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ABREVIATURAS

Tabla 1. Abreviaturas

ABREVIATURAS

SIMBOLOS Y SIGNIFICADO
ABREVIATURAS

EC Electroforesis capilar

Tm Tiempo de migracion

Nm Nandmetros

G Gramos

mL Mililitros

mM Milimolar

kv Kilovoltios

A Microampers

A Longitud de onda

uv Ultravioleta

Min Minutos

Ha Hectdrea

Ton Tonelada

HPLC Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
cv Coeficiente de Variacién

CG Cromatografia de Gases

HIV Virus de la Inmunodeficiencia Humana
ECC Electrocromatografia Capilar
PAL Fenilalanina Amonio Liasa

Q Carga

Fe Fuerza electroestatica

E Campo eléctrico

Fs Fuerza de friccion

H Viscosidad

R Radio de la particula

Y Velocidad de migracién

FEO Flujo electroosmético

M Molar

N Normal

S Segundos

Mg Miligramos

L Litro

\ Volumen

R Resistencia

I Intensidad de corriente

Cm Centimetro

uL Microlitro

IC(B1) Intervalo de confianza para la pendiente
IC(Bo) Intervalo de confianza para la ordenada al origen
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RESUMEN

RESUMEN

Actualmente los alimentos con elevado contenido de antioxidantes son objeto de estudio
debido a la evidencia de que previenen enfermedades cronico-degenerativas. La semilla de
chia es un alimento milenario que actualmente ha sido revalorizado debido a sus
propiedades nutricias como son su elevado contenido de fibra, proteinas y carbohidratos,
contiene 30% de aceite cuya composicion es rica en 4cidos grasos indispensables
(esenciales), también existen evidencias de su elevado contenido de polifenoles que actian

como antioxidantes (Gonzalez 2011).

En el presente trabajo se llevo a cabo la optimizacion de un método analitico para la
caracterizacion y cuantificaciéon de compuestos fendlicos presentes en tres variedades de
semillas de chia provenientes de los estados de Puebla y una del estado de Colima, en la
parte seca (harina), asi como en el aceite extraido de las mismas. Se caracterizaron los
compuestos fendlicos en las muestras de harina y aceite de chia, mediante el uso de la
electroforesis capilar (EC), confirmando su identidad por adicion de estdndar para
confirmar el aumento en la sefial en la muestra y por comparacion de los espectros de
absorcion con el estandar correspondiente. Posteriormente, se realiz6 la cuantificacion de
los compuestos fenolicos presentes en las muestras, por interpolacion en las curvas de
calibracion correspondientes y utilizando la relacion de areas de el fenol correspondiente
entre la obtenida con el estdndar interno adicionado. Varios parametros estadisticos de la
validacion del método fueron evaluados para asegurar que el método desarrollado es
confiable. Los resultados obtenidos del contenido de polifenoles en el aceite y semilla de
chia fueron comparados con referencias encontradas para otras fuentes de antioxidantes
como semillas, aceite, frutas y verduras, con la finalidad de poder llegar a conclusiones
sobre la riqueza en polifenoles contenida en la semilla de chia y los beneficios que puede

producir su consumo en la salud de la poblacion.



1. MARCO TEORICO

1. MARCO TEORICO
1.1 Caracteristicas de la semilla de chia
1.1.1 Historia de la semilla de chia

La chia (Salvia hispanica) es una planta anual de la familia Lamiaceae que se produce
principalmente en el Estado de Jalisco y algunas regiones de Sinaloa. Comenzé a usarse
como alimento hace unos 5500 afios, se convirti6 en un cultivo basico en el centro de
México y era consumido por los aztecas debido a su aporte energético (Beltran Orozco y

Romero, 2003).

En la época prehispénica (de acuerdo a la Cronica de la Nueva Espafia), la chia era uno de
los alimentos basicos de las civilizaciones de América Central (los aztecas y los mayas)

después del maiz y el frijol y antes que el amaranto (Ayerza y Coates, 2006).

Entre sus usos la semilla era molida y convertida en harina, la cual era incorporada en las
tortillas y los tamales, también se empleo como bebida al mezclarse con agua (Ayerza y
Coates, 2004). Actualmente la semilla se utiliza cominmente en la preparacion de bebidas,
se puede obtener mucilago dejando reposar la semilla en agua, para utilizarla como fibra
dietética o para afadirla y dar espesor a mermeladas, jaleas, yogures, mostaza; igualmente

es util en la industria cosmética y otras aplicaciones (Beltran y Romero, 2003).

El aceite de la chia conocido como chiamatl fue usado como cosmético. Este aceite era
componente de ungiientos debido a sus propiedades emolientes. También era utilizado
como base para pinturas, ademas de que era un componente basico en la pintura para los
cuerpos de los guerreros durante las ceremonias religiosas y sociales, ademds para dar

acabados brillosos a las vasijas y platos (Cahill, 2003).

llustracion 1. Semilla de chia (Cahill 2003)
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1. MARCO TEORICO

Los aztecas recibian semilla de chia como tributo anual de los pueblos conquistados y la
ofrecian a los dioses como parte de las ofrendas en las ceremonias religiosas. El uso de la
chia en las ceremonias religiosas paganas fue el motivo por el cual los conquistadores
espafioles trataron de eliminarla y reemplazarla con especias traidas del viejo mundo

(Beltran y Romero, 2003).

Desafortunadamente el consumo de esta semilla se abandond, a tal grado que en la
actualidad su produccion a nivel nacional apenas alcanza las 300 toneladas de semilla
producidas anualmente, mientras que en la €poca prehispanica parece haber sido de

alrededor de 10, 000 toneladas (Reforma, 2006).

1.1.2 Caracterizacion botanica.

La Salvia hispnica es una planta herbacea de la familia Lamiaceae de 1 a 1.5 m de altura
de tallos cuadrangulares, hojas ovadas y oblongas, de color verde oscuro en el anverso y
verde palido en el reverso, las flores (ilustracion 2) se producen en las espigas terminales,
de color morado o azul con caliz en forma de campana; en el fruto se encuentran las
semillas que son ovaladas de aproximadamente dos milimetros de largo por uno y medio
de ancho, son lisas brillantes color oscuro grisaceo, con muchas irregularidades de color
rojizo (ilustracion 3). Esta semilla oleaginosa estd compuesta de tres capas, la mas exterior
no se diferencia hasta el momento en que la semilla tiene contacto con el agua y se observa
una capa de gel conocida comunmente como mucilago (Flores, 1938). Este mucilago, es un
polisacarido principalmente constituido de acido urdnico y xilosas llega a absorber una

cantidad de agua de hasta siete veces el peso de la semilla (Lin et al., 1994; Scheer, 2001).

llustracidn 2. Flor de chia (Ayerza y Coates, 2006)
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1. MARCO TEORICO

llustracion 3. Semilla de chia (Ayerza y Coates, 2006)

1.1.3 Clasificacion Taxon6mica

Tabla 2. Clasificacion Taxondmica

Reino Plantae: plantas
Subreino Tracheobionta: planta vascular
Division Magnoliophyta: angiosperma

Clase Magnoliopsida: dicotiledones
Subclase Asteridae

Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Salvia L.

Especie Salvia hispanica L.

(http:/www.itis.gov/index.html).
1.1.4 Distribucién geografica
Originaria de las arenas montafiosas que se extienden desde el oeste central de México

hasta el norte de Guatemala. Es una planta anual de verano, las formas silvestres se

dispersan a través de la Sierra Madre Occidental de Sonora y de Chihuahua (Flores 1938).

Crece en terrenos ligeros, profundos y arenosos y es propia de climas calidos y templados,
es sensible a las heladas y resistente a climas secos; florece de julio a agosto, y sus flores

son hermafroditas (Flores 1938).

La Salvia hispanica L. cuenta con varios nombres comunes como salvia espafiola, artemisa

espaiola, chia mexicana, chia negra o simplemente chia (Scheer, 2001; Clebsh, 2000).

12



1. MARCO TEORICO

1.1.5 Composicion

La composicion quimica de chia (tabla 3) y su valor nutrimental, le confieren un gran

potencial para usarla dentro de los mercados alimenticios e industriales.

Tabla 3. Andlisis proximal de la semilla de chia.

COMPONENTE g/ 100g de semilla

Humedad 5.97+0.14
Grasa 26.55+1.37
Fibra 30.19+0.13
Cenizas 2.73+0.13
Proteinas 19.79 + 0.42
Carbohidratos 14.77

(Velasco, 2003).

Otro autores, como Ayerza y Coates, (1996), reportan acido linoleico; Bushway et al.,
(1981), acido palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoleico (18:2) y linolénico
(18:3) y las sales minerales de Ca, K, Mg, P, Al, B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn. Reyes, (2006)
concluyod que tiene un alto contenido de fibra dietética (66%) e indica que posee la
capacidad de retener agua y estabilizar emulsiones, ademés de que la fibra dietética
insoluble es importante ya que puede tener efectos hipocolesterolémicos. Posee también
elementos naturales que al extraerlos de la semilla desengrasada presentan actividad
antioxidante es decir, estructuras polifendlicas que tiene la capacidad de retardar el efecto
de la oxidacion de las grasas. Ayerza y Coates, (1996) reportaron acido clorogénico, acido

cafeico, miricetina, quercetina y kaempferol.
1.1.6 Cultivo

En la actualidad se cultiva comercialmente en México, Bolivia, Argentina, Ecuador,
Australia y Guatemala. Esté reportado que en el 2008, Australia fue el mayor productor de
chia a nivel mundial, el Valle de Ord produjo un total de 750 Ha. El registro nacional de la
SAGARPA (2012) identifico en los estados de Jalisco y Puebla en el 2009 tuvo, una
produccion de 45 Ha, sembradas con un rendimiento de semilla de 0.99 Ton/Ha a un

precio por tonelada de $ 5,291.67 pesos.
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1. MARCO TEORICO

1.2 Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas con estructura que consiste en un nucleo
aromatico con al menos un sustituyente hidroxilico libre o sustituido. Se diferencian de
otros compuestos, que también poseen esta estructura fendlica (monoterpenos), en su

origen biosintético (Macheix et al. 1990).

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se
localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del
ciclo vegetativo. Estos compuestos participan de diversas funciones, tales como la
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la
formacion de componentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores
adversos del ambiente.

Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia,
dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de
origen vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del

grupo fenol (Robbins, 2003; Kdhkonen et al, 2001).

Desde el punto de vista de sus estructuras los compuestos fenolicos se pueden clasificar en

dos grandes grupos: fenoles flavonoides y fenoles no flavonoides.
1.2.1 Flavonoides.

De la diversidad de compuestos fendlicos vegetales, los Flavonoides (C4-C3-Cg) son los
que presentan una distribucion mayor dentro del reino vegetal (Markham, 1982). Los
flavonoides son compuestos que presentan dos anillos aromaticos, el anillo A y el anillo B

unidos entre si por un anillo heterociclico, llamado anillo C (ilustracion 4).

llustracidn 4. Estructura basica de los flavonoides (Sanchez, 2002)
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1. MARCO TEORICO

Existen varios tipos de flavonoides, los cuales se diferencian entre si por el grado de
oxidacion presente en el anillo heterociclico C, los mas ampliamente distribuidos son las
antocianinas, los flavonoles, las flavonas, las flavanonas, y las isoflavanonas (Almaraz-

Abarca, 2007).

Los flavonoides llevan a cabo funciones muy importantes en diversos procesos fisioldgicos
y en el establecimiento de las diferentes relaciones ecoldgicas, principalmente de defensa,
de las plantas. Esta amplia gama de funciones es el resultado de su diversidad quimica
estructural y de la variedad de sustituciones de grupos funcionales (Anzellotti e Ibrahim,

2004).
1.2.1.1 Antocianinas

Este es un grupo de compuestos ampliamente distribuido entre las diferentes especies de
plantas. Son compuestos conspicuos porque son coloridos, responsables del color rojo,
rosa, purpura y azul de flores, frutos, y semillas (ilustracion 5). Se consideran que las
antocianinas actian como atrayentes de polinizadores y de dispersores de semillas debido

precisamente a la coloracion que dan a las flores y frutos (Taiz y Zeiger, 1991).

llustracion 5. Estructura general de las antocianinas (Sanchez 2002).

1.2.1.2 Flavonoles

Los flavonoles representan un grupo de flavonoides generalmente incoloros, que se
encuentran con mayor frecuencia en las flores, actuando como copigmentos de las
antocianinas, aunque también estan presentes en las hojas de todas las plantas verdes
(Harborn y Turner 1984). Absorben a longitudes de ondas cortas en la region del
ultravioleta, lo que los hace imperceptibles al ojo humano, pero no al de los insectos que
ven dentro del intervalo ultravioleta del espectro de radiacion (ilustracion 6).Por esta razon

también se les considera como atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas (Taiz
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1. MARCO TEORICO

y Zeiger, 1991) Kliebenstein (2004) menciona que segun Fiscus et al. (1999) y Britt
(2003), los flavonoles tienen relacion directa con la proteccion de las plantas haciéndolas

resistentes al dafio por los rayos UV.

llustracion 6. Estructura general de los Flavonoles (Sanchez, 2002)

1.2.1.3 Flavonas

Las flavonas poseen caracteristicas similares a las de los flavonoles, la diferencia entre
ellos radica en la ausencia en éstas, de un grupo hidroxilo en la posicion 3, el cual esta
presente en los flavonoles (ilustracion 7). Las flavonas son flavonoides que tienen
maximos de absorcidn en la region ultravioleta del espectro de radiacion y a las que se les
reconocen papeles importantes como mecanismos de defensas de las plantas contra el

ataque de herbivoros (Hadacek, 2002) y patogenos (Ryals et al., 1994).

llustracidn 7. Estructura general de las flavonas (Sanchez 2002).

1.2.1.4 Flavanonas

Las flavanonas son un tipo de flavonoides que carecen de un doble enlace en el anillo C
(ilustracion 8). Su distribucion dentro del reino vegetal es mas restringida que la de las

antocianinas, flavonoles, flavona. Las flavanonas y las chalconas son interconvertibles

16



1. MARCO TEORICO

entre si, de ahi que no es raro encontrarlas juntas, aunque esporadicamente las flavanonas

se presentan en las plantas sin su chalcona analoga (Harborn et al., 1984).

llustracidn 8. Estructura general de las flavanonas (Sanchez, 2002)

1.2.1.5 Isoflavonoides

Este tipo de flavonoides se caracteriza por tener el anillo aromatico B en la posicion dos
(ilustracion 9). Esta formado, entre otros, por las isoflavonas y las isoflavanonas, derivados

respectivamente de las flavonas y las flavanonas (Dewick, 1994).

llustracién 9. Estructura general de los isoflavonoides (Sanchez, 2002)

1.2.2 No Flavonoides

Esta denominacion abarca a los acidos fenolicos, divididos en acidos benzoicos (Ce-C)
(1lustracion 10) y &cidos cinamicos, portadores de una cadena lateral insaturada (Ce-Cs),

pero también otros derivados fendlicos como los estilbenos.

llustracidn 10. Estructura general de acidos benzoicos (Sanchez, 2002)
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1.2.2.1 Acidos hidroxicinamicos

Los acidos hidroxicindmicos son compuestos fendlicos mads sencillos que los flavonoides.
Su formula quimica condensada es C¢-Cs. (ilustracion 11). Son ejemplos de estos acidos el
cafeico y el ferulico. Junto con los flavonoides, estos compuestos son los fenoles que mas
comunmente se encuentran en el polen de las plantas (Campos, 1997; Almaraz-Abarca et
al, 2004).

llustracion 11. Estructura general de los acidos hidroxicinamicos (Sanchez, 2002)

1.2.2.2 Estilbenos

Este grupo de compuestos fenolicos poseen una estructura de 2 anillos fenolicos unidos

mediante dos dtomos (Ce-C,-Cy) (ilustracion 12).

El resveratrol es un compuesto fenolico del grupo de los estilbenos presente principalmente
en las uvas y derivados (vino). En estos alimentos, se encuentra libre o como derivado
glicosidico del resveratrol conocido como piceido (resveratrol-3-O-glucésido). Este
compuesto ayuda a frenar el envejecimiento y prevenir las enfermedades cardiovasculares,

y ademads posee propiedades antiinflamatorias y antitumorales.

llustracion 12. Estructura general de los estilbenos (Sanchez, 2002)

1.2.3 Actividad biologica de los compuestos fenolicos
Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, antihelminticas, antihepatotoxicas,
antinflamatorias, antidiarreicas, antitlceras, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras. Se

ha verificado que inhiben la replicacion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV),
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inhiben las glucosil transferasas del Streptococcus mutans (caries dental), inhiben la
autoxidacion del ascorbato, también inhiben efectos citotoxicos. La actividad antioxidante
de los fenoles es el origen de funciones bioldgicas tales como; antimutagénica,

anticancerigena y antienvejecimiento (Velioglu et al, 1998; Proestos et al, 2005).

1.2.4 Analisis de compuestos fendlicos

En cuanto a su andlisis, se han desarrollado un gran nimero de técnicas analiticas para la
identificaciéon y cuantificacion de los compuestos fendlicos. Tradicionalmente se han
determinado mediante métodos colorimétricos ya que estos compuestos son capaces de
sufrir una gran variedad de reacciones de condensacion que generan especies intensamente
coloreadas que son fécilmente analizables por espectrofotometria (Sanchez-Paniagua,
2008).

La necesidad de identificacion individual de los compuestos fendlicos en distintas muestras
requiere el uso de las técnicas especializadas de separacidon, como cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC), cromatografia de gases (CG) y electroforesis capilar
(EC). HPLC es la técnica analitica mas utilizada para la caracterizacion de compuestos
fendlicos, como lo refleja el gran numero de articulos publicados. (Carrasco, 2006) Los
sistemas de deteccion mas empleados en HPLC son espectrofotometria UV-visible con
arreglo de fotodiodos en serie, espectrometria de masas y deteccion electroquimica. La
electroforesis capilar ha sido incorporada como alternativa o complemento de las
separaciones cromatograficas para el andlisis de compuestos fendlicos en distintas
matrices, ya que es una técnica de alta resolucion, sin paso de derivatizacion previo y corto
tiempo de analisis (Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Goémez-Caravaca et al 2006).
Recientemente se ha utilizado como técnica analitica la electrocromatografia capilar
(ECC), técnica hibrida de electroforesis capilar y HPLC, uniéndose las ventajas de ambas y
combinando la retencién cromatografica con la movilidad electroforética (Stoggl et al.,
2006; Fonseca et al., 2007). EI mayor inconveniente radica en la baja vida de la columna,
asi como el elevado tiempo de acondicionamiento de la columna, lo que perjudica a la

robustez del método y al precio del analisis.
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1.2.5 Biosintesis de compuesto fendlicos

La principal funcion de la fenilalanina es la produccion de proteinas, no obstante, una parte
se desvia de esta ruta, y la fenilalanina pasa a ser el precursor comun de la sintesis de
muchos de los compuestos fendlicos en plantas superiores. Representa el substrato inicial
en la serie de reacciones colectivas conocida generalmente como “metabolismo general
fenilpropanoide”, y el aporte de fenilalanina por la via del shikimato parece ser una forma
simple de controlar la sintesis de compuestos fenolicos (Ryan et al., 2002). En la ruta del
shikimato (ilustracion 13 y 14) la actividad de la Fenilalanina amonio liasa (PAL) juega un
papel muy importante en la produccion total de fenoles siendo este paso altamente sensible
a condiciones ambientales; los mas importantes son aquellos que se pueden considerar
estresantes como temperatura, luz ultravioleta y dafios fisicos de la planta. Su actividad
también varia con el grado de maduracion del fruto. Por lo que la concentracion de

compuestos serd en funcion de la actividad de dicha enzima.

Phanylalanina

.
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llustracién 13. Formacion de compuestos fendlicos a partir de la fenilalanina (Gonzalez, 2011).
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El grupo mas importante de los compuestos fenolicos son los flavonoides, incluyendo
flavonas, isoflavonas y antocianidinas, las que se forman via condensacion del
fenilpropano (C¢-Cs), con la participacion de 3 moléculas de malonil coenzima A, la cual
permite la formacion de chalconas, que posteriormente se ciclan en condiciones acidas. Por
lo que los flavonoides tienen la estructura basica de los difenilpropanoides (Cs-C3-Cs) que
consiste en dos anillos aroméaticos unidos a 3 carbonos que forman un anillo heterociclico
oxigenado. El estado oxidativo de esta cadena de 3 carbonos, determinan las diferentes
clases de flavonoides.

Los flavonoides incluyen antocianinas (glucésidos 6 acilglucédsidos de las antocianidinas),

flavanoles (catequinas), flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavononoles y sus derivados.

llustracién 14. Biosintesis de Polifenoles (Macheix, 1994).
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1.3 Electroforesis capilar

Electroforesis Capilar es una técnica relativamente nueva, la cual se basa en el movimiento
de especies cargadas en un sistema por accion de un campo eléctrico en un medio

conductor liquido usualmente acuoso (Heiger, N., 1997).
1.3.1 Instrumentacion

Un sistema de electroforesis capilar (ilustracion 15), se compone béasicamente de los

siguientes elementos (Castillo, 2002).

1. Viales de entrada y salida: En ellos se introducen los extremos del capilar para

que este se llene del electrolito soporte, asi como los electrodos.

2. Sistema de inyeccion: el extremo del capilar se coloca momentaneamente en un

pequefio recipiente que contiene la muestra para que esta penetre el capilar.

3. Capilar: Es de silice fundida, esta recubierto en el exterior de poliamida, la cual
lo hace flexible y tiene la funcion de puente de contacto entre el catodo y el &nodo

cerrando el circuito eléctrico.

4. Un par de electrodos de platino: Estan conectados a la fuente de poder que

proporciona la energia para que se de la separacion.

5. Fuente de poder: Aplica la diferencia de potencial seleccionada entre los 2

electrodos para la separacion (voltajes de 0 a 30 kV, autoreversible).

6. Sistema de deteccion: Una vez que los componentes de la muestra fueron

separados por electroforesis, permite detectar su sefial y cuantificarlos. Se clasifican en:

*Opticos: Absorcion UV-Visible, fluorescencia, quimioluminiscencia, indice de refraccion,

etc.
*Electroquimicos: Conductimetria, potenciometria y amperometria.
*Otros: Espectrometria de masas y radiométricos.

7. Sistema de refrigeracion: Disipa el exceso de calor producido en el capilar.

22



1. MARCO TEORICO

8. Sistema de registro de datos.- Presenta los datos obtenidos del analisis

(electroferograma).

llustracidn 15. Esquema representativo de las partes basicas de un sistema de electroforesis capilar (Gonzalez, 2011)

1.3.2 Proceso electroforético

Es el fendmeno que se lleva a cabo cuando en un sistema dado, las especies cargadas
(iones) se mueven y separan bajo la influencia de un campo eléctrico en funcion de su

distinta velocidad de migracion (Castillo, 2002).

En términos practicos el proceso electroforético se lleva a cabo llenando el capilar con un
amortiguador (buffer) llamado electrolito soporte o buffer de corrida, los cuales son
sumergidos en contenedores llenos con el mismo buffer. En estos contenedores se
encuentran electrodos conectados a una fuente de poder. Si la muestra se coloca y un
campo eléctrico es aplicado, los iones en la muestra migrardan a través del capilar a
diferentes velocidades. La velocidad de migracion depende del tamafio de los iones y su

carga (Heiger, 1997).
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Los cationes cargados positivamente migraran hacia el electrodo cargado negativamente, el
catodo y los aniones cargados negativamente migraran hacia el electrodo cargado
positivamente, el anodo. Un i6n pequeio migrard mas rapido que uno mas grande de la
misma carga. Un i6n con una carga alta migrard mas rapido que uno de menor carga, si los
iones son del mismo tamafio (ilustracion 16). De este modo, un i6n divalente migrara con

mayor rapidez que un idn monovalente del mismo tamafio. (Heiger, 1997).

Bajo la influencia de un campo eléctrico, el buffer y las moléculas neutras migraran debido
a la electrodsmosis. El flujo electroosmético del buffer se mueve en direccion al electrodo
negativo y acarrea los solutos presentes. Los cationes se mueven a una velocidad superior a
la del flujo electrosmotico, mientras que las moléculas neutras a la misma velocidad, y los
aniones lo hacen lentamente, de tal manera que el orden en que las moléculas alcanzan el
electrodo negativo en este ejemplo es: cationes, moléculas neutras y aniones Las moléculas
neutras se desplazan en el capilar a la misma velocidad y no son separadas. Las moléculas
neutras pueden separarse usando un tipo de electroforesis capilar conocida como
Cromatografia Capilar Micelar Electrocinética, en la cual se adiciona un surfactante al

buffer de corrida (Heiger, 1997).

' — )
Direccian
i del flujo

Anodo | | | Citodo

Capilar

Medio |liquido

o

Fuente de
alimentacian

llustracion 16. Representacion esquematica de una separacion por electroforesis capilar (Harris, 2012).
Las moléculas separadas se pueden analizar colocando algln tipo de detector en lineas,
quitando un poco de recubrimiento del capilar o al final del tubo. La salida del detector es
una grafica de la respuesta del detector contra el tiempo, llamada electroferograma (Heiger,

1997).
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Las mezclas de los compuestos quimicos se pueden separar por electroforesis capilar en

base a su relacion carga-tamafio (Heiger, 1997).
1.3.3 Principios de la separacion electroforética
1.3.3.1 Movilidad electroforética

La movilidad o migracion electroforética (pe) de iones y particulas cargadas se consigue
debido al efecto de las fuerzas eléctricas generadas a lo largo de un gradiente de campo
eléctrico, y juega un papel muy importante en el proceso de separacion que tiene lugar en
EC. Las moléculas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico adquiere una fuerza
electroestatica (Fe) que es proporcional a la fuerza del campo eléctrico (E) y a su carga (q)
segun la Ecuacion 1.
Fe=(q)E....... (ecuacioén 1)

Esta fuerza acelera los iones hacia el electrodo de carga opuesta, sin embargo en un medio
viscoso la fuerza de friccion (Fy) contrarresta la movilidad de los iones. De acuerdo con la

ley de Stokes para particulas esféricas la F¢ se expresa de acuerdo a la ecuacion:

Fe—6mnro....... (ecuacion 2)
Donde n es la viscosidad del liquido, r es el radio de la particula y v es la velocidad de
migracion.
La velocidad de un ion puede expresarse también en funcion de la movilidad
electroforética () y la fuerza del campo eléctrico mediante la ecuacion 3.Combinando las
ecuaciones 1 y 2 y sustituyendo en la ecuacién 3 podemos expresar p, mediante la
ecuacion 4

v=u B (ecuacion 3)

p.-v/E=q/6nnr...... (ecuacion 4)

Por tanto p. es una magnitud fisica facil de calcular para un ion en unas condiciones

determinadas.
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1.3.3.2 Flujo electroosmaotico.

El flujo electroosmotico (FEO) puede describirse como el movimiento de un liquido con
respecto a una superficie cargada bajo la accion de un campo eléctrico. El FEO se puede
explicar mediante la teoria de la doble capa, segun la cual, en la interfase entre un sélido y
un liquido se puede formar una doble capa de iones debido a dos fendmenos distintos:
adsorcion especifica de iones de la disolucion sobre la superficie solida y la superficie
solida, que por su naturaleza se ioniza al estar en contacto con la disolucion.

En EC los capilares mas utilizados son de silice fundida y presentan grupos silanol (Si-OH)
en su superficie que pueden ser ionizados en funcion del pH del tampon, formando grupos

cargados positiva (Si-OH,") o negativamente (Si-O") segun la siguiente reaccion.

SiOH + H™ < SiOH,"
SiOH < SiO” + H'

Se ha observado que a pH superior a 3 la superficie del capilar estd cargada negativamente,
de tal manera que su cara interna, segin la teoria de la doble capa se forma una primera
capa fina e inmovil de cationes de la disolucion (capa fija) que neutralizan parcialmente su
carga, y una segunda capa compuesta mayoritariamente por cationes (capa difusa) mientras
que en el centro del capilar encontramos iones de los dos signos a partes iguales
(Ilustracion 17). De esta manera cuando se aplica el campo eléctrico, los cationes de la
capa fija no se mueven, mientras que los iones de la capa difusa y del seno de la disolucion
se mueven hacia el extremo de carga opuesta. Debido al exceso de cationes existentes en la
capa difusa, se establece un flujo neto de la disolucion hacia el catodo. Este efecto se llama
electroosmosis y crea un FEO, casi uniforme (excepto en la capa fija) de toda disolucion

hasta el catodo.
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Pared del capilar
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Flujo electroosmético
llustracidn 17. Formacion de la doble capa eléctrica (Harris, 2012).

Manejando la fuerza de flujo uniformemente distribuida a lo largo del capilar no hay
presion dentro del capilar y el flujo es uniforme. El perfil plano del flujo es benéfico
porque no contribuye directamente a la dispersion de zonas del analito. Es importante
sefalar que el FEO puede modificar la migraciéon de los iones, ya que los cationes son
impulsados por éste a una mayor velocidad. Si por otra parte la especie se mueve en contra

del FEO su velocidad disminuye. (Castillo, 2002).
1.3.4 Factores de los que depende la velocidad de migracién del analito.

1.3.4.1 La muestra

La forma en la cual un componente con carga eléctrica ve afectada su velocidad de

migracioén puede deberse a los siguientes factores. (Castillo, 2002)

v’ Carga.-La velocidad de migracién aumenta cuando hay un incremento de la carga
del analito, generalmente, la magnitud de la carga depende del pH.

v" Tamaio.-La velocidad de migracién es menor en las moléculas grandes, debido al
incremento de las fuerzas de friccion y electrostaticas ejercidas por el medio
circundante

v Forma.-Las moléculas de tamafio similar, pero con diferente conformacion, tales
como las proteinas fibrosas y las globulares, exhiben distintas caracteristicas de
migracion o causa de los diferentes efectos de las fuerzas de friccion y

electrostaticas
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1.3.4.2 Electrolito soporte (Buffer o sistema amortiguador)

Durante una electroforesis, se produce una electrolisis del agua por accion del campo
eléctrico, lo cual genera protones en la proximidad del dnodo e iones hidroxilo en el
catodo. El buffer es, por esta razon, esencial durante la electroforesis para evitar que el
anodo se acidifique y el catodo se haga mas bésico, pero no debe afectar a las moléculas a

Scparar.

Ademas, la fuerza ionica condiciona la movilidad electroforética de las substancias a
separar, ya que influye en su esfera de solvatacion y en la conductividad de todo el sistema,
por lo tanto, es necesaria una fuerza idnica suficiente para mantener el pH y la
conductividad durante todo el proceso, pero no muy elevada, ya que llegaria a interferir en

el sistema.

Normalmente, se emplean buffer con fuerzas idnicas moderadas (0.05-0.10M), siendo el
pH la caracteristica que debe ser mas controlada, puesto que determina la carga de la

muestra.

Conviene sefialar también que atendiendo a la distribucion del buffer, los sistemas se
clasifican en continuos cuando se emplea un unico buffer en el proceso y discontinuos

cuando se emplean, al menos, dos buffer de pH y composicion diferentes (Morales, 2006)
1.3.4.3 EIl campo eléctrico

Es un gradiente de potencial que posibilita que haya electroforesis. A su vez, depende de

diferentes parametros:

 Diferencia de potencial (V). Se mide en voltios y es lo que define el campo
eléctrico. Cuanto mayor sea, mayor sera la velocidad de migracion. Las electroforesis se
consideran de bajo voltaje si se realizan entre 10-500 voltios (la mayoria) y de alto voltaje

si se realizan entre 500-10,000 voltios.

* Intensidad (I). Se mide en amperios y cuantifica el flujo de carga eléctrica. Esta

relacionada con la diferencia de potencial por la Ley de Ohm:

V=IR.......... (ecuacion 5)
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Y para una diferencia de potencial dada, su valor (normalmente entre 5-50mA) viene
determinado por la resistencia del soporte, por lo que, en ultima instancia, da cuenta de la

distancia recorrida por las moléculas.

* Resistencia (R). Se mide en ohmios y cuanto mayor sea la resistencia del soporte,
menor serd la movilidad electroforética (ya que la intensidad ha de ser menor para que se
cumpla la Ley de Ohm). Depende de la naturaleza del soporte, sus dimensiones (anchura,

longitud y seccion) y de la concentracion del buffer de electroforesis.

» Temperatura. Por el efecto Joule, el paso de una corriente eléctrica produce calor,
y este efecto sera incrementara cuanto mayor sea la diferencia de potencial y la resistencia
del sistema. Debe controlarse de forma estricta, puesto que puede afectar a la muestra
(desnaturalizadndola), al soporte e incluso al equipo electroforético. Todo esto justifica, por
si solo, la necesidad de un sistema de refrigeracion en las cubetas de electroforesis

(Morales, 2008).

1.4 Extraccion Soxhlet.

La extraccion es una de las operaciones basicas del laboratorio. Se define como la accion
de separar con un liquido una fraccion especifica de una muestra, dejando el resto lo mas
integro posible. Se pueden realizar desde los tres estados de la materia, y se llaman de la
siguiente manera: 1) extraccion solido-liquido; 2) extraccion liquido-liquido y 3)
extraccion gas-liquido. La extraccion solido-liquido es la técnica utilizada en esta
investigacion, se usa a menudo para extraer un producto natural a partir de su fuente
natural, tal como una planta. Se escoge un disolvente que selectivamente disuelva el
compuesto deseado para que deje los solidos insolubles indeseados en la fuente natural. El
aparato usado para extraccion continua sélido-liquido se llama extractor soxhlet mostrado
en la ilustracion 18, se usa muy comunmente en un laboratorio de investigacion de

productos naturales.
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llustracidn 18. Extractor soxhlet (Nuinez, 2008)

La extraccion soxhlet consta de las siguientes etapas: 1) colocacion del disolvente en un
matraz de bola. La tabla 4 muestra los diferentes disolventes que se pueden utilizar en la
extraccion soxhlet, asi como puntos de ebullicion correspondientes.2) ebullicion del
disolvente que se evapora hasta un condensador a reflujo. 3) el condensado cae sobre un
recipiente que contiene un cartucho poroso con la muestra en su interior. 4) ascenso del
nivel del disolvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se produce el reflujo que
vuelve el disolvente con el material extraido al matraz bola. 5) se vuelve a producir este
proceso la cantidad de veces necesaria para que la muestra quede agotada. Lo extraido se

va concentrando en el matraz bola del disolvente (Nufiez, 2008).

Tabla 4. Punto de ebullicién de solventes

Disolvente °C Disolvente °C
Eter 35 Etanol 78
Diclorometano 40 Benceno 80
Diclorometano 40 Ciclohexano 81
Eter de petréleo 35-50  Acido formico 101
Cloroformo 62 Dioxano 102
Metanol 65 Tolueno 111
Etanol-benceno 65 Etanol 78
Hexano 69 Benceno 80
Etanol tolueno 73 Etanol 78
Acetato de etilo 77
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OBJETIVOS

2. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Optimizar un método analitico para la caracterizacion y cuantificacion de los
compuestos fendlicos presentes en la semilla de chia y en el aceite extraido de la misma,
mediante el uso de la técnica de electroforesis capilar. Lo anterior, con la finalidad de
contribuir al conocimiento de los componentes benéficos contenidos en la misma e

indirectamente fomentar su consumo.

OBJETIVOS PARTICULARES
v" Realizar la extraccion del aceite de chia y la obtencion de la harina desengrasada de

la misma.

v Desarrollar una metodologia para la caracterizacion y la cuantificacion de

compuestos fenolicos mediante electroforesis capilar.

v’ Evaluar algunos parametros de validacion del método desarrollado para

documentar su confiabilidad.

v" Aplicar la metodologia desarrollada a la caracterizacion y cuantificacion de los

compuestos fenodlicos presentes en la semilla (harina desengrasada) y aceite de chia.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.
3.1 Equipo, material y muestras.
3.1.1 Equipo.

e Equipo de electroforesis capilar PPACE MDQ, con detector de arreglo de diodos y
software Karat 3.2, Beckman Coulter (Fullerton, CA., USA), ver ilustracion 19.

e Centrifuga Allegra™ 21 centrifugue, Beckman Coulter (Fullerton, CA., USA)

e Evaporador Turbo Vap LV, Caliper Life Science (Hopkinton, MA., USA);

e Potenciémetro, Hanna Instruments (Padua, Italia); Balanza analitica, Boeco,
(Alemania); Sonicador Transsonic 570, Elma (USA); Desionizador Milli — Q
(Millipore, MA., USA); Parrilla eléctrica con agitador magnético, Cimarec 2,
Thermolyne (USA).

e Rotavapor (LQM)

La ilustracion 19 muestra el equipo de electroforesis capilar con detector de arreglo de

diodos usado durante las mediciones en esta tesis.

llustracion 19. Equipo de Electroforesis Capilar utilizado en este estudio (Gonzalez, 2011).

3.1.2 Materiales.
Los materiales utilizados durante la experimentacion fueron los siguientes:

» Matraces volumétricos: 1, 2, 5, 10, 20, 25 y 100 mL

» Pipetas volumétricas: 0.5, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 y 20 mL
Micropipetas:10-100 pL y 200-1000 pL

Agua desionizada

Frascos viales

vV V V V

Propipetas.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

» Manta calefactora
» Equipo Soxhlet
» Refrigerante

» Soporte universal
3.1.3 Muestras Analizadas.
Se utilizaron 4 tipos de semillas de chia provenientes de dos estados de la republica

mexicana, de acuerdo a la tabla 4. Los codigos fueron asignados arbitrariamente.

Tabla 5. Codificacion de las muestras de semilla de chia a estudiar

LOCALIDAD CODIGO DE ORIGEN  CODIGO DE MUESTRA

Semilla de chia 094 chia aceite 0942

chia desengrasada 094H
Semilla de chia 125 chia aceite 1252

Puebla chia desengrasada 125H
Semilla de chia 287 chia aceite 2872

chia desengrasada 287H
Colima Semilla de chia 301 chia aceite 3012

chia desengrasada 301H

Estas muestras fueron separadas en aceite y harina, por lo que en total en esta tesis se

estudiaron los polifenoles presentes en 4 tipos de harina de chia y 4 tipos de aceite de chia,

3.2 Extraccién de aceite y compuestos fendlicos en la semilla de chia.

3.2.1 Extraccidn del aceite de chia (Garcia et al. 2003).

Se procesaron 10 g de cada muestra de semilla de chia mediante equipo Soxhlet,
empleando como disolvente n-hexano durante un tiempo de 6 horas. Los parametros de
extraccion fueron: temperatura 48 £+ 2 °C y flujo de disolvente de 30 gotas por minuto. La
mezcla hexano-aceite se destilo a presion reducida en un evaporador rotatorio a 45 °C, para
obtener el aceite crudo, este se envasé en frascos de vidrio d&mbar con rosca y se almacend

a 0° C bajo atmosfera de nitrogeno hasta su posterior evaluacion.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

3.2.2 Extraccién de compuestos fendlicos de la semilla de chia con etanol
(Reyes, 2007).

Una masa de 5 g de harina de chia desengrasada se macerd con 50 mL de etanol a
temperatura ambiente durante 48 h bajo agitacion mecanica. La mezcla se centrifugd a
2500 rpm durante 15 min. Se concentr6 a 40 © C en un evaporador. El residuo seco se

redisolvid con 7.5 mL de etanol.

3.2.3 Extraccidn de compuestos fenolicos presentes en el aceite (Carrasco

Pancorbo et al. 2006).

Una muestra de aceite (1 g) se disolvid en 1 mL de hexano esta mezcla se cargo a través
de un cartucho DIOL pre-acondicionado a un flujo aproximado de 1 mL/min.
Posteriormente se hizo pasar 3 porciones de 5 mL cada una de hexano para eluir la fraccion
no polar del aceite, finalmente se eluyd la fraccion polar (polifenoles) haciendo pasar sobre
el cartucho 4 porciones de 5 mL cada una de metanol y posteriormente se llevo a sequedad
esta fraccion en un evaporador a 45°C con flujo de nitrogeno y el residuo seco se redisolvio

en 1 mL de metanol.

El cartucho (columna) se activé con 6 mL de n-hexano, 6 mL de metanol-agua 20:80 (v/v)

y 3 mL de acetonitrilo, con un flujo aproximado de 2 mL/min.

3.3 Analisis de compuestos fenolicos mediante electroforesis capilar. (Gonzalez, 2011).
Se parti6 del método reportado para la caracterizacion de compuestos fenolicos, bajo las

siguientes condiciones iniciales.

° Concentracion de Buffer: 50 mM de boratos (a partir de Na,B407.10H,0)
. pH: 9.4 (ajustado con NaOH 0.1N)
. Voltaje: 28 kV.

o Inyeccion de muestra: 0.5 psi durante 5 s.
o Temperatura de andlisis: 22 °C.

o Longitud total de capilar: 51.9 cm.

o Longitud efectiva: 41.7 cm

. Diametro interno: 50 pm.

. Longitud de onda de deteccion: 200 nm.
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3.3.1 Acondicionamiento y lavado del capilar.
Una vez que se mont6 el capilar en el cartucho éste se acondicion6 al inicio de cada dia,
siguiendo el procedimiento de la Tabla 7, teniendo como objetivo, la activacion de los
grupos silanol, asi como equilibrar las paredes del capilar con el buffer para la
reproducibilidad de nuestros experimentos. Por otro lado, se realizo el lavado del capilar
entre corridas con el buffer de boratos 50 mM, pH 9.4, por 15 min, a 30 psi y 25 °C, antes
de la inyeccion y separacion, como lo especifica la Tabla 8.

Tabla 6. Activacion de los grupos silanol.

Solucion Tiempo Presion Temperatura
H,O desionizada 10 min. 30 psi 25°C
NaOH (0.1 N) 10 min. 30 psi 25°C
H,O desionizada 3 min. 30 psi 25 °C
Buffer 20 min. 30 psi 25°C

Tabla 7. Procedimiento de lavado del capilar al inicio de cada sesién

Solucion Tiempo Presion Temperatura
H,O desionizada 10 min. 30 psi 25°C
NaOH (0.1 N) 10 min. 30 psi 25°C
H,O desionizada 2 min. 30 psi 25°C
Buffer 10 min. 30 psi 25°C

Tabla 8. Instrucciones del Método de separacién de los polifenoles en el equipo P/ACE MDQ
de Electroforesis Capilar

Evento Tiempo Presion Condiciones
Enjuage entre muestras buffer 15 min 30 psi 25°C
Inyeccion de muestra S5seg. 0.5 psi 22°C
Corrida 30min 28 psi 28 kV, 22°C, deteccion 200 nm

3.4 Preparacion de soluciones estandar (vainillina, acido trans-cinamico, acido
clorogénico, acido feralico, kaempferol, miricetina, &cido cumarico, acido

vainillinico, quercetina, acido cafeico y acido géalico a 1000 mg/L.

Se peso 0.0010 g de cada uno de los estdndares y se aforaron a 1 mL con etanol al 80% a
excepcion de la miricetina quercetina y kaempferol que fueron disueltos en

dimetilsulfoxido al 10% en etanol.
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3.5 Inyeccidn de la mezcla de estandares.
Se colocaron 200 pL de cada uno de los estandares en un vial, se mezclaron e inyectaron
por triplicado bajo las siguientes condiciones: 0.5 segundos a una presion de 0.5 psi de

muestra al equipo de electroforesis capilar.

3.6 Identificacion de los compuestos fenolicos presentes en las diferentes
variedades de chia (harina y aceite).
En esta parte se utilizaron tres variedades de semillas chia provenientes de los estados de
Puebla (094,125, 287) y una del estado de Colima (301), asi como el aceite extraido de las
mismas. Cada una de las muestra se inyect6 por triplicado a las mismas condiciones que

los estandares.

3.6.1 Identificacion cualitativa.
Para identificar los compuestos fendlicos presentes en las muestras de chia (harina y
aceite), se procedio a realizar la comparacion de los tiempos de migracion de cada uno de
los estandares con los tiempos de migracion obtenidos con los electroferogramas de las
muestras. La identificacion se sustenta en la comparacion del espectro de absorcion del
pico obtenido, con el espectro de absorcion de su estdndar puro. Otro aspecto importante
en la identificacion cualitativa de los compuestos fenolicos fue la forma del pico en el
electroferograma por ejemplo en el caso del acido cafeico y el acido gélico sus picos son

muy caracteristicos siendo estos bajos y anchos.

3.6.2 Fortificacion.
Una vez identificadas cualitativamente se procedi6 a caracterizar mediante fortificacion
cada uno de los compuestos que se creian tener en cada una de las muestras. Se realizo
preparando una solucion para cada compuesto (vainillina, &cido trans-cindmico, acido
clorogénico acido ferulico, kaempferol, miricetina, acido cumaérico, acido vainillinico,
quercetina, acido cafeico y acido gélico a 1000 ppm), para lo cual se tomaron cada una de
las muestras de semilla de chia (harina y aceite) para fortificar. Se adicionaron a la
muestra 10 pL del estdndar que se temia tener a la muestra problema y si el pico

caracteristico aumentaba en la nueva medicidn, confirmaba su presencia inequivoca.
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3.7 Seleccidn de los estdndares internos (E.1.).

Una vez realizada la fortificacion de las diferentes semillas de chia (harina y aceite) con los
estandares, el siguiente paso es seleccionar los estandares internos, para realizar la
cuantificaciéon de los principales compuestos fenolicos en los diferentes variedades de
semilla de chia (harina y aceite).
Los estandares internos a elegir deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

a) La senal del E.I. no debe traslaparse con los demas analitos de interés,

b) No debe encontrarse como constituyente de la muestra que se va analizar

¢) Y debe tener una concentracion similar a las sefiales de interés.
Considerando la matriz tan compleja en la muestra y debido a los cambios que esta
provoca en la viscosidad de la muestra, los tiempos de migracion se vieron afectados
retrasando la aparicion de los picos de los compuestos, factor que pudimos eliminar con la
adicion del estandar interno seleccionado que fue el 4cido gentisico con una concentracion

de 45.45ppm

3.8 Preparacion de las Curvas de calibracion.
La Tabla 9 indica el intervalo de concentracion corregidas para las curvas de calibracion de
acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido fertilico, miricetina, dcido cumadrico, acido
vainillinico, quercetina, acido cafeico, 4cido galico y la concentracion constante de acido
gentisico que se selecciond como estandar interno con una concentracion de 45.45 ppm

(E.L).

Tabla 9. Concentraciones en la curva de calibracion

Compuesto fendlico Intervalo de
concentracion

(ppm)
acido trans-cinamico (altura) 10-200
4cido clorogénico (area) 10-200
4cido feralico (area) 4.0-48
miricetina(altura) 3.75-45
acido cumarico(area) 2.0-28
acido vainillinico (altura) 2.0-24
quercetina (altura) 2.75-33
4cido cafeico (altura) 2.75-33
4cido gélico (area) 2.75-33
acido gentisico (E.l.) 44.541
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3.8.1 Procedimiento y calculos para la preparacion de las curvas de calibracion
de los polifenoles
Reactivos: Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico HPLC

Preparacion del estdndar interno acido gentisico 1487.7 ppm para las curvas de
calibracién de &cido trans-cindmico, acido clorogenico, acido ferulico, miricetina,

acido cumarico, acido vainillinico, quercetina, acido cafeico y &cido galico

Se pesaron 0.0303 g de 4cido gentisico R.A (98% pureza) y se aforaron en 20 mL
con etanol al 80%. Esto da un stock de 1487.7 ppm del E.L

Preparacion de solucion estandar de acido trans-cinamico 805 ppm

Se pesaron 0.0161 g de acido trans-cindmico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol
al 80%.

Preparacion de solucion estandar de acido clorogénico 2004 ppm

e Se pesaron 0.0501 g de 4cido clorogénico R.A. y se aforaron a 25 mL con etanol al
80%.

Preparacion de solucion estandar de acido ferulico 805 ppm

e Se pesaron 0.0161 g de 4cido fertlico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al
80%.

Preparacion de solucion estandar de miricetina 800 ppm

e Se pesaron 0.0160 g de miricetina R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al 80%.

Preparacion de solucion estandar de acido cumérico 405 ppm

e Se pesaron 0.0081 g de acido cumarico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al
80%.

Preparacion de solucion estandar de acido vainillinico 405 ppm

e Se pesaron 0.0081g de 4cido vainillinico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al
80%.

Preparacion de solucion estandar de quercetina 555 ppm

e Sepesaron 0.0111 g de quercetina R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al 80%.

Preparacion de solucion estandar de acido cafeico 700 ppm

e Se pesaron 0.0140 g de acido cafeico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al
80%.
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Preparacion de solucion estandar de acido galico 700 ppm

e Se pesaron 0.0140 g de acido gélico R.A. y se aforaron a 20 mL con etanol al 80%.

3.8.2 Preparacion de las curvas de calibracion.
Con las soluciones estandares que se prepararon para cada compuesto se procedid a
realizar las curvas de calibracion, que se muestran en la Tabla 10.

1. Se colocaron los mililitros correspondientes de cada estandar de acuerdo al
sistema a preparar (4cido trans-cindmico, 4cido clorogénico, acido ferulico, miricetina,
acido cumarico, 4cido vainillinico, quercetina, acido cafeico, acido galico) en un matraz
volumétrico de 100 mL.

2. Se adicionaron 3 mL de 4acido gentisico (estandar interno), se aforaron con etanol
al 80%. De esta solucion se lleno un vial donde se tomo6 la muestra para llevar a cabo la
inyeccion a una presion de 0.5 psi durante 5 segundos por triplicado. Concentracion de

acido gentisico 45.54 ppm

Tabla 10. Preparacién de los sistemas para las curvas de calibracion de los estandares

SISTEMA

Nombre del estandar 1 2 3 4 5 6
acido trans-cinamico (mL) 0.5 1 2 3 4 6
acido clorogénico (mL) 0.5 1 2 3 5 10
acido ferulico (mL) 0.5 1 2 3 4 6
miricetina (mL) 0.5 1 2 3 4 6
acido cumarico (mL) 0.5 1 2 3 4 7
acido vainillinico (mL) 0.5 1 2 3 4 6
Quercetina (mL) 0.5 1 2 3 4 6
acido cafeico (mL) 0.5 1 2 3 5 10
acido galico (mL) 0.5 1 2 3 4 5
acido gentisico (mL) 3 3 3 3 3 3
Volumen,¢oro etoH al so% (ML) 100 100 100 100 100 100

3.8.3 Procesamiento de datos para realizar las curvas de calibracion.
Las curvas de calibracion de cada analito se realizaron bajo el siguiente procedimiento:
1. Se ubicaron en los electroferogramas los picos de cada estandar y del estandar
interno a través de sus tiempos de retencion y se registraron sus areas area.gsng. Y

areag;, asi como altura.g.g. y alturag; respectivamente.

39



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

2. Se obtuvieron los cocientes de areas (area.gmq/areag;) y alturas (altura.gg./alturag )

para cada fenol, asi como el promedio de las mismas.

3. Se graficaron el cociente de areas, (area.m/areas;) y altura (altura..g./alturagy),

en funcién de la concentracion del compuesto fenol.

4. Se obtuvo la ecuacion del modelo lineal y su coeficiente de determinacion para
cada caso.

3.9 Cuantificacion de compuestos fendlicos en las muestras de semilla de chia (harina
y aceite).
Se obtuvo el cociente de areas y alturas en la muestra problema correspondiente, el cual se
interpold en la ecuacion con modelo lineal obtenida de la curva de calibracion de cada
estandar, despejando de ésta, la concentracion desconocida de cada compuesto fendlico de
la muestra, considerando las diluciones para que posteriormente encontrar la concentracion

inicial de cada uno de ellos en el aceite o la harina desengrasada.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
En un trabajo previo se estudiaron algunas condiciones del método analitico para la
separacion de polifenoles como: la concentracion y pH del buffer, voltaje, inyeccion,
temperatura y longitud total del capilar. Las condiciones propuestas por Gonzalez, (2011)

se pueden ver en la tabla 11:

Tabla 11. Condiciones iniciales reportadas en el trabajo previo de Gonzalez (2011).

Concentracion de Buffer 50 mM de boratos (a partir de
NazB407.1OHQO)

Ph 9.4 (ajustado con NaOH 0. 1N)

Voltaje 28 Kv

Inyeccion de muestra 0.5 psi durante 5 s

Temperatura de analisis 22°C

Longitud total de capilar 51.9 cm

Longitud efectiva 41.7 cm

Diametro interno 50 pm

Longitud de onda 200 nm

Cabe destacar que el pH de corrida del buffer es un pardmetro importante a considerar. Al
elegir el pH del buffer se definen las cargas netas de los componentes de las muestras y
por lo tanto la magnitud y direccion de sus movilidades dentro del capilar, bajo la
influencia del flujo electroosmotico presente.

Las especies quimicas presentes se describen en los siguientes diagramas de zonas de
predominio en funcion del pH del buffer, donde podemos observar las cargas de los
componentes a diferentes valores de pH.

En la ilustracion 20 podemos observar que los analitos a valores de pH de 9.4 ya se
encuentran en su forma ionizada, en este caso en su forma anidnica, donde el flujo
electroosmético (que es muy alto a pH 9.4), es el responsable de que cualquier especie,
independientemente de su carga, se mueva hacia al catodo (Watson, 2005) pasando antes

por el detector.
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llustracion 20. Diagrama lineal de zonas de predominio para vainillina, acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido
ferulico, kaempferol, miricetina, acido cumarico, acido vainillinico, quercetina, acido cafeico, acido galico en funcién
del pH.
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Primero se trabajo con las condiciones propuestas en el trabajo de Gonzélez-Jiménez,
(2011), La ilustracion 21 muestra el electroferograma de la mezcla de estandares bajo estas
condiciones. En ¢l podemos observar un traslape de los picos 6, 7 y 8 por tal motivo fue

necesario modificar algunas condiciones del método inicial reportado.
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llustracién 21 Electroferograma de la mezcla de 11 estandares..

Condiciones: Capilar de silice fundida de 51.9 cm de longitud total, D.I. 50 pm, buffer 50 mM, pH 9.4
inyeccion hidrodinamica 0.5 psi por 5 s, 28 kv, polaridad normal del capilar, 22°C.

4.1 Optimizaciéon de las condiciones electroforéticas para separar los compuestos
fendlicos presentes en el aceite y semilla de chia.

Para mejorar la resolucion de los estandares de polifenoles, se decidi6 aumentar la
concentracion del buffer de boratos a 60 mM, manteniendo el pH de 9.4. Como se puede
observar en el electroferograma de la ilustracion 22 al aumentar la concentracion del buffer
de 50 mM a 60 mM se obtiene una mejor en la resolucion de los picos 6, 7 y 8, pero no hay
una completa resolucion de las tres sefales, ademés de que se presenta un aumento en los
tiempos de migracion, esto se debe al incremento de la fuerza idnica del buffer y de su

viscosidad (Watson, 2005).
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llustracion 22. Electroferograma de la mezcla de 11 estandares.

Condiciones: Capilar de silice fundida de 51.9 c¢m de longitud total, D.I. 50 pm, buffer 60 mM, pH 9.4
inyeccién hidrodinamica 0.5 psi por 5 s, 28 kv, polaridad normal del capilar, 22°C

Ante esta situacion se decidio utilizar una concentracion intermedia de 55 mM del buffer

de boratos, para disminuir los tiempos de migracion.
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llustracién 23. Electroferograma de la mezcla de 11 estandares.

Condiciones: Capilar de silice fundida de 51.9 c¢m de longitud total, D.l. 50 pum, buffer 55 mM, pH 9.4
inyeccién hidrodinamica 0.5 psi por 5 s, 28 kv, polaridad normal del capilar, 22°C.
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En el electroferograma ilustracion 23 podemos observar una mejor resolucion de la mezcla
de los 11 estandares con una mejora en la eficiencia de los picos y un menor tiempo de

analisis (pues disminuyo de 27 minutos a 20 minutos).

4.2 Condiciones optimas para el analisis de muestras por la técnica de Electroforesis

Capilar.

La Tabla 12 indica las condiciones 6ptimas de operacion del instrumento las cuales se

mantuvieron constantes durante todo el desarrollo experimental.

Tabla 12. Condiciones electroforéticas 6ptimas para el andlisis de muestras

Concentracion de Buffer 55 mM de buffer de boratos (a
partir de Na,B,0,.10H,0)

pH 9.4 (ajustado con NaOH 0. 1N)

Voltaje 28 kV

Inyeccion de muestra 0.5 psi durante 5 s

Temperatura de andlisis 22°C

Longitud total de capilar 51.9 cm

Longitud efectiva 41.7 cm
Diametro interno 50 um
Longitud de onda de 200 nm
deteccion

4.2.1 Ciclo de lavado

Durante el desarrollo de un método es importante optimizar el ciclo de lavado del capilar
para obtener una buena repetibilidad de los resultados. Cada método necesita un tiempo de
acondicionamiento del capilar en funcion de la solucién de separacion que se esté
empleando y la matriz utilizada.

Se realiz6 un experimento variando el tiempo de lavado del capilar entre inyecciones con
el fin de observar el efecto que tiene éste en la repetibilidad de las mediciones. Los

resultados se observan en la tabla 13 y en la ilustracion 16.
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Tabla 13. Comparacion de la repetibilidad en las &reas y alturas, en funcién del tiempo del
lavado del capilar entre corridas.

10 MINUTOS DE LAVADO ENTRE CORRIDAS

Area eqgndar/Area 5 AItUTa eqgngar/Altura Area esunga/ Area s Altura esndar/Altura

El El

0.1096 0.3115 0.1050 0.2890

0.1051 0.2890 0.1007 0.2921

Acido 0.1027 0.2932 0.1024 0.2983

ferulico 0.1035 0.2988 0.1017 0.2892

0.1017 0.2894 0.1028 0.2853

0.1034 0.2857 0.1023 0.2881

Promedio 0.1043 0.2946 0.1025 0.2904

Desviacion 0.0028 0.0094 0.0014 0.0045
Estandar

cv 2.7166 3.1973 1.4077 1.5455

15 MINUTOS DE LAVADO ENTRE CORRIDAS
Area AItUra eqtandar/Altura  Area esisngar/ Area s Altura esisndgar/Altura
estandar/AreaEl El El

0.0708 0.2403 0.0694 0.2341

0.0704 0.2347 0.0678 0.2363

Acido 0.0688 0.2367 0.0686 0.2388

p-cumadrico 0.0700 0.2398 0.0669 0.2309

0.0676 0.2314 0.0664 0.2294

0.0683 0.2315 0.0680 0.2326

Promedio 0.0693 0.2357 0.0679 0.2337

Desviacion 0.0013 0.0039 0.0011 0.0035
Estandar

cv 1.8239 1.6533 1.6294 1.4862
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Electroferograma obtenido de dos estandares y estdndar interno a partir de un ciclo de

lavado de 15 minutos entre corridas.

llustracion 24. Electroferograma obtenido de dos estandares y estandar interno a partir de un ciclo de lavado de 15
minutos entre corridas.

Después de analizar los datos se concluyd que el mejor tiempo de lavado entre inyecciones
es de 15 min de buffer a 30 psi de presion y 25°C, para obtener una buena repetibilidad en
los resultados.

4.3 ldentificacion cualitativa de compuestos fendlicos presentes en el aceite y en la
harina de la semilla de chia.

Se realizd la identificacién cualitativa de los compuestos fendlicos presentes en los
diferentes lotes de chia mediante la comparacion de tiempos de migracion y forma con el
perfil de los estandares previamente inyectados. La presencia de estos compuestos
fenolicos se corroborod por el método de fortificacion del estandar al verificar su respectivo
aumento del pico después de su fortificacion.

Antes de caracterizar los compuestos de interés cada extracto se corrid por triplicado. Al
inyectar el extracto de la semilla desengrasada 125H el electroferograma (ilustracion 25),
mostrd 4 sefiales de mayor intensidad entre los 7-13 minutos, de acuerdo al
electroferograma obtenido de la inyeccion de la mezcla de estandares (ilustracion 23)
podemos inferir la existencia de acido vainillinico debido a la sefial que se obtuvo

alrededor de los 12 minutos. De igual forma al contrastar todas las sefiales se propone la
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

existencia de &cido trans-cinadmico, miricetina y acido p-cumadrico, para confirmar la
presencia de estos compuestos fendlicos en el extracto se fortifico con una alicuota de SuLL
de cada uno de los estandares que pudiesen tener presencia en la muestra. Confirmando su
existencia por el aumento en areas en cada una de las sefales. En el electroferograma del
anexo (ilustracion 33) podemos ver el extracto fortificado de la semilla de chia

desengrasada.

2. acido trans-cinamico
6. miricetina

7. acido p-cumarico
11. 4cido galico

67 11

llustracién 25 Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 125H.

De esta forma confirmamos que el extracto de la semilla 125H contiene miricetina, acido
cumarico y acido galico ademas en este mismo extracto se identificé &cido trans-cindmico.
Por otro lado las sefiales entre los 10 y 8 minutos de mayor intensidad no coinciden con

ninguno de los estandares.

Tabla 14. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 125H

Compuesto fendlico Tiempo de Area Altura
migracion
acido trans-cinamico 7.4 27601 8396
miricetina 12.2 8806 1735
acido p-cumarico 12.5 25257 2575
acido galico 24.2 16856 1418
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

El electroferograma (ilustracion 26) de la semilla desengrasada 287H muestra varias
sefales por lo que se sobrepuso al electroferograma de los estdndares de polifenoles
(ilustracion 23) y se analizé de igual forma que en el extracto anterior. Podemos observar
algunas sefiales que coinciden con los tiempo de migracién de algunos estandares tal es el
caso de las sefiales comprendidas entre los 8-14 minutos, por fortificacion se corrobor6 la
existencia de 4cido trans-cindmico, acido clorogénico, miricetina, acido cumarico,
quercetina y acido galico. Cabe mencionar que el acido gélico tuvo un mayor
desplazamiento en la muestra de la semilla desengrasada 287H, este se identifico en
primera estancia por la forma y se corroboré por fortificacion con el estandar. Ver anexo

ilustracion 34 electroferograma fortificado del extracto de la semilla desengrasada 287H.

2. acido trans-cindmico
3. acido clorogénico

6. miricetina

7. 4cido p-cumarico

9. quercetina

11. acido galico

11

6y 9

llustracidn 26. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 287H.

Tabla 15. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 287H

Compuesto fendlico  Tiempo de migracion Area Altura
acido trans-cinamico 7.3 34776 5025
acido clorogénico 8.4 13043 4417
miricetina 11.8 4830 1358
acido p-cumdrico 12.0 45892 5364
quercetina 13.4 14369 3290
acido galico 22.4 16666 1466
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En el extracto de la semilla de chia desengrasada 094H (ilustracion 27) se detectd la menor
cantidad de sefiales de las 4 muestras (de semilla desengrasada), a pesar de esto, se
lograron identificar 4 compuestos fenolicos (al igual que la semilla desengrasada 125H con
mayor nimero de sefiales) siendo éstos: acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido

feralico y 4cido cafeico.

2. 4cido trans-cinamico
3. acido clorogénico

4. acido ferulico

10. acido cafeico

3
10
4

<N

llustracidn 27. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 094H

En el anexo especificamente en la ilustracion 35, se puede ver el electroferograma

fortificado del extracto de la semilla desengrasada 094H.

Tabla 16. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 094H

Compuesto fendlico Tiempo de migracion Area Altura
acido trans- 7.6 3299 1164
cinamico
acido clorogénico 8.2 2027 601
acido ferdlico 9.6 8599 2186
acido cafeico 17.5 10265 1184

La ultima muestra analizada fue la de la semilla desengrasada 301H (ilustracion 28), en el
cual se logr6o identificar el mayor numero de compuestos fenolicos analizados,
identificandose: acido trans-cindmico, acido clorogénico, acido fertlico, acido cumarico,

acido vainillinico, quercetina, acido cafeico y 4cido gélico. En el anexo, especificamente
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

en la ilustracion 36, se puede ver el electroferograma fortificado del extracto de la semilla

desengrasada 301H, donde se confirmaron sus sefales.

. acido trans-cinamico
. acido clorogénico

. acido ferulico

. acido p-cumarico

. acido vainillinico

9. quercetina

10. acido cafeico

11. 4cido galico

00N P WN

789 10 11
23

llustracion 28. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 301A

Tabla 17. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 301H

Compuesto fendlico  Tiempo de migracion Area Altura
acido cinamico 8.0 17066 1741
acido clorogénico 8.5 5323 560
acido ferulico 10.5 16195 1567
acido cumarico 11.8 33353 2772
acido vainillinico 12.2 13737 1251
quercetina 12.6 15948 1625
acido cafeico 16.5 15519 1576
acido galico 18.9 18110 1388

A continuacion se muestran las graficas obtenidas de las muestra de aceite de cada una de
las semillas. En el electroferograma del extracto del aceite de la semilla 125A podemos
observar (ilustracion 29) que entre los 9-17 minutos, no existe alguna sefial significativa
para sospechar la presencia de algin analito por lo que se sobrepuso el perfil de la mezcla
de estandares (ilustracion 23) comparando las graficas observamos un desplazamiento

debido a la viscosidad diferencial de la muestra con respecto a los estandares. Una vez
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

interpolado en las graficas sospechamos la existencia de acido trans-cindmico y acido
clorogénico. Se corroboré la existencia de estos compuestos por fortificacion. Ver en el
anexo (ilustracion 37) el electroferograma fortificado del extracto del aceite de la semilla

desengrasada 125A.

2. 4cido trans-cindmico
3. acido clorogénico

llustracion 29. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla chia 125A.

Tabla 18. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 125A.

Compuesto fendlico  Tiempo de migracion Area Altura
acido trans-cinamico 8.2 15103 4472
acido clorogénico 8.8 3877 1015

El electroferograma del aceite de la semilla 287A (ilustracion 30), comparado con el
electroferograma de la muestra de aceite de la semilla anterior (ilustracion 29), muestra
una menor cantidad de picos por lo que esperariamos identificar un menor nimero de
compuestos de nuestro interés, una vez realizada la comparacion del perfil de la muestra
de aceite y la de la mezcla de estdndares, nos percatamos, que a pesar de que hay una
menor cantidad de sefiales, estas coinciden con las sefiales de la mezcla de estandares

identificando un mayor numero de compuestos de interés tales como: acido trans-
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

cinamico, acido clorogénico, acido feralico, miricetina, acido cafeico. Ver anexo
(ilustracion 38) electroferograma fortificado del extracto del aceite de la semilla

desengrasada 287A.

10

23

2. acido trans-cinamico
3. 4cido clorogénico

4. acido ferulico

6. miricetina

10. 4cido cafeico

llustracion 30. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla de chia 287A.

Tabla 19. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 287A.

Compuesto fendlico  Tiempo de migracién Area Altura
acido trans-cinamico 7.5 3413 1197
acido clorogénico 8.1 2914 770
acido ferulico 9.4 10045 2663
miricetina 114 15967 2836
acido cafeico 16.9 13914 1473

En el electroferograma del aceite de la semilla 094A (ilustracion 31) podemos observar
una mayor cantidad de sefiales por lo que esperaria identificar un mayor numero de
compuestos fenolicos al realizar la comparacion con el perfil de la mezcla de estandares,
sin embargo, nos percatamos que solo existian dos sefales que coincidian con los tiempos
de migracion de los estandares, por lo que se realiz6 la fortificacion para la identificacion y
se corrobord la presencia de solo acido cindmico. La sefal a los 14 minutos se creia que

correspondia a acido vainillinico, pero en el momento de la fortificacion se descarto la
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

existencia de este compuesto fendlico en la muestra, ya que se observo la presencia de una
nueva sefal a los 14.33 min. Ver (ilustraciéon 39) en el anexo el electroferograma

fortificado del extracto del aceite de la semilla desengrasada 094A.
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llustracidn 31. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla de chia 094A

Tabla 20. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 0942,

Compuesto fendlico Tiempo de migracién  Area Altura

acido cinamico 7.8 16238 5682

La ultima muestra analizada fue la del aceite 301A (ilustracion 32) en la cual se logrd
identificar acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido p-cumarico, acido vainillinico,
acido cafeico y acido gélico. En esta muestra fue donde se identificaron un mayor nimero
de compuestos fenolicos, ademds de ser la que mostré6 mayor niimero de senales y de
mayor absorbancia lo cual nos indica que estan presentes en mayor cantidad. Ver anexo
(1lustracion 40) electroferograma fortificado del extracto del aceite de la semilla

desengrasada 301A.
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2. acido trans-cinamico
3. acido clorogénico

7. acido p-cumarico

8. acido vainillinico

10. acido cafeico

11. acido galico

10
11

llustracion 32. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla de chia 301A.

Tabla 21. Resultados de los tiempos de migracion, areas y alturas obtenidos de la semilla 301A.

Compuesto fendlico  Tiempo de migracion Area Altura
acido trans-cinamico 8.2 26986 2669
acido clorogénico 8.8 34417 3345
acido p-cumarico 11.9 28046 2078
acido vainillinico 12.6 13954 1343
acido cafeico 18.3 24302 1732

A continuacidn se presenta un resumen (tabla 22) de los compuestos identificados en cada
uno de los extractos de aceite y harina de la semilla de chia. Podemos observar un mayor
numero de compuestos identificados en la semilla 301, ya que se identificaron 8 de los 11
estandares analizados. Los pardmetros de identificacion fueron tiempo de migracion y se

corrobor6 su presencia por fortificacion con adicion del estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 22. Identificacion de compuestos fenolicos presentes en el extracto de aceite y semilla de
chia por fortificacion de las muestras con adicion de estandar.

Muestra Compuestos fendlicos codificacic
odairicacion:
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 1. Vainillina
chia aceite 287A v Vv vV V) v 2. acido trans-cindmico
chia desengrasada 287H v Vv v vV v v 3. 4cido clorogénico
chia aceite 125A v v 4. acido ferdlico
chia desengrasada 125H v v Vv v vV > ka.e.mpf.erOI
; . 6. miricetina
chia aceite 094A v 7. acido p-cumarico
chia desengrasada 094H v Vv V v 8. acido vainillinico
chia aceite 301A v v v Vv v 9. Qlfe.fCEtina )
chia desengrasada 301H v Vv V v v Vv Vv oV 10. acido cafeico
11. 4cido galico

4.4 Seleccion del estandar interno.

Una vez separados e identificados los diferentes compuestos fenolicos del aceite y chia
desengrasada, se propusieron como estdndar interno la vainillina y &cido gentisico.
Después de observar las sefales de ambos estdndares, se selecciond acido gentisico como
estandar interno (E.L.), debido a que no se encuentra presente en ninguno de los de los
extractos de las semillas previamente analizadas y al mismo tiempo su pico no se traslapo
con ningun otro pico de nuestras muestras, asi mismo la altura del pico es similar a la de

los demas estandares.
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Codificacion:
.vainillina

. acido trans-cinamico
. acido clorogénico
. acido ferulico
kaempferol

. miricetina

.acido p-cumarico
. acido vainillinico

. quercetina

10. acido cafeico
11. 4cido galico

12. 4cido gentisico

12

©CONOUAWNE
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6789 10 11

llustracion 33. Electroferograma de la mezcla de 9 estandares y el estandar interno. Condiciones: Capilar de silice
fundida de 51.9 cm de longitud total, D.l. 50 um, buffer 55 mM, pH 9.4 inyeccion hidrodinamica 0.5 psi por 5 s, 28
kv, polaridad normal del capilar, 22°C.

4.5 Curvas de calibracion para los compuestos fenolicos presentes en los las muestras
de chia.

Las curvas de calibracion se realizaron por triplicado segiin lo expuesto en la seccion 4.8
para cuantificar la concentracion de acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido
ferulico, miricetina, dcido cumarico, acido vainillinico, quercetina, dcido cafeico, acido

galico en las muestras analizadas.

La Tabla 23 resume los resultados expresados en el Anexo 2, en la Tabla 23 se muestran
intervalos de concentracion y los pardmetros de linealidad de las curvas de calibracion de
las Ilustraciones 33 a 39 de ese mismo anexo. En esta tabla se puede notar que hay un
ajuste a un modelo lineal entre la relacion de areas (&reacsndar/areag) y la concentracion
del fenol. Al igual que la relacion de alturas (alturacganga/alturagy) y la concentracion del
fenol. Todas las ecuaciones tuvieron un coeficiente de determinacion R*>0.98, lo cual
permite la utilizacidon de las ecuaciones para interpolar las muestras de aceite y semilla de

chia.
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Tabla 23. Resumen de los parametros de linealidad de las curvas de calibracion de los

estandares.
Compuesto Interv. conc. Ecuacion R? IC(Bo) IC(B.)
(mg/L) Y=mx+b

acido trans-cinamico 10.2-200.4 Y=0.0068x+0.0180 0.9958 -0.0049-0.0409 0066-0.0071
(altura)

acido clorogénico (area) 10.2-200.4 Y=0.0040x+0.0163 0.9906 -0.0040-0.0366 0038-0.0043
acido ferulico (area) 4.025-48.3 Y=0.0156x+0.0009 0.9929 -0.0177-0.0196 0149-0.0163
miricetina (altura) 3.775-45.3 Y=0.0139x-0.0111 0.9912 -0.0285-0.0063 0133-0.0146
acido cumdrico (area) 2.025-28.35  Y=0.0448x-0.0227 0.9903 -0.0572-0.0117 0425-0.0472
acido vainillinico 2.025-24.3 Y=0.0236x+0.0018 0.9897 -0.0152-0.0190 0234-0.0249
(altura)

quercetina (altura) 2.775-33.3 Y¥=0.0163x+0.0022 0.9982 -0.0043-0.0088 0159-0.0166
acido cafeico (area) 29-290 Y=0.0039x-0.0260 0.9946 -0.0527-0.0005 0037-0.0040
acido galico (area) 29-290 Y¥=0.0033x-0.0210 0.9894 -0.0530-0.0110 0031-0.0035

Y=Cociente de dreas (area estandar/éareag,) 6 cocientes de alturas (altura estandar/alturag,
X= concentracién del analito m= F factor respuesta/Cg, b= ordenada al origen

4.6 Cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en el aceite y semilla de chia

y comparacion con otras fuentes de antioxidantes (semillas, aceite, frutas y verduras).

La cuantificacion de los compuestos se realizd con el procedimiento descrito en la seccion
3.9. La tabla 24 resume la concentracion de los fenoles presentes en cada una de las

muestras en mg/L.

Tabla 24. Concentracion de compuestos fendlicos presentes en las diferentes especies de
aceites y semilla de chia.

Concentracién mg/L

Muestra Compuesto fendlico
2 3 4 6 7 8 9 10 11

chia aceite 287A 32.7345  23.1129 16.5797 40.7470 93.9835
chia desengrasada 207.0545 25.9579 30.5291 25.9995 38.6003 141.8520
287H
chia aceite 125A 183.9640 32.0559
chia desengrasada 231.0051 37.5631 15.5025 143.3982
125H
chia aceite 094A 234.4849
chia desengrasada 45.5886 21.9248 14.6110 71.2374
094H
chia aceite 301A 71.3742  207.0194 17.1561 174.0221
chia desengrasada 72.8472 32.0977 27.8594 19.7809 16.1656 28.5457 103.9852 153.5652
301H
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Una vez realizado lo anterior, los datos de las concentraciones (mg/L) obtenidas de cada

fenol se les realizo una la conversion a mg/100 g muestra, para poder realizar la

comparacion con otras fuentes de antioxidantes, la operacion que se llevo a cabo fue la

siguiente.

Para el aceite (segun el apartado 3.2.3)

(

28.8012 mg Fenol) ( 1L ) (1mL) =
L 1000mL/) " T
2.8801 mg

~100g

de aceite de chia

Para la semilla de chia (segun el apartado 3.2.2)

1L

(208.3248 mg Fenol) (
L 1000 mL

0.0288012 mg Fenol

1g de aceite de chia

0.2083248mg  31.2487 mg Fenol

) (7.5mL) =

5 g de harina

100 g de harina

Tabla 25. Concentracion de compuestos fenolicos presentes en las diferentes especies de
aceites y semilla de chia.

Muestra

chia aceite 287A

chia
desengrasada
287H

chia aceite 125A

chia
desengrasada
125H

chia aceite 094A

chia
desengrasada
094H

chia aceite 3012

chia
desengrasada
301H

Concentracion mg fenol/100 g muestra TOTAL
Compuesto fendlico

2 3 4 6 7 8 9 10 11

3.2735 2.3113 1.6580 4.0747 9.3983 20.7158
31.0582  3.8937 4.5794 3.8999 5.7900 21.2778 70.499

18.3964  3.2056 21.602

34.6508 5.6345 2.3254 21.5097  64.1204
23.4485 23.4485
6.8383 2.1925  14.6110 10.6856 34.3274
7.1374 20.7019 1.7156 17.4022 46.9571
109271 3.2098  27.859%4 29671 2.4248 42819 15.5978 23.0348  90.3027

Como podemos observar en la tabla 16 el 4cido trans-cindmico (2) es el analito que se

encuentra presente en todas las muestras analizadas en un amplio rango de concentracion,

con un contenido alrededor de 3.2735 a 34.6508 mg acido trans-cinamico/100 g de
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muestra. Con respecto a la semilla de chia desengrasada la 125 resultdo la de mayor
concentracion (34.65 mg/100g), mientras que con respecto al aceite, la semilla 094 (23.45
mg/100g) resultaron las de mayor concentracion: estos valores superan los reportados
(Martinez, 2000.), para las manzanas que oscilan entre 25-61.47 mg/L. Por otro lado el
acido clorogénico (3) es el segundo analito con mayor frecuencia en las muestras
analizadas, el contenido es de 2.1925 a 20.7019 mg de acido clorogénico/100 g de muestra,
siendo el aceite de la semilla 301 la de mayor concentracion, superando el contenido
reportado para la patata de 17.36 mg de acido clorogénico/ 100 g de muestra (Dao L.,
1992). El contenido de acido clorogénico en el aceite de la semilla 301 constituye el
45.94% del total los compuestos fendlicos caracterizados en esta muestra, destacando asi

el gran contenido de este compuesto fenolico en el aceite de esta semilla 301.

Le sigue el acido cumdrico (7) con un contenido de 1.7156-3.8999 mg de acido
cumadrico/100g de muestra.

La concentracion de quercetina (9) en las muestras se encuentran entre los 4.2819 a 5.7900
mg de quercetina/100g de muestra, comparando la concentracion de quercetina en las
muestras de chia desengrasada con otras fuentes como; la lechuga, la manzana y el tomate,
estas semillas superan el contenido de quercetina en cada una de ellas (Herttog, 1992) se
reporta 1.4 mg/100g de muestra en la lechuga, 0.8 mg/100g de muestra en el tomate y 3.6
mg/100g de muestra en la manzana. Comparando con el contenido de quercetina en las
muestras de chia analizadas, éstas superan por mucho el contenido en otras fuentes. Por
otro lado Cruz, 2008, reporta 4.95 mg de 4cido cafeico/ 100g de muestra para una especie
de chia desengrasada, proveniente del estado de Sinaloa, comparada con las semillas
desengrasadas analizadas en esta tesis, estas superan el contenido de 4cido cafeico (10) con

9.3983-17.4022 mg de 4cido cafeico/100g de muestra.

Miricetina (6) se encontr6 en el aceite de la semilla 287 que esta contiene una
concentracion de 4.0747 mg de miricetina/100 g de muestra, mientras que la semilla
desengrasada 125 contiene 5.6345 mg de miricetina/100 g de muestra. Comparado las
concentraciones de este analito con la reportada para el tomate este contiene 2.6 mg de
miricetina/100g de muestra y la uva rosada 0.45 mg de miricetina /100 g de muestra

(Cieslik, 2006), la concentracion de miricetina es mucho mayor en las semillas 287 y 125.
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Con toda la comparacion en el contenido de polifenoles realizada contra otras frutas y
hortalizas, podemos ver que tanto el aceite de chia, como la semilla desengrasada (harina)
son ricas fuentes de polifenoles comparados con otras frutas u hortalizas. Ademas pudimos
observar que la semilla desengrasada (harina) tiene un contenido mayor (2 a 3 veces mas)

que en el aceite de chia.
4.7 Comparacion de los resultados obtenidos con valores reportados

Con la finalidad de realizar la comparacion se realizé una suma de las cantidades de
fenoles (mg/100g) obtenidas en cada una de las muestras. Este total también esta reportado
en la ultima columna de la Tabla 26 y realizaremos el ejercicio de compararla con los
valores reportados (Gonzalez-Jiménez, 2011) de fenoles totales por el método de Folin —

Ciocalteau (Singleton y Rossi 1965).

Tabla 26. Contenido de fenoles totales en aceite y semilla de chia (mg/100g de muestra).

ESTE ESTUDIO FOLIN-CIOCALTEAU

Muestra

chia aceite 2872 20.72 3.80+0.23
chia desengrasada 70.50 1052.61+3.36
287H

chia aceite 1252 21.60 2.474+0.13
chia desengrasada 64.12 854.29+5.82
125H

chia aceite 0942 23.45 11.49+0.53
chia desengrasada 34.33 1104.71+6.05
094H

chia aceite 3012 46.96 5.21+0.23
chia desengrasada 90.30 1091.34+13.33
301H

Como podemos observar en la Tabla 17, en general tanto en este estudio, como en el
reportado por Gonzélez-Jiménez, existen mayores valores de fenoles totales en las semillas
de chia desengrasada (harina) que en los aceites. Sin embargo, los valores comparados por
ambas técnicas, no poseen una misma magnitud, sobre todo en los valores de la chia
desengrasada. Cabe hacer mencion que la técnica de electroforesis capilar est4 reportando,

en ¢sta tesis, la cantidad especifica de cada uno de los fenoles. Mediante la sumatoria de
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todas las cantidades obtuvimos los fenoles totales, el método de Folin-Ciocalteou, es muy
bien sabido que no es especifico para solo fenoles y que evalia ademas de todos los
antioxidantes presentes, también proteinas, por lo que consideramos que sus valores estan
sobreestimados en la semilla desengrasada y subestimados en el aceite de chia, quiza por

que es un método para ser aplicado en soluciones acuosas y alcoholicas.

63



5. CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

e Se realizo exitosamente la optimizacion del método para la caracterizacion y
cuantificacion de los compuestos fenolicos presentes en la semilla de chia y en el
aceite extraido de la misma, mediante el uso de la técnica de electroforesis capilar.

e La extraccion del aceite de chia se realiz6 de forma eficiente utilizando el método
de extraccion Soxhlet. El aceite de chia y la harina desengrasada fueron de esta
forma separadas y se realizd la identificacion de los polifenoles presentes en
fraccion desengrasada y en el aceite de chia.

e La metodologia desarrollada durante este trabajo incluye la separaciéon de 11
compuestos fendlicos en un tiempo de analisis menor a 25 minutos.

e Se logro identificar los polifenoles presentes en las semillas de chia de diferentes
localidades, tanto en la harina como en el aceite por comparacion en sus tiempos de
migracion con los de los estdndares, por fortificacion de la muestra con el estandar
y por comparacion de las sefiales con su espectro de absorcion correspondiente.

e La cuantificacion de los compuestos fenolicos identificados en la harina como en el
aceite de chia de diferentes localidades fue realizada exitosamente, a través de
curvas de calibracion empleando como estandar interno acido gentisico. Se
evaluaron varios parametros de validacion del método probando con evidencia

documental su confiabilidad.
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ANEXO 1

ANEXO 1. Caracteristicas de los compuestos quimicos estudiados

Nombre quimico Vainillina
Formula molecular CgHgO5
Peso Molecular 152.15 g/mol
Punto de fusion 81-83°C

Punto de ebullicion 170°C (15mmHg)

pka 7.78

O, H

OH

Nombre quimico 4cido clorogénico
Formula molecular C;¢H 3509

Peso Molecular 354.31 g/mol

pka 3.96, 8.44

Nombre quimico Kaempferol
Formula molecular C;5H;¢Os
Peso Molecular 286.24 g/mol
Punto de fusion 277 °C

pka 8.84,9.17, 9.88, 10.44

OH o
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Nombre quimico acido trans-cinamico
Formula molecular CoHgO,

Peso Molecular 148.16 g/mol

Punto de fusion 132-135 °C

pKa 3.88

OH

Nombre quimico acido fertlico
Formula molecular C1oH;(O4
Peso Molecular 194.18g/mol
Punto de fusién 168-172 °C
pka 4.04, 9.86

OH

HO

Nombre quimico Miricetina
Formula molecular C;5H;¢Osg

Peso Molecular 318.24 g/mol

Punto de fusion > 300

pka 6.88,8.12, 8.94, 8.97,10.49,15.19

OH o
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Nombre quimico acido p-cumarico
Formula molecular CoHgO5

Peso Molecular 164.16 g/mol
Punto de fusiéon 214°C

Pka 4.10, 9.82

OH

HO

Nombre quimico quercetina
Formula molecular C;5H;¢Og
Peso Molecular 318.24 g/mol
Punto de fusion > 300

pka 6.89, 8.13, 8.94,9.49, 12.61

Nombre quimico acido galico
Formula molecular C;HgOs
Peso Molecular 170.12 g/mol
Punto de fusion 251 °C

Pka 4.33, 8.95, 12.33, 14.43

O, OH

HO OH

OH
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Nombre quimico acido vainillinico
Formula molecular CoHgOs

Peso Molecular 164.16 g/mol
Punto de fusién 214°C

Pka 4.45,9.27

Nombre quimico &cido cafeico
Formula molecular CoHgOy4
Peso Molecular 180.16 g/mol
Punto de fusion 211-213 °C
pka 4.04,9.69y 12.71

OH

OH
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ANEXO 2. Electroferograma de las muestras fortificadas con adicion del estandar a

confirmar.
0.0490
FLl- Z00mm FL- 200nm
— ZZllle —_—
FRHomY F2hllenos 2. acido trans-cindmico
noes 6. miricetina
7. acido p-cumirico
luc] 11. 4cido galico
0025
a
3 0o
0.015
0.040
0,005
0.000 . r
0 z q 6 g 10 12 14 16 12 o 2z 2 26 =
hfinutes

llustracion 34. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 125H fortificado con acido trans-
cindmico miricetina, acido p-cumarico y acido galico.
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llustracidn 35. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 287H fortificado con acido
clorogénico, miricetina, acido cumarico, quercetina y acido galico.
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llustracidn 36. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 094H fortificado con acido trans-
cinamico, acido clorogénico
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llustracidn 37. Electroferograma del extracto de la semilla de chia desengrasada 301H fortificado con acido trans-
cindmico, acido clorogénico, acido fertilico, acido cumarico, acido vainillinico, quercetina, acido cafeicoy acido
galico.
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llustracion 38. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla chia 125A fortificado con acido trans-cinamico,
acido clorogénico.
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llustracion 1. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla chia 287 A fortificado con &cido
trans-cinamico, acido clorogénico, acido feralico, miricetina, acido cafeico.
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llustracion 39. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla chia 094Afortificado con acido trans-cinamico.
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llustracion 40. Electroferograma del extracto del aceite de la semilla chia 301A fortificado con acido trans-cinamico,
acido clorogénico, acido p-cumarico, acido vainillinico, acido cafeico y acido galico
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ANEXO 3. Respuestas y curvas de calibracion obtenidas para cada uno de los fenoles
presentes en las muestras de chia.

Las Tablas 27 a 34 muestran los resultados de la medicion de las curvas de calibracion:
expresados como relacion de areas y alturas en funcion de la concentracion asi como la

ilustracion de la curva obtenida.

Tabla 27. Relacion de altura en funcién de la concentracion obtenida para &cido trans-

cinamico.
sistema acido trans-cinamico [mg/L] altura scigo trans-cinamico/ altura g Cc.v
1 10.2 0.1103
1 10.2 0.1170
1 10.2 0.1148 2.97
2 20.4 0.1694
2 20.4 0.1641
2 20.4 0.1597 2.97
3 40.08 0.2807
3 40.08 0.2784
3 40.08 0.2822 0.67
4 60.12 0.4425
4 60.12 0.4413
4 60.12 0.4538 1.54
5 100.2 0.6435
5 100.2 0.6600
5 100.2 0.6606 1.48
6 200.4 1.4303
6 200.4 1.4037
6 200.4 1.4409 1.35
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llustracion 41. Curva de calibracién acido trans-cinamico y ecuacion del modelo lineal obtenido

Tabla 28. Relacion de area en funcion de la concentracion obtenida para acido clorogénico

sistema acido clorogénico [mg/L] area scido clorogénico/ A€ cv
1 10.2 0.1066
1 10.2 0.1080
1 10.2 0.1020 2.97
2 20.4 0.0927
2 20.4 0.0941
2 20.4 0.0892 2.76
3 40.08 0.1672
3 40.08 0.1662
3 40.08 0.1595 2.55
4 60.12 0.2443
4 60.12 0.2400
4 60.12 0.2421 0.90
5 100.2 0.4010
5 100.2 0.4049
5 100.2 0.4140 1.64
6 200.4 0.8561
6 200.4 0.8421
6 200.4 0.8700 1.63
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llustracion 42. Curva de calibracion de acido clorogénico y la ecuacion del modelo lineal obtenido.

Tabla 29. Relacion de area en funcion de la concentracion obtenida para acido ferulico

Sistema acido ferulico [mg/L] area jscido feraiico/area g cv
1 4.025 0.0640
1 4.025 0.0664
1 4.025 0.0577 0.07
2 8.05 0.1014
2 8.05 0.1047
2 8.05 0.0986 0.10
3 16.1 0.3813
3 16.1 0.3600
3 16.1 0.3711 0.24
4 24.15 0.5587
4 24.15 0.5415
4 24.15 0.5435 0.41
5 32.2 0.7484
5 32.2 0.7471
5 32.2 0.7487 0.50
6 48.3 1.2487
6 48.3 1.2186
6 48.3 1.1764 0.76
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llustracidn 43. Curva de calibracion de acido ferulico y la ecuacion del modelo lineal.

Tabla 30. Relacion de la altura en funcion de la concentracion obtenida para miricetina

Sistema miricetina [mg/L] altura .iricetina/altura g cv
1 3.775 0.0364
1 3.775 0.0374
1 3.775 0.0353 2.83
2 7.55 0.0754
2 7.55 0.0769
2 7.55 0.0726 2.93
3 15.1 0.2133
3 15.1 0.2061
3 15.1 0.2135 1.99
4 22.65 0.3118
4 22.65 0.3262
4 22.65 0.3116 2.65
5 30.2 0.4230
5 30.2 0.4444
5 30.2 0.4464 2.96
6 45.3 0.5931
6 45.3 0.6072
6 45.3 0.6005 1.18
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llustracion 44 Curva de calibracidn de miricetina y la ecuacion del modelo lineal obtenido.

Tabla 31. Relacién de area en funcion de la concentracion obtenida para acido cumarico

sistema acido cumarico [mg/L]  area .marico/arae g cv
1 2.025 0.0640
1 2.025 0.0664
1 2.025 0.0577 2.76
2 4.05 0.1014
2 4.05 0.1047
2 4.05 0.0986 2.99
3 8.1 0.3813
3 8.1 0.3600
3 8.1 0.3711 2.87
4 12.15 0.5587
4 12.15 0.5415
4 12.15 0.5435 1.72
5 16.2 0.7484
5 16.2 0.7471
5 16.2 0.7487 0.12
6 28.35 1.2487
6 28.35 1.2186
6 28.35 1.1764 2.99
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llustracion 45. Curva de calibracion de acido cumarico y la ecuacién del modelo lineal obtenido.

Tabla 32. Relacion de altura en funcién de la concentracién obtenida para acido vainillinico

sistema acido vainillinico [mg/L] altura acido vainillinico/altura g cv
1 2.025 0.0557
1 2.025 0.0583
1 2.025 0.0556 2.72
2 4.05 0.1102
2 4.05 0.1131
2 4.05 0.1069 2.85
3 8.1 0.1523
3 8.1 0.1607
3 8.1 0.1599 2.93
4 12.15 0.2837
4 12.15 0.3002
4 12.15 0.2894 2.88
5 16.2 0.4066
5 16.2 0.3972
5 16.2 0.4047 1.23
6 24.3 0.5709
6 24.3 0.5621
6 24.3 0.5831 1.85
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llustracidn 46. Curva de calibracion de acido vainillinico y la ecuacion del modelo lineal obtenido.

Tabla 33. Relacién de altura en funcidn de la concentracidn obtenida para quercetina

sistema quercetina [mg/L] altura guercetina/altura g cv
1 2.775 0.0428
1 2.775 0.0409
1 2.775 0.0406 2.82
2 5.55 0.0908
2 5.55 0.0928
2 5.55 0.0881 2.59
3 11.1 0.1884
3 11.1 0.1872
3 11.1 0.1800 2.45
4 16.65 0.2744
4 16.65 0.2842
4 16.65 0.2839 1.99
5 22.2 0.3740
5 22.2 0.3670
5 22.2 0.3746 1.15
6 33.3 0.5407
6 33.3 0.5382
6 33.3 0.5313 0.91
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llustracion 47. Curva de calibracion de quercetina y la ecuacion del modelo lineal obtenido.

Tabla 34. Relacion de area en funcion de la concentracion obtenida para &cido cafeico

sistema acido cafeico [mg/L] area scido cafeico/ area g cv
1 29 0.1255
1 29 0.1296
1 29 0.1224 2.86
2 58 0.1556
2 58 0.1593
2 58 0.1504 2.90
3 116 0.4276
3 116 0.4123
3 116 0.4134 2.05
4 174 0.6800
4 174 0.6498
4 174 0.6569 2.38
5 232 0.8756
5 232 0.8911
5 232 0.9046 1.63
6 290 1.1254
6 290 1.1097
6 290 1.0810 2.04
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llustracion 48 Curva de calibracion de quercetina y la ecuacion del modelo lineal obtenido.

Tabla 35. Relacion de altura en funcion de la concentracion obtenida para acido gélico.

Sistema acido galico [mg/L] area scido galico/ area cv
1 29 0.1249
1 29 0.1279
1 29 0.1053 1.80
2 58 0.1681
2 58 0.1678
2 58 0.1606 2.57
3 116 0.3432
3 116 0.3286
3 116 0.3386 2.22
4 174 0.5382
4 174 0.5258
4 174 0.5124 2.45
5 232 0.7385
5 232 0.7566
5 232 0.7280 1.95
6 290 0.9917
6 290 0.9847
6 290 0.9802 0.59
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llustracidn 49. Curva de calibracion de acido galico y la ecuacion del modelo lineal obtenido.
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