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RESUMEN 

En el presente estudio se evaluó el efecto en la actividad antioxidante y el contenido fenólico 

total (TPC), expresados en equivalentes Trolox y ácido gálico (Gae) respectivamente, 

causados por la mezcla de un extracto proteico de cushuro (Nostoc Sphaericum) a una 

infusión de té verde (Camellia sinensis). Para ello se emplearon 3 métodos de mezcla que 

propician la formación de complejos: Mezcla simple (MS), mezcla alcalina (MA) y mezclas 

radicales libres (MR).  Se obtuvieron efectos tanto potenciadores como inhibitorios, que 

dependerá del método de mezcla empleado. Tanto MS (15.66 mmol Trolox/ml, 1.22 mg 

Gae/ml) como MA (12.49 mmol Trolox/ml, 0.66 mg Gae/ml) redujeron la actividad 

antioxidante y el TPC de la infusión de té verde (16.63 mmol Trolox/ml, 1.41 mg Gae/ml), 

siendo el método de mezcla alcalino el que obtuvo los menores valores. MR (17.15 mmol 

Trolox/ml, 1.5 mg Gae/ml), en cambio, superó en ambos ensayos a las otras dos mezclas e 

incluso a la infusión de té verde. Se concluye que MR genera un efecto sinérgico en cuanto 

a la actividad antioxidante de la infusión de té verde, por lo cual podría proponerse como 

una mezcla de interés para posteriores estudios y su uso en el sector 

alimentario/farmacológico.  

 

Palabras clave: Cushuro, complejo proteína-polifenol, actividad antioxidante, mezclas. 
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ABSTRACT 

The present study evaluated the effect on antioxidant activity and total phenolic content 

(TPC), expressed in Trolox and Gallic Acid equivalents (Gae) respectively, caused by the 

mixing of a cushuro protein extract (Nostoc Sphaericum) to a tea extract. green (Camellia 

sinensis). For this, 3 mixing methods were used that favor the formation of complexes: 

Simple mixture (MS), alkaline mixture (MA) and free radical mixtures (MR). Enhancer or 

inhibitory effects were obtained depending on the mixing method used. Both MS (15.66 

mmol Trolox/ml, 1.22 mg Gae/ml) and MA (12.49 mmol Trolox/ml, 0.66 mg Gae/ml) 

reduced the antioxidant activity and TPC of green tea extract (16.63 mmol Trolox/ml, 1.41 

mg Gae/ml), being the alkaline mixture method the one that obtained the lowest values. MR 

(17.15 mmol Trolox/ml, 1.5 mg Gae/ml), on the other hand, outperformed the other two 

mixtures and even the green tea extract in both trials. It is concluded that MR generates a 

synergistic effect in terms of the antioxidant activity of the green tea extract, for which it 

could be proposed as a mixture of interest for further studies and its use in the 

food/pharmaceutical sector. 

 

Keywords: Cushuro, protein-polyphenol complex, antioxidant activity, mixtures. 

 



 

 
 

I. INTRODUCCIÓN 

El té verde es una bebida ampliamente conocida por sus propiedades medicinales. El mayor 

interés en cuanto a la salud proviene de sus altos niveles de polifenoles, los cuales son 

compuestos estructurados a base de un anillo aromático con uno o más sustituyentes 

hidroxilo, que pueden ir desde moléculas fenólicas simples hasta compuestos altamente 

polimerizados (Lorenzo y Munekata 2016). Los polifenoles del té verde, de entre los cuales 

destaca el grupo de las catequinas, se han asociado con efectos beneficiosos para la salud, 

por ejemplo: Efectos antioxidantes neuroprotectores, anticariogénicos, reductores del riesgo 

de enfermedad cardíaca, entre otros. (Riemersma et al. 2001, Chen et al. 2003, Rock 2005, 

Longguet-Higgins 1961, Weinreb et al. 2009, Altermann et al. 2017).  

Las nuevas tendencias se enfocan hacia el desarrollo de alimentos funcionales, lo cual ha 

propiciado el uso de polifenoles en las composiciones farmacológicas y alimenticias (Zhang 

et al. 2022). No solo de forma individual, sino que se ha buscado asociarlos a otros 

compuestos con la finalidad de mejorar sus propiedades y biodisponibilidad (Li et al. 2021). 

En este sentido, las proteínas han mostrado ser buenas para ello, ya que pueden asociarse a 

los polifenoles a través de enlaces covalentes y no covalentes; generando efectos sobre la 

función y estructura, tanto de la proteína como del polifenol (Yuksel et al. 2010). Sin 

embargo, se han reportado efectos sinérgicos, nulos e incluso inhibitorios en cuanto a la 

actividad biológica (Papadopoulou y Frazier 2004). Estas aparentes contradicciones 

responden a la naturaleza de los complejos formados, las cuales, a su vez, dependen del tipo 

de proteínas y polifenoles empleados (Ribas-Agustí et al. 2018). 

Por lo tanto, la búsqueda de proteínas y polifenoles que reaccionen de forma idónea es cada 

vez más frecuente. En este sentido la evaluación de proteínas que no sean de origen animal 

toma relevancia, dada su mayor eficiencia de producción, impacto reducido en el medio 

ambiente y la capacidad de satisfacer los hábitos alimentarios y las diferencias culturales de 

los consumidores actuales (Hadnadjev et al. 2017, Poore y Nemecek 2018). En tal sentido, 
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las cianobacterias constituyen una alternativa innovadora para ser utilizadas como células 

productoras de bio-masa enriquecida con proteínas (Gantar y Svirčev 2008).  

Una cianobacteria perteneciente al género Nostoc, conocida como, el cushuro, ha sido 

consumida desde la antigüedad por los pobladores del ande peruano como fuente de 

proteínas que aportan la mayoría de los aminoácidos escenciales, además de contener 

minerales y antioxidantes (Ponce 2014, Galetovic et al. 2017, Nowruzi et al. 2018). Diversos 

estudios han identificado actividades biológicas de interés para las proteínas del cushuro, por 

ejemplo, actividad fotoprotectora, antidesecante, gelificante, entre otras (Hill et al. 1994, 

Ehling-schulz y Scherer 1999, Quineche Valladares y Valle Mendoza 2014). 

Dado el reciente interés por la búsqueda de antioxidantes naturales, principalmente aquellos 

constituidos por mezclas de compuestos con elevada diversidad molecular y funcionalidad 

biológica (Quan et al. 2019), la mezcla entre cushuro y té verde, se podría perfilar como una 

excelente alternativa, ya que los polifenoles del té verde, que presentan un alto potencial 

antioxidante, podrían beneficiarse de las cualidades de las proteínas del cushuro. Además, 

se ha demostrado que las catequinas del té verde al formar complejos con proteínas, 

incrementan su estabilidad a condiciones intestinales y potencian su efecto antioxidante 

(Almajano et al. 2006, Chanphai y Tajmir-Riahi 2019). 

El presente estudio pretende ser el primero en ofrecer resultados sobre el efecto que pueda 

generar la adición de proteínas de cushuro a una infusión de té verde, empleando para ello 

tres tipos de mezcla que propician la formación de complejos proteína-polifenol. 

Objetivo principal 

- Determinar el efecto en la capacidad antioxidante, causado por la adición de un 

extracto proteico de cushuro a una infusión de té verde, mediante 3 métodos de mezcla. 

Objetivos específicos  

- Evaluar el contenido fenólico total (TPC) de tres mezclas de extracto proteico de 

cushuro e infusión de té verde. 

- Evaluar la capacidad antioxidante presente en tres mezclas de extracto proteico de 

cushuro e infusión de té verde. 

- Proponer una mezcla de cushuro con té verde que podría ser usado en el sector 

alimentario. 



 
 

 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Nostoc sphaericum 

Es conocido comúnmente como cushuro, murmunta, llayta, o luche, estas especies de 

cianobacterías pertenecientes al género Nostoc, entre las cuales destaca Nostoc sphaericum 

Vaucher ex Bornet & Flahault y Nostoc commune (Aldabe-Pajares 1969). Son especies 

primitivas que se han mantenido desde hace millones de años, sus capacidades de 

supervivencia son únicas y tienden a formar colonias gelatinosas de forma esférica o laminar, 

de color verde amarronado producto de sus pigmentos fotosintéticos y accesorios (Nowruzi 

et al. 2018). Presentan una amplia distribución, suelen vivir en climas extremos, tanto en 

sistemas acuáticos como en terrestres, con limitación de nutrientes y en altitudes sobre 3000 

msnm. Son resistentes a la radiación ultravioleta, lo que favorece su fotosíntesis y pueden 

permanecer en estado latente durante años, hasta que las lluvias las rehidratan y regresan a 

su estado habitual (Sand-Jensen 2014). 

A continuación, se presenta su clasificación taxonómica, según lo descrito por Bornet y Flahault 

(1886): 

- Division: Cyanobacteria 

- Clase: Cianophyceae 

- Sub-Clase: Nostocophycidae 

- Orden: Nostocales  

- Familia: Nostocaceae  

- Género: Nostoc 

- Especie: Nostoc sphaericum Vaucher ex Bornet & Flahault 

2.2. Composición nutricional del cushuro 

Las Diversas especies de Nostoc han sido empleadas en la dieta humana desde hace 2000 

años, por poblaciones de Asia donde utilizaban N. commune Vaucher ex Bornet & Flahault 

para sobrevivir durante la hambruna, y N. flagelliforme Ko-márek para tratar la diarrea, la 

hipertensión y la hepatitis (Sand-Jensen 2014, Li  y Guo 2017). En Sudamérica  constituye 
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parte importante de la cultura alimentaria y de las tradiciones festivas andinas (Ponce 2014). 

Diversos estudios han identificado los compuestos involucrados en sus principales 

propiedades, demostrando que Nostoc puede ser aprovechado como un alimento altamente  

nutritivo y una fuente importante de proteínas , ya que contiene compuestos bioactivos y 

todos los aminoácidos esenciales (Cuadro1) (Galetovic et al. 2017, Rosales-loaiza et al. 

2017, Fidor et al. 2019). 

Tabla 1: Composición del cushuro en base seca  

Componente Contenido en base 
seca (g/100g) 

 
Proteínas totales 

30.4 

Lípidos totales 1.7 

Carbohidratos 

totales 

60.8 

Cenizas 6.4 

Aminoácidos 

Totales 

9.7 

Ácidos grasos 

totales 

1.4 

Fibra dietética 

soluble 

8.8 

Fibra dietética 
insoluble 

47.6 

Vitamina E 4,3 mg 

Vitamina C 0,7 mg 

Vitamina A <0,5 ug/100g 

Vitamina D3 <0,05 ug/100g 

FUENTE: Galetovic et al. 2017 

2.3. Camelia sinensis L. 

La planta del té, Camellia sinensis, es un árbol de hojas perennes perteneciente a la familia 

Theaceae (Khan y Mukhtar 2013).  Su historia se remonta a China a aproximadamente 2700 

a. C., en el tiempo del emperador Shen Nung, sin embargo, la primera mención bibliográfica, 

se encuentra en un antiguo libro de palabras chino llamado, Erh Ya, abou (Tan et al. 1989). 

Todas las diferentes variedades de té, como el té negro, verde, oolong, rojo, blanco y 

amarillo, provienen de la misma especie Camellia sinensis. Son los métodos de 

procesamiento y el clima los que originan las diferencias en el gusto y en los compuestos 

activos (Weisburger 1997). El proceso de producción del té verde involucra la cosecha de 

hojas jóvenes y flexibles, ausencia de marchitamiento y un rápido calentamiento o 

vaporizado para desactivar la oxidación enzimática de los polifenoles (Enari 1976). la 

oxidación enzimática o también conocida como fermentación ocurre por acción de la enzima 
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polifenol oxidasa, la cual oxida aeróbicamente los compuestos fenólicos tan pronto como se 

rompe la estructura celular de las hojas (Graham 1992). Sin embargo, otros tipos de enzimas, 

como las esterasas, las glicosidasas y las descarboxilasas, también pueden intervenir en las 

transformaciones y degradaciones de los polifenoles (Komes et al. 2010). De no realizarse 

el proceso de calentamiento, las catequinas se oxidan a otros tipos de polifenoles, 

principalmente galato de thealavine y thearubinas, y el té resultante es té negro (Wang et al. 

2015, Chanphai y Tajmir-Riahi 2019). 

La clasificación taxonómica de té se muestra a continuación, según la Integrated Taxonomic 

Information System (ITIS Report 2011): 

- Reino: Plantae 

- Sub-Reino: Viridiplantae Super-División: Embryophyta División: Tracheophyta 

- Sub-división: Spermatophytina Clase: Magnoliopsida Superorden: Asteranae Orden: 

Ericales 

- Familia: Theaceae 

- Género: Camellia L. 

- Especie: Camellia sinensis L. 

2.3. Composición del té verde: 

El té verde es especialmente rico en un tipo de polifenol incoloro llamado catequina. Son 

seis catequinas las principales: (+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC), (-)- 

epigalocatequina (EGC), (-)-galocatequina galato (GCG), (-)-galato de epigalocatequina 

(EGCG) y (-)-galato de epicatequina (ECG) (Bhagwat y Beecher 2003, Casado 2007, Wang 

et al. 2015). Casi todas las características del té incluyendo su sabor, color y aroma, están 

directa o indirectamente asociadas con modificaciones a las catequinas, por ejemplo, se sabe 

que la sensación astringente y amarga del té verde está asociada con estos compuestos (Reto 

et al. 2007), además todas ellas han demostrado tener grandes beneficios para la salud (Khan 

y Mukhtar 2013). 

Por otro lado, el té verde también contiene metilxantinas como: cafeína (1, 3, 5- 

trimetilxantina) y dos dimetilxantinas isoméricas menores, teobromina y teofilina, que son 

responsables de los efectos levemente estimulantes del té (Lee et al. 2017). Además, de ser 

factores muy importantes en la calidad del té, también se informa que estos compuestos 
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exhiben efectos beneficiosos para la salud. Estudios han descrito el uso de la cafeína para 

mejorar la actividad mental y la migraña (Iso et al. 2006). Además de los compuestos 

fenólicos y las metilxantinas, el té proporciona una importante fuente dietética de 

polisacáridos, complejo de vitamina B, vitamina C, vitamina E, ácido R-aminobutírico, 

fluoruro, así como minerales y oligoelementos como K, Mn, Cr, Ni y Zn (Pedro L. Fernández 

et al. 2002, Shen et al. 2009, Komes et al. 2010). 

2.4. Estructura y función de los polifenoles del té verde 

Las catequinas son las sustancias polifenólicas predominantes en el té verde, siendo la 

EGCG el compuesto más abundante y potente. Todas las catequinas tienen una amplia gama 

de acciones biológicas relacionadas particularmente con su estructura química (Taylor et al. 

2009). Sin embargo, los mecanismos detrás de estas acciones no se han aclarado 

completamente (Sutherland et al. 2006). Hasta la fecha, la mayoría de los estudios clínicos y 

epidemiológicos con catequinas han examinado la posible relación entre estos compuestos 

y muchos tipos de cáncer o la prevención de enfermedades vasculares (Komes et al. 2010). 

No obstante, se han reportado otras actividades biológicas de gran importancia para la salud 

de la catequina, entre las cuales se encuentran, una fuerte actividad antioxidante, 

antiinflamatoria, hipocolesterolémicas, antibacterianas, neuroprotectora, antialérgicas, 

promotoras de la saciedad y otras clínicamente relevantes (Kang et al. 2001, Cabrera et al. 

2006, Green et al. 2007, Weinreb et al. 2009, Lorenzo y Munekata 2016, Cascella et al. 

2017). 

Se ha encontrado que el consumo de té verde previene varios tipos de cáncer por su acción 

antioxidante y antiproliférica (Jankun et al. 1997), algunos de ellos son el cáncer de 

estómago, boca, intestino delgado, esófago, colon, pulmón, páncreas, riñón y glándulas 

mamarias (Longguet-Higgins 1961, Cooper et al. 2005, Sun et al. 2006, Bushman 2016). Por 

otro lado, la asociación entre las catequinas y las enfermedades vasculares se ha atribuido, en 

parte, a las capacidades antioxidantes de las catequinas que previenen la oxidación de las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) y, por lo tanto, pueden reducir la aparición de 

enfermedades vasculares relacionadas (Riemersma et al. 2001, Khan y Mukhtar 2013). 

Además, se han reportado efectos antivirales del té verde contra el virus del herpes simple, 

virus de la influenza, el tratamiento de la fiebre tifoidea y la diarrea (Faiz et al. 2018). Así 

también, beneficios en el control del metabolismo, ya que, se ha demostrado que la EGCG es 

capaz de reducir significativamente la ingesta de alimentos, el peso corporal, los niveles 
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sanguíneos de testosterona, estradiol, leptina, insulina, factor de crecimiento tipo insulina I, 

glucosa, colesterol y triglicéridos (Kao et al. 2000). 

La mayor parte de las actividades biológicas se relacionan con mecanismos de acción 

antioxidante y eliminación de radicales libres. Sin embargo, recientemente se ha descubierto 

funciones de metabolitos originados a partir de catequinas, que si bien presentan poca 

actividad antioxidante debido a sus propiedades reducidas de donación de hidrógenos 

(Harada et al. 1999), previenen la citotoxicidad tan efectivamente como su compuesto 

original (Schroeter et al. 2001).  

Por otro lado, se sabe que la biodisponibilidad de las catequinas es limitada, esto se debe 

principalmente a la posible sensibilidad de la catequina a las condiciones digestivas (Record 

y Lane 2001, Green et al. 2007), transporte intestinal deficiente (Vaidyanathan y Walle 

2003) y metabolismo rápido (Chow et al. 2005). Es por ello que existe un creciente interés 

por descubrir soluciones a la disponibilidad de estos compuestos (Jakobek 2015, Quan et al. 

2019). 

Figura 1. Estructura de las catequinas presentes en el té verde. 

FUENTE: Green et al. 2007 

2.5. Interacción proteína-polifenol 

Los polifenoles tienen la capacidad de unirse a proteínas a través de enlaces covalentes como 

no covalentes, formando complejos solubles e insolubles que pueden presentar mejoras 

funcionales y nutricionales (von Staszewski et al. 2012).
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La fuerza y tipo de unión dependerá de los parámetros físicos empleados en el proceso de 

mezcla; como la temperatura, pH y salinidad. Por parte de las proteínas la conformación 

aminoacídica y la estructura tridimensional afectan la unión. Y en el caso de los polifenoles, 

dependerá del número de grupos OH que presenten, la estructura, la flexibilidad y el peso 

molecular; siendo los polifenoles de mayor peso como los taninos los de mayor fuerza de 

unión (Papadopoulou y Frazier 2004, Frazier et al. 2010).  

Ciertos polifenoles han mostrado la misma fuerza de unión frente a diferentes proteínas, 

mientras que otros mostraron preferencia por algunas (Hagerman et al. 1998, Ribas-

Agustí et al. 2018). Respecto a las catequinas del té la fuerza de unión se da en el siguiente 

orden: C ~ EC> EGC> EGCG (Okamoto et al. 2003, Thongkaew et al. 2014). 

Los efectos biológicos de las interacciones proteína-polifenol son variados, los resultados 

obtenidos muestran tres tipos de efectos diferentes: un efecto inhibitorio de los componentes 

o enmascaramiento, como la reducción de la actividad antioxidante o actividad biológica, 

causadas por enlaces que podrían afectar la disponibilidad de los polifenoles o cambiar la 

estructura de la proteína  (Arts et al. 2001, Stojadinovic et al. 2013). Un efecto neutral que 

no implican ni enmascaramiento ni mejora (Rashidinejad et al. 2017). Y efectos sinérgicos, 

como la mejora de la biodisponibilidad de las catequinas por adición de suero de leche o 

mejoras en la capacidad antioxidante de las proteínas (Chanphai y Tajmir-Riahi 2019, 

Zagury et al. 2019). 

2.6. Métodos de mezcla que propician la formación de complejos proteína-polifenol 

Los complejos formados por enlaces no covalentes suelen generarse de manera espontánea en las 

mezclas y ocurren debido a fuerzas hidrofóbicas, iónicas o puentes de hidrógeno (Ribas-Agustí et al. 

2018).   

Los conjugados por enlace covalente puede requerir de ciertas condiciones para su formación, sin 

embargo, son preferidos en la industria alimentaria y farmacológica por ser más fuertes y estables. 

Los métodos usados generalmente en su producción son: no enzimáticos (reacción alcalina o de 

radicales libres) o enzimáticos (polifenoloxidasa, lacasa, tirosinasa, etc.) (Gu et al. 2017, Liu et al. 

2019).  

A continuación, se describen los 3 métodos para la formación de complejos, uno por la vía espontánea 

(Simple) y dos que generan modificaciones en la proteína o el polifenol. 
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2.6.1. Método Simple 

De forma natural los polifenoles y las proteínas pueden llegar a reaccionar formando complejos, 

ejemplo de ello es la conocida de formación de turbidez en vinos, jugos y coloides en la miel 

(Brudzynski et al. 2013). Estas uniones son principalmente del tipo no covalente como interacciones 

hidrofóbicas, puentes de hidrógeno y enlaces iónicos (Yuksel et al. 2010, Quan et al. 2019). Los 

enlaces puentes de hidrógeno se forman entre los grupos fenólicos de los polifenoles y los grupos 

carbonilo (C=O), hidroxilo (-OH) o amino (-NH2) de las proteínas (Buitimea-Cantúa, Gutiérrez-

Uribe, & Serna-Saldívar, 2018). Las fuerzas hidrofóbicas por su parte, se generan a partir de los 

residuos hidrofóbicos de las proteínas y los anillos aromáticos no polares de los polifenoles (Kanakis 

et al. 2011, Ozdal et al. 2013). Finalmente los enlaces iónicos, que podrían tener un papel menor en 

la interacción proteína-polifenol, se forman por la unión entre los grupos cargados positivamente de 

proteínas (ε-amino de la lisina) y los grupos hidroxilo de polifenoles cargados negativamente (Han 

et al. 2020). 

2.6.2. Método Alcalino 

El método alcalino es uno de los métodos no enzimáticos más empleados para la conjugación de 

polifenoles y proteínas (Benjakul et al. 2021). Los polifenoles en condiciones alcalinas (pH 9,0) y 

presencia de oxígeno son propensos a oxidarse y formar radicales de semiquinona, que 

posteriormente se reorganizan en quinonas. Estos productos reaccionan fácilmente con los 

residuos nucleofílicos (lisina, metionina, triptófano y cisteína) en las cadenas laterales de las 

proteínas, pudiendo formar complejos dimerizados (Quan et al. 2019) (Figura 2). 

 
Figura 2. Esquema de conjugación por los métodos a) Alcalino no enzimático y b) Enzimático  

FUENTE: Quan et al. 2019.  
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2.6.3. Método Radicales Libres 

Este método ha demostrado ser simple y rápido en la fabricación de complejos proteína-polifenol, 

además podría realizarse a temperatura ambiente sin generar productos tóxicos ni descomposición 

de los antioxidantes (Gu et al. 2017, Feng et al. 2017). Se utiliza al ácido ascórbico y al peróxido de 

hidrógeno como par iniciador de una reacción redox, en la cual se generan radicales hidroxilos que 

se encargarán de oxidar a los aminoácidos de la cadena lateral de las proteínas (Benjakul et al. 2021). 

Los que finalmente reaccionaran con los polifenoles a través de un enlace covalente (Quan et al. 

2019) (Figura 3). 

 

Figura 3.  Esquema de conjugación por el método radical libre 

FUENTE: Quan et al. 2019. 

 



 
 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. LUGAR DE EJECUCIÓN 

El presente trabajo realizó en El Instituto de Biotecnología (IBT) perteneciente a la Facultad 

de Ciencias de la Universidad Nacional Agraria La Molina. 

3.2. MATERIALES 

a.  Material de vidrio 

- Cubetas de espectrofotómetro 

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml 

- Pipetas graduadas de 1 ml y 5 ml  

- Perlas de vidrio de 3 y 12 mm de diámetro 

- Probetas de 100 ml y 50 ml 

- Vaso de precipitado de 50 ml, 250ml y 500 ml 

b. Material de plástico  

- Puntas de micropipetas de 20-200 μl, 100-1000 μl 

- Tubos Corning de 50 ml, 15 ml 

-  Micropipetas de 20-200 μl, 100-1000 μl  

c.  Otros materiales  

- Agitadores Magnéticos 

- Gradilla 

- Papel aluminio 

- Guantes de látex 

- Mascarilla 

- Nitrógeno líquido 

d. Equipos  

- Mortero 

- Agitador magnético 

- Agitador Shaker 
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- Balanza analítica digital 

- Espectrofotómetro UV/Visible 

- Horno microondas 

- Refrigeradora 

- Phmetro 

e. Material Biológico 

- Camelia sinensis (Té verde): Proveniente de un cultivo orgánico y en una 

presentación de hojas secas (hebras). Obtenido de la empresa Runaq y proveniente 

del Valle de la Convención en Quillabamba Cuzco. 

- El extracto proteico de Nostoc sphaericum (Cushuro): Se obtuvo a través de un 

método estándar de extracción alcalina y precipitación isoeléctrica, mediante el 

ajuste de pH hasta el punto isoeléctrico (Anexo 1). El cushuro empleado se obtuvo 

de las cochas de producción de la comunidad de Mesapampa, distrito de Catac y 

provincia de Recuay en Huaraz. Posteriormente se realizó la determinación de 

proteínas utilizando la metodología Kjeldahl descrita por AOAC (1984).  

3.3. METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN 

3.3.1. Elaboración de la infusión de té verde: 

El extracto acuoso de té verde se preparó por medio de infusión a 80 oC con agua destilada. 

Se emplearon 3,3 g de hojas de té verde y se añadieron a 200 ml del agua, obteniéndose una 

concentración de 0.027 g/ml. El tiempo de infusión fue de 5 minutos manteniendo la 

temperatura de 80 oC. Luego, se dejó enfriar hasta temperatura ambiente y posteriormente 

se filtró haciendo uso de un papel Whatman de 110 mm. Finalmente, se almacenó a 4 oC por 

24 horas hasta la preparación de las mezclas con el fin de mantener la estabilidad de los 

polifenoles (Yang et al. 2007). 

3.3.2. Preparación de mezclas por tres métodos que estimulan la formación de complejos 

proteína-polifenol:  

Las mezclas se prepararon en base a una formulación comercial de la empresa P.B.J. M 

S.A.C, 0,018 g/ml de proteína en solución. Los métodos de mezcla utilizados se basaron en 

tres tipos de condiciones, según el trabajo de You et al. (2014) con ciertos cambios, estos 

fueron: Simple (MS), Alcalino (MA) y Radicales libres (MR), cada uno con su respectivo 

control que consistió en ausencia de proteína (Cuadro 1). Para el MR, se dispersaron 0,5 g 
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de infusión de cushuro en 5 ml de agua destilada, luego se adición 1,0 ml de H2O2 5,0 mM 

y 0,25 g de ácido ascórbico (1,4 mmol). La mezcla se mantuvo a 25 °C bajo aire atmosférico, 

2 h después se añadieron 12 ml de infusión madre de té verde y se mantuvo en agitación por 

24 h. La mezcla alcalina se preparó dispensando 0,5 g de extracto de cushuro en 5 ml de 

agua destilada, se ajustó el pH a 9,0 con NaOH y se mantuvo a 25 °C bajo aire atmosférico. 

Después de 2 h, se añadió 12 ml de infusión madre de té verde y se mantuvo en agitación 

durante 24 h. La mezcla simple se preparó usando 0,5 g de extracto de cushuro en 5 ml de 

agua destilada, posteriormente se agregó 12 ml de infusión madre de té verde y se mantuvo 

en agitación por 24 horas. Finalmente, de cada una de las mezclas se extrajo la fase soluble 

resultante, se filtró y se conservó en refrigeración a 4 °C para los posteriores ensayos. De 

forma adicional se prepararon las muestras CS, CA Y CR, usando para cada una de ellas 0,5 

g de extracto de cushuro y 18 ml de agua destilada, empleando las condiciones de mezcla 

simple, alcalina y radicales libres respectivamente. 

Tabla 2: Tabla resumen de las muestras empleadas en el estudio 

Abreviación Muestra Contenido 

CMS Control M. Simple 

Infusión de té verde 
CMA Control M. Alcalina 

CMR 
Controles M. Radicales 

libres 

MS Mezcla Simple Extracto proteico de 

cushuro + Infusión de té 
verde 

MA Mezcla Alcalina 

MR Mezcla Radicales libres 

CS 

Extracto Proteico 

Simple 

Extracto proteico de 

cushuro CA 

Extracto Proteico 

Alcalino 

CR 

Extracto Proteico 

Radicales libres 

3.3.3. Determinación del contenido fenólico total (TPC) por el método Folin-Ciocalteu. 

La concentración de fenoles totales se determinó según lo descrito por Singleton y Rossi 

(1965). Para lo cual, se usó 0,5 ml de la muestra y se mezcló con 0,5 ml de H2O destilada y 

2 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau (1: 5 H2O), y luego de 3 minutos se añadió 10 ml de 

Na2CO3 al 10%. Finalmente, se mezclaron y se dejaron reposar durante 60 minutos. Se 

midió la absorbancia a 725 nm en un espectrofotómetro UV-Vis. Los contenidos fenólicos 

totales se calcularon sobre la base de la curva de calibración de ácido gálico y se expresaron 

como equivalentes de ácido gálico (GAE), en miligramos por gramo de la muestra.  
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3.3.4. Evaluación de la capacidad antioxidante por el método ABTS 

Se empleó el método descrito por Katalinic et al. (2005) con algunas modificaciones, para 

el cual, el reactivo ABTS se disolvió en agua destilada hasta una concentración stock de 7 

mM. Luego se produjo el catión radical ABTS (ABTS +) al hacer reaccionar la solución 

stock de ABTS con una solución de persulfato de potasio 2,45 mM (concentración final) en 

oscuridad y a temperatura ambiente entre 12 y 16 h antes de su uso. Posteriormente, la 

solución ABTS + fue diluida en solución salina tamponada con fosfato pH 7,4 (PBS). Para 

la curva de calibración y ensayos posteriores, se empleó 2,0 ml de solución ABTS + diluida 

y se agregaron 20 μL de estándar Trolox o muestra biológica respectivamente. La mezcla de 

reacción se incubó durante 6 min y la disminución de la absorbancia se determinó a 734 nm. 

El porcentaje de inhibición de ABTS + de las muestras se calculó de acuerdo con la fórmula: 

 

%Inhibición = (Ac(0) - Aa(t) /Ac(0))*100 

Dónde: 

- Ac(0) es la absorbancia del control en t = 0 min 

- Aa(t) es la absorbancia del antioxidante (muestra biológica o estándar Trolox) en  

t = 6 min. 

La capacidad de eliminación de radicales libres de la muestra biológica, se calculó como la 

inhibición porcentual de ABTS +, y fue equiparada con una curva estándar Trolox (0-1 

μmol/ml, concentraciones finales). Los resultados fueron expresados como μmol de 

equivalentes Trolox por ml de muestra. 

3.4. DISEÑO ESTADISTICO 

Con la finalidad de determinar si existen diferencias significativas respecto al contenido 

fenólico total y la actividad antioxidante entre las muestras. Se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) para evaluar las diferencias significativas entre 3 o más tratamientos. De existir 

diferencia se procedió a usar la prueba de Tukey para establecer diferencias significativas 

entre las medias. Adicionalmente, se empleó la prueba T de Student para comparar cada 

mezcla con su control respectivo. Los análisis de datos fueron llevados a cabo con el 

programa estadístico Minitab 17. Para los análisis estadísticos se consideró un nivel de 

confianza de 95% (α=0.05) y la hipótesis nula se rechazó considerando el p-valor ≥0.05.



 
 

 

Tabla 3:  Tabla resumen de la preparación de las mezclas 

 

 

Fases Mezclas y Controles 

 Control 
MS 

(CMS) 

 

Mezcla 
Simple (MS) 

Control MA 
(CMA) 

Mezcla 

Alcalina 

(MA) 

Control MR 
(CMR) 

Mezcla 

Radicales 

Libres (MR) 

Preparación 6 ml de 

agua 

destilada 

0,5 g de 

extracto+6m

l agua 

destilada 

6ml agua 

destilada 

+NaOH 

hasta llevar 

pH de 9 

0,5 g de 

extracto+6 

ml agua 

destilada 

+NaOH hasta 

llevar pH de 

9 

5 ml agua 

destilada+ 

1ml de 5.0 M 

H2O2 +0.25 

g ac. 

ascórbico 

0,5 g de 

extracto+5ml 

agua 

destilada+ 1 

ml de 5.0 M 

H2O2 +0.25 g 

ac. ascórbico 

Reposo Mantener por 2 horas a 25 oC 

Reacción Agregar 

12 ml de 

Infusión 

de té 

verde. 

Mantener 

en 

agitación 

por 24 h 

Agregar 12 

ml de 

Infusión de 

té verde. 

Mantener en 

agitación 

por 24 h 

Agregar 12 

ml de 

Infusión de 

té verde. 

Mantener en 

agitación 

por 24 h 

Agregar 12 

ml de 

Infusión de té 

verde. 

Mantener en 

agitación por 

24 h 

Agregar 12 

ml de 

Infusión de té 

verde. 

Mantener en 

agitación por 

24 h 

Agregar 12 

ml de 

Infusión de té 

verde. 

Mantener en 

agitación por 

24 h 



 
 

  

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO FENÓLICO TOTAL (TPC)  

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

Figura 4.  Diagrama de cajas del TPC de las infusiones de té 

verde: Té V (CMS), Té V/Alcalino (CMA), Té V/Radical (CMR). 

El contenido fenólico total (TPC) encontrado en las hojas de té verde e infusión de té verde 

(CMS) fue de 85.41 mgGAE/g y 1.41 mgGAE/ml (Tabla 4), respetivamente. El valor del 

TPC en infusión fue muy similar a los hallados por Komes et al. (2010) y Coelho et al. 

(2020), quienes reportaron 1.6 mgGAE/ml y 1.7 mgGAE/ml respectivamente. En relación 

al TPC por hebra o peso seco, Catunta Cachi (2012) reporta una concentración de 72.84 

mgGAE/g, valor semejante al obtenido en el presente trabajo; mientras que Rodrigo Rojas 

(2019) halló una mayor concentración (163,99 mgGAE/g); cabe destacar que ambos 

estudios, al igual que el presente trabajo, fueron realizados con muestras de té obtenido del 

Valle de la Convención en Cusco. Investigaciones con ecotipos asiáticos, como las de Zhao 

et al. (2019) y Tang et al. (2019), reportaron mayores valor de TPC, 215.15 mgGAE/g y 

195.79 mgGAE/g respectivamente. Dicha variabilidad en los resultados puede deberse a las 

condiciones de cultivo y procesado del té (Graham 1992), así como a los parámetros 

empleados en la elaboración de la infusión, como el tiempo, la temperatura, el pH, el tamaño 

de partícula y el tipo de solvente empleado (Komes et al. 2010, Samaniego-Sánchez et al. 

2011, Vinci et al. 2022). 
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Figura 5. Diagrama de cajas del TPC de los extractos proteicos de 

cushuro: Simple (CS), Alcalino (CA), Radicales libres (CR). 

Se evaluó también el TPC presente en el extracto proteico de cushuro CS, CA, CR, ya que 

en anteriores estudios se ha demostrado la presencia de polifenoles en cushuro (Chávez 

Hidalgo 2014, Yucharoen et al. 2017, Galetovic et al. 2017, Fernández y Suyón G 2018). 

Los resultados obtenidos para las tres muestras CS, CA y CR, mostraron valores promedio 

diferentes de cero (Figura 5), lo que podría deberse a restos de polifenoles u otros 

compuestos fenólicos presentes en el extracto proteico, ya que el porcentaje de purificación 

de este fue de 58.99% (Anexos). Fernández y Suyón G (2018) reportaron 2.8 mgGAE/g de 

TPC en la materia seca de cushuro, mientras que en el presente estudio el valor de CS, fue 

de 1.17 mg/g. Las condiciones del método radicales libres, aplicadas al extracto proteico, 

incrementaron los valores de TPC, con 1.61 mgGAE/g; mientras que CCA no generó 

diferencias significativas respecto a CS (Figura 5). Una posible explicación de estos 

resultados, podría estar en que las condiciones radicales libres sean capaces de desplegar la 

estructura tridimensional de las proteínas de cushuro; dejando expuestos residuos como la 

tirosina, los cuales podrían reducir al reactivo Folin generando un cambio de coloración 

(Singleton y Rossi 1965, Dorsey et al. 1977, Wolff et al. 1986, Davies et al. 1987, Galetovic 

et al. 2017, Alavi et al. 2019) .  

Respecto a las mezclas (Figura 6, Tabla 4), se comparó el efecto resultante de la adición de 

proteínas provenientes del cushuro a una infusión de té verde. Tanto MA (40.16 mgGAE/g) 

como su control CMA (52.29 mgGAE/g) obtuvieron los menores valores de TPC (Figura 4, 

Tabla 4), además que no mostraron diferencias significativas entre ellas. Esto se debe 

probablemente a la baja estabilidad que presentan los polifenoles del té verde a condiciones 

alcalinas, a pH de 9.0 pueden oxidarse fácilmente hasta formar quinonas (Zhu et al. 1997, 
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Chen et al. 1998, Jang et al. 2014). Por su parte, MS (74.02 mgGAE/g) mostró un ligero 

efecto de enmascaramiento de los polifenoles respecto a su control CMS (85.41 mgGAE/g). 

Anteriores estudios han descrito efectos de enmascaramiento del contenido fenólico por 

adicción de proteínas, esto es debido a las uniones formadas entre ambos tipos de 

compuestos, las cuales reducen u ocultan los grupos OH involucrados en la reacción con el 

reactivo Folin-Ciocalteu (Ozdal et al. 2013, Rashidinejad et al. 2017, B. Al-Ghafari et al. 

2017, Quan et al. 2019). No obstante, MR obtuvo la mayor presencia de polifenoles de todas 

las muestras con 83.13 mgGAE/g, superando a su control CMR con 75.92 mgGAE/g y a la 

infusión simple (CMS) con 78.29 mgGAE/g. Estos resultados podrían indican, que la adición 

de proteínas de cushuro a condiciones de radicales libres, no interfiere ni inhibe la reacción 

entre los polifenoles del té y el reactivo Folin-Ciocalteu, sino que al contrario la potencian. 

Un efecto similar fue descrito por B. Al-Ghafari et al. (2017), quien obtuvo mayores valores 

de TPC con la mezcla de leche entera y café, que con café solo. Además, este efecto también 

se pudo apreciar con la muestra de extracto proteico a condiciones de radicales libres (CR), 

lo cual podría estar indicando la formación de complejos conjugados que reaccionan con el 

reactivo Folin (Folin y Ciocalteu 1927, Dorsey et al. 1977, Everette et al. 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Gráfico de barras comparativo de contenidos fenólicos totales (TPC): Mezclas 

vs Controles. 

4.2. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE  

La capacidad antioxidante constituye una de las principales cualidades del té verde y se 

encuentra fuertemente ligada a sus compuestos fenólicos, los cuales en su mayoría 

pertenecen al grupo de los flavonoides, siendo la subclase flavanoles la más abundante 

pudiendo llegar a representar más del 70% del contenido fenólico total y más del 92% de su 
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potencial antioxidante (Spáčil et al. 2010, Van Der Hooft et al. 2012, Lorenzo y Munekata 

2016). Los principales flavanoles del té verde son las catequinas, que incluyen la 

epigalocatequina galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), y 

epicatequina (EC) (Bhagwat y Beecher 2003, Reto et al. 2007). Samaniego-Sánchez et al. 

(2011) reportaron que infusiones prolongadas podían degradar el contenido fenólico, 

reduciendo de esta manera su actividad antioxidante; así mismo, Kodama et al. (2010) 

reportaron que aproximadamente el 84 % de la actividad antioxidante de sus muestras se 

solubilizó dentro de los primeros 5 minutos de infusión. En el presente estudio se empleó 

una extracción por infusión tradicional a 80 ºC por 5 minutos, con la finalidad de reducir la 

degradación de las catequinas por largos periodos bajo altas temperaturas (Wang et al. 2006, 

Lončarić et al. 2018) y obtener una bebida de baja astringencia y amargor (Wang et al. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7.  Diagrama de cajas del TPC de las infusiones de té verde: 

Té V (CMS), Té V/Alcalino (CMA), Té V/Radicales libres (CMR). 

Para la determinación de la capacidad antioxidante se empleó el ensayo ABTS, el cual 

consiste en la reducción de la absorbancia por inhibición o reducción del radical ABTS+ por 

parte de la muestra (Rock 2005). Los resultados fueron expresados en porcentaje de 

inhibición del radical y valores TEAC o equivalentes trolox, según se observa en la Tabla 4. 

Los mayores valores promedio de TEAC e inhibición de los controles (Figura 7) fueron 

alcanzados por la muestra de té verde sin tratamiento (CMS), con 923.65 un trolox/g y 

52.6%, seguido por CMR con 876.12 un trolox/g y 50.0% y finalmente CMA con 728.34 n 

trolox/g y 41.8%. Estos resultados se corresponden con los valores de TPC descritos 

anteriormente, siendo CMA la más baja, posiblemente por la oxidación de las catequinas a 

pH alto (Zhu et al. 1997). Otros autores como Zhao et al. (2019) y Ramiréz-Aristizabal et al. 

(2015) reportaron mayores valores de TEAC, 1935 mol/g y 1772 g/g respectivamente; 
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mientras que Rodrigo Rojas (2019), quien empleó un ecotipo similar al de este estudio, 

obtuvo un menor valor (53.5 mol/g). Esta amplia variabilidad de la capacidad antioxidante 

del té verde podría deberse al tipo de extracción, pulverizado de muestras y temperatura de 

infusión aplicados en cada estudio (Castiglioni et al. 2015).  

 Tabla 4:  Tabla resumen de los resultados obtenidos en los ensayos TPC y Antioxidante ABTS 

 

 

 

 

 

 

 

El extracto proteico de cushuro (CS) mostró actividad antioxidante al igual que CA y CR, 

sin embargo, con CA no se obtuvieron diferencias significativas mientras que el método 

radical libres (CR) obtuvo la mayor inhibición y valores TEAC (Figura 8). Estos resultados 

se corresponden con lo descrito en el ensayo TPC (Tabla 4), lo cual podría deberse a restos 

de polifenoles en el extracto, como se mencionó anteriormente, o por una actividad 

antioxidante propia de las proteínas o péptidos del cushuro. Galetovic et al. (2017) 

reportaron presencia de metionina, tirosina y lisina en muestras de cushuro, aminoácidos que 

han demostrado tener actividad antioxidante en péptidos y de forma independiente (Matsui 

et al. 2018). Así también, se han identificado compuestos con actividad antioxidante en otras 

especies de Nostoc, como por ejemplo los aminoácidos tipo micosporina encargados de 

brindar una actividad fotoptotectora UV (Matsui et al. 2011, Rastogi et al. 2016). Sin 

embargo, el alcance de este estudio no permitió identificar los compuestos del extracto 

proteico involucrados en la actividad antioxidante, ni el efecto potenciador que parece 

generar el método de radicales libres sobre estos.  
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Figura 8.  Diagrama de cajas de ensayo ABTS de los extractos proteicos de 

cushuro: Simple (CS), Alcalino (CA), Radicales libres (CR) 

Diferentes estudios han evaluado el efecto de mezclar proteínas y polifenoles, ya sea en 

soluciones mixtas o en sustancias purificadas (Benjakul et al. 2021). Las mezclas de 

proteínas de la leche con té verde han producido resultados variados en cuanto a la capacidad 

antioxidante, dependiendo del tipo de leche y los ensayos empleados, se han presentado 

efectos neutros, potenciadores y en su mayor parte debilitantes o inhibitorios, principalmente 

por un enmascaramiento de los compuestos fenólicos (Leenen et al. 2000, Dubeau et al. 

2010, Rashidinejad et al. 2017, Chanphai et al. 2017). Sin embargo, otro tipo de mezclas 

como las de leche de vaca con café o leche de soya con té negro, han mostrado mejoras 

significativas en relación a su capacidad antioxidante (Ryan y Sutherland 2011, B. Al-

Ghafari et al. 2017). Ello refuerza la hipótesis que la naturaleza y tipo de proteínas/ 

polifenoles que interactúen influirá con en la actividad antioxidante de la mezcla (Quan et al. 

2019, Dai et al. 2019). También se ha evaluado el efecto independiente de diversas proteínas 

en conjugación con distintos tipos de catequinas, obteniéndose aumentos de la capacidad 

antioxidante y adicionalmente efectos como mejora de la biodisponibilidad, inhibición de la 

peroxidación lipídica, variación del punto isoeléctrico, entre otros (You et al. 2014, Feng 

et al. 2017, Gu et al. 2017, Zagury et al. 2019).  

En el presente estudio se evaluó el efecto de la adición de un extracto proteico de cushuro a 

una infusión de té verde. La mezcla simple (MS) se preparó emulando una mezcla casera sin 

una posterior separación entre compuestos libres y conjugados, lo cual posiblemente 

influenció  la formación de enlaces no covalentes entre proteína y polifenol (Gu et al. 2017). 

Además, se aplicaron los métodos alcalino y de radicales libres, los cuales propician las 

CRCACS

1.1

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

Extractos Proteicos

T
E
A

C
 (

µ
m

o
l 

T
ro

lo
x
/m

l 
so

lu
c
ió

n
)



 
 

22  

formación de complejos covalentes en las mezclas (You et al. 2014, Benjakul et al. 2021). 

Los resultados mostraron diferencias significativas entre cada mezcla y su respectivo 

control, así también, se observaron patrones similares a los observados en el ensayo TPC, 

siendo MR la que obtuvo mayor concentración TEAC (1039.67n/g) y porcentaje de 

inhibición (54.2%), seguida de MS (949.17 n/g y 49.6%, respectivamente) y finalmente 

MA (756.85 n/g y 39.9%, respectivamente) (Figura 9 y Tabla 4). Este resultado sugeriría 

la existencia de un efecto sinérgico entre los polifenoles del té y las proteínas del cushuro a 

condiciones de radicales libres, perfilándose como una mezcla de interés para la industria 

alimentaria y farmacológica. Ello se corresponde con lo obtenido por Gu et al. 2017 y Feng 

et al. 2018, quienes documentaron que los conjugados resultantes, inducidos por radicales libres, 

exhibieron una mayor actividad antioxidante que los formados por el método alcalino. Además, se 

podría evidenciar que en todas las mezclas hubo formación de complejos, lo cual se observa 

en la reducción del contenido TPC y actividad antioxidante por un posible efecto de 

enmascaramiento; que se produciría por la disminución de los grupos hidroxilo disponibles 

luego de las uniones con las proteínas (Tajmir-Riahi et al. 2010, Avan et al. 2016, Quan et al. 

2019). Si bien este trabajo no se enfocó en caracterizar la naturaleza de los complejos 

formados, se puede inferir en base a otros estudios, que el orden de unión de los polifenoles 

en la mezcla fue el siguiente EGCG>ECG>EC>C, ya que este aumenta en función al número 

de grupos OH del compuesto (Kanakis et al. 2011). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Gráfico de barras comparativo de capacidad antioxidante: Mezclas vs Controles 
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V. CONCLUSIONES 

1. La mezcla simple (MS) generó un ligero efecto de enmascaramiento del contenido 

fenólico total. Por su parte la mezcla alcalina (MA) presentó los menores valores de TPC 

y no obtuvo diferencias significativas respecto a su control. Por otro lado, la mezcla de 

radicales libres si incrementa el valor de TPC. 

2. La mezcla entre un extracto proteico de cushuro con infusión de té verde modificó la 

capacidad antioxidante de esta última; produciéndose tanto un efecto potenciador como 

inhibitorio, los cuales dependieron del método de mezcla utilizado. La mezcla de 

radicales libres, de forma análoga al ensayo TPC, generó la mayor capacidad antioxidante 

de todas las muestras, superando incluso a la infusión sin tratamiento (CMS). Por el 

contrario, las mezclas simple y alcalina generan reducción de la actividad antioxidante.  

3. Debido a que la mezcla de radicales libres presentó un efecto sinérgico en cuanto a su 

actividad antioxidante, podría proponerse como una mezcla potencial para ser usada en 

el sector alimentario y farmacológico.  



 

  

VI. RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda una caracterización de las proteínas del cushuro y su posterior evaluación 

bajo condiciones de radicales libres. Ello con el fin de describir el efecto potenciador visto 

en la determinación fenólica y antioxidante. 

2. Se recomiendan estudios más detallados para la identificación de los grupos funcionales 

involucrados en las uniones proteína/polifenol, las estructuras formadas y el tipo de 

enlaces predominantes. 

3. Se recomienda evaluar otras propiedades de interés para la mezcla radicales libres, como, 

por ejemplo: emulsificante, mejora de la biodisponibilidad, capacidad de gelatinización, 

etc.  

4. Finalmente, se recomiendan estudios individuales entre los principales polifenoles del té 

verde y proteínas específicas del cushuro con actividades de interés.  
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Centrifugación 

Anexo 1: Obtención del extracto proteico del Cushuro (Concentrado proteico) 

 

1.1. Determinación de la proteína soluble 

Se determinará la curva estándar de Lowry a una absorbancia de 750 nm. Se preparará 

una solución proteica de albúmina sérica de bovina de 0.5mg/ml en agua destilada y los 

reactivos A y B. El reactivo A, es una solución que se preparara con una mezcla de 

carbonato de sodio al 2 por ciento en NaOH al 0,1 con una solución de sulfato de cobre 

pentahidratado al 1% y una solución de tartrato de sodio al 1%; en una proporción 1:1. El 

reactivo B, es una solución que se preparara con el reactivo de folin-ciocalteu, al 1N. 

Se realizará una curva de calibración en la cual se usarán diferentes volúmenes de la 

solución proteica como: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ml, a la cual se le añadirá agua 

destilada hasta completar el 0,8 ml de volumen final. A esta solución se le añaden 4 ml 

de reactivo A más conocido como Lowry el cual estará en 10 minutos de oscuridad y 0.4 

ml del reactivo B durante 30 minutos de oscuridad, donde se dará un cambio de color de 

amarillo a azul. 

 

 

 

1.2. Esquema metodológico de extracción proteica del cushuro 

Se empleó la siguiente metodología para extraer las proteínas del cushuro y obtener el 

extracto proteico.                              

 
Cushuro seco 

      

 
 

     7500RPM 

                                   Ө=15min 
 

 

 

 

Filtrado 

Extracción alcalina NaOH 1N 
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Secado 

Centrifugación 

HCl1N 
 

7500RPM 

                               Ө= 35min 

 
7500RPM 

 

                            Ө= 15min 
 
 

pH 7 

 

T=60°C 

 

 

 

Extracto proteico de cushuro 

               Flujo de operaciones para la extracción proteico de cushuro. 

 

 
a. Extracción alcalina 

Se utilizará NaOH 1N y 25 gramos de cushuro seco molido, donde se evaluará la 

relación materia prima: solvente (1:35; 1:55 y 1:75 g / ml); pH (8.5, 9.5, 10.5); con 

una temperatura (65°, 75°y 85° C) y un tiempo (40, 60 y 80 minutos) para la 

extracción de proteína. 

b. Centrifugación 

Luego de la extracción se realizará una centrifugación a 7500 rpm durante 15 minutos 

a temperatura ambiente, donde se eliminará el precipitado quedándonos con el 

sobrenadante. 

c. Filtrado 

Se realizará un filtrado a vacío para eliminar posibles partículas sólidas que no se 

hayan eliminado durante la centrifugación. 

d. Precipitación 

Se realizará la precipitación isoeléctrica con HCl 1N a diferentes pH (4; 6; 8 y 10) 

para poder determinar la mayor extracción de proteína. 

 

e. Centrifugación  

Neutralización 

Centrifugación 

Precipitación Isoeléctrica 

Lavado 
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Se realizará una centrifugación a 7500 rpm durante 30 minutos a temperatura 

ambiente, donde se eliminará el sobrenadante recuperando el precipitado. 

f. Lavado 

Se realizará un lavado con alcohol al 20% para poder disminuir el contenido de 

polifenoles inmediatamente se realizará un segundo lavado con agua destilada (1/10) 

con el objetivo de reducir posibles compuestos como azucares reductores, sales y el 

resto de alcohol. 

g. Centrifugado 

Se realizará un centrifugado a 7500 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, 

donde se deberá obtener un precipitado más puro que el inicial. 

h. Neutralizado 

Se realizará un neutralizado a pH 7 al precipitado que se obtendrá en la etapa anterior 

para poder realizar un secado. 

i. Secado 

Se realizará un secado para poder obtener un obtener un extracto proteico del cushuro 

en forma de seca a 60°C durante 4 horas. 
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1.3.  Resultados de la extracción proteica  

Se trabajó a tres medidas de pH para la extracción 8.5, 9.5 y 10.5 a una temperatura de 

85°C con una relación materia prima: solvente de 1:35 durante una hora, luego se 

procedió a filtrar, en seguida a centrifugar a 7500rpm durante 15 minutosy se precipito 

a cuatro medidas de pH diferentes de 4, 6,8 y 10. El extracto se secó a 60°C durante 4 

horas. 

 

Se determinó por Kjendal el contenido de proteína bruta en estas muestras, obteniéndose 

lo siguiente: 

 

1.3.Curva de extracción de extracto proteico de cushuro a pH 8.5 

 

1.4.Curva de extracción de extracto proteico de cushuro a pH 9.5 

 

 

 
 

 

 

 

50.0000 45.3068 44.3267 42.2877 

40.0000 36.0236 

30.0000 

8.5 

10.0000 

10 12 

pH de precipitación 

60.0000 
58.9953 

59.0000 58.4418 

58.0000 

55.9234 9.5 

56.0000 55.3584 

55.0000 

10 12 

pH de precipitación 
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1.5.Curva de extracción de extracto proteico de cushuro a pH 10.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El contenido de proteínas totales para el cushuro deshidratado fue de 31.46%, con una 

humedad del 16%. A pH de extracción 9.5 con un punto de precipitación de 6 se obtuvo 

el mayor contenido de proteínas totales (58.99%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

43.6712 
43.7000 
 
43.6000 

43.5000 

43.3133 

43.3000 
10.5 

43.2001 

43.2000 

10 12 

pH de precipitación 
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Anexo 2: Análisis estadístico ensayo antioxidante ABTS  

 

2.1. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CMS; CMA; CMR 

 

Método 

 

Hipótesis nula:        Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna:      Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia: α = 0.05 

 

Análisis de Varianza 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   2    20.1667    10.0833   176.57    0.000 

Error    6     0.3426     0.0571 

Total    8    20.5093 

 

Agrupación de la información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor  N     Media   Agrupación* 

CMS      3   16.6257   A 

CMR      3    15.770     B 

CMA      3    13.110       C 

 

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CS; CA; CR 

 

Método 

 

Hipótesis nula:          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna:       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia: α = 0.05 
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Análisis de Varianza 

 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   2    0.26884   0.134418    46.16    0.000 

Error    6    0.01747   0.002912 

Total    8    0.28631 

 

Comparaciones en parejas de Tukey  

 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor N   Media Agrupación 

CR      3  0.9987  A 

CS      3  0.6797    B 

CA      3  0.5981    B 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMS; MS  
 

T de dos muestras para CMS vs. MS 

 

                                                Error 

                                                estándar 

                                                de la 

          N    Media Desv.Est.    media 

CMS  3  16.6257     0.0933    0.054 

MS    3   15.661      0.311      0.18 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  0.964 
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IC de 95% para la diferencia: (0.158; 1.770) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = 5.15 Valor p = 0.036 GL = 2 

 

2.4. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMA; MA  
 

T de dos muestras para CMA vs. MA 

 

                                               Error 

                                               estándar 

                                               de la 

          N    Media Desv.Est.   media 

CMS  3  13.110      0.177      0.10 

MS    3   12.488      0.117      0.068 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  0.622 

IC de 95% para la diferencia: (0.232; 1.012) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = 5.08 Valor p = 0.015 GL = 3 

 

 

2.5. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMR; MR  
 

T de dos muestras para CMR vs. MR 

 

                                               Error 

                                               estándar 

                                               de la 

          N    Media Desv.Est.   media 

CMS  3  15.770      0.362      0.21 

MS    3   17.155      0.150      0.087 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  -1.384 

IC de 95% para la diferencia: (-2.359; -0.410) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = -6.11 Valor p = 0.026 GL = 2 

 

 

 

2.6. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CMS; MS; MA; MR 

 

Método 

 

Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia α = 0.05 
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Análisis de Varianza 

 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   3    39.3066    13.1022   370.24    0.000 

Error    8     0.2831     0.0354 

Total   11    39.5897 

 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  

 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor N    Media Agrupación 

MR      3  17.1546  A 

CMS    3  16.6257    B 

MS      3   15.661      C 

MA     3  12.4880        D 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
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Anexo 3: Análisis estadístico ensayo de Polifenoles Totales (TPC) 

 

3.1. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CMS; CMA; CMR.  

 

Método 

 

Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia α = 0.05 

Filas no utilizadas     1 

 

Análisis de Varianza 

 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   2    0.55390   0.276952    67.34    0.000 

Error    6    0.02468   0.004113 

Total    8    0.57858 

 

Comparaciones en parejas de Tukey  

 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor   N   Media Agrupación 

CMS     3  1.4093  A 

CMR     3  1.3665  A 

CMA     3  0.8629    B 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
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3.2. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CS; CA; CR  

Método 
 

Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia α = 0.05 

 

 

Análisis de Varianza 

 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   2   0.000397   0.000198    13.31    0.006 

Error    6   0.000089   0.000015 

Total    8   0.000486 

 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  

 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor N    Media Agrupación 

CR      3  0.04481  A 

CS      3  0.03252    B 

CA      3  0.02944    B 

 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMS; MS  
 

T de dos muestras para CMS vs. MS 

 

                                                Error 

                                                estándar 

                                                de la 
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          N    Media Desv.Est.    media 

CMS 3    1.4093      0.0239     0.014 

MS    3    1.2214      0.0193      0.11 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  0.1879 

IC de 95% para la diferencia: (0.1315; 0.2444) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = 10.59 Valor p = 0.002 GL = 3 

 

 

 

3.4. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMA; MA  
 

T de dos muestras para CMA vs. MA 

 

                                                Error 

                                                estándar 

                                                de la 

          N    Media Desv.Est.    media 

CMS 3    0.8630      0.1060     0.061 

MS    3    0.6627      0.0211     0.012 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  0.2003 

IC de 95% para la diferencia: (0.0673; 0.4678) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = 3.22 Valor p = 0.084 GL = 2 

 

 

3.5. Prueba T para 2 muestras entre mezcla y su respectivo control: CMR; MR  
 

T de dos muestras para CMR vs. MR 

 

                                                Error 

                                                estándar 

                                                de la 

          N    Media Desv.Est.    media 

CMS 3    1.3665      0.0248     0.014 

MS    3    1.4964      0.0131     0.076 

 

 

Diferencia = μ (CMS) - μ (MS) 

Estimación de la diferencia:  -0.1299 

IC de 95% para la diferencia: (0.1814; 0.0784) 

Prueba T de diferencia = 0 (vs. ≠): Valor T = -8.03 Valor p = 0.004 GL = 3 
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3.6. ANOVA unidireccional y comparaciones en parejas de Tukey: CMS; MS; MA; MR 

 

Método 

Hipótesis nula:          Todas las medias son iguales 

Hipótesis alterna:       Por lo menos una media es diferente 

Nivel de significancia: α = 0.05 

Filas no utilizadas:     1 

 

Análisis de Varianza 

 

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  Valor F Valor p 

Factor   3    1.26235   0.420782 1076.45    0.000 

Error    8     0.00313   0.000391 

Total   11    1.26547 

  

Comparaciones en parejas de Tukey  

 

Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 

 

Factor  N     Media   Agrupación* 

MR       3   1.49636   A 

CMS     3    1.4093     B 

MS       3    1.2214       C 

MA       3    0.6627         D 

 

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
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Anexo 4:Curva de Calibración ensayo antioxidante ABTS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Anexo 5: Curva de Calibración ensayo de Polifenoles Totales (TPC) 
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Anexo 6: Fotos de la experimentación 

 

6.1. Lectura de muestras en espectrofotómetro UV-Visible 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2. Preparación de las mezclas 
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6.3. Incubación y agitación de las mezclas 

 

 


	031059.pdf (p.20)
	RESUMEN
	ABSTRACT
	I. INTRODUCCIÓN
	II. REVISIÓN DE LITERATURA
	2.1. Nostoc sphaericum
	2.2. Composición nutricional del cushuro
	2.3. Camelia sinensis L.
	2.3. Composición del té verde:
	2.4. Estructura y función de los polifenoles del té verde
	2.5. Interacción proteína-polifenol
	2.6. Métodos de mezcla que propician la formación de complejos proteína-polifenol
	2.6.1. Método Simple
	2.6.2. Método Alcalino
	2.6.3. Método Radicales Libres


	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1. LUGAR DE EJECUCIÓN
	3.2. MATERIALES
	3.3. METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN
	3.3.1. Elaboración de la infusión de té verde:
	3.3.2. Preparación de mezclas por tres métodos que estimulan la formación de complejos proteína-polifenol:
	3.3.3. Determinación del contenido fenólico total (TPC) por el método Folin-Ciocalteu.
	3.3.4. Evaluación de la capacidad antioxidante por el método ABTS

	3.4. DISEÑO ESTADISTICO

	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO FENÓLICO TOTAL (TPC)
	4.2. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

	V. CONCLUSIONES
	VI. RECOMENDACIONES
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VIII. ANEXOS



