce hasta 55-70 % (bh) y se producen ademds cambios quimicos que incluyen un
aumento en la concentracion de cafeina, azicares y aminodcidos, y cambios en la
proporcién de 4cidos organicos (Tomlins y Mashingaize, 1997; Parra, 2007; Prat

Kricun, 2011Db).
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Figura 1. Diagrama esquematico de los procesos de manufactura del té negro, té verde
y té oolong

La segunda etapa del proceso de manufactura del té negro denominada enrulado,
es un proceso mecanico por el cual se produce la ruptura de las estructuras subcelulares

de las hojas y brotes de t€ marchitadas y se consigue reducir el tamafio de particula del
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material. Mediante la ruptura de los compartimientos celulares, la enzima
citoplasmatica polifenoloxidasa (PPO) entra en contacto con los sustratos fendlicos
vacuolares, en presencia de oxigeno. Este hecho es de suma importancia ya que da
inicio al proceso de oxidacion que tiene lugar durante el paso siguiente conocido como
“fermentacion”, que es el proceso fundamental en la elaboracién del té negro.

Durante la etapa denominada incorrectamente “fermentacion”, se producen
cambios quimicos que responden a la oxidacion aerdbica catalizada por la enzima PPO,
y reacciones de condensacién subsecuentes de los sustratos fendlicos presentes en las
hojas frescas de té. La “fermentacion” se realiza en cdmaras cerradas, a temperatura
controlada (idealmente entre 25 y 30 °C) y en una atmdsfera muy himeda (95 a 100 %
HR). La duracién de esta etapa es de aproximadamente 1 hora, pero puede ser mayor o
menor dependiendo del grado de disrupcién celular obtenido en el enrulado y de la
temperatura en la cimara de fermentacion. Las hojas y brotes de té se disponen en capas
homogéneas sobre bateas o cintas continuas, optimizando asi las condiciones de
temperatura, humedad y la circulacién de aire del proceso. Las reacciones bioquimicas
y quimicas que tienen lugar durante esta etapa son exotérmicas, por lo que el aumento
de la temperatura debe ser estrictamente controlado para prevenir una caida en la
calidad del producto final debida a reacciones secundarias no deseadas. La circulacion
de aire a través de las hojas y brotes ofrece el control de la temperatura y proporciona el
oxigeno necesario para las reacciones de oxidacion.

Cuando la masa de “fermentacion” alcanza la temperatura maxima, el proceso
oxidativo debe ser detenido. El secado es la operacion por la cual se detiene el proceso
de fermentacion en el momento adecuado y se consigue la deshidratacion del producto
para conservar su calidad y prolongar su vida util. El secado se lleva a cabo por
exposicion del producto a una corriente de aire caliente dentro de un secadero. Las
condiciones de operacion dependen del equipo utilizado y deben ser estrictamente
controladas, ya que un secado muy prolongado puede generar pérdidas de los
componentes voldtiles del té, que son responsables de su aroma caracteristico, y
temperaturas altas pueden otorgarle un flavor tostado que desmerezca su calidad. El
contenido de humedad se reduce hasta aproximadamente un 3 %. El aumento de la
temperatura y la reduccién del contenido de humedad de las hojas tienen un efecto

desnaturalizante, con lo que se consigue la inactivacién enzimética y por consiguiente
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se detiene el proceso de “fermentacion”. Los cambios quimicos no enzimdticos siguen
su curso durante la etapa de secado y el producto contintiia desarrollando atin mas su
sabor, aroma y color caracteristicos.

Tras abandonar el secadero, el té es sometido a un proceso de limpieza conocido
como despalado y desfibrado, donde se extraen las porciones de tallos grandes, fibra y
polvo propios del producto.

Finalmente, el té elaborado es sometido al proceso de tipificacién mediante el
cual es separado en fracciones de distinto tamafio de particula empleando tamices. Las
distintas fracciones reciben el nombre de grados o tipos (Prat Kricun y De Bernardi,
2002; Wright, 2002; Parra, 2007).

El BT es un subproducto del té negro que se obtiene durante el proceso de
despalado y desfibrado, donde el té es separado de sus residuos fibrosos y tallos, que
poseen escaso valor comercial ya que no corresponden a ningin grado de tipificacion
del producto. Los palos y fibra asi obtenidos se muelen y tipifican en forma separada,
obteniéndose al final de este proceso el producto conocido industrialmente como BT.
Este off grade es utilizado en la industria alimentaria para la produccién de té soluble;
para ser mezclado con grados superiores de té negro, reduciendo el costo del producto
final; o en la elaboracién de los populares refrescos de té consumidos en los Estados
Unidos (Prat Kricun y De Bernardi, 2002; Parra, 2007).

En el proceso de elaboracion del té verde se evita la etapa de “fermentacion”
mediante la inactivacion térmica de la enzima PPO a través del escaldado de las hojas
frescas de té. El escaldado es realizado rapidamente sobre las hojas y brotes de té recién
cosechados con vapor de agua a 95-100 °C, por un lapso de 30 a 45 segundos,
consiguiendo fijar el color verde oliva caracteristico de este tipo de té.

Luego del escaldado y previo al secado final, se realizan procesos de enrulado y
secado en tres etapas con la finalidad de reducir el contenido de humedad hasta
aproximadamente un 13%, y desarrollar la forma y tamafo de particulas de hoja
caracteristicos del producto. Finalmente, se procede a un secado definitivo por
exposiciéon a una corriente de aire caliente, durante 25 a 30 minutos dentro de un
secadero, con temperaturas que varian entre 70 y 90 °C. El contenido de humedad se
reduce hasta un 3-5% y el producto adquiere su apariencia y fragancia caracteristicas

(Parra, 2007; Prat Kricun, 2011b).
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En el proceso de elaboracién del té semifermentado oolong, las hojas y brotes de
té recientemente cosechados son extendidos en capas sobre bandejas y marchitados a
pleno sol durante aproximadamente una hora, con agitacién periddica del material para
evitar sobrecalentamientos. Posteriormente, el material se extiende en finas capas sobre
bandejas en una marchitadora/fermentadora y es expuesto al aire en condiciones
naturales, a una temperatura ideal entre 25 y 30 °C, durante 5 a 8 horas, con agitacion
suave periddica. En esta etapa el contenido de humedad se reduce hasta un 20% y
ocurre el proceso oxidativo de los brotes y hojas de té, que adquieren un color rojizo
caracteristico. La “fermentacién” se interrumpe mediante la inactivacién térmica de las
enzimas responsables del pardeamiento, cuando el té ha alcanzado un grado de
fermentacion de 50-60%. Para ello, el material se seca con aire caliente (160-180 °C) en
un secadero rotatorio, durante unos pocos minutos. Luego, las hojas y brotes se curvan y
se muelen mediante la accidén de una enruladora ortodoxa y finalmente se secan con aire
caliente, reduciendo de manera homogénea y progresiva el contenido de humedad hasta
un 4-5% (Parra, 2007; Prat Kricun, 2011b). El té conocido como “pouchong”, es otro té
semifermentado, pero a diferencia del oolong esta variedad es muy poco fermentada (8-
25 %) (Parra, 2007).

Existe en el mercado un producto de industria nacional que se expende bajo la
denominacién de “té rojo”. Con respecto a la designacion de “t€ rojo” cabe hacer una
aclaracion, ya que en diferentes partes del mundo, existen diversos productos que son
reconocidos mas o menos extensamente con la denominacion de “t€ rojo”.

En Africa se denomina “té rojo” a la infusién preparada con las hojas de la
especie Aspalathus linearis (Rooibos), que es una planta perteneciente a la familia de
las leguminosas.

En algunos paises de habla hispana suele llamarse “té rojo” a los tés oolong y
pouchong (semifermentados), ya que la infusién preparada con ellos presenta una
coloracion rojiza caracteristica.

El té pu-erh, de origen Chino, mundialmente conocido como “té rojo”, es un té
fermentado. Durante su proceso de elaboracidn, las hojas y brotes frescos de C. sinensis
son tratados térmicamente con el objeto de inactivar a la enzima PPO. Luego el material
es enrulado y secado al sol. Finalmente, las hojas y brotes de té son estacionados en un

ambiente hiimedo y cdlido durante un tiempo variable (2 a 60 afios) para completar el
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proceso de fermentacion, donde los polifenoles del té son completamente oxidados por
accion de microorganismos ambientales en presencia del oxigeno atmosférico (Liang et
al., 2005b). Esta etapa hace que el té alcance una tonalidad rojiza caracteristica, y por la
participacion de microorganismos en la oxidacién de los polifenoles, este tipo de té
también es conocido como living tea.

El producto elaborado en Argentina bajo la denominacién de “té rojo”, es un té
parcialmente fermentado, y debido a que la totalidad de la literatura cientifica se refiere
a este tipo de tés como “té oolong”, “té pouchong” o simplemente como “té

semifermentado”, en el presente trabajo de tesis, para evitar confusiones, nos

referiremos a él como té€ semifermentado.

IL4 LA QUIMICA DE LA FERMENTACION

La principal diferencia entre el té verde y los tés fermentados es debida a la
inactivacion de las enzimas foliares durante la manufactura (Lima et al., 2009). Es de
suma importancia destacar que las caracteristicas del t¢ manufacturado y su calidad,
estan asociadas de manera directa o indirecta con las transformaciones quimicas que
sufren las catequinas durante el proceso de elaboracidn.

En el té verde, las hojas retienen el color y caracteristicas quimicas de las hojas
frescas de C. sinensis, siendo las catequinas los principales compuestos fendlicos
presentes (mas del 30 %). En el caso de los té€s semifermentados, debido a un proceso
de fermentacién parcial, su composicion de polifenoles consta de una mezcla
equilibrada de catequinas (hasta 20 %), TFs y TRs. El té negro, completamente
fermentado, se caracteriza por la presencia de TFs (2-6 %), TRs y compuestos altamente
polimerizados (mds del 20 %) y bajo contenido en catequinas (4-3 %) (Chan et al.,
2007).

Debido a la inactivacién térmica de la enzima PPO, la composicion de polifenoles
del té verde es semejante a la de las hojas y brotes frescos de la planta de té (Lima et al.,
2009; Kim et al., 2011; Keiro et al., 2012). En las hojas y brotes frescos de C. sinensis
la concentracién de polifenoles puede superar el 30% de la materia seca (Lin et al.,
1998; Gramza y Korczak, 2005; Parra, 2007; Lima et al., 2009).

Los compuestos fendélicos més abundantes en el té fresco y en el té verde son los

3-flavan-oles, conocidos genéricamente como catequinas (Tanaka y Kouno, 2003;
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Luczaj y Skrzydlewska, 2005; Karori et al., 2007; Wang y Ho, 2009; Kim et al., 2011).
Estos compuestos son los que definen la calidad organoléptica del té verde, ya que la
astringencia, la frescura y el amargo tipico de este tipo de té son debidos principalmente
a este grupo de polifenoles (Lima et al., 2009; Kim et al., 2011).

Las catequinas constituyen una de las familias flavonoideas mds comunmente
distribuidas en la naturaleza. En su estructura poseen dos anillos aromadticos (A y B)
unidos por un heterociclo oxigenado saturado de 3 4atomos de carbono (C). Esta
estructura presenta dos carbonos asimétricos (C, y Cs) (véase la Figura 2 a).
Dependiendo de la configuracién estereoquimica de los sustituyentes de los carbonos
quirales del anillo C, pueden originarse dos isOmeros: trans-catequinas y cis-
epicatequinas. Cada uno de estos isdmeros puede generar 2 isémeros Opticos: (+)-
catequina, (-)-catequina, (+)-epicatequina y (-)-epicatequina (Muthumani y Senthil

Kumar, 2007).
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Figura 2. Estructura quimica bésica de los flavonoides (a) (Gramza y Korczak, 2005) y
de las principales catequinas del té (b) (Luczaj y Skrzydlewska, 2005)

Es comin en la naturaleza que las catequinas se encuentren esterificadas con
acido galico. El 4acido galico se fija al C; del heterociclo, formando asi los denominados
ésteres gélicos de las catequinas.

Las catequinas mas abundantes en las hojas de té son: (-)-epicatequina (EC), (-)-

epigalocatequina (EGC), y sus respectivos ésteres galicos, (-)-epicatequina-3-O-galato
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(ECG) y (-)-epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) (véase la Figura 2 b) (Karori et al.,
2007; Tanaka et al., 2010; Kim et al., 2011).

En la produccién del té negro, las hojas y brotes frescos de té son triturados y
macerados para inducir el proceso mediante el cual, las catequinas antes mencionadas,
experimentan una reaccion de polimerizacion oxidativa que resulta en la formacién de
TFs, TRs y otros compuestos de mayor masa molecular, que otorgan al té negro sus
cualidades organolépticas tipicas (Keiro et al., 2012; Kim et al., 2011; Lima et al., 2009;
Liang et al., 2003; Lin et al., 1998).

Los productos mas importantes de oxidacién de las catequinas son las TFs y sus
galatos. Las principales TFs presentes en el té negro son cuatro: teaflavina simple (TF)),
teaflavina-3-galato (TF, A), teaflavina-37-galato (TF,B) y teaflavina-3,3"-digalato (TF3)
(véase la Figura 3 a) (Luczaj y Skrzydlewska, 2005; Owuor et al., 2006; Prat Kricun,
2011a). En su estructura, las TFs poseen un anillo benzotropolona caracteristico,
producto de la condensacién entre el anillo B tipo catecol (dihidroxilado) de la EC o de

la ECG y el anillo B tipo pirogalol (trihidroxilado) de la EGC o de la EGCG.

(a) (b)
HO R, HO R
\ \
COOH
COOH
HO/ HO
=0
HO 0 HO &
Y OH
R, R
OH OH
Teaflavina [TF,]: R,;=R,= OH R=Galoilo u otros grupos
Teaflavina-3-galato [TF,,]: R1=Galoilo; R2= OH
Teaflavina-3°-galato [TF,g]: R1=OH; R2=Galoilo
Teaflavina-3,3"-digalato [TF;]: R1=R2=Galoilo

Figura 3. Estructuras quimicas de las teaflavinas (a) y de las tearrubiginas (b) (Luczaj y
Skrzydlewska, 2005)
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Las TFs se forman por una reacciéon de dimerizacién oxidativa cuya primera etapa
es catalizada por la enzima PPO en presencia de oxigeno (Owuor et al, 2006; Tanaka et
al., 2010).

La enzima PPO es una metaloproteina que posee dos dtomos de cobre (Cu™') en
su sitio activo, y utiliza al oxigeno molecular como aceptor de electrones para catalizar
la oxidacion de o-difenoles, en este caso, el anillo B de las catequinas y galocatequinas
del té. En las células, la PPO se encuentra como protoenzima sujeta a las membranas de
los tilacoides de los cloroplastos, previniendo asi su posible interaccion con los
compuestos fendlicos. Cualquier tipo de dafio que altere la estructura celular provocara
la liberacion de la PPO, que por accién de ciertas proteasas toma su forma activa.

La PPO participa en el ciclo de oxidacién de los o-difenoles bajo tres formas:
desoxi-PPO (capaz de unir O,) y las formas oxi-PPO y met-PPO que intervienen en la
oxidacion de los sustratos. Una vez activa, la desoxi-PPO liga el oxigeno molecular
adquiriendo la forma de oxi-PPO, lo que provoca un cambio en la valencia de los iones

*1 a Cu™, formdndose un complejo que tiene un enlace O-O bien

cobre de Cu
polarizado. Los sustratos o-difendlicos actdan entonces como donantes de electrones,
transfiriendo dos electrones de los dtomos de oxigeno de los grupos hidroxilo al centro
activo (Cu*? — Cu*?), formandose un complejo o-difenol-PPO-O,. Finalmente, el o-
difenol es oxidado a o-benzoquinona y la enzima es reducida a su forma met-PPO. Para
completar el ciclo, otra molécula de o-difenol se une a la met-PPO, se oxida a o-
benzoquinona y la enzima se reduce hasta la forma desoxi-PPO (véase la Figura 4)
(Haslam, 2003; Belitz et al., 2004).

Se presume que el mecanismo de reaccion de formacién de las TFs es el que se
presenta en la Figura 5. Las o-quinonas derivadas de las catequinas simples o sus
galatos, altamente reactivas, reaccionan con el anillo B de las o-quinonas de las
galocatequinas o sus galatos. La formacion del grupo benzotropolona requiere la
pérdida de un dtomo de carbono como CO,, por lo que mediante una descarboxilacién

posterior se generan las TFs. Durante la reaccion se cree que se genera un intermediario

tipo biciclo de 8 carbonos (véase la Figura 5) (Haslam, 2003; Tanaka et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la oxidacion enzimatica de los o-difenoles
(Ramirez et al., 2003)

Las o-quinonas de catequinas simples o sus galatos se condensan con las o-

quinonas derivadas de las galocatequinas o sus galatos para formar las diferentes TFs de
la siguiente manera:

EC + EGC — TF,

EC + EGCG — TKRA

ECG + EGC — TEF,B

ECG+ EGCG — TF;

En estudios basados en el monitoreo del proceso de fermentacion del té negro, se
han identificado otros compuestos, aunque en muy baja concentracién, que son
producto de la condensacién oxidativa de las catequinas entre si, o de las catequinas con
el 4cido gélico. Entre ellos podemos mencionar al 4cido teafldvico y sus galatos, las
teaflagalinas, la teadibenzotropolona A, las teasinesinas y la dehidroteasinesina A
(Luczaj y Skrzydlewska, 2005; Wang y Ho, 2009; Tanaka et al., 2010). Estos

compuestos son 3-flavan-oles diméricos, con excepcién de la teadibenzotropolona A
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que es un trimero, en los cuales las unidades estructurales favan-3-ol estan unidas entre

si por enlaces C-C entre sus anillos B (Haslam, 2003).
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Figura 5. Reaccion de oxidacién enzimética de las catequinas del té€ verde y formacién
de las teaflavinas del té negro (Tanaka et al., 2010)

Las TFs y los compuestos citados anteriormente no son los productos finales de la
oxidacién que tiene lugar en la etapa de fermentacion del té negro, ya que la mayor
parte de las catequinas del té se transforma en un grupo heterogéneo de compuestos, con
una distribucién de pesos moleculares que va de 1.000 a 40.000 Da, que son las
denominadas TRs (véase la Figura 3 b). Las estructuras y vias de sintesis de las TRs no
son del todo conocidas (Luczaj y Skrzydlewska, 2005; Karori et al., 2007; Wang y Ho,
2009; Tanaka et al., 2010). A pesar de ello, estudios basados en técnicas de degradacion
quimica sugieren que las TRs son polimeros heterogéneos de flavan-3-oles y sus galatos
en los cuales los enlaces entre las unidades estructurales se sitdan en el Cy, Cg, Cg, Co”,
Cs5’y Cq” del niicleo flavan-3-ol (Chen et al., 2012).

El alto potencial oxidativo de algunas de las o-quinonas generadas en la primera
etapa de la fermentacién probablemente es responsable de la generacién de las TFs,
teasinesinas, teaflagalinas, 4cidos teafldvicos y demds benzotropolonas y la subsecuente

incorporacién de sus productos de oxidacién en la formacion de las TRs (véase la
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Figura 6). Esta hipétesis se ve apoyada por el hecho de que el contenido de todos estos
compuestos disminuye durante la fermentacion del té negro (Luczaj y Skrzydlewska,

2005; Wang y Ho, 2009; Tanaka et al., 2010).
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Figura 6. Posibles vias de formacion de las tearrubiginas (Luczaj y Skrzydlewska,
2005)

En el té negro, las TFs de colores amarillos y naranjas, y las TRs de tonos pardo-
rojizos, contribuyen al brillo, fuerza, cuerpo y color del licor. Respecto al sabor, las
diferentes TFs son las responsables de los variados grados de astringencia y de las notas
de frescura del té negro (Owuor et al., 2006; Yao et al., 2006a; Muthumani y Senthil
Kumar, 2007; Karori et al., 2007; Lima et al., 2009; Kim et al., 2011), mientras que las
TRs aportan un sabor amargo intenso y un alto nivel de astringencia (Ostadalova et al.,
2011).

En el caso de los tés semifermentados, por la oxidacion parcial de las catequinas
se evitan las notas a hierba fresca del té verde y el producto adquiere algunas de las

cualidades del té negro (Kim et al., 2011).

I1.5 CONDICIONES QUE AFECTAN LA CALIDAD DEL TE

Junto con las pricticas de manufactura, la calidad del té también depende de

factores culturales y ambientales, ya que se ve influenciada por el clima de la region
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productora, la estacion de cosecha, la altitud de la plantacion, la linea genética de la
variedad implantada, la madurez de las hojas cosechadas (nivel de recoleccion), el uso
de fertilizantes, entre otros factores (Wright, 2002; Lin et al., 2003; Jayasekera et al.,
2011).

De los factores ambientales, la temperatura, la frecuencia de las precipitaciones e
intensidad de la radiacién solar de la regién geografica de origen del té, son los mas
importantes (Wright, 2002).

Las condiciones optimas para el crecimiento de C. sinensis se hallan en areas de
clima tropical o subtropical, con abundantes precipitaciones, suelos hdmedos,
ligeramente acidos (pH=4,5 —5,5) y bien drenados (Parra, 2007; Anesini et al., 2008).

Cabe destacar que existen estudios que demuestran la influencia de la radiacién
solar en la sintesis de las catequinas del t€, y ademds la variacién de los niveles de estos
compuestos segun la estacion del afio, siendo maximas durante la estacion seca (Yao et
al., 2005; Erturk et al., 2010; Kottur, 2010).

Owuor et al. (2008) reportan diferencias en la composicion quimica de tés
obtenidos del mismo clon, pero cultivados en regiones geograficas diferentes. La altitud
del terreno de cultivo influye directamente en la calidad del té ya que los teales de
mayor altitud, si bien presentan una menor velocidad de crecimiento, producen un té de
mayor calidad.

Respecto a las pricticas culturales los factores mds importantes en el
establecimiento de la calidad de un té son: las podas, el nivel de recoleccidn, la
frecuencia de recoleccidn y el uso de fertilizantes (Wright, 2002).

La composicion fisicoquimica del té, varia en funcién de las podas, las cuales
forman parte de las practicas culturales esenciales en la manufactura de este producto.
La poda anual o liviana, que se realiza en los meses previos a la cosecha, es de suma
importancia, ya que promueve la brotacién y ramificacion de las plantas y por lo tanto
la aparicién un mayor nimero de hojas y brotes jévenes de buena calidad (Prat Kricun,
2011a; Ravichandran, 2004; Lima et al., 2009).

Luego de la primera recoleccidn, se debe definir el intervalo de tiempo para la
préxima, de manera tal que se permita la brotacién pareja de la planta, y asi lograr una
produccion mas equilibrada y una materia prima de mayor calidad. El intervalo entre

cosechas depende fundamentalmente de factores inherentes a la especie implantada y a
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factores climadticos (Prat Kricun y De Bernardi, 2002). La velocidad de crecimiento de
la planta disminuye notablemente luego de cada recoleccién, y este hecho, causa
cambios en la constitucién quimica de las hojas y brotes de té, dando en cosechas
sucesivas una materia prima de menor calidad (Ravichandran, 2004).

El nivel de recoleccién afecta directamente la calidad del té, ya que podas
“gruesas”, si bien conducen a un mayor volumen de la cosecha, sacrifican su calidad
(Owuor y Obanda, 1998; Wright, 2002).

El método de cosecha utilizado en la produccién del té afecta directamente la
calidad del producto final (Lima et al, 2009). Con la cosecha mecanizada la
selectividad en la recoleccion se pierde, ademas este tipo de cosechas causa importantes
dafios mecdnicos a los brotes y hojas cosechados (Ravichandran y Parthiban, 1998).
Esto sin duda da lugar a un deterioro de la calidad del té. Ravichandran y Parthiban
(1998) demostraron menores concentraciones de polifenoles totales y cafeina en tés
obtenidos mediante cosecha mecdnica respecto a los cosechados manualmente.
También observaron que el extracto acuoso de los tés cosechados manualmente era
mayor a los obtenidos por cosecha mecénica.

Cualquier factor que afecte la velocidad de crecimiento de la planta de té, conduce
a variaciones en la composicién quimica de la misma, y por tanto a una modificacion de
su calidad. En general, cualquier practica que tienda a aumentar la produccién de té,
tiene efectos negativos en la calidad del producto (Owuor, 2008).

El proceso de marchitado de las hojas y brotes de té tiene inicio ni bien éstos son
cortados de la planta, es por esta razén, que el material recolectado debe ser tratado
cuidadosamente y es de suma importancia su rapido traslado a la planta elaboradora. El
incorrecto manipuleo de la materia prima, que incluye el sobrecalentamiento o el dafio
fisico (flexién, magulladuras, desgarros, etc.) de las hojas y brotes de té recién
cosechados, causan una pérdida significativa de su calidad (Tomlins y Mashingaize,
1997; Prat Kricun y De Bernardi, 2002).

Respecto a la manufactura, la etapa que tiene mayor influencia en la calidad del té
negro es la etapa de fermentacion (Bhattacharyya et al., 2007).

El tiempo, temperatura, humedad relativa y oxigeno disponible durante la
fermentacion, son factores cruciales en la formacion de los compuestos responsables del

color y el aroma del té negro. De los factores antes mencionados, el tiempo de
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fermentacién y la temperatura son los mds importantes, ya que tanto su aumento o
disminucién pueden conducir a la mala calidad del producto final. La concentracion de
TFs se incrementa notablemente durante las etapas tempranas de la fermentacién y con
el tiempo alcanza un nivel méaximo, para luego disminuir de manera paulatina. La
temperatura influye en la formacién y degradaciéon de las TFs, ya que a mayor
temperatura, las TFs se forman y se degradan mas rapidamente. El tiempo en el que se
alcanza la méaxima concentraciéon de TFs, es considerado el tiempo Optimo de
fermentacién de un té negro, ya que ha sido demostrado que el té negro con mayor
concentracion de TFs es de mayor calidad sensorial (Obanda et al., 2001; Muthumani y
Senthil Kumar, 2007). A pesar de su valor, este parametro es de dificil control, ya que
se observan variaciones en el tiempo 6ptimo de fermentacidn incluso en materia prima
obtenida de los mismos clones (Owuor y Obanda, 2001). Durante el proceso de
fermentacion, el té negro adquiere su aroma floral caracteristico por la formacién de
compuestos volatiles aromaticos (derivados principalmente de aceites esenciales y
aminodcidos). Por este motivo es critico que las hojas y brotes de té se dejen fermentar
solo hasta el limite deseado, ya que una fermentacién pobre, y mds alin una
sobrefermentacion, conducen a la disminucién de la calidad del té afectando
drasticamente sus caracteristicas sensoriales (Bhatttacharyya et al., 2007).

De acuerdo al proceso de manufactura, el té semifermentado requiere técnicas
especificas que permiten controlar el grado de fermentacién del producto (Lin et al.,
1998). Durante la elaboracién de este tipo de té, no existe una etapa concreta de
fermentacion. La fermentacion parcial de los polifenoles del té, que caracteriza a este
producto, tiene lugar durante las dos etapas de marchitado, cuyo principal propésito es
promover la formacion de compuestos aromdticos, mas que la oxidaciéon de los
compuestos fendlicos como en el caso del té negro (Liang et al., 2005a). Para asegurar
la calidad de este tipo de té es muy importante el cuidadoso manipuleo de la materia
prima luego de su cosecha, y la suave rotacién del material durante la etapa de
marchitado, que genera la disrupcion de las estructuras celulares por la propia friccién
entre las hojas, causando un grado limitado de fermentacién (Wang et al., 2010).

En el caso del té verde la etapa del proceso de elaboracidon que define su calidad
es la de escaldado. Este tratamiento térmico inicial define el color, sabor y aroma del té

verde. Un escaldado insuficiente va en detrimento de la calidad del producto final, ya
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que genera una inactivacion incompleta de la enzima PPO, lo que generard la aparicién
de catequinas oxidadas.

Debido a la alta competencia existente en el mercado internacional del té, la
calidad del producto se ha convertido en un pardmetro muy importante para fijar el
precio del mismo (Ravichandran, 2004; Lima et al., 2009). Producir un té de mayor
calidad, genera incrementos en el precio del producto, lo que se traduce en un aumento
de la viabilidad de la actividad y mayores beneficios econdémicos para el sector

productor.

IL.6 PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL
TE

La calidad de un té depende principalmente de los componentes quimicos
presentes en la infusidén y ha sido tradicionalmente evaluada mediante el catado del
producto (Liang et al., 2003; Lima et al., 2009). El catado es una técnica rapida,
econdmica y sencilla para valorar la calidad de un té, aunque tiene ciertas limitaciones
(Prat Kricun y De Bernardi, 2002). Los expertos en catado de té han desarrollado un
lenguaje propio para describir los atributos de calidad del producto, pero este lenguaje
es dificil de entender para los consumidores y elaboradores tealeros, por lo que es de
suma importancia el uso de métodos fisicos y quimicos que permitan identificar la
calidad de un té de manera objetiva (Liang et al., 2003; Lima et al., 2009).

Los pardmetros fisicoquimicos utilizados para evaluar la calidad del té incluyen el
contenido de humedad, cenizas totales, cenizas insolubles en acido, extracto acuoso,
cafeina, fibra cruda, contenido de polifenoles totales, entre otros. Para todos ellos se han
fijado limites fuera de los cuales la calidad del té se ve afectada de manera negativa.

El contenido de agua de un alimento es uno de los factores que mds influye en su
alterabilidad. Los cambios deteriorativos que ocurren en los alimentos dependen de su
actividad acuosa (ay). Estos cambios incluyen fundamentalmente al crecimiento
microbiano, reacciones enzimdticas y reacciones quimicas. El seguimiento del
porcentaje de humedad es esencial para controlar y evitar la formacién de cultivos de
microorganismos que de alguna forma puedan alterar la calidad del alimento, y también
para garantizar su maxima estabilidad quimica (Hart y Fisher, 1991). Por este motivo,
este pardmetro es un factor determinante, especialmente en los alimentos deshidratados.

Cada alimento cuenta con un limite superior de contenido de humedad que le garantiza
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su conservacion. Este valor es determinado mediante las isotermas de adsorcion, ya que
no existe desarrollo microbiano a una a,, inferior a 0,6. El punto de maxima estabilidad
fisicoquimica de los productos alimentarios es el contenido de humedad
correspondiente al valor de a,, de la monocapa de BET, denominada asi en funcién de
que el calculo tedrico de su valor fue propuesto por primera vez por Brunauer, Emmet y
Teller. A ese valor de a,, todas las reacciones deteriorativas son nulas o minimas, ya que
el agua de la monocapa es agua que se encuentra quimicamente ligada a los sitios
polares de los componentes macromoleculares del alimento, no estando disponible para
actuar como disolvente. La prediccién del valor de humedad de la monocapa para cada
alimento particular mediante las isotermas de adsorcién, permite conocer la maxima
estabilidad del mismo. El contenido de humedad de un alimento considerado como el
mdas seguro con referencia a su estabilidad, se encuentra comprendido entre el
porcentaje de humedad correspondiente a la monocapa y el porcentaje de humedad
correspondiente a una a,, de 0,6 (Badui Dergal, 2006; Reid y Fennema, 2010).

Las cenizas se definen como el residuo del alimento después de su combustion en
un horno de mufla a 550-750 °C. A esta temperatura, el agua y los componentes
volétiles del alimento se evaporan y los componentes orgdnicos son completamente
oxidados hasta la formacién de diéxido de carbono, agua, 6xidos de nitrégeno, azufre y
fosforo que se volatilizan. Los constituyentes minerales permanecen en el residuo
principalmente como 6xidos metélicos, fosfatos, sulfatos, silicatos y halogenuros de
metales de transicion, especialmente cloruros (Hart y Fisher, 1991). El valor de las
cenizas totales puede considerarse como una medida general de la calidad, ya que se
utiliza para identificar la autenticidad de un alimento. Valores superiores a los limites
preestablecidos pueden indicar la presencia de un adulterante inorgdnico, y, en estas
circunstancias es recomendado determinar las cenizas insolubles en 4cido.

Las cenizas insolubles en 4cido se definen como la proporcién de las cenizas
totales que resulta luego de haber sido tratadas con dcido clorhidrico (HCI) diluido. La
determinacién de cenizas insolubles en dcido se aplica con el fin de comprobar la
presencia y el volumen en la muestra de material de origen siliceo tal como arena, grava
o tierra, que se traduce en un aumento de los valores del pardmetro, indicando la
contaminacion del alimento con productos térreos. Los minerales presentes en el suelo,

especialmente silice (Si0,) y silicatos complejos son solubles inicamente en HBr o HF.
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Asimismo, esta determinacién permite evidenciar la presencia de iones de metales
pesados como la plata (Ag), el mercurio (Hg) o el plomo (Pb), los cuales pueden
resultar toxicos para el organismo en caso de ingestién. Los halogenuros de estos
elementos que se generan en las cenizas no se solubilizan en el HCI al 10% (Hart y
Fisher, 1991; Pearson, 1993).

El extracto acuoso hace referencia al porcentaje en masa de sustancias solubles en
agua que contiene el té€ (Stahl, 1962). Su importancia como parametro analitico en el
caso de este producto, reside en que representa la porcion de sustancias que se
consumen al preparar la infusién. Los compuestos que se solubilizan en el extracto
acuoso son aquellos que presentan una estructura molecular polar como los polifenoles,
azlicares, minerales, metilxantinas, aminodcidos y pigmentos (Hart y Fisher, 1991;
Pearson, 1993; Yao et al., 2006b).

La cafeina es un alcaloide que se encuentra naturalmente a altas concentraciones
en las hojas y brotes de té, y junto con otros compuestos imparte fuerza a la infusion
(Yao et al., 2006b). Los altos niveles de cafeina indican un buen estdndar de hoja ya que
su concentracién disminuye con la madurez de los brotes (Lin et al., 2003; Parra, 2007).

El término “fibra”, en anatomia vegetal, se encuentra asociado a algunos de los
constituyentes de la pared celular de las células vegetales que engloban estructuras
quimicas muy complejas. La fibra cruda es la porcién orgdnica no nitrogenada del
alimento que resiste una doble hidrdlisis (dcida y alcalina) bajo condiciones especificas.
Estd constituida esencialmente por celulosa (90 %), y porciones variables de
hemicelulosas, polisacaridos no celuldsicos y de lignina provenientes de la pared celular
de los tejidos vegetales (Smiechowska y Dmoswski, 2006; Garcia Ochoa et al., 2008).
Las células vegetales jovenes poseen una pared celular delgada que, a medida que la
célula madura o se especializa para formar tejidos asociados al sostén y transporte, se
engrosa y modifica su composiciéon quimica. La pared celular de células maduras o
especializadas es rica en celulosa, hemicelulosas y ligninas, mientras que en la pared
celular de células jévenes dominan las hemicelulosas y los polisacdridos no celuldsicos
(Curtis y Barnes, 1993). El contenido de fibra cruda es un buen pardmetro para evaluar
el proceso de recoleccidn del té. Su porcentaje se encuentra aumentado en caso de podas
que superen los niveles indicados de recolecciéon lo que aumenta la cantidad de palos y

hojas maduras, obteniendo asi materia prima de baja calidad con alto porcentaje de
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fibra. (Stahl, 1962; Smiechowska y Dmoswski, 2006). El concepto de fibra cruda
describe exclusivamente una magnitud analitica, siendo un parametro sumamente util en
el control de calidad de los alimentos de origen vegetal y no debe confundirse con el
concepto de “fibra dietaria”, ya que el método de determinacion de la fibra cruda no
estima la digestibilidad de los alimentos en ningtin aspecto.

Los compuestos fendlicos, antiguamente llamados “taninos”, presentes en las
hojas y brotes de té son conocidos por ser uno de los principales factores que
determinan la calidad del producto final (Yao et al., 2006a; Erturk et al., 2010). Se ha
encontrado que la cantidad y proporcion de polifenoles correlaciona significativamente
con los pardmetros de calidad del t€ (Lin et al., 1998); clones con bajos contenidos de
polifenoles totales, producen tés de baja calidad (Yao et al., 2005). Ha sido demostrado
que las hojas y brotes jovenes de té contienen mayores concentraciones de polifenoles
que las hojas maduras (Chan et al., 2007), por lo que este pardmetro es otro indicador de
la calidad de la materia prima utilizada en la elaboracién de los diferentes tipos de té.

Prat Kricun et al. (2000) realizaron un estudio en el cual demostraron que existe
correlacién entre los pardmetros fisicoquimicos del té negro y los resultados de su
evaluacion sensorial. Ellos reportan que la calificacion por catado del té correlaciona de
manera positiva con las variables cuyos valores altos indican buena calidad de producto
(extracto acuoso, cafeina y taninos) y presenta una correlacion negativa en aquellos
pardmetros en los que valores altos significan mala calidad del producto (fibra cruda).
Liang et al. (2003) también demuestran la relacion entre la calidad sensorial del té negro
y los pardmetros quimicos. Ellos encontraron correlacion positiva entre el grado de
calidad del t€ negro determinado por andlisis sensorial y las variables quimicas
contenido de cafeina, contenido de aminoacidos y contenido de polifenoles totales. Esto
demuestra la utilidad de los pardmetros fisicoquimicos en la estimacién de la calidad
final del t€. Y mas ain, debido a que las técnicas para su determinacion se encuentran
estandarizadas y los resultados obtenidos son objetivos, los pardmetros fisicoquimicos

son herramientas muy importantes cuando se busca calificar la calidad de un té.
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I1.7 ASPECTOS NORMATIVOS

En Argentina, la normativa vigente de alcance nacional que establece la
definicién y requisitos basicos que debe cumplir el té, es el Cdédigo Alimentario
Argentino (CAA), que dedica un capitulo entero al tema (Capitulo XV).

Segin el Articulo 1.181 (Resolucién Conjunta SPRel N° 51/2011 y SAGyP N°
107/2011) del CAA:

“Se conoce con la denominacion genérica de té exclusivamente al producto
obtenido por el procesamiento conveniente de las yemas, hojas jovenes,
peciolos y tallos tiernos de la especie Camellia sinensis L.

El té destinado a la preparacion de infusiones podrd ser:

1) T¢ o té negro, que corresponde al producto obtenido mediante marchitado,
enrulado, fermentado y secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos
tiernos.

2) Té verde, que corresponde al producto obtenido por calentado, enrulado,
secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos tiernos sin que hayan
experimentado ningtin proceso de fermentacion.

3) Té tipo Oolong, que corresponde al producto obtenido mediante marchitado
al sol, luego a la sombra, oxidacion enzimdtica incompleta, tratamiento
térmico, enrulado y secado de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos
tiernos.

4) Té rojo, que corresponde al producto obtenido mediante el marchitado,
oxidacion enzimdtica incompleta, tratamiento térmico, enrulado, secado y
estacionamiento en condiciones controladas por un periodo de tiempo
suficiente para completar la oxidacion de las yemas, hojas jovenes, peciolos y

tallos tiernos”.

Ademas, en el Capitulo XV, Articulo 1.185 - (Res 1542, 17.9.85) se establecen
los requisitos fisicoquimicos con los que debera cumplir tanto el té negro como el té

verde que se expende envasado para el consumo en nuestro pais (véase la Tabla 2).
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Tabla 2. Requisitos para el té negro y el té verde segin el CAA.

Parametro Requisito

Tallos y peciolos Maximo: 5,0 %

Humedad, a 100 - 105 °C Maximo: 7,0 %

Cenizas totales a 500 - 550 °C Méximo: 8,0 % sobre producto seco
Cenizas solubles en agua Minimo: 45 % de las cenizas totales
Cenizas insolubles en HCI Méximo: 1,0 % sobre producto seco
Extracto acuoso Minimo: 28 % sobre producto seco

Cafeina Minimo: 1,6 % sobre producto seco
Tanino Minimo: 7,5 % sobre producto seco
Fibra cruda Maiximo: 20 % sobre producto seco

También en nuestro pais se encuentran vigentes las normas IRAM (Instituto
Argentino de Normalizacion y Certificacion). IRAM es una asociacion civil, sin fines
de lucro, que tiene por objeto establecer normas técnicas cuya aplicacion en cada sector
especifico, garantice la calidad del producto, promoviendo las actividades de
certificacion y la practica de sistemas de calidad en las empresas, para brindar seguridad
al consumidor. IRAM es el representante de la Argentina en la International
Organization for Standarization (ISO). ISO es un organismo mundial que nuclea a los
grupos de normalizacion de cada pais, con el fin de trabajar en la confeccién de normas
internacionales que garanticen la calidad de un producto, a través de comités de
expertos en cada sector especifico. Las normas IRAM y las normas ISO son normas
cuyo cumplimiento no es obligatorio, pero la adecuacion a los requisitos optativos de
calidad establecidos en ellas son indispensables para la comercializacidn internacional
del té.

Las normas ISO 3720 (2011) e ISO 11287 (2011) establecen los requisitos
fisicoquimicos bdsicos con los que deben cumplir el t¢ negro y el té verde,

respectivamente (véase la Tabla 3). Estas normas fijan los requerimientos para ciertos
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pardmetros que si son cumplidos, son indicadores de que el té ha sido elaborado

siguiendo buenas practicas de manufactura.

Tabla 3. Requisitos fisicoquimicos para el té negro (ISO 3720, 2011) y para el té verde

Parametro

Extracto acuoso

Cenizas totales

Cenizas solubles en agua

Alcalinidad de las cenizas
solubles en agua

Cenizas insolubles en acido

Fibra cruda

Catequinas totales

Contenido de polifenoles

totales

Relacién Catequinas
totales/polifenoles totales

(ISO 11287, 2011)

Requisitos para el té

verde

Minimo: 32 % sobre
producto seco

Maiximo: 8 % sobre
producto seco

Minimo: 4 % sobre
producto seco

Minimo: 45 % de las
cenizas totales

Minimo: 1 % sobre
producto seco

Miximo: 3 % sobre
producto seco

Maximo: 1 % sobre
producto seco

Maximo: 16,5 % sobre
producto seco

Minimo: 7% sobre
producto seco

Minimo: 11 % sobre
producto seco

Minimo: 0,5

Requisitos para el té
negro

Minimo: 32 % sobre
producto seco

Maéximo: 8 % sobre
producto seco

Minimo: 4 % sobre
producto seco

Minimo: 45 % de las
cenizas totales

Minimo: 1 % sobre
producto seco

Maéximo: 3 % sobre
producto seco

Maiximo: 1 % sobre
producto seco

Maximo: 16,5 % sobre
producto seco

Minimo: 9 % sobre
producto seco
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CAPITULO III
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II1.1 PROPUESTA METODOLOGICA

Para el estudio de los pardmetros fisicoquimicos de los distintos tipos de té
elaborados en Argentina se trabajé con muestras de té negro, té verde, té
semifermentado y BT de produccién nacional.

Los ensayos fisicoquimicos realizados fueron: contenido de humedad, extracto
acuoso, cenizas totales y cenizas insolubles en acido, segtin lo establecido en las normas
IRAM; contenido de polifenoles totales, fibra cruda y cafeina segin los métodos
establecido por ISO; capacidad antioxidante, mediante el ensayo del radical libre
DPPH; y determinacion de los pardmetros de color L, a y b (sistema HunterLab).

Una vez obtenidos los resultados se evaluaron estadisticamente con el objeto de
conocer si existian diferencias significativas entre los diferentes tipos de té respecto de
los pardmetros fisicoquimicos estudiados, y se realiz6 un andlisis de correlacién entre

ellos.
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IIL.2 MATERIALES Y METODOS

II1.2.1 Muestras

Se analizaron 51 muestras de té provenientes de establecimientos industriales
localizados en las provincias de Corrientes y Misiones, Argentina. Del total de las
muestras 28 fueron de té negro, 11 de té verde, 11 de BT y 1 de té semifermentado (la
unica marca comercial de produccién nacional).

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante total se utilizaron 18 muestras de té obtenidas en una segunda etapa de
muestreo. Del total de las muestras 7 fueron de té negro, 5 de té verde, 5de BT y 1 de té

semifermentado.

I11.2.2 Preparacion de las muestras

Las muestras de cada uno de los tipos de té se obtuvieron segtn lo especificado
en la norma IRAM 20601 (1997). Fueron molidas segin lo establecido en la norma
IRAM 20602 (1997) hasta un tamaiio de particula que atraviese una malla de 500 um, y
finalmente acondicionadas en frascos de vidrio con cierre hermético encontrandose

preparadas para comenzar con los procedimientos analiticos.

II1.2.3 Contenido de humedad

El contenido de humedad de las muestras de té fue determinado en una estufa a
103 °C % 2 °C procediendo segin la norma IRAM 20603 (2006).

Se pesaron aproximadamente 2 g de la muestra de té en un pesafiltros
debidamente acondicionado. Luego, el pesafiltros conteniendo la muestra de té fue
llevado a una estufa a 103 °C £ 2 °C durante 6 h. Transcurrido el tiempo de secado, el
pesafiltros fue retirado de la estufa et al.ocado en un desecador hasta enfriarse.
Finalmente se peso el pesafiltros.

El contenido de humedad expresado como un porcentaje en masa (% bh) fue
calculado segtin la férmula:

100

Contenido de Humedad = (my — ml)'m_
0
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siendo:
my, la masa inicial de la muestra antes de secar, en gramos.
my, la masa de la muestra seca, en gramos.
Cada muestra fue procesada por duplicado tomando como resultado la media

aritmética de las dos determinaciones.

I11.2.4 Cenizas totales y cenizas insolubles en acido

A temperaturas que superan los 500 °C la materia orgdnica presente en el
alimento se oxida hasta la formacién de diéxido de carbono, agua y 6xidos volatiles de
nitrégeno, azufre y fésforo. El residuo blanco obtenido luego de la calcinacién recibe el
nombre de “cenizas totales” y se corresponde con el contenido de minerales del
alimento.

Las cenizas totales fueron determinadas por incineracién de las muestras de té en
una mufla a 525 °C £+ 25 °C segin la norma IRAM 20605 (1997). Para ello, fueron
pesados aproximadamente 5 g de la muestra de t€ en una cdpsula de porcelana
debidamente acondicionada. Se colocé la cdpsula en una mufla que fue llevada
lentamente hasta una temperatura de 525 °C £ 25 °C, permaneciendo alli por 5 h.

Una vez transcurridas las 5 h, la cdpsula fue retirada de la mufla, enfriada en un
desecador y pesada.

El contenido de cenizas totales expresado como un porcentaje en masa con
relacién a la materia seca (% bs) fue calculado segtn la férmula:

. m; 100
Cenizas Totales = — .—— .100
my RS

siendo:

my, masa inicial de la muestra de ensayo, en gramos.

my, masa de las cenizas totales, en gramos.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.

Se efectuaron dos determinaciones sobre cada una de las muestras, tomando
como resultado la media aritmética calculada a partir de los dos datos experimentales

obtenidos.
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A partir de las cenizas totales fueron determinadas las cenizas insolubles en
dcido por extracciéon con una solucién de 4cido clorhidrico, filtracién y posterior
incineracion en mufla a 525°C+ 25°C procediendo segiin lo establecido en la norma
IRAM 20607 (1997).

El 4cido clorhidrico disuelve la mayor parte de las sustancias oxidadas
insolubles en agua. Al humedecer las cenizas totales con 4cido clorhidrico diluido, los
6xidos y sales presentes son disueltos al estado de cloruros metalicos, con excepcién de
los 6xidos argéntico, mercurico y plimbico, cuyos cloruros son insolubles y precipitan.
Asimismo, el dcido clorhidrico no es capaz de disolver SiO; (silice) ni los silicatos
naturales presentes en la arena y tierras siliceas (Burriel Marti et al., 2008).

Se agregaron 25 mL de una solucién de édcido clorhidrico (un volumen de dcido
clorhidrico concentrado mds 2,5 volumenes de agua) sobre las cenizas totales
contenidas en la cdpsula de porcelana. Se llevé la cdpsula a ebullicién suave durante 10
min. Luego de enfriar, se filtré el contenido de la capsula a través de un papel de filtro
libre de cenizas bajo presion reducida. La cdpsula y el papel de filtro fueron lavados con
agua caliente hasta que los liquidos de lavado no presentaron precipitado ni turbidez
lechosa tras la adicién de unas gotas de nitrato de plata, asegurando que el filtrado esté
libre de cloruros solubles. El nitrato de plata pone en evidencia la presencia del i6n CI
procedente de los cloruros solubles o del HCI en el agua de lavado por precipitacion de
un soélido pélido, el cloruro de plata (Burriel Marti et al., 2008).

El papel de filtro con las cenizas insolubles en dcido fue colocado en la capsula
de porcelana original e incinerado en un horno de mufla a 525 °C £ 25 °C hasta quedar
libre de particulas carbonosas.

Finalmente, la cdpsula fue retirada de la mufla, enfriada en un desecador y
pesada.

El contenido de cenizas insolubles en 4cido expresado como un porcentaje en
masa con relacidn a la materia seca (% bs) fue calculado por la férmula:

m, 100

Cenizas insolubles en acido = —.—— .100
my RS
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siendo:

my, la masa inicial de la porcién de ensayo utilizada en la determinacion de las
cenizas totales, en gramos.

my, la masa de las cenizas insolubles en dcido, en gramos.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.

Se realizaron dos determinaciones por cada muestra y se tomé como resultado la

media aritmética obtenida de estas dos determinaciones.

II1.2.5 Extracto acuoso

Se determiné el extracto acuoso por extraccion de las sustancias solubles en
agua de las muestras de té con agua en ebullicion basdndose en lo especificado en la
norma IRAM 20610 (1997).

La muestra de té (2 g) fue llevada a ebullicién en un balén con 200 mL de agua
para andlisis durante 1 h. Luego, el contenido del balén fue filtrado en caliente bajo
presion reducida a través de un papel de filtro. El balén y el residuo insoluble fueron
lavados con 200 mL de agua para andlisis previamente calentada. Se tomé una alicuota
de 100 mL del extracto acuoso obtenido y se la colocd en un pesafiltros previamente
acondicionado. Se llevo el pesafiltros a una estufa a 103 °C £ 2 °C durante 24 h.
Finalmente, se retir6 el pesafiltros de la estufa y se lo peso.

El extracto acuoso de la muestra de t€ expresado como un porcentaje en masa
con relacién a la materia seca (% bs) fue calculado segtin la férmula:

my 100
Extracto acuoso = —.——.
my RS

siendo:

my, la masa inicial de la muestra, en gramos.

my, la masa del residuo soluble de la alicuota de 100 mL del extracto acuoso
obtenido, en gramos.

V, el volumen del extracto acuoso total obtenido, en mililitros.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.

Se tom6 como resultado la media aritmética de las dos determinaciones

realizadas a cada una de las muestras.

39



II1.2.6 Contenido de fibra cruda

El contenido de fibra cruda se determina mediante hidrélisis secuencial de la
muestra, con 4cido y dlcali, consiguiendo la solubilizacién de todos los componentes del
alimento excepto ciertos componentes parietales de las células vegetales y las sales
minerales insolubles. El material remanente obtenido por filtrado, formado por fibra
cruda y minerales, se seca y se calcina. La diferencia de peso entre el residuo seco y el
calcinado es la fibra cruda.

El contenido de fibra cruda se determiné segin la norma ISO 15598 (1999) con
ciertas modificaciones. La muestra de té (0,5 g) fue llevada a ebullicién con 50 mL de
una solucién de 4cido sulfirico 0,255 N durante 30 min. La mezcla fue transferida a un
tubo coénico de 50 mL de capacidad y centrifugada a 377 x g durante 5 min. EI residuo
insoluble obtenido fue separado mediante filtracién bajo presién reducida a través de un
crisol filtrante con filtro de vidrio de borosilicato N° 3. El residuo insoluble separado
fue llevado a ebullicién con 50 mL de una solucién de hidréxido de sodio 0,313 N
durante 30 min. La mezcla fue transferida a un tubo cénico de 50 mL de capacidad y
centrifugada a 377 x g durante 5 min. Se separ6 el residuo insoluble mediante filtracion
bajo presion reducida utilizando el mismo crisol filtrante, se enjuagd con 12,5 mL de la
solucidén de 4cido sulfirico 0,255 N a 100 °C y se lo lavé con 12,5 mL de etanol. Todo
el residuo reunido en el crisol filtrante se secd en estufa a 103°C + 2 °C durante 4 h,
luego se enfrid y se pesd. Finalmente, el residuo se calcind en mufla a 550 °C £ 10 °C,
se enfrid y se peso.

El contenido de fibra cruda expresado como un porcentaje en masa con relacion
a la materia seca (% bs) fue calculado segtin la férmula:

(m; —m,) 100

100.
mg RS

Fibra cruda =

siendo:

my, la masa de la porcion de ensayo, en gramos.

m;, la masa total, en gramos, del residuo seco y su soporte luego del secado.

m;, la masa total, en gramos, del residuo seco y su soporte luego de la
incineracion.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.
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Se realizaron dos determinaciones por muestra, tomando como resultado la

media aritmética calculada a partir de los dos datos experimentales obtenidos.

II1.2.7 Contenido de cafeina

El contenido de cafeina fue determinado segtin lo establecido en la norma ISO
10727 (2002) utilizando cromatografia liquida de alta performance (HPLC) y deteccion
ultravioleta.

La cafeina es un alcaloide que se encuentra naturalmente en las hojas y brotes de
té y es poco soluble en agua a temperatura ambiente, pero su solubilidad se incrementa
de manera directa con la temperatura, siendo muy soluble en agua hirviendo. A 25 °C se
disuelven aproximadamente 20 mg de cafeina en 1 mL de agua, mientras que su
solubilidad asciende a 166 mg/mL y a 670 mg/mL, a temperaturas de 80 °C y 100 °C
respectivamente. En el t€ la cafeina se encuentra acompafiada de otros compuestos de
los cuales hay que aislarla para su posterior andlisis por HPLC. Se trata principalmente
de compuestos polifendlicos y pigmentos que también son solubles en agua caliente.
Por este motivo, la extraccién de la cafeina se realiza por ebullicidon suave del té con
agua y en presencia de 6xido de magnesio, que precipita los polifenoles y parte de los
pigmentos presentes en la muestra, separdndolos de la fase acuosa (Sonsalla, 2003).

Una vez realizada la extraccidn, se procede a la separacion cromatogréfica por
HPLC que consiste en pasar los componentes del extracto obtenido a través de una
columna rellena con una fase estacionaria adecuada, mediante el bombeo de la fase
movil a presion elevada. Para la determinacién de la cafeina, el método de eleccion es
HPLC en fase reversa, utilizando una columna de octadecilsilano (C;s) (apolar) y una
mezcla metanol agua como fase mévil (polar). El tiempo de elucién del analito, depende
de su naturaleza quimica y su interaccion con las fases mévil y estacionaria.

La cafeina es detectada a la salida de la columna cromatogrifica por su
capacidad de absorcion de la radiacion UV a 280 nm.

La identificacion de la cafeina se realiza comparando el tiempo de retencién de
la muestra con el tiempo de retencion correspondiente al pico cromatogrifico de un
patrén de cafeina. La cuantificacion se realiza integrando el 4rea bajo la curva de la
cafeina detectada y aplicando la ecuacién de regresion obtenida durante la calibracién

con soluciones patrén de cafeina.

41



I11.2.7.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: cafeina (Sigma Ultra, Argentina), metanol grado
HPLC (Merck, Argentina), agua grado HPLC (Merck, Argentina) y 6xido de magnesio
(Anedra, Argentina).

I11.2.7.2 Preparacion de las soluciones patron de cafeina

Para la preparacion de las soluciones patrén utilizadas en la construccién de la
curva de calibracién, se disolviéo 0,125 g de cafeina en 250 mL de una mezcla
metanol:agua (1:4), obteniendo asi una solucién de cafeina de concentracion de
500 pg/mL. Luego, se transfirieron alicuotas de 1, 2 y 3 mL de esta solucién a matraces
aforados de 100 mL y los mismos fueron enrasados con agua destilada, obteniéndose as{
soluciones patrén de cafeina con las respectivas concentraciones nominales (15, 10 y
5 ug/mL). Finalmente se transfirieron 20 mL de la solucién de cafeina de concentracion
10 pg/mL a un matraz aforado de 100 mL y se lo llevo a volumen con agua destilada,

obteniéndose asi una solucién patrén de cafeina de concentracion 2 pg/mL.

111.2.7.3 Extraccion

Para la extraccién del compuesto se pes6 1 g de la muestra de té y se lo colocd
en un erlenmeyer junto con 4,5 g de 6xido de magnesio y 300 mL de agua para anélisis.
Se mezclé muy bien en contenido del erlenmeyer y se lo llevé a ebullicion suave
durante 20 min con agitacién ocasional. La mezcla se dej6 enfriar dejandola en reposo
para que se produzca la sedimentacion. Luego, se trasvasaron aproximadamente 10 mL
de la solucién sobrenadante a un tubo cénico. El extracto fue centrifugado a 1508 g
durante 10 min. Finalmente, se tom6 1 mL del sobrenadante y se lo diluy6 (1:10) con

agua grado HPLC.

111.2.7.4 Determinacion del contenido de cafeina

La HPLC fue llevada a cabo en un cromatdégrafo equipado con un detector UV
(Modelo Lambda Max 481, Waters).

Las condiciones cromatogrificas fueron las siguientes:

Volumen de inyeccion: 20 uL
Columna: Beckman Ultrasphere Cs (4,6 mm x 250 mm, Sum)

Temperatura de la columna: 40 °C
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Fase movil: metanol/agua (3:10, v/v)
Caudal de la fase movil: 1 mL min”

Longitud de onda detector: 280 nm

El contenido de cafeina expresado como un porcentaje en masa con relacién a la

materia seca (% bs) fue calculado segun la siguiente férmula:

300d 100 100
" RS "10°

Cafeina = A,,.FR

siendo:

A, €l drea del pico de la muestra de ensayo.

FR, factor de respuesta para la cafeina (obtenido a partir de la curva de
calibracién).

d, factor de dilucién (10).

m, la masa de la porcién de ensayo, en gramos.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.

Las muestras fueron procesadas por duplicado y el resultado se calculé como la

media aritmética de ambas determinaciones.

II1.2.8 Parametros de color

El color se midi6 con un medidor de Color Hunter Lab D25-9 (Hunter
Associates Laboratory, USA), en una escala de color Hunter Lab (pardmetros L, a y b),
con dngulo de observador de 10°.

El modelo de color Hunter Lab es un modelo cromadtico tridimensional utilizado
para describir todos los colores que puede percibir el ojo humano. El pardmetro L mide
la luminosidad, claridad o visibilidad del color (grado de blancura) y la cromaticidad se
evalda por los pardmetros a y b. El pardmetro L hace corresponder a cada color con la
escala de grises y sus valores oscilan entre 0 (negro) y 100 (blanco perfecto). El
pardmetro a mide el componente rojo del color en el eje positivo, el componente verde
en el eje negativo y adopta el valor O para los grises. El pardmetro » mide la posicion

del color entre el amarillo y azul (valores negativos de b indican azul, mientras que
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valores positivos indican amarillo y adopta el valor O para los grises) (véase la Figura
7).

Figura 7. Diagrama del modelo de color Hunter Lab

Las muestras fueron procesadas por triplicado y a cada una de estas tres
submuestras se le realizaron 3 mediciones, rotando el material contenido en una placa
de Petri, 120°.

Se tomé como resultado la media aritmética obtenida a partir de los nueve

valores que fueron determinados para cada parametro.

I11.2.9 Contenido de polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteu

El ensayo espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteu (FC) es utilizado
para la determinacién del contenido de polifenoles totales en diversos alimentos
incluyendo vinos, frutas, vegetales, jugos naturales, infusiones, entre otros (Roginsky y
Lissi, 2005). Se basa en una reaccién de transferencia electrénica en la cual el reactivo
(oxidante) extrae un electron del antioxidante presente en la muestra de ensayo,
generando un cambio de color. La intensidad del color generado es proporcional a la
concentracion del antioxidante en la muestra. El punto final de la reaccion se alcanza
cuando el cambio de color se detiene. El cambio de absorbancia se representa frente a
diferentes concentraciones de una sustancia antioxidante patrén (en este caso, dcido
gélico) para dar una curva lineal. La pendiente de la curva refleja la capacidad reductora

del antioxidante patrén, y esto permite calcular la capacidad reductora de la muestra,
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proporcional al contenido de compuestos fendlicos totales, expresada como
equivalentes de 4cido galico (EAG) (Huang et al., 2005).

Si bien la naturaleza quimica exacta del reactivo de FC atn no esta dilucidada,
se cree que contiene una mezcla de polimeros complejos de los acidos fosfomolibdico y
fosfowolframico, en la cual el molibdeno se encuentra en estado de oxidacion (VI), lo
que otorga al reactivo un color amarillo (Roginsky y Lissi, 2005; Huang et al., 2005;
Oliveira et al., 2009).

En presencia de sustancias antioxidantes, el reactivo de FC sufre una reaccion de
reduccién que conduce a la formacién de complejos azules de molibdeno y wolframio,
cuya naturaleza quimica precisa se desconoce, que poseen una absorcién maxima a una
longitud de onda de 765 nm. En esencia, se cree que el molibdeno es mds facil de
reducir dentro del complejo del reactivo y la reaccién de transferencia electronica ocurre
entre este elemento y la sustancia reductora presente, produciéndose un cambio en el

estado de oxidacion del molibdeno como sigue:

MOVI+C- —_— > 1\/10V

(amarillo) (azul)

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de FC exclusivamente en
medio alcalino (ajustado por la adicién de carbonato de sodio al medio de reaccidn).
Bajo condiciones alcalinas se produce la disociacién del protén del grupo fendlico
dando origen al anién fenolato, capaz de reducir al reactivo de FC (Roginsky y Lissi,
2005; Huang et al.,, 2005; Oliveira et al., 2009). En la Figura 8 se muestra la
deprotonacién de los compuestos fendlicos (en el ejemplo, el patréon acido gilico) en
medio alcalino y la subsecuente reaccion redox entre el anién fenolato y el reactivo de
FC, en la cual el molibdeno se reduce y genera un cambio de coloracién en el medio de

reaccion.

1I1.2.9.1 Reactivos
Los reactivos utilizados fueron: metanol (Merck, Argentina), acido gilico (MP
Biomedicals, Argentina), reactivo de Folin-Ciocalteu (Fluka, Argentina) y carbonato de

calcio (Anedra, Argentina).
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Figura 8. Reaccién del 4cido galico con el molibdeno, componente del reactivo Folin-
Ciocalteu

I11.2.9.2 Preparacion de las soluciones patrén

Para la preparacion de las soluciones patrén utilizadas en la construccién de la
curva de calibracién, se disolvieron 0,11 g de 4dcido galico en 100 mL de agua destilada,
obteniendo asi una solucién de acido gélico de concentracién de 1.000 ug/mL. Luego,
se transfirieron alicuotas de 1, 2, 3, 4 y 5 mL de esta solucién a matraces aforados de
100 mL y los mismos fueron enrasados con agua destilada, obteniéndose asi soluciones
patrén de 4cido gdlico con las respectivas concentraciones nominales (10, 20, 30, 40 y

50 pg/mL).

I11.2.9.3 Extraccion

La extraccion se realizé segtin lo establecido en la norma ISO/FDIS 14502-1(E)
(2004). Se mezclaron 0,2 g de la muestra de té con 5 mL de metanol al 70 % a 70 °C.
La mezcla fue llevada a un bafio termostatizado a 70 °C con agitacién por 10 minutos.
Luego de enfriado a temperatura ambiente el extracto fue centrifugado a 1508 g durante
10 minutos. El sobrenadante fue retirado y reservado en un tubo graduado. El proceso
de extraccion se realizdé nuevamente y el sobrenadante obtenido fue combinado con el
ya reservado. El volumen final de los extractos de t¢ combinados fue llevado a 10 mL

con metanol al 70 %.
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111.2.9.4 Determinacion de los polifenoles totales

El CPT se determin6 por duplicado mediante el método espectrofotométrico de
FC y se expres6 como g de polifenoles totales equivalentes a dcido gilico (EAG) en 100
g de materia seca, segtin lo descripto en la norma ISO/FDIS 14502-1(E) (2004).

Para ello, 1 mL del extracto de té obtenido segin el item /11.2.9.3 fue diluido
(1:100) con agua destilada. Luego, 1 mL del extracto de té diluido 1:100 fue mezclado
con 5 mL del reactivo de FC 1:10 v/v y transcurridos entre 3 a 8 min se agregaron 4 mL
de una solucién de carbonato de calcio 7,5% p/v. La mezcla fue homogeneizada y luego
incubada durante 1 h a temperatura ambiente y protegida de la luz. Como blanco de
reactivos se reemplazé 1 mL del extracto de té diluido por 1 mL de agua destilada.

La curva de calibracién se prepard con las soluciones patrén de acido galico (10,
20, 30, 40 y 50 pg/mL) obtenidas segun el item /I1.2.9.2, procediendo de igual manera
que con la muestra.

Las lecturas de absorbancia se realizaron a 765 nm en un espectrofotometro
UV/Vis (Espectro SP- 21029) calibrado con agua, usando una cubeta de cuarzo de 1 cm
de camino 6ptico.

El CPT (g EAG/ 100 g materia seca) fue calculado segin la siguiente férmula:

(Am - Aintrcepto)- Vin-d. 100
a. m.10.000.RS

CPT =

siendo:

A, la absorbancia a 765 nm de la muestra.

Aintercepio 1a absorbancia observada en el punto donde la curva de calibracién
intercepta el eje y.

Vi, €l volumen de extraccién de la muestra (10 mL).

d, factor de dilucién utilizado.

a, es la pendiente de la curva de calibracion.

m, es la masa, en gramos, de la porcién de ensayo.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.
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II1.2.10 Capacidad antioxidante: Ensayo del radical libre DPPH

Uno de los métodos mds utilizados para verificar la capacidad antioxidante de
los alimentos es evaluar la capacidad de captacion del radical libre 2,2-Difenil-1-
picrilhidracilo (DPPHe). El ensayo del radical libre DPPHe ha sido extensamente
utilizado en la determinacién de la CAO de vinos, jugos, frutas y té (Saito et al., 2007;
Hartwig et al., 2012; Jayasekera et al., 2011).

El radical libre DPPHe (véase la Figura 9) es un radical orgdnico nitrogenado,
estable y disponible comercialmente. Es intensamente coloreado (purpura) y posee un
espectro de absorbancia caracteristico, con una absorciéon maxima en la region visible a
una longitud de onda de 517 nm (Roginsky y Lissi, 2005; Huang et al., 2005; Oliveira et
al., 2009; Hartwig et al., 2012).
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Figura 9. Estructura quimica del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe)

El DPPHe posee en su estructura un itomo de nitrégeno con un electron
desapareado capaz de aceptar un electrén o un radical hidrégeno para convertirse en una
molécula estable. Al entrar en contacto con sustancias antioxidantes (AH), el DPPHe se
reduce formando 2,2-Difenil-1-picrilhidracina (DPPH-H) de color amarillo, lo que
implica una disminucién de la absorbancia a 517 nm. Una vez reducido, el cambio de
coloracién se mide espectrofotométricamente y se calcula el porcentaje de DPPHe
remanente, siendo este valor proporcional a la concentracion de sustancias antioxidantes
presentes en el medio de reaccion (Huang et al., 2005; Oliveira et al, 2009; Hartwig et
al., 2012).

En un estudio basado en la actividad antirradicalaria de compuestos fendlicos, se
demostré que el mecanismo de accion de las sustancias antioxidantes frente al DPPHe,
consiste fundamentalmente en la transferencia de electrones. La teoria de transferencia

de un dtomo de hidrégeno se supone es una via marginal dentro del mecanismo de
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acciéon global, ya que la sustraccién de un dtomo de hidrégeno a partir de un
antioxidante neutral por parte del DPPHe, ocurre muy lentamente en presencia
solventes aceptores de puentes de hidrégeno tales como el metanol, utilizado como

medio de reaccidn en el ensayo (véase la Figura 10) (Foti et al., 2004).

Transferencia de un atomo Transferencia electronica
de hidrégeno

DPPHe + AH —> DPPH-H + Ae AH o A +H'

A + DPPHe — DPPH + Ae

DPPH +H ' — DPPH-H

Figura 10. Mecanismo de la reaccion entre el DPPHe y compuestos antioxidantes.

111.2.10.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: metanol (Merck, Argentina), DPPHe (radical
libre 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo, Sigma, Argentina) y dcido ascérbico (Sigma Ultra,

Argentina).

I11.2.10.2 Preparacion de las soluciones patron

Para la construccién de la curva de calibracién se prepararon soluciones patron
de acido ascérbico de concentraciones nominales de 100, 120, 140, 160, 180, 200 y
220 pg/mL. Para ello, se disolvieron 0,25 g de 4cido ascorbico en 250 mL de agua
destilada obteniendo una solucién estindar de dcido ascérbico de concentracion 1.000
pg/mL. Luego, diferentes volimenes de la solucién estidndar fueron transferidos a
matraces aforados de 100 mL de capacidad. Cada matraz aforado fue enrasado con agua
destilada, obteniéndose asi las soluciones patron de diferentes concentraciones de 4dcido

ascorbico (Hartwig et al., 2012).

II1.2.10.3 Extraccion
Para la obtencién de los extractos de té se procedié segun lo especificado en la
norma ISO/FDIS 14502-1(E) (2004) para la determinacién del contenido polifenoles

totales descripta en el item /71.2.9.3.
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111.2.10.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

La CAO de los diferentes tipo de té se determind por duplicado mediante el
ensayo espectrofotométrico del radical libre DPPHe, usando 4cido ascérbico como
estdndar.

Para ello, ImL de cada extracto de té obtenido segin el item [I1.2.10.3 fue
diluido con agua destilada (dilucién 1:25 para los extractos de té€ negro, semifermentado
y BT y 1:40 para extractos de té verde). Luego, se mezclaron 100 pL del extracto de té
diluido con 3 mL de una solucién metandlica de DPPH (100 pL/L) en un frasco de
reaccion color caramelo. Los frascos de reaccion se incubaron protegidos de la luz en
una estufa a 37 °C durante 2 h. Para la lectura del blanco de reactivos, se procedi6 segiin
lo descripto en este item, pero reemplazando la alicuota de la muestra por metanol
(Hartwig et al., 2012).

Para la realizaciéon de la curva de calibracion del estdndar dcido ascorbico se
mezclaron 100 pL de cada una de las soluciones patrén obtenidas segin el item
111.2.10.2, con 3mL de la solucién metandlica de DPPH 100 uM en un frasco de
reaccién color caramelo, la mezcla fue homogeneizada y la absorbancia fue leida
inmediatamente.

Las lecturas de absorbancia se realizaron a 517 nm en un espectrofotémetro
UV/Vis (Espectro SP- 21029, China) calibrado con metanol, usando una cubeta de
cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.

Los resultados se expresaron como g equivalentes a dcido ascérbico (EAA) por
cada 100 g de materia seca y se calcularon a partir del porcentaje de radical DPPH
remanente en el equilibrio (% DPPHr = DPPH..*100/DPPH,, donde DPPH,. es la
absorbancia de la muestra en el estado estable y DPPHj es la absorbancia de la solucién
del radical DPPH 100 uM). Para cada concentracion de dcido ascorbico ensayada, se
grafic6 % DPPHg, obteniéndose asf la curva de calibracion.

La CAO (g EAA/ 100 g de materia seca) fue calculada segin la siguiente

formula:

(% DPPHg — b).d.V,,

CAD = —— = R5 100
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siendo:

% DPPHg, porcentaje remanente del radical DPPH en el equilibrio
(% DPPHR = DPPH..*100/DPPH,, donde DPPH,. es la absorbancia de la muestra en el
estado estable y DPPHy es la absorbancia de la solucién del radical DPPH 100 uM).

b, ordenada al origen de la curva de calibracion.

d, factor de dilucion utilizado

V., €l volumen de extraccion de la muestra (10 mL).

a, la pendiente de la curva de calibracion.

m, es la masa, en gramos, de la porcién de ensayo.

RS, contenido de materia seca, en porcentaje en masa de la muestra.

II1.2.11 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé utilizando el software Statgraphics
Centurion (version 2009).

Los resultados obtenidos para cada una de las determinaciones se expresaron
como la media aritmética + desvio estdndar.

Para comparar las variables de los diferentes tipos de té, se utilizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de un factor, y en el caso de variables que mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) se realiz6 la prueba de minima diferencia
significativa (LSD) de Fisher, con un nivel de confianza del 95 %.

La correlacion entre las variables se estudié mediante una prueba de correlacién

de Pearson, con un nivel de confianza del 95 %.
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IIL.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1I1.3.1 Contenido de humedad

El contenido de humedad es un importante pardmetro de calidad del té que es
generalmente desatendido por los investigadores, pero no por la industria o por quienes
comercializan té (Yao et al., 2006b). Este parametro es primordial ya que determina la
calidad y estabilidad del producto, principalmente durante el periodo de
almacenamiento. Un aumento en el contenido de humedad de un té actiia muy en
detrimento su calidad.

El té luego de ser secado debe presentar un contenido de humedad de
aproximadamente 3 %, ya que durante el proceso de clasificado, envasado, transporte,
almacenamiento y comercializacidn, el producto absorberd agua. Si no se ejerce un
estricto control sobre el contenido de humedad de un té durante el proceso de
industrializacién, el producto final serd de muy mala calidad.

Segin el CAA el contenido de humedad tanto del té negro como del té verde no
debe superar el 7 % bh.

En la Tabla 4 se presentan los valores de contenido de humedad hallados en los
diferentes tipos de té elaborados en Argentina. De las muestras procesadas, 7 muestras
de té negro (33 %), 6 de té verde (55 %) y 5 de BT (45 %) superaron el limite
establecido en el CAA.

Tabla 4. Contenido de humedad de los diferentes tipos de té

(%bh)
Tipodeté  Minimo Mdximo Media + Desvio Estindar n
Negro 3,8 9.5 5,7+£1,8 28
Verde 5,6 9,1 73+1,1 11
BT 3,8 11,4 6,9 2,2 1

Estos resultados indican que el contenido de humedad del té debe ser motivo de
gran preocupacion para la industria y que los controles durante el proceso de

elaboracion deberian ser mas estrictos.
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II1.3.2 Cenizas totales y cenizas insolubles en acido

Las cenizas totales son el residuo inorgénico obtenido luego de la calcinacion del
producto a 525 £ 25 °C (IRAM 20605, 1997). Segin los estandares internacionales de
calidad (ISO 3720, 2011; ISO 11287, 2011) y el CAA, el té negro y el té verde no deben
superar un maximo cenizas totales de 8 % bs.

Las cenizas insolubles en dcido representan la fraccién de cenizas totales que
persiste luego del tratamiento de las mismas con una solucién de dcido clorhidrico
(IRAM 20607, 1997). Segin el CAA y las normas ISO 3720 (2011) y ISO 11287
(2011) el té negro y el té verde no deben superar un maximo de cenizas insolubles en
dcido de 1 % bs.

La importancia de la determinacidon de las cenizas del té es que este parimetro
supone un método sencillo para determinar la calidad del mismo, ya que valores
superiores a los limites permitidos indican una probable contaminacién con tierra,
arena, metales pesados o la presencia de algiin adulterante inorgénico.

Las muestras de té negro, té€ verde y BT procesadas se ajustaron a los requisitos de
calidad establecidos en el CAA y en los estdndares internacionales para cenizas totales y

cenizas insolubles en 4cido (véanse las Tablas 5 y 6).

Tabla 5. Cenizas totales de los diferentes tipos de té

(%bs)
Tipo de té Minimo Mdximo Media + Desvio Estdndar n
Negro 5,2 7,3 6,2+0,5 28
Verde 5,3 7,2 6,3+0,3 11
BT 45 73 6,0 £0,73 11

Tabla 6. Cenizas insolubles en dcido de los diferentes tipos de té

(%Dbs)
Tipo de té Minimo Mdximo Media + Desvio Estdndar n
Negro 0,0 0,52 0,1 +0,09 28
Verde 0,0 0,24 0,1 £0,07 11
BT 0,0 0,21 0,08 + 0,08 11
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II1.3.3 Extracto acuoso

El extracto acuoso hace referencia al porcentaje en masa de sustancias solubles en
agua que posee un té, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos, azicares,
aminodcidos, alcaloides y otros componentes menores como minerales y pigmentos, es
decir, todos aquellos compuestos que presenten una estructura molecular polar (Yao et
al., 2006b; Hart y Fisher, 1991; Pearson, 1993; Stahl, 1962).

La importancia del extracto acuoso como pardmetro analitico de calidad de un té,
reside en que representa la porcién de sustancias solubles que se consumen al preparar
la infusién (Stahl, 1962).

Segin los estdndares nacionales e internacionales de calidad, el extracto acuoso
del t€ verde o negro debe ser mayor o igual al 32 % de la materia seca IRAM-ISO
3720, 2000; ISO 3720, 2011; ISO 11287, 2011).

El CAA en el capitulo XV, Articulo 1.185, establece que el extracto acuoso del té
verde o negro debe superar un contenido minimo de 28 % de la materia seca.

Las muestras de té negro analizadas presentaron contenidos de extracto acuoso
entre 29,5 % y 47,1 %, con una media de 40,3 % de la materia seca (véase la Tabla 7).
Comparando los valores obtenidos con el contenido de extracto acuoso de las muestras
de té negro producido en otros paises (Yao et al., 2006b), China: 36,8 % (bs), India:
36,9 - 41,9 % (bs), Sri Lanka: 36,7 - 46,9 % (bs) y Kenia: 44,9 % (bs) podemos decir
que los tés de produccién nacional presentan valores similares. El contenido de extracto
acuoso de 2 de las 28 muestras de té negro analizadas no cumpli6é con los requisitos
minimos establecidos en las normas ISO e IRAM, aunque todas superaron el minimo
contenido de extracto acuoso fijado en el CAA. La mayoria de las muestras de té negro
de produccidén argentina (26/28) cumplié con los requisitos internacionales de calidad
fijados para este parametro, pero alin asi presentaron valores de extracto acuoso
menores al de muestras provenientes de paises que tradicionalmente producen los tés de
mds alta calidad.

El extracto acuoso de las 11 muestras de té€ verde analizadas varid entre 32,7 % y
48,7 % (bs), con una media de 40,7 % de la materia seca (véase la Tabla 7), cumpliendo
todas con los estindares de calidad citados. Yao et al. (2006b) reportaron contenidos de
extracto acuoso entre 31,7 % y 42,5 % (bs) en muestras de té verde de diversos origenes

comercializados en Australia.

54



Tabla 7. Extracto acuoso de los diferentes tipos de té

(% bs)

Tipo de té Minimo Mdximo Media + Desvio Estdndar n
Negro 29,5 47,1 40,3+4,5 28
Verde 32,7 48,7 40,74£5,4 11

BT 23,4 40,1 33,347 11

Las muestras de BT presentaron valores de extracto acuoso entre 23,4 % y
40,1 % (bs), con una media de 33,3 % de la materia seca (véase la Tabla 7), siendo
significativamente menores a los de té€ negro y té verde (p<0,05) (véase la Figura 11).

La gran variabilidad observada en el extracto acuoso de muestras del mismo tipo
de té puede ser atribuida a las diferentes calidades de la materia prima utilizada en la

manufactura de cada té.
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Figura 11. Extracto acuoso de los diferentes tipos de té

I11.3.4 Fibra cruda

El contenido de fibra cruda es uno de los pardmetros descriptos en las normas de
calidad del té. Segtin los requisitos establecidos, el contenido de fibra cruda de un té no
debe exceder el 16,5 % de la materia seca (IRAM-ISO 3720, 2000; ISO 3720, 2011;
ISO 11287, 2011). El CAA establece un maximo de 20 % (bs) para el contenido de

fibra cruda de un té.

55



El contenido de fibra cruda en las muestras de té negro vari6 entre 8,2 % y 14,1 %
(bs) con una media de 11,7 % de la materia seca (véase la Tabla 8), cumpliendo con los
requisitos de calidad. La fibra cruda de muestras de té negro de diversos origenes fue
determinada por Smiechowska & Dmoswski (2006). Ellos reportaron valores entre
10,9 % y 12,9 % (bs) en té negro proveniente de China, 9,6 % y 27,9 % (bs) en té negro
de Malawi y entre 5,8 % y 43,3 % (bs) en té€ negro de origen indio.

Las 11 muestras de té verde analizadas presentaron valores de fibra cruda que
variaron entre 10,8 % y 20,5 % (bs), con una media de 15,6 % de la materia seca (véase
la Tabla 8). Del total de las muestras, 4 superaron el contenido de fibra cruda
establecido como estdndar internacional de calidad y 1 super6 el maximo establecido

por el CAA.

Tabla 8. Contenido de fibra cruda de los diferentes tipos de té

(% bs)
Tipo de t¢é ~ Minimo Mdximo Media + Desvio Estandar n
Negro 8.9 14.1 11.7£1.7 20
Verde 1.8 20.5 15.5+£3.0 11
BT 1.2 32.8 20.4+6.3 10

El contenido de fibra cruda es considerado un buen pardmetro para evaluar la
“edad” de la hoja con la que se elabora un té. Las yemas terminales y las cuatro
primeras hojas poseen contenidos relativamente bajos de fibra, y representan la materia
prima de mayor calidad para la elaboracién del producto. A partir de la quinta o sexta
hoja, la calidad disminuye y esto se traduce en un aumento significativo en el contenido
de fibra cruda del producto. Altos contenidos de fibra cruda indican un proceso de
recoleccion descuidado, con presencia no sélo de hojas maduras, sino también la
inclusion de tallos en el material (Smiechowska y Dmoswski, 2006). Valores alterados
de este pardmetro no s6lo pueden indicar una poda excesiva, sino también la probable
adulteracién del producto por el agregado de BT.

Ha sido demostrado que el contenido de fibra cruda de un té es afectado ademds
por otros factores relacionados con las pricticas agronomicas. Venkatesan y Ganapathy

(2004) estudiaron el efecto de fertilizantes ricos en nitrégeno y potasio sobre el
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contenido de fibra cruda de muestras té. Ellos reportaron contenidos mayores de fibra
cruda en las muestras provenientes de plantas fertilizadas con altas dosis de potasa
(hidréxido de potasio) respecto a las muestras provenientes de plantas no fertilizadas.
Jayaganesh, Venkatesan y Senthurpandian (2011) hallaron que las plantas de té
suplementadas con fertilizantes ricos en magnesio proporcionan un producto con menor
contenido de fibra cruda respecto de las no fertilizadas.

Otros autores demostraron que los tés obtenidos a partir de materia prima
cosechada en periodos de brotacion tempranos, poseen un mayor contenido de fibra
cruda que aquellos obtenidos de materia prima cosechada en periodos posteriores de
brotacion (Smiechowska y Dmoswski, 2006). Ravichandran (2004) observé que el
contenido de fibra cruda de un té disminuye, a lo largo de los afios, con cada una de las
podas livianas que se realizan anualmente sobre las plantas con el fin de estimular la
brotacion y facilitar el proceso de cosecha posterior.

Por lo expuesto anteriormente podemos inferir que el contenido de fibra cruda de
un té se ve influido por diversos factores relacionados principalmente a las précticas
agronémicas utilizadas durante su cultivo y manufactura. Esto indicaria que las
diferencias observadas en el contenido de fibra cruda de las muestras de té verde y té
negro se deben a la calidad de la materia prima utilizada en la elaboracién del producto
final.

Como es de esperar, debido al modo de obtencion, la fibra cruda de los BT vari6
ampliamente entre 13,2 % y 32,8 % (bs), con una media de 20,4 % de la materia seca
(véase la Tabla 8), siendo significativamente mayor a la fibra cruda hallada en las

muestras de té negro y té verde (véase la Figura 12).

II1.3.5 Cafeina

La cafeina es un alcaloide que se encuentra naturalmente en las hojas y brotes de
la planta de té. Esta sustancia posee propiedades estimulantes del sistema nervioso
central e imparte robustez y otras caracteristicas organolépticas al licor (Parra, 2007;

Yao et al., 2006b).
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Figura 12. Fibra cruda de los diferentes tipos de té

El contenido de cafeina es considerado un importante pardmetro en la evaluacién
de la calidad de un t€. En general, altos niveles de cafeina indican un buen estandar de
hoja ya que su concentracién disminuye con la madurez de los brotes. Lin et al. (2003)
y Owuor y Obanda (1998) han demostrado que los niveles de cafeina en las hojas
maduras de té (5-6" hoja) son mucho menores que en las hojas jévenes (yemas y 1y
2% hoja del brote).

El contenido de cafeina de las muestras de té negro analizadas varié entre el 1 % y
3,6 % (bs), con una media de 2,7 % de la materia seca (véase la Tabla 9). El contenido
de cafeina en muestras de t€ negro de diversos origenes reportado por otros autores es
muy variable: de 2,6 % a 3,9 % (bs) (Yao et al., 2006; Astill et al., 2001; Fernidndez et
al., 2000; Khokhar & Magnusdottir, 2002).

Las muestras de té verde y BT presentaron valores de cafeina significativamente

menores (p<0,05) con respecto a las de té negro (véase la Figura 13).

Tabla 9. Contenido de cafeina de los diferentes tipos de té

(% bs)
Tipodeté  Minimo Mdximo Media + Desvio Estdndar n
Negro 1,0 3,6 2,740,8 28
Verde 1,1 2,8 2,1+0,6 11
BT 1,4 3,0 2,240,5 11
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El contenido de cafeina de las muestras de té verde vari6 entre 1,1 % y 2,8 % (bs)
con una media de 2,1 % de la materia seca (véase la Tabla 9). Reportes anteriores,
demuestran que los contenidos de cafeina en muestras de té verde de diversos origenes
variaron entre 1,5 % y 3,8 % (bs) (Fernandez et al., 2000; Astill et al., 2001; Yao et al.,
2006; Khokhar & Magnusdottir, 2002).

2,8

2,6

2,2

Cafeina (% b.s)
N
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Tipos de té

Figura 13. Contenido de cafeina de los diferentes tipos de té

Hay autores que reportan pérdidas de cafeina de aproximadamente un 8 % durante
la etapa de zapecado en la elaboracion de la yerba mate, producto que posee grandes
similitudes al té verde respecto al procesamiento industrial. Estas pérdidas son
atribuibles a la degradacion térmica del compuesto y a un mecanismo conjunto de
difusién-evaporacioén (Schmalko & Alzamora, 2001).

En contraposicién, Astill et al. (2001) y Kim et al. (2011) demuestran que los
niveles de cafeina son mayores en muestras té verde que en las de té negro cuando son
elaborados con la misma materia prima, y atribuyen esta diferencia a la posible
degradacion del compuesto durante el proceso fermentativo.

Muthumani y Senthil Kumar (2007) observaron que los niveles de cafeina no se
ven afectados durante el proceso de fermentacion, y esto coincide con lo reportado por
Sang et al. (2011), quienes afirman que la cafeina es un compuesto muy estable durante
el proceso oxidativo del té.

Es de destacar ademds, que el contenido de cafeina varia ampliamente segin la

variedad botdnica de té implantado, cultivar comercial, la ubicacién geografica del
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cultivo, el periodo de cosecha y condiciones de la misma (Yao et al., 2006; Lin et al.,
2003). Ha sido demostrado que las hojas frescas de C. sinensis var. assamica poseen
mayores niveles de cafeina (4,09 %) que las hojas de C. sinensis var. sinensis (3,11 %)
(Takeda, 1994). Ravichandran y Parthiban (1997) demostraron que el contenido de
cafeina es ligeramente mayor en tés cosechados manualmente respecto a aquellos
provenientes de cosechas mecanizadas.

Las controversias expuestas y los hallazgos obtenidos en el presente estudio, nos
hacen suponer que las diferencias en el contenido de cafeina de las muestras de té verde
y t€ negro se deben a la calidad de las hojas utilizadas como materia prima en la
elaboracién del producto.

Las muestras de BT presentaron valores de cafeina entre 1,4 % y 3 % (bs), con
una media de 2,2 % de la materia seca (véase la Tabla 9). Existen reportes que indican
que el contenido de cafeina cae de manera significativa en cosechas que incluyen hasta
la quinta o sexta hoja de los brotes, respecto a cosechas de hojas mas jévenes (Yao et
al., 2006). El BT, fruto del desfibrado del té negro durante el proceso de clasificado, es
un producto compuesto principalmente por las fibras de hojas maduras y tallos de la

planta de té, lo que explica sus bajos contenidos de cafeina.

II1.3.6 Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante

Ha sido demostrado que los polifenoles son el grupo de constituyentes quimicos
mas abundantes de las hojas de té, siendo las catequinas los principales compuestos
fendlicos de las hojas frescas, encontrandose mayores concentraciones en brotes y hojas
jovenes respecto a las hojas maduras y tallos (Lin et al., 1998; Chan et al., 2007). En
general se sostiene que los tés de mds alta calidad son aquellos elaborados a partir de
brotes y hojas jovenes, ya que poseen los niveles més altos de polifenoles (Lin et al.,
1998; Chan et al., 2007).

El contenido de polifenoles de las hojas de té es considerado uno de los
principales pardmetros determinantes de la calidad del producto final (Yao et al., 2005).
Segun los estandares internacionales de calidad del té¢ (ISO/FDIS 3720, 2011; ISO/FDIS
11287, 2011) el CPT de un té negro debe ser mayor o igual al 9 % de la materia seca (g
EAG/100 g ms), y el CPT de un té verde debe ser mayor o igual al 11 % de la materia
seca (g EAG/100 g ms).
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La curva de calibracion preparada con concentraciones de dcido gélico entre 0 y
50 pg/mL para la determinacion del CPT de los diferentes tipos de té resultd
y=0,012 x + 0,027 (R2 =0,998), siendo x la concentracidn del estindar del dcido gilico

(véase la Figura 14).

y =0,012x + 0,0278
R2=0,9984
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Figura 14. Curva de calibracién CPT

Como puede apreciarse en la Tabla 10, el CPT de las muestras de té negro varié
entre 9,5 y 13,3 g EAG/100 g ms y el CPT de las muestras de té verde,
significativamente mayor (p<0,05) (véase la Figura 15), vari6 entre
12,9y 16,1 g EAG/100g ms, ajustindose a los requerimientos internacionales de calidad

establecidos.

Tabla 10. Contenido de polifenoles totales de los diferentes tipos de té
(g EAG/ 100 g materia seca)

Tipo de t¢ ~ Minimo Mdximo Media + Desvio Estdandar n
Negro 9,5 13,3 11,1£0,8 7
Verde 12,9 16,1 14,9£0,6 5

BT 8,3 9,6 8,620,6 5
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Figura 15. CPT de los diferentes tipos de té

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de otros autores que reportan CPT
mayores en muestras de té verde respecto a muestras de té negro (Yao et al., 2006a;
Anesini et al., 2008; Astill et al., 2001; Chan et al., 2007; Kim et al., 2011). Durante el
proceso de elaboracién del té verde, las catequinas permanecen relativamente intactas.
Esto es debido a la inactivacién térmica de la enzima PPO por escaldado con vapor de
las hojas recientemente cosechadas. En el proceso de elaboracion de los tés fermentados
y semifermentados, las hojas son sometidas a un proceso mecanico que produce ruptura
de las estructuras subcelulares (enrulado), promoviéndose la oxidacion enzimética de
los sustratos fendlicos para formar flavonoides poliméricos (principalmente teaflavinas
y tearrubiginas) dando inicio al proceso fermentativo (Keiro et al., 2012; Kim et al.,
2011; Parra, 2007; Astill et al., 2001). El ensayo de FC es un método comiin para
determinar la cantidad de compuestos fendlicos presentes en un producto midiendo su
capacidad reductora total, basado en la oxidacidén quimica de estas moléculas por accién
de dos oxidantes inorgdnicos (fosfomolibdato y fosfowolframato). Sin embargo, este
método no sélo cuantifica la presencia de compuestos polifendlicos, sino también la de
cualquier otra molécula reductora (Stevanato et al.,, 2004). Las reacciones de
polimerizacién y otras alteraciones ocurridas durante el proceso de fermentacién del té
negro, no disminuyen la capacidad reductora de sus compuestos fendlicos (Luczaj y
Skrzydlewska, 2005). Por lo tanto, las diferencias en el CPT entre el té negro y el té
verde pueden ser atribuidas a las diferencias en el contenido de moléculas reductoras no

fendlicas de ambos productos, y a diferencias en la respuesta al reactivo de FC de los
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polifenoles del té verde (principalmente monoméricos) y los polifenoles del té negro
(principalmente multiméricos) (Yao et al., 2006a; Astill et al., 2001; Kim et al., 2011).

Kim et al. (2011) reportan una reduccién gradual en el CPT durante el proceso de
fermentacién del té. Luego de una fermentacioén de 20 %, 40 %, 60 % y 80 %, el CPT
de las muestras de té se redujo en 20,2 %, 21,5 %, 37,0 % y 37,2 %, respectivamente.
Ellos hallaron una correlacidon positiva entre las tasas de reduccién del CPT y la
reduccién en el contenido de EGCG, EGC, EC y ECG en las muestras de t€ con
diferentes grados de fermentacion. Sin embargo, observaron que el ensayo de FC no
refleja los cambios quimicos de los polifenoles del té ocurridos durante el proceso
fermentativo, ya que las tasas de reduccién del CPT, correlacionaron de manera
negativa con los contenidos crecientes de TF y TR segun diferentes grados de
fermentacion.

El CPT de muestras de té negro y té verde de diversos origenes fue reportado por
otros autores. Astill et al. (2001) analizaron muestras de t€ provenientes de India, China,
Japén, Sri Lanka, Argentina, Bangladesh, Vietnam, Indonesia y Africa y hallaron
valores de CPT entre 7,3 y 21,9 g EAG/100 g ms en muestras de té negro y entre 11,9 y
25,2 ¢ EAG/100 g ms en muestras de té verde. Anesini et al. (2008) estudiaron el CPT
de muestras de té verde y té negro producidos en Argentina y hallaron valores entre 8,4
y 17,6 g EAG/100 g ms para el t€ negro y entre 14,3 y 21,0 g EAG/100 g ms para el té
verde.

El nivel de polifenoles de un té€ es muy variable y no s6lo depende del proceso de
manufactura del producto, sino también de factores genéticos, agrondomicos Yy
ambientales (Yao et al., 2006b).

Hay estudios que demuestran que los tés originarios de India o Sri Lanka (C.
sinensis var. assamica) poseen mayores contenidos de polifenoles totales que aquellos
elaborados a partir de la variedad de origen chino (C. sinensis var. sinensis) (Takeda,
1994; Astill et al., 2001; Yao et al., 2006a; Chan et al., 2007; Anesini et al., 2008).

Numerosas investigaciones reportan que el CPT de las hojas de té presenta
variaciones estacionales (Yao et al., 2005; Erturk et al., 2010; Jayasekera et al., 2011).
Esto es debido a que la biosintesis de compuestos fendlicos de las hojas de té es

promovida por la luz solar y las altas temperaturas, por lo que se ve incrementada en las
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estaciones cdlidas y cuando la radiacion solar es mds fuerte y la duracion del dia es
mayor (Erturk, 2010; Jayasekera, 2011).

Teniendo en cuenta las diversas condiciones agroecolégicas a las que pueden ser
sometidos los cultivares de té y que las practicas de manufactura difieren segin el
establecimiento productor, podemos concluir que variabilidad en el CPT observada
entre las muestras de un mismo tipo de té ha sido debida a estos factores.

La curva de calibracién preparada con concentraciones de acido ascdrbico entre 0
y 22 ug equivalentes/L para la determinacién de la CAO de los diferentes tipos de té
resulté y = -0,4125 x + 100,79 (R2 = 0,995), siendo x la cantidad del estiandar (ug)

utilizada en el ensayo (véase la figura 16).

y =-0,4125x + 100,79
R2=0,9954
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Figura 16. Curva de calibracién DPPH

Las muestras de té negro presentaron valores de CAO entre 20,8 y 23,5 g
EAA/100 g ms (véase la Tabla 11). La CAO de las muestras de té verde vari6 entre
26,1 — 35,3 g EAA/ 100 g ms, siendo significativamente mayores (p<0,05) a las de té
negro (véase la Figura 17). Esto coincide con muchos estudios que reportan que el té
verde posee una CAO significativamente mayor que el té negro cuando es medida
utilizando diversos métodos in vitro (Anesini et al., 2008; Kim et al., 2011; Jayasekera

et al., 2011).
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Existen numerosas investigaciones que demuestran que los polifenoles del té
negro y de los tés semifermentados (TF y TR) presentan propiedades antioxidantes muy
inferiores a las catequinas presentes en el té verde (Gramza y Korckak, 2005). A pesar
de esto, otros reportes sostienen que las TF, poseen una actividad antioxidante muy
similar a la EGCG (catequina mas abundante del t€ verde) y una mayor actividad de
captacion de radicales libres que otras catequinas del té verde (EC, EGC y ECG)
(Luczaj y Skrzydlewska, 2005; Karori et al., 2007; Kim et al., 2011).

Lee et al., (2002) y Kim et al. (2011) afirman que la capacidad antioxidante
reducida de los tés completamente y parcialmente fermentados es debida a la
disminucién en la concentracién de otros compuestos antioxidantes presentes en las
hojas frescas de té como los glicdsidos flavonoides, saponinas, dcido ascérbico y
cafeina por mecanismos de oxidacién o exposicion al calor durante el proceso

fermentativo.

Tabla 11. Capacidad antioxidante de los diferentes tipos de té
(g EAA/ 100 g ms)

Tipo de t¢ ~ Minimo Mdximo Media + Desvio Estdndar n
Negro 20,8 23,5 22,0+1,1 7
Verde 26,1 35,3 30,0£1.2 5

BT 16,0 18,5 17,4+1,2 5

El CPT y la CAO de los BT fueron significativamente menores a los hallados en
las muestras de t€ negro (8,3- 9,6 g EAG/ 100 g ms y 16 - 18,5 g EAA/ 100 g ms,
respectivamente) (véanse las Figuras 15 y 17). Esto puede explicarse por el alto
contenido de tallos y hojas maduras de los BT, resultado de su proceso de obtencién por

desfibrado del té negro.
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Figura 17. Capacidad antioxidante de los diferentes tipos de té

II11.3.7 Color

Durante el proceso de fermentacién del té, el producto pasa de tener un color
verde oscuro a ser cobre brillante. La oxidacion enzimadtica de las catequinas, que son
compuestos incoloros, produce la formacion de TF y TR. Las TF son brillantes y de
tonos amarillos y naranjas, mientras que las TR, compuestos quimicamente mads
heterogéneos, tienen colores rojo oscuro y marrones (Obanda et al., 2001).

Como puede apreciarse en la Tabla 12, el pardmetro L, que mide la luminosidad,
fue significativamente menor (p<0,05) en las muestras de té negro que en las de té
verde. Esto es debido a que el té se vuelve mds oscuro durante el proceso de oxidacion
enzimadtica acorde a la formacién de TR (Muthumani y Kumar, 2007; Kim et al., 2011).
El valor intermedio del pardmetro L observado en las muestras de BT es debido al alto
contenido de fibra que provee de blancura a este producto totalmente fermentado.

Los pardmetros de color a (rojo-verde) y b (amarillo-azul) presentaron diferentes
valores segtn el tipo de té (véase la tabla 12). La variacion de estos pardmetros se debe
principalmente a la formacién de TFs que aportan colores amarillos, naranjas y rojos a
los tés fermentados (Kim et al., 2011). Asi, las muestras de té negro y BT presentaron
valores positivos de a ubicdndose en la gama de los rojos, y las muestras de té verde
valores negativos de a, ubicdndose en la gama de los verdes. Respecto al pardmetro b
todos los tipos de t€ mostraron valores positivos, hallindose en la regién de los matices

del color amarillo.
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Tabla 12. Pardmetros de color de los diferentes tipos de té

(Media aritmética + Desvio Estandar)

Tipo de té L a b n
Negro 24,822 a 2,9+1,1 a 9,842,7 a 28
Verde 37,1+4,8 b -1,1+£2,1b 20,5+4,6 b 11

BT 32,9+43 ¢ 5,0+1,1¢ 16,4£2.6 ¢ 11

Valores medios acompaiiados de letras diferentes dentro de una misma columna indican
diferencias estadisticamente significativas segun el tipo de té (Prueba LSD, p<0,05).

1I1.3.8 Té semifermentado

Los pardmetros fisicoquimicos de la tnica muestra de té semifermentado
producida en Argentina son presentados en la Tabla 13.

La muestra de té semifermentado analizada presenté un contenido de humedad de
4,8 % (bh), ajustandose al nivel maximo establecido en el CAA para té negro y té verde.

Respecto a las cenizas totales y las cenizas insolubles en dcido (6,0 % bs 'y 0,1 %
bs, respectivamente) los valores se adecuaron a los requisitos establecidos en las normas
internacionales de calidad y en el CAA para el té negro y el té verde.

El extracto acuoso del t€ semifermentado (32,9 % bs) superd los contenidos
minimos requeridos para cumplir con los estindares nacionales e internacionales de
calidad de té verde y té negro.

El contenido de cafeina (1,6 % bs) fue significativamente menor a la cafeina
hallada en las muestras de té negro, té verde y BT.

El contenido de fibra cruda del té semifermentado (22,3 % de la materia seca)
superd los niveles maximos permitidos por los estdndares internacionales de calidad y
lo establecido en el CAA para el té negro y el té verde.

Segun las normas ISO 3720 (2011) y ISO 11287 (2011) el CPT de un té negro
(fermentado) debe ser mayor o igual al 9 % de la materia seca (g EAG/100 g ms) y en el
caso del té verde (no fermentado) debe ser mayor o igual al 11 % de la materia seca
(g EAG/100 g ms). El contenido de catequinas en muestras comerciales de té es
superior en el té verde, seguido por el té semifermentado y en tercer lugar el té€ negro

(Lin et al., 2003; Chan et al., 2007), ya que como consecuencia de la fermentacion, los
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niveles de catequinas se reducen acorde se van formando TFs y posteriormente TRs, lo
que resulta en una disminucién del CPT y CAO del té (Kim et al., 2011). Debido a esto
un té semifermentado presenta valores intermedios de CPT y CAO.

El CPT y la CAO de la muestra de té semifermentado analizada fueron de
8,9 g EAG/100 g ms y 17,6 g EAA/100 g ms, respectivamente. El CPT hallado no
cumple si quiera con los requisitos minimos establecidos para el t€ negro, y junto con la

CAOQO son comparables a los hallados en las muestra de BT.

Tabla 13. Parametros fisicoquimicos del té semifermentado argentino *

Pardmetros fisicoquimicos

Contenido de humedad (% bh) 4,8

Cenizas totales (% bs) 6,1

Cenizas insolubles en acido (% bs) 0,1

Extracto acuoso (% bs) 32,9
Fibra cruda (% bs) 22,3
Cafeina (% bs) 1,6
CPT (g EAG/100 g ms) 8,9

CAO (g EAA/100 g ms) 17,6
Pardmetros de color

L 31,6
a 5,1

b 15,1

*Media aritmética de tres determinaciones con un CV menor al 5%.

El alto contenido de fibra cruda, la cafeina, CPT y la CAO bajos respecto del té
negro y del té verde y los valores de los pardmetros de color (L, a y b) comparables a
los hallados en las muestras de BT, sugieren que la materia prima utilizada en la

elaboracion del “té rojo” argentino es de muy baja calidad.
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1I1.3.9 Analisis de Correlacion entre las variables

El contenido de cafeina present6 correlacion negativa con la fibra cruda (r=-0,38;
p<0,05) y correlaciond positivamente con el extracto acuoso (r=0,45; p<0,05). Ademas,
la fibra cruda y el extracto acuoso correlacionaron entre si de manera negativa (r=-0,64;
p<0,05). Estos tres pardmetros son buenos indicadores de la calidad de la materia prima
utilizada en la elaboracién del té. Productos elaborados con hojas y brotes de té de
buena calidad poseen altos niveles de extracto acuoso, alto contenido de cafeina y
valores bajos de fibra cruda.

Se observo una fuerte correlacidon positiva entre el pardmetro de color L y el
contenido de fibra cruda (r=0,67; p<0,05) y una fuerte correlacién negativa entre L y el
contenido de cafeina (r=-0,37; p<0,05). Asi, los tés que presentaron valores de L
elevados (tendientes a la blancura) fueron ricos en fibra cruda y pobres en cafeina, lo
que indica un té de baja calidad. Cabe destacar que la medicidn de los parametros de
color (L, a y b) se realiza de manera sencilla y en unos pocos minutos. Esto demuestra
que la medicion de L seria sumamente util en el monitoreo de la calidad del té in sifu, es
decir, durante el proceso de manufactura o durante su almacenamiento, brindando
informacion valiosa al elaborador tealero.

Se ha observado una fuerte correlacién entre el CPT y la CAO (r= 0,96; p<0,05),
lo que senala que los compuestos fendlicos son los principales responsables de la

actividad captadora de radicales libres del té.
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I11.4 CONCLUSIONES

La calidad de los tés elaborados en Argentina es muy variable. Los distintos tipos
de té presentaron diferencias significativas en el contenido de fibra cruda, cafeina,
extracto acuoso, contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante y los tres
parametros de color.

El té negro y el té verde presentaron altos contenidos de extracto acuoso. El
contenido de cafeina fue significativamente mayor en el té negro y el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante en el té verde.

El mayor contenido de fibra cruda del té verde manifiesta que la materia prima
utilizada en su elaboracion es de menor calidad que la utilizada en la elaboracion del té
negro.

El té semifermentado y las muestras de BT presentaron extracto acuoso bajo, altos
contenidos de fibra cruda y bajos valores de contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante respecto a las otras dos variedades de té. El BT es un
subproducto del té negro de muy baja calidad y por definicion, responde a estas
caracteristicas fisicoquimicas. El té semifermentado, por presentar estas cualidades
manifiesta estar elaborado con materia prima de muy pobre calidad.

El extracto acuoso y el contenido de fibra cruda son muy ttiles para establecer la
calidad de la materia prima utilizada en la elaboracion de un té, ya que la presencia de
hojas maduras y tallos, generada por podas excesivas, alteran estos pardmetros.
Ademas, valores irregulares en ambas determinaciones podrian sugerir la adulteracion
del producto por el agregado de BT.

El contenido de polifenoles totales es uno de los mejores pardmetros de calidad ya
que puede ser utilizado como indicador del grado de calidad de la materia prima
utilizada en la elaboracién de un té. Bajos contenidos de CPT pueden indicar niveles de
recoleccién excesivos, mal manejo del material previo a la manufactura o
sobrefermentacion en el caso de los tés semifermentado y negro.

El contenido de polifenoles totales, la capacidad antioxidante y el contenido de
cafeina son pardmetros que reflejan no sélo la jerarquia de la materia prima utilizada en
la elaboracién de un té, sino también las propiedades bioldgicas del producto, por lo que

deben aplicarse al control de calidad del mismo.
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Los pardmetros de color (L, a y b) pueden ser utilizados como diferenciadores de
los tés negro y verde y el BT. La determinacion de estos parametros puede realizarse de
manera ficil y rdpida. Esto, sumado a la demostrada correlacién existente entre el
parametro L y las variables contenido de cafeina y fibra cruda, convierte a esta
determinacién en una herramienta muy util para el monitoreo de la calidad del producto
durante la manufactura. Ademas, debido a las diferencias en L, a y b observadas entre el
té verde y el té€ negro podemos concluir que el andlisis de los pardmetros de color podria

ser aplicado a la vigilancia del proceso de fermentacién del té.
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CAPITULO IV
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IV.1 PROPUESTAS DE TRABAJOS FUTUROS

El presente estudio de los pardmetros fisicoquimicos de los diferentes tipos de té
elaborados en nuestro pais constituye un primer ensayo que ha permitido la
identificacion de su calidad.

En los tltimos afios, el té ha cobrado mucha importancia por ser un producto
natural con demostradas propiedades bioldgicas potencialmente benéficas para la salud
humana, lo que ha generado multiples posibilidades de comercializaciéon del producto
que traspasan la industria alimenticia, para llegar a conquistar el mercado de los
productos cosméticos y la industria farmacéutica. Esto sumado a la alta competitividad
del mercado y la busca de una mayor rentabilidad mediante la mejora de la calidad, hace
necesario entender cdmo las pricticas agronémicas y el proceso de manufactura afectan
la calidad final del té de nuestra region en particular, por lo que debe ser objeto de
futuras investigaciones.

Se ha demostrado que la cantidad y proporcioén de los principales componentes
quimicos biolégicamente activos, especialmente el perfil de catequinas y teaflavinas, se
relacionan directamente con la calidad del producto final. Por esto, identificar y
determinar la distribucién de cada una de estas sustancias en los diversos cultivares de
C. sinensis implantados en nuestro pafs, en las diferentes partes de la planta y las
variaciones que éstas experimentan en las diferentes estaciones del afio y bajo diferentes
condiciones ambientales en la region tealera Argentina, como el estudio los perfiles de
compuestos fendlicos de hojas y brotes de té obtenidos con diferentes niveles de
recoleccién y en colectas sucesivas, ademds del monitoreo de su comportamiento
durante el proceso de elaboracién de cada uno de los tipos de té, seria de mucha utilidad

en la bisqueda de incrementar la calidad del producto y conquistar nuevos mercados.
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ANEXO 1

TE NEGRO. Contenido de Humedad, extracto acuoso, cenizas totales, cenizas
insolubles en 4cido, cafeina y fibra cruda

Contenido . Cenizas
de Extracto  Cenlzas . lubles Cafeina Fibra cruda
Muestra acuoso Totales L.
Humedad en acido (%bs) (%bs)
(%bs) (%bs)
(%bh) (%bs)
1 4,7 37,2 6,5 0,15 2,5 11,0
2 6,6 40,9 6,3 0,25 3,0 10,3
3 4,1 44,8 6,9 0,24 3,9 10,8
4 5,8 40,6 6,2 0,08 2,9
5 4,2 40,8 6,0 0,10 2,1
6 4,3 46,1 6,0 0,10 3,1
7 8,0 35,7 6,0 0,10 2,6
8 3,9 42,5 5,3 0,11 2,6 10,0
9 4,5 47,1 5,2 0,01 2,0 8,2
10 6,1 43,5 6,7 0,00 2,9
11 4,4 44,4 6,2 0,04 3,4
12 4,5 40,0 5,8 0,00 3,5 10,6
13 4,4 42,9 5,4 0,00 3,5
14 4,5 29,2 7,3 0,17 2,4 11,0
15 3,8 45,7 5,9 0,12 3,6 8,8
16 7,8 39,5 5,6 0,04 2,4 13,4
17 8,7 36,4 6,1 0,08 3,5 10,9
18 4,3 42,3 6,6 0,03 3,0
19 4,4 43,8 6,3 0,03 3,4 10,9
20 5,8 42,9 6,1 0,13 3,2 11,0
21 7,6 43,5 5,9 0,03 3,4 10,2
22 6,2 40,0 6,1 0,01 2,8 13,5
23 3,9 40,5 6,5 0,04 1,7 11,1
24 4,1 41,9 5,9 0,02 3,1 10,0
25 9,4 36,8 6,0 0,01 1,4 11,1
26 9,5 29,3 6,9 0,16 1,0 13,8
27 7,3 36,7 6,1 0,52 1,4 13,8
28 6,4 34,9 6,0 0,06 1,1 14,1
Media
aritmética 5,7 40,3 6,1 0,09 2,7 11,2
Desvio
estandar 1,8 4,5 0,5 0,11 0,8 1,7
CV (%) 31,5 11,2 7,7 114,75 29,7 14,8
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ANEXO 2

TE VERDE. Contenido de Humedad, extracto acuoso, cenizas totales, cenizas
insolubles en 4cido, cafeina y fibra cruda

Contenido . Cenizas
Extracto Cenizas . , .
de insolubles Cafeina  Fibra cruda
Muestra acuoso Totales L.
Humedad en acido (%bs) (%bs)
(%bs) (%bs)
(%bh) (%bs)
1 6,0 39,6 6,0 0,02 2,7 20,5
2 7,0 46,0 6,1 0,08 2,8 10,8
3 7,4 46,1 6,0 0,13 2,2 15,7
4 7,0 35,9 7,2 0,04 1,8 18,6
5 9,1 48,7 5,7 0,00 2,6 11,6
6 6,9 38,7 6,9 0,21 1,7 17,4
7 5,6 46,9 6,4 0,24 2,1 14,4
8 6,6 37,1 5,3 0,13 1,1 15,8
9 8,3 31,8 6,1 0,09 2,8 18,4
10 7,6 39,2 7,2 0,11 2,0 13,1
11 9,1 38,1 7,1 0,11 1,6 14,7
Media
e e 7,3 40,7 6,4 0,11 2,1 15,5
aritmetica
Desvio
P 1,1 5,4 0,6 0,07 0,6 3,0
estandar
CV (%) 15,4 13,2 10,2 68,62 26,9 19,5
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ANEXO 3

BT. Contenido de Humedad, extracto acuoso, cenizas totales, cenizas insolubles en
dcido, cafeina y fibra cruda

Contenido Cenizas Cenizas
de Extracto insolubles Cafeina Fibra cruda
Muestra Totales L.
Humedad acuoso (%bs) (%bs) en acido (%bs) (%bs)
(%bh) 0 (%bs)
1 7,2 40,1 6,3 0,21 2,5 13,2
2 5,7 37,8 6,2 0,10 3,0 18,7
3 5,0 37,8 6,1 0,10 2,0 17,1
4 4,5 29,7 4,5 0,00 1,8 32,8
5 3,8 23,4 7,3 0,17 1,8 23,2
6 11,4 31,1 6,3 0,10 1,4
7 7,6 33,1 6,3 0,00 2,4 17,1
8 8,1 31,9 6,2 0,01 2,2 21,8
9 6,2 34,9 6,3 0,18 2,4 16,2
10 6,5 36,2 6,0 0,01 2,6 15,3
11 9,4 30,6 5,0 0,00 2,1 28,7
Media
e . 6,9 33,3 6,0 0,08 2,2 20,4
aritmética
Desvio
p 2,2 4,7 0,7 0,08 0,5 6,3
estandar
CV (%) 32,5 14,1 12,1 100,59 20,8 30,7
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ANEXO 4

TE NEGRO. Pardmetros de color (L,ayb)

Muestra

OO NOOULLEE WN B

NNNNNNRRRPRRRRRPRR R
UDWNROOLONODULDWNEREO

26
27
28
Media
aritmética
Desvio
estandar
CV (%)

L
26,4
23,4
22,7
22,2
24,2
22,6
26,1
24,6
22,0
24,7
23,0
23,2
22,1
27,7
26,4
25,0
25,3
26,7
24,2
24,5
22,6
26,7
25,8
25,2
23,8
32,4
25,8
26,7

24,9

2,2
8,9

Parametro

a
2,0
3,1
1,2
2,7
3,9
2,6
4,6
1,4
2,0
2,6
1,9
2,0
2,5
4,4
1,8
2,1
1,5
1,9
2,5
3,9
3,1
4,6
3,9
4,0
3,1
4,9
4,0
4,2

2,9

1,1
37,8

b
11,0
10,4

6,3
8,9
10,2
9,5
11,8
7,4
5,6
8,8
6,5
6,8
6,3
14,1
9,2
8,4
9,1
7,0
9,7
11,8
10,1
14,3
13,3
12,1
9,3
16,5
9,9
10,6

9,8

2,7
27,3
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ANEXO 5

TE VERDE. Pariametros de color (L,ayb)

Muestra

OO NOOULLDE WN B

=
o

11
Media
aritmética
Desvio
estandar
CV (%)

L
40,5
33,8
42,4
42,2
37,3
40,5
41,4
33,3
36,8
28,5
30,9

37,0

4,8
13,1

Parametro

a
-1,8
1,8
1,1
-1,4
-4,7
-0,9
3,6
-1,7
1,0
1,9
2,0

-1,1

2,1
-188,3

b
22,7
18,7
21,2
24,9
22,7
22,9
28,6
16,7
19,4
12,1
15,3

20,5

4,7
22,7
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BT. Parametros de color (L, a 'y D)

Muestra

OO NOOULLDE WN B

=
o

11
Media

aritmética
Desvio

estandar
CV (%)

ANEXO 6

L
28,3
31,0
31,7
38,3
40,2
33,8
29,1
30,4
31,1
29,6
39,0

33,0

4,3
12,9

Parametro
a
5,4
4,3
53
7,5
3,3
4,6
4,7
4,7
4,1
4,5
6,6

5,0

1,2
23,1

16,0
15,6
15,7
19,6
19,9
17,2
12,9
14,0
15,0
13,9
20,4

16,4

2,6
15,9
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ANEXO 7

Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de los diferentes tipos de té

Té negro
1

AUk WN

Media
aritmética
Desvio
estandar
CV%
Té verde

1

u b WN

Media
aritmética
Desvio
estandar
CV%

BT

ua b WN R

Media
aritmética
Desvio
estandar
CV%

Contenido de polifenoles
totales (g EAG/100 g ms)

13,4
9,5
10,1
11,3
12,1
10,2

11,1

1,5
13,1

16,1
13,3
14,7
12,9
17,5

14,9

1,9
12,9

8,31
8,33
8,42
9,62
8,41

8,6

0,6
6,5

Actividad antioxidante
(g EAA/100 g ms)

22,7
21,1
21,2
22,8
23,5
20,8

22,0

1,0
4,7

35,3
26,5
27,8
26,1
34,5

30,0

4,5
15,0

17,48
18,52
16,73
18,24
15,97

17,4

1,1
6,1
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