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DATOS DEL CLIENTE

Empresa: ChemCream, S.A.P.I. de C.V. Plaza
Marina Local D3 - D3, Marina Vallarta
Puerto Vallarta, Jalisco C.P. 48335, México

DETALLES DEL SERVICIO

No. Informe: 20220623001
Solicitud de analisis:
Capacidad antioxidante total (TAC).
Peréxido de hidrégeno.
Potencial redox.
DATOS DE LA MUESTRA
No. Muestras: 1

Muestra ID : 140222
AETHEION ZCM65 Locidn sinérgica para la piel 30mL

FECHA DE RECEPCION: 2022/05/13
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Preparacion de la muestra

Se utilizaron diferentes medios para solubilizar la muestra, incluyendo agua
Milli-Q,

PBS (solucién tampédn de fosfato) 0,1 M, pH 7,4, EtOH, MeOH y DMSO
(dimetilsulfoxido). La muestra era insoluble en EtOH y MeOH pero
soluble en DMSO. Se observaron lodos en agua Milli-Q y PBS. Las
fracciones liquidas de las lechadas, obtenidas después de filtrar con un filtro
de microfibra de vidrio de 1,2 um, se utilizaron para los ensayos de TAC.
Sélo se obtuvieron filtrados claros para las lechadas de muestra con
concentraciones < 0,05 g/mL (Figura 1). Las muestras en agua Milli-Q y
PBS se prepararon utilizando dos tiempos de incubacién (agitacién) a RT
(30 min y toda la noche).

También se utilizaron muestras de DMSO para el analisis
antioxidante. Estas muestras se prepararon disolviendo 0,25 g de locién
en 1 mL de DMSO. Tras 30 minutos de agitacion a temperatura
ambiente, las muestras se centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

La muestra de cosméticos también era muy soluble en la Solucién No
Acuosa (NWBS), especialmente disefiada para medir muestras no
acuosas con el dispositivo eBQC-NI.

La locién ZCM65 se agitd antes de la toma de muestras.

Tampoco se utilizaron instrumentos metalicos para la preparacién de las
muestras.
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Figura 1. Muestras de lodos y filtrados en agua.
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RESULTADOS DEL ANALISIS:

Ensayo: Capacidad antioxidante total / eBQC-Ingredientes naturales
Fecha: 2022/05/26

Analizado por: Maria Diaz (directora del proyecto de doctorado)
Informacion sobre el ensayo:

El eBQC-Natural Ingredients (e-BQC-NI) es wun dispositivo
electroquimico portatil disefiado para determinar la capacidad
antioxidante total de muestras de alimentos, bebidas, extractos
vegetales y muestras cosméticas. Durante la medicidén, la muestra se
oxida aplicando un potencial variable y la capacidad antioxidante total
se calcula utilizando la carga voltamétrica.

El e-BQC-NI muestra la capacidad antioxidante total de la muestra
como "valor eBQC".

Los resultados del e-BQC-NI pueden expresarse como TEAC (capacidad
antioxidante equivalente a Trolox) realizando una curva estandar con
Trolox. Trolox es un analogo hidrosoluble de la vitamina E con una
actividad antioxidante muy fuerte. Se suele utilizar como estandar o
control positivo en los ensayos de TAC.

Se han desarrollado soluciones de base acuosa y no acuosa para
medir muestras de base acuosa y no acuosa con el dispositivo e-BQC-
NI. Estas soluciones se han formulado para garantizar la solubilidad
de la muestra sin que se vea afectada la conductividad necesaria para
las mediciones electroquimicas.

RESULTADOS

Se probaron soluciones NI con base de agua (WBS) y sin base de agua
(NWBS) para preparar la muestra cosmética. Debido a la baja solubilidad
de la muestra en la WBS, se utilizd la NWBS para el ensayo. La muestra se
disolvio en NWBS (0,25 g/mL) y se centrifugé a 5000 g durante 5 minutos a
RT. A continuacion, el sobrenadante se diluyé 1/10 con NWBS para el
analisis. La muestra cosmética era muy soluble en NWBS.

La tabla 1 muestra la capacidad antioxidante (valor eBQC) obtenida para
el control (NWBS) y la muestra cosmética. Las mediciones de eBQC-NI
fueron
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RESULTADOS DEL ANALISIS:

realizadas por triplicado. Las mediciones de eBQC se registraron tras
dejar caer 50 ul de la muestra en la tira. El valor de eBQC registrado
para el zumo de naranja es diez veces el valor registrado para la
muestra cosmética diluida.

Tabla 1. Resultados del eBQC NI para el control y la muestra preparada en NWBS.

1 182
Muestra 2 180 176 £ 8
3 167
1 0
NWBS 2 0 0
3 0

Figura 2. Curva estandar de eBQC NI Trolox en
NWBS.

Se realizd6 una curva de calibracion utilizando Trolox como estandar
(Figura 2) para expresar los resultados del eBQC-NI como Capacidad
Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC). El rango lineal para Trolox en
NWBS fue de 50 a 1000 pM.

El valor TEAC de la muestra se calculé utilizando la ecuacién obtenida
de la regresién lineal de la curva estandar. Cuando se trabajé con
muestras diluidas, los valores de TEAC se multiplicaron por el factor
de dilucién para calcular la capacidad antioxidante en la muestra
original.
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RESULTADOS DEL ANALISIS: TAC/eBQC-NI

El valor TEAC calculado para la muestra cosmética fue de 4863 + 230
HM Trolox (19 + 1 yM Trolox/g crema).

Las muestras de cosméticos preparadas en agua Milli-Q, PBS 0,1 M con
pH 7,4 y DMSO también se ensayaron con el dispositivo e-BQC-NI.
Para el ensayo se utilizaron las fracciones liquidas de las lechadas
(agua y PBS) obtenidas tras el filtrado con filtros de microfibra de vidrio
(1,2 ym). Las muestras de agua deben diluirse 1:2 en PBS antes de
realizar la medicion electroquimica debido a su baja conductividad. La
muestra preparada en DMSO se volvid turbia cuando se disolvio en
WBS y se descart6 para el ensayo.

La tabla 2 muestra la capacidad antioxidante (valor eBQC) obtenida para
las muestras de control y cosméticas preparadas en agua y PBS (0,05
g/mL) tras 30 min de agitacidn. Las mediciones de eBQC-NI se realizaron
por triplicado. Las mediciones de eBQC se registraron tras dejar caer 50
Ml de la muestra en la tira. Los valores de TEAC calculados para las
muestras fueron de 50 uM de Trolox y no cayeron en el rango lineal de
la curva estandar (Figura 3, 50-1000 pM de Trolox). Por lo tanto, la
actividad antioxidante de estos filtrados era muy baja. No se observé un
aumento de la actividad antioxidante en los filtrados obtenidos tras
agitar las muestras durante la noche en agua Milli-Q o PBS.

Tabla 2. Resultados del eBQC NI para las muestras de control y cosméticas
preparadas en Milli-Q

agua y PBS (30 minutos de agitacion).

Muestra/Agua

29
32 302
30
23
25 27 £3
30

Muestra/PBS

PEP

WNNEFE WNEFE WDN -
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RESULTADOS DEL ANALISIS: TAC/eBQC-NI

Figura 3. Curva estandar de eBQC NI Trolox en WBS.
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RESULTADOS DEL ANALISIS: Ensayos TAC/Sectrofotométricos
Ensayo: Capacidad antioxidante total

KF01007 Kit de ensayo DPPH

KF01002 Kit de ensayo ABTS

KF01003 Kit de ensayo FRAP

KF01001 Kit de ensayo DMPD
Fecha: 2022/06/09

Analizado por: Daniel Bayon (técnico de I+D) y Maria Diaz (directora del
proyecto de doctorado)

Informacion sobre el ensayo:
KF01007 Kit de ensayo DPPH

Este kit de ensayo TAC se basa en el método del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). En este método, el radical libre DPPH (DPPH-),
que es un radical organico nitrogenado estable de color purpura intenso
(Amax = 517 nm), es reducido por los antioxidantes a la forma
reducida incolora DPPH. Por lo tanto, la disminucidon de la absorbencia
a 517 nm depende linealmente de la concentracién de antioxidante. El
antioxidante sintético Trolox se utiliza para estandarizar la TAC de la
muestra en relacién con Trolox (capacidad antioxidante equivalente a
Trolox, TEAC).

KF01002 Kit de ensayo ABTS

Este kit de ensayo TAC se basa en la interaccion entre los
antioxidantes y el cromoéforo catidnico radical estable verde-azulado
preformado, 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, ABTS-+). En
presencia de antioxidantes, el radical ABTS-+ oxidado se reduce a ABTS,
lo que provoca una decoloracion de la solucién, medida por la
disminucién de la absorbancia a 734 nm. Los antioxidantes eliminan el
cation radical ABTS-+ de wuna manera dependiente de la
concentracidon que se correlaciona con una disminucion proporcional
de la intensidad del color. El Trolox puede utilizarse para estandarizar la
TAC de la muestra en relacion con el Trolox (capacidad antioxidante
equivalente al Trolox, TEAC).
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RESULTADOS DEL ANALISIS: Ensayos TAC/Espectrofotométricos
KF01003 Kit de ensayo FRAP

El kit de ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) TAC se basa
en la reduccidon de Fe3+ a Fe2+ por antioxidantes. Este kit mide la
actividad antioxidante de los compuestos que son capaces de actuar
como reductores. En el ensayo, a un pH acido, los antioxidantes
presentes en la muestra reducen un complejo Fe3+ incoloro a un
complejo Fe2+ de color azul que muestra un maximo de absorbancia
a 593 nm. La absorbancia registrada a 593 es, por tanto,
directamente proporcional a la capacidad antioxidante total. El
potencial antioxidante de las muestras se determina basdndose en una
curva estandar de hierro (estandar de hierro suministrado con el kit) y
los resultados se expresan como equivalentes de Fe2+ (pM) o valor
FRAP.

KF01001 Kit de ensayo DMPD

El kit de ensayo DMPD (N,N-dimetil-p-fenilendiamina) TAC se basa en la
interaccion entre los antioxidantes y el cation radical estable purpura
preformado DMPD-+. A pH acido y en presencia de una solucion
oxidante adecuada, el DMPD-+ puede generarse facilmente a partir
del DMPD. En presencia de antioxidantes donantes de hidrégeno, el
radical DMPD-+ se reduce a DMPD, lo que da lugar a una decoloracion
de la solucion, medida por la disminucidon de la absorbancia a 553 nm.
Los antioxidantes eliminan el cation radical DMPD-+ de forma
dependiente de la concentracién, lo que se correlaciona con una
disminucién proporcional de la intensidad del color. El antioxidante
sintético Trolox (incluido en el kit) se utiliza para estandarizar la TAC de
la muestra en relacidon con Trolox (capacidad antioxidante equivalente a
Trolox, TEAC).
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