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RESUMEN 

 

El objetivo del presente trabajo fue obtener un colágeno hidrolizado  

funcionalizado vía enzimática a través de la unión covalente de polifenoles 

provenientes de un extracto  de semillas de Chía. Para este estudio, se extrajeron 

y separaron por medio de cromatografía en columna preparativa 1.1684 mg 

equivalentes de ácido cafeico/g semilla de Chía (Salvia Hispánica L.), y se 

realizó su identificación por medio de espectros de RMN-H1 para determinar el 

tipo de compuesto polifenólico. Una vez recuperado, se identificó Quercetina y 

Kaempferol en el extracto polifenólico proveniente de la semilla de Chía, y este 

a su vez se sometió a un acoplamiento enzimatico con un hidrolizado de 

colágeno comercial para propiciar su acoplamiento con ciertos grupos 

funcionales de la proteína hidrolizada. Se evaluaron la capacidad antioxidante 

del hidrolizado funcionalizado y la eficiencia de esta unión con soluciones 

estándar de quercetina, kaempferol y ácido cafeico obteniendo rendimientos 

para todas las muestras de aproximadamente 99% por determinación de 

antioxidante remanente. Para conocer la certeza de la unión covalente entre el 

antioxidante y los grupos funcionales del hidrolizado proteico, se sintetizó vía 

química el tripéptido Boc-Hyp-Gly-Lys-OMe, que comprobó la unión 

covalente del polifenol al tripéptido Boc-Hyp-Gly-Lys-OMe. 
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ABREVIATURAS 

ABTS: 2,2’azino-bis(3-ethilbenzotiazolina-

6sulfanato. 

AC: ácido cafeico. 

AcOEt: acetato de etilo. 

AGL: ácidos grasos libres. 

AET: actividad equivalente de Trolox 

Alfa: nivel de significancia. 

ARS: Servicio de Investigación Agricola 

BHA: hidroxibutilanisol. 

BHT: butilhidroxitolueno. 

Boc: grupo terc-butiloxicarbonilo.  

Cbz: grupo carboxibenzilo. 

CC: cromatografía en columna. 

CCF: cromatografía en capa fina. 

CCP: cromatografía en capa preparativa. 

CD3OD: metanol deuterado. 

CDCl3: deuteroformo. 

CDMX: Ciudad de México. 

C.V.: Coeficiente de variabilidad. 

D2O: óxido de deuterio. 

DH: grado de hidrólisis proteica. 

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. 

E: fases recuperadas de la primera CC del extracto en 

éter etílico. 

EAC: equivalentes de ácido cafeico. 

EAG: equivalentes de ácido gálico. 

EDC: N-(3-dimetilpropil)-N´-etilcarbodiimida, 

hidrocloruro.  

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 

ER: equivalentes de Rutina. 

FDA: Administración de Drogas y Alimentos, USA.  

FP: grenetina a granel, farmacia Paris. 

HPLC: cromatografía liquida de alta eficacia. 

HPLC-MS: cromatografía líquida de alta eficacia 

acoplada a espectrometría de masas. 

K: kaempferol. 

ƛ: longitud de onda. 

ƛmáx: longitud de onda máxima.  

GP/GC: grenetina comercial de venta a granel. 

GRAS: alimento generalmente reconocido como 

seguro. 

kDa: unidad; kiloDalton. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

Q: quercetina. 

RF: relación entre las distancias recorridas por los 

solutos y el eluyente en CCF. 

RMN: resonancia magnética nuclear. 

RMN-H1: resonancia magnética nuclear de 

Hidrogeno. 

M: fases recuperadas de la segunda CC del extracto 

en éter etílico. 

MetOH: metanol. 

SIAVI: Sistema de Información Comercial Vía 

Internet.  

TBHQ: terbutil-hidroquinona. 

TFA: ácido trifluoroacético. 

THF: tetrahidrofurano. 

TMS: tetrametilsilano. 

U: unidad de actividad enzimática. 

USA: Estados Unidos Americanos. 

USD: tipo de cambio, dólar estadounidense 

USDA: Departamento de Agricultura, USA. 

UV: ultravioleta. 
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INTRODUCCIÓN  

Durante la última década, la palabra antioxidante ha adquirido la misma importancia que las 

vitaminas, minerales y proteínas en lo que se refiere a salud preventiva. La población ya no 

sólo se preocupa por enfermedades infecciosas ni por deficiencias nutricionales clásicas 

(Nahar Z. et al., 2013), sino que actualmente las preocupaciones se basan o están orientadas 

hacia la prevención de enfermedades degenerativas, donde los antioxidantes pueden jugar un 

papel fundamental. Recientemente, la Chía (Salvia hispanica L.) ha sido redescubierta para 

su estudio debido a que ofrece grandes ventajas tecnológicas y nutrimentales, de las cuales 

resaltan su alto contenido en fibra y ácidos grasos omega 3 y 6. Aunque la diversidad de 

componentes presentes en la semilla es muy variada, los antioxidantes son sin duda los más 

importantes. Estos antioxidantes son en su mayoría compuestos polifenólicos naturales, se 

encuentran tanto en forma libre (aglicona) como en unión con un azúcar (glucosilada), 

adquiriendo mayor solubilidad en agua (Valdivia-Lopez y Tecante , 2015), en este contexto 

desde los primeros estudios realizados por Taga, Miller y Pratt, (1984) hasta estudios 

actuales, tales como los realizados por Cotabarren., et al., (2018) y Bodoira, et al., (2017), 

donde se ha informado la presencia significativa de antioxidantes en la semilla, tales como 

ácido cafeico, cinámico y clorogénico, así como gran cantidad de flavonoides como la 

quercetina. 

De igual forma, los compuestos bioactivos provenientes de fuentes naturales se prefieren por 

su fácil uso y sus nulos efectos secundarios para el desarrollo de alimentos funcionales o 

nutracéuticos (Galanakis, 2012, Galanakis, 2013), como los hidrolizados de proteína, que 

potencian características funcionales como la baja viscosidad, alta capacidad de dispersión y 

alta solubilidad en medios acuosos, que les conceden ventajas en muchos productos 

alimenticios respecto a las proteínas originales (Yin, Tang, Cao, Wen y Yang, 2008).  

Una de las aplicaciones más importantes de los hidrolizados de proteína es su utilización 

como fuente de nitrógeno en dietas enterales para niños y/o adultos enfermos (Benítez, Ibarz 

y Pagan,  2009); así como en el tratamiento contra alergias provocadas por alimentos, 

mediante inmunoterapias de alérgenos específicos, reduciendo significativamente las 

alteraciones provocadas por las alergias (Lozano D., 2017); otro uso es como suplemento 

alimenticio (alimento funcional) para todo tipo de personas. La incorporación covalente de 
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antioxidantes a grupos funcionales presentes en los hidrolizados proteicos es una forma 

prometedora de brindarle mayor valor agregado a dichas aplicaciones, e incluso la 

implementación de esta incorporación en diversos productos comerciales, no sólo 

alimenticios. 

Este trabajo tiene como propósito fundamental obtener hidrolizados de colágeno activos a 

través del acoplamiento covalente de compuestos antioxidantes provenientes de la semilla de 

chía, mediante una vía enzimática para evaluar su potencial uso como suplemento. 

 

OBJETIVOS  

 

Objetivo General 

 

 Obtener hidrolizados de colágeno activos a través del acoplamiento covalente de 

compuestos antioxidantes provenientes de la semilla de Chía para evaluar su potencial 

uso como suplemento.  

 

Objetivos Particulares 

 

 Identificación y purificación de compuestos polifenólicos del extracto ácido-etanólico de 

semillas de Chía por medio de cromatografía en columna preparativa y espectros de 

RMN-H1, para su uso como antioxidante en la reacción de acoplamiento. 

 Comprobar la unión covalente entre un polifenol (estándar de quercetina y kaempferol) 

y los grupos funcionales de un hidrolizado comercial de colágeno, mediante el 

acoplamiento enzimático de los mismos. 
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1) ANTECEDENTES  

 

 1.1 Chía  

La Chía (Salvia hispanica L.) pertenece a la categoría de salvia de la familia Labiatae, nativa 

del sureste de México y del noreste de Guatemala. Es una planta subtropical que requiere 

menos agua en comparación con otros cultivos, por lo que se cultiva todo el año (Cahill, 

2004), que incluye al menos 900 especies de semilla pertenecientes a la familia Labiatae 

(Ixtaina et al. 2011).  

La mayoría de las semillas de Chía miden aproximadamente 2 mm de largo, tienen un color 

que puede variar entre negro, gris y blanquecino, son de forma ovalada y delgada (ver Figura 

1.1); su contenido de humedad total es de aproximadamente 2-5% (Muñoz, Cobos, Diaz y 

Aguilera, 2012) y destacan entre las demás semillas por su alto nivel nutricional y valor 

funcional; la composición química y valor funcional de la semilla varía de acuerdo con las 

condiciones climáticas y la localización de la plantación (Pereira, et al., 2016); ciertos 

estudios demuestran que la localización geográfica y clima pueden influir en la concentración 

nutrimental de la semilla de Chía (Ayerza, 2009).  

 

Figura  1.1. Semillas de Chía (Salvia Hispánica L). 

Las semillas de chía fueron ampliamente utilizadas por tribus aztecas para usos tanto 

alimenticios como medicinales, e incluso en pinturas (Coates y Ayerza (h), 1996); 

actualmente, la semilla entera se usa para la preparación de bebidas refrescantes, el aceite se 

utiliza como sustituto del aceite de uso cotidiano en la cocina. La mezcla de Chía con aje 



9 
 

(Coccus axin) se emplea en las regiones del sur del país como Chiapas o Oaxaca, como laca 

para artesanías (Hernández y Miranda, 2008). 

 1.1.1 Composición química de la semilla de Chía. 

De acuerdo con los censos de investigación realizadas por el Departamento de Agricultura 

de los Estados Unidos (USDA) en 2017, la semilla de Chía aporta: 

Tabla 1.1 Composición química de semilla de Chía.  

 g/ 100 g de semilla 

Humedad 5.8 

Proteína 16.54 

Lípidos Totales 30.74 

Carbohidratos 42.12 

Fibra dietética total 4.8 

Fuente: Base de datos censo nutrimental (USDA/ARS, 2018). 

 

Tabla 1.2 Determinación de elementos relevantes en la semilla de Chía.  

 mg/ 100 g de semilla 

Calcio (Ca) 631 

Magnesio (Mg) 335 

Fosforo (P) 860 

Potasio (K) 407 

Vitamina C  
(ácido Ascórbico total) 

1.6 

Vitamina A (IU) 54 

Niacina 8.83 

Fuente: Base de datos censo nutrimental (USDA/ARS, 2018). 

*IU: Equivalente biológica de 0.3 µg de retinol. 

 

La semilla de Chía contiene una cantidad significativa de lípidos (aproximadamente 40% del 

peso total), donde casi el 60% de éstos son triglicéridos con Omega-3. La fibra dietética 
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constituye más del 30% del peso total de la semilla, y aproximadamente el 19% son proteínas 

de alto valor biológico (Ixtaina et al., 2011).  

Desde los primeros estudios (Taga, 1984) hasta aquellos más recientes (Bodoira R et al., 

2017), se ha informado la presencia de antioxidantes en extractos etanólicos de la semilla, 

tales como ácido cafeico, cinámico y clorogénico, junto con algunos flavonoides como 

miricetina, quercetina y kaempferol. En la figura 1.2 se muestra la estructura base de algunos 

compuestos fenólicos presentes en la semilla de Chía. La actividad antioxidante de los 

extractos corresponde al tipo y concentración de los compuestos fenólicos que contiene la 

semilla dependiendo de la región y la zona de cultivo. 

Trabajos recientes sobre Salvia Hispanica L se han enfocado en el estudio de sus 

componentes fotoquímicos y su extracción. Por ejemplo, Reyes-Caudillo, Tecante y 

Valdivia-Lopez (2008) han informado que el contenido de polifenoles en las semillas de Chía 

es aproximadamente de 0.89-0.92 mg EAG/g semilla; así mismo, se ha determinado que la 

capacidad antioxidante del aceite es relativamente baja debido a que la mayoría de los 

compuestos polifenólicos presentes en la semilla son de naturaleza hidrofilica (Da Silva et 

al., 2017). 

HO

O R

OHO
R

R

R

Flavonoide

RR

R

O

OH

R
Ácido Fenólico

OH

 

Figura  1.2 Esquema estructural de compuestos fenólicos presentes en la semilla de Chía. 

 

Actualmente, las semillas de Chía son una fuente potencial de nutrimentos para la industria 

alimenticia; aunque, la semilla no es un alimento muy conocido, la producción global se ha 

incrementado, debido a su popularidad y a sus propiedades “saludables”. Estas semillas se 

utilizan como suplemento alimenticio, en barras de cereal y en galletas en USA, América 

Latina y Australia (Dunn , 8th February 2010). México se encuentra entre los principales 



11 
 

exportadores de Chía en el mundo, alcanzando alrededor de 4,731,338 kg de semilla anuales, 

con un valor aproximado de ingreso superior a 18,537,869 USD en 2017, ver Figura 1.3. 

 

 

SIAVI, Secretaria de Economía, México 2018. Estadística anual de fracción arancelaria 12. 

1207.120799.12079999. 

Figura 1.3 Exportación de semilla de Chía durante los últimos 5 años. 

 

 1.2 Antioxidantes 

La oxidación es una reacción química que implica la transferencia de electrones, desde una 

molécula rica en electrones a otra con déficit de éstos. La molécula deficiente en electrones 

se denomina agente oxidante (Bargagli, 2000).  

En los alimentos, el resultando de una oxidación provoca rancidez de los lípidos, degradación 

de vitaminas, pigmentos y aminoácidos, que conllevan una disminución de nutrimentos 

esenciales en la dieta. Si se permite que esta descomposición ocurra sin control en el alimento 

o incluso en un solo ingrediente, el consumidor puede tener riesgos y deficiencias nutritivas 

al consumirlo (Rumsey, 2016). Los antioxidantes juegan un papel fundamental en la 

reducción de los procesos oxidativos en los alimentos y en el cuerpo humano. En los 

productos alimenticios, los antioxidantes pueden retardar la oxidación de proteínas, la 

peroxidación de los mismos, la formación de productos secundarios durante la peroxidación 

18537869

14102441

18002773 17648608 18487772

4731338 5013071
5927155

3910276
2604108

2017 2016 2015 2014 2013

Exportación de semilla de Chía en México

Valor (USD) Volumen (Kg)
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de lípidos, y también ayuda a la conservación de sabores, texturas y colores en los alimentos 

durante su almacenamiento (Sila y Bougatef, 2016). 

Miembros de la Junta de Alimentos y Nutrición del Consejo Nacional de Investigación en 

EUA, definieron antioxidante dietético como una sustancia presente en los alimentos que 

disminuye significativamente los efectos adversos de las especies de oxígeno reactivo, 

especies de nitrógeno reactivo o ambas en la función fisiológica normal de los seres humanos 

(Young, Erdman y King, 1998)  

Los antioxidantes naturales, se encuentran presentes en diversas frutas, verduras y semillas, 

protegen al cuerpo humano contra la acción negativa de los radicales, inhibiendo muchas 

enfermedades crónicas y previendo la oxidación de los lípidos en los alimentos. Basándose 

en sus mecanismos de acción, los antioxidantes se pueden clasificar en primarios y 

secundarios (Fennema, 2010).  

Los antioxidantes primarios reaccionan con radicales alcoxilo, hidroperoxilo o peroxilo 

produciendo alcóxidos, hidroperóxidos, peróxidos y radicales de antioxidantes (A•) estables 

y de baja energía, los cuales son significativamente menos reactivos en las reacciones de 

propagación (McClements y Decker, 2006); de esta forma, actúan donando radicales H• y 

eliminando radicales de alta energía. Los antioxidantes primarios, como el BHA, BHT, 

TBHQ, tocoferoles y flavonoides, son generalmente mono o polihidroxifenoles (Fennema, 

2010).  

Por otro lado, los antioxidantes secundarios o sinergistas, previenen la oxidación y, en 

presencia de los primarios, aumentan la actividad inhibitoria. Esta clase de antioxidantes 

cumplen funciones como quelantes o secuestrantes de metales (EDTA, ácido cítrico y ácido 

fítico) y como eliminadores de oxígeno singulete (Choe y Min, 2006). 

 

 1.2.1 Compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos son componentes importantes de muchas plantas comestibles 

incluyendo la soya, la canola, la linaza y la aceituna, que se utilizan como alimento o como 

fuente de ingredientes alimenticios (Alu´datt, Rababah, Ereifej y Alli , 2013). En la industria 
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alimenticia, los compuestos fenólicos se han utilizado como antimicrobianos, espesantes, 

agentes aromatizantes (Ayala, et al, 2011). Además, son potentes conservadores debido a su 

actividad antioxidante; por ejemplo, los compuestos fenólicos presentes en el té verde se 

utilizan para extender la vida de anaquel de las salchichas de puerco (Siripatrawan y Noipha, 

2012) y prevenir la retrodegradación de almidon de arroz (Wu, Chen, Li, y Li, 2009). 

Los polifenoles son antioxidantes potentes que complementan las funciones antioxidantes de 

algunas vitaminas y enzimas en contra del estrés oxidativo causado por el exceso de especies 

reactivas de oxígeno (Brand-Williams, Cuvelier y Berset, 2004). Las propiedades 

antioxidantes de los compuestos fenólicos se deben a la presencia de elementos estructurales 

aromáticos, como restos de catecol y grupos hidroxilo que están directamente involucrados 

en la actividad antiradical (Heim, Tagliaferro, y Bobilya, 2002). Una cualidad importante de 

los grupos fenólicos es su acidez, dada por la polaridad del enlace formado entre el oxígeno 

y el hidrogeno; la desprotonación del grupo forma el correspondiente anión fenóxido (ver 

Figura 1.4).  

O
H

O

H

O O O

a) Formación de ión fenóxido y su deslocación electronica.

O O O O

b) Formación de especies radicales a partir del radical fenoxido

+

 

Figura 1.4 a) Formación del ion fenóxido y deslocalización de los e- desapareados.  

       b) Formación de especies radicales a partir del radical fenóxido. 

 

Los antioxidantes fenólicos son excelentes donadores de hidrógeno o electrones y sus 

intermedios radicalarios son relativamente estables debido a la deslocalización por 

resonancia y a la carencia de posiciones para el ataque de O2 molecular. Las hidroquinonas, 

por ejemplo, reaccionan con radicales hidroperoxilo, formando híbridos de resonancia 

estables (Fennema, 2010).  
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Figura 1.5 Formación de ion fenóxido por medio de hidroquinona y radical hidroperoxilo. 

 

Los radicales semiquinona intermedios pueden sufrir diversas reacciones para formar 

productos más estables; pueden reaccionar entre sí para formar dímeros o dismutarse para 

dar quinonas y la molécula inhibidora original (Fennema, 2010). 

O

OH

+

O

OH

OH

OH

+

O

O

a) Reacción de dismutación entre semiquinonas.

O

OH

+

O

OORHO

b) Reacción con otro radical.

ROO

 

Figura 1.6 Reacción de formación de quinonas a partir de radical intermedio. 

 

Los fenoles monohídratados no pueden formar semiquinonas o quinonas como tales, forman 

intermediarios radicalarios con una moderada deslocalización por resonancia y pueden 

ofrecer también dificultades estéricas. Los grupos t-butilo reducen la iniciación de cadenas 

(por los radicales alcoxi) tras la donación inicial de hidrogeno (Fennema, 2010). 
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 1.2.1.1 Clasificación 

Los polifenoles constituyen un grupo de compuestos numerosos distribuidos ampliamente en 

el reino vegetal; actualmente, se conocen más de 8000 estructuras fenólicas, entre las cuales 

se han identificado más de 4000 flavonoides (Harborne y Willians, 2000). Aunque los 

polifenoles se caracterizan químicamente por su estructura fenólica, es un grupo muy diverso 

de productos naturales, mismo que contiene varios subgrupos fenólicos. 

 1.2.1.2 Ácidos fenólicos 

Los ácidos fenólicos son compuestos polifenólicos no flavonoides que se pueden dividir 

principalmente en dos tipos: los derivados del ácido benzoico y aquellos del ácido cinámico 

(Figura 1.7). Mientras que las frutas y verduras contienen muchos ácidos fenólicos en forma 

libre, en los granos y semillas se encuentran en forma glicosilada, lo que hace necesaria una 

hidrólisis previa (ácida o alcalina) y/o por vía enzimática (Kim, Tsao, Yang y Cui, 2006). 

HO

HO

O

O

O

HO

O

OH

R

R: H ácido protocatéquico
R: OCH3 ácido vainíllico

R

R: H ácido cafeico
R: 5 quinoílo ácido Clorogenico

O

HO

O

OH

R

O

R

R: H ácido gálico
R: OCH3 ácido siríngico

  

Figura  1.7 Ejemplo de estructuras químicas de ácidos fenólicos. 

 

 1.2.1.3 Flavonoides 

Los flavonoides tienen una estructura general de anillos compuestos por  6C-3C-6C en la que 

las dos unidades de 6C (anillo A y anillo B) son de naturaleza fenólica (ver Figura 1.8). 

Debido al patrón de hidroxilación y a las variaciones en el anillo cromano (anillo C), los 

flavonoides se dividen en subgrupos diferentes: antiocianinas, 3-flavanoles, flavonas, 

flavanonas y flavonoles. Las estructuras básicas de los flavonoides son agliconas; sin 
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embargo, en las plantas, la mayoría de estos compuestos se encuentran glucosilados (Tsao, 

2010). 
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Figura  1.8 Estructuras típicas de flavonoides. 

 

 1.3 Alimentos Funcionales 

Los alimentos funcionales han recibido gran atención en los últimos años como componentes 

de un estilo de vida saludable. El término "funcional" se utiliza para referirse a un alimento 

que se consume regularmente para proporcionar beneficios fisiológicos o para reducir el 

riesgo de enfermedades crónicas además de sus funciones nutrimentales básicas. Muchos 

alimentos nuevos contienen compuestos funcionales bioactivos, incluyendo fibra, 

prebióticos, probióticos, oligosacáridos, fitoquímicos, antioxidantes y otras sustancias que 

confieren propiedades funcionales o efectos beneficiosos sobre la salud humana (Pacheco y 

Sgarbieri, 2001). Los alimentos funcionales ofrecen beneficios, como la reducción del riesgo 

de enfermedades crónicas degenerativas (Al-Sheraji et al., 2013). 
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 1.3.1 Hidrolizados proteínicos 

Los hidrolizados de proteínas se producen a partir de fuentes proteínicas purificadas 

calentadas en medio ácido y/o alcalino o, preferentemente, con la adición de enzimas 

proteolíticas, seguidas de procedimientos de purificación. Cada hidrolizado de proteína es 

una mezcla compleja de péptidos de diferente longitud de cadena con aminoácidos libres, 

definidos por un valor conocido como grado de hidrólisis (DH) (Grimble, 2000; Cheison et 

al., 2017).   

Los hidrolizados de proteína se utilizan debido a su fácil absorción en el cuerpo humano. 

Algunos estudios han demostrado que una dosis de 35 g de hidrolizado de caseína se absorbe 

rápidamente, y presenta aproximadamente un 30% más de eficiencia en la estimación de la 

síntesis de proteínas del músculo esquelético que la caseína intacta cuando se mide en un  

período de 6 h (Kim y Egan, 2008). Por lo anterior, la utilización de éstos ha aumentado. 

 1.3.2 Colágeno Hidrolizado  

Se ha demostrado que los péptidos de colágeno, es decir aquellos productos de degradación 

enzimática de los colágenos, tienen varias actividades biológicas, por ello se han utilizado, 

por ejemplo como regeneradores de diversos tejidos (Gaffney, Edgell, Dawson, Ford y 

Stocker, 1996).  

Los péptidos bioactivos son pequeños fragmentos de proteína muy específicos que se 

encuentran inactivos dentro de la proteína. La hidrólisis enzimática en proteínas libera los 

péptidos bioactivos, conformados aproximadamente de 2-20 aminoácidos en secuencias 

específicas de grupos hidrofóbicos (Pal y Suresh, 2017). El colágeno hidrolizado está 

compuesto por una serie de péptidos de bajo peso molecular (0,3-8 kDa), generados a partir 

del colágeno concentrado en los huesos, la piel y el tejido conectivo de diversos animales, 

principalmente bovinos. El colágeno está formado por tres cadenas polipéptidicas en hélice, 

con zonas telopépticas no helípticas al final de la cadena (Jhonston-Banks et al.,1990). 

Para propósitos industriales alimenticios, se obtiene primero la gelatina del material “crudo” 

por hidrólisis parcial ácida o alcalina, y posteriormente los hidrolizados de colágeno se 

producen por hidrólisis enzimática de la gelatina bajo condiciones controladas (Bambali et 
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al., 2007). Generalmente, las moléculas de colágeno se desnaturalizan e hidrolizan para 

formar gelatina (100 kDa); la gelatina puede entonces descomponerse en péptidos más 

pequeños utilizando enzimas específicas (proteinasas). Debido a su bajo peso molecular, el 

colágeno hidrolizado es fácilmente digerible, absorbido y distribuido en el cuerpo humano.   

El colágeno y la gelatina se han utilizado durante mucho tiempo como alimento funcional 

y/o suplemento. La Administración de Drogas de los Estados Unidos (FDA) ha clasificado 

la gelatina, como un péptido de colágeno categoría GRASS (generalmente reconocido como 

seguro), basándose en los resultados de diversas investigaciones, la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) han confirmado que el colágeno hidrolizado es seguro y que sólo 

ocasionalmente presenta efectos secundarios, tales como náuseas, flatulencia o dispepsia 

(Sibila, et al., 2015). 
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2) METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

 

 

Figura 2.1 Esquema general.  
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 2.1 Métodos. 2.1.1 Extracción e identificación de compuestos 

polifenólicos de la semilla de Chía.  

 

Las muestras de las semillas de Chía, obtenidas en la central de abastos de la CDMX, se 

congelaron a -18°C; posteriormente, se molieron finamente en un molino IKA WERKE MF 

10, a 6000 rpm. A continuación, 1 kg de polvo de Chía seca se desengrasó usando un equipo 

Soxhlet con 5 L de hexano (p.e. 35-60°C) durante 36 horas. Una vez desengrasados, 50g de 

harina de Chía se mezclaron con 500mL de solución metanólica de HCl 1.2M, y se dejó en 

agitación continua en un sistema de reflujo a 60°C por 4 horas. Con este paso, se buscó 

generar la mayoría de enlaces glucosídicos para obtener el mayor número de agliconas. A 

continuación, se obtuvo un extracto (extracto 1, Figura 2.1) que se concentró en un 

evaporador rotatorio (Büchi Rotavapor R-205), el cual se mezcló con 250 mL de éter etílico 

que se dejó, igualmente, en agitación continua en un sistema de reflujo a 60°C por 3 horas.  

El sobrenadante se concentró en un rotavapor a 40°C hasta obtener un extracto color café 

obscuro; posteriormente, se realizó una extracción continua líquido-líquido del mismo 

utilizando 100 mL de éter etilico hasta que el disolvente aparentó poco o nulo color. Después, 

la fase orgánica de la extracción se evaporó en un rotavapor a 40 °C y el extracto obtenido 

se re-disolvió en un volumen mínimo de AcOEt (5 mL).  

 

 2.1.2 Determinación de Polifenoles Totales 

Se determinó el contenido de polifenoles totales utilizando el método de Folin-Ciocalteau, 

mediante una curva patrón de ácido cafeico (20-500 μg/mL); que incluyo la medición 

espectrofotométrica de las absorbancias de las disoluciones estándar de ácido cafeico y del 

extracto de Chía a ƛ=750 nm en un espectrofotómetro Perkin-Elmer Lambda 3B, los 

resultados se obtuvieron como mg Equivalentes de ácido cafeico por gramo de muestra (mg 

EAC/ g de muestra). 
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 2.1.3 Evaluación de la capacidad Antioxidante  

Se determinó la capacidad antioxidante del extracto de Chía utilizando el efecto secuestrante 

de dos radicales mediante los métodos descritos enseguida:  

a) Método ABTS•+. Según la metodología desarrollada por Re., et al.,  (1999) y descrita 

por Kuskoski et al. (2004)  el radical ABTS•+ se obtiene de la reacción de ABTS (7 

mM) con persulfato potásico K2S2O8 (concentración final 2.45 mM) incubados a 

temperatura ambiente (±25ºC) en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical 

ABTS•+ se diluye con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido 

entre 0,70 (±0,1) a ƛmáx=754 nm. 

b) Método DPPH•.  Este método, desarrollado por Brand-Willams et al. (1995), se basa 

en la reducción de la absorbancia del radical DPPH• a 515 nm, utilizando 

antioxidantes. 

En la experimentación de esta tesis, se modificó el método original y se utilizó el radical 

DPPH• a una concentración de 100 µM disuelto en metanol al 80% y a una ƛ=517 nm. 

Se añadió 0.1 mL de extracto o muestra patrón, la mezcla se homogenizó 

cuidadosamente, y se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos. La concentración de 

DPPH• en el medio de reacción se calculó a partir de una curva de calibración. Los 

resultados se expresaron en AET, o sea, en actividad equivalente a Trolox (µM/g de 

extracto o muestra). El antioxidante sintético de referencia Trolox, a una concentración 

de 0,08-1,28 mM en disolución de metanol al 80%, se ensayó en las mismas condiciones, 

expresándose los resultados en AET. 

 

 2.1.4 Determinación de Flavonoides Totales  

Se cuantificó la cantidad de flavonoides totales mediante la modificación del método 

colorimétrico donde se forma un complejo colorido flavonoide-aluminio reportado por 

Chang, Yang, Wen y Chern (2002). En la presente tesis se utilizó una solución de 0.3 mg/mL 

de glucósido de rutina grado HPLC 95% (Sigma-Aldrich) como estándar de prueba en 

metanol al 80%. Para ello, se tomaron 50 µL de muestra del extracto metanólico de Chía y 

se adicionaron 75 µL de NaNO2 5% y 2.7 mL de agua destilada, la mezcla se dejó en reposo 
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por 5 minutos y posteriormente se adicionaron 150 µL de AlCl3 al 10%; dicha mezcla se dejó 

en reposo por 10 minutos más a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se midió la 

absorbancia en un espectrofotómetro Perkin-Elmer Lambda 3B a una ƛ=415 nm. El 

contenido de flavonoides totales se reportó en mg ER (equivalentes de Rutina)/g de extracto 

o semilla desengrasada de Chía. 

 

 2.1.5 Determinación de Flavonoles Totales  

Se cuantificó el contenido de flavonoles totales, mediante el método de Yermakov y 

Arasimovy (1987), utilizando como estándar una curva del glucósido de rutina grado HPLC 

95% (Sigma-Aldrich, R5143), en concentración de 0.5 mg/mL en etanol al 96%. En la 

determinación, se mezclaron 500 µL de extracto con 1 mL de AlCl3 al 2% y 500 µL de agua 

destilada, posteriormente, se adicionaron 3 mL de CH3COONa al 5% en etanol y se mezcló 

de nuevo. Dicha mezcla se dejó en reposo por 1 hora a temperatura ambiente en obscuridad, 

para finalmente determinar la absorbancia de la muestra a 435 nm. El contenido de flavonoles 

totales se reportó en mg ER (equivalentes de Rutina) / g de extracto o semilla desengrasada 

de Chía. 

 

 2.2 Técnicas Cromatográficas 

Todos los reactivos y disolventes fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y se usaron sin 

purificación o análisis posterior. Los disolventes utilizados se destilaron antes de usarse. Los 

disolventes anhidros se destilaron bajo atmósfera de N2 de la siguiente manera: 

tetrahidrofurano (THF) sobre sodio metálico en presencia de benzofenona, y la trietilamina 

(Et3N) se destiló sobre CaH2. Todos los experimentos que involucraron compuestos sensibles 

al aire y/o humedad, se llevaron a cabo en matraces redondos secados en la estufa y provistos 

de un septum de hule, a los cuales se introdujo una aguja adaptada a un globo lleno de N2(g).  

La cromatografía en capa fina (CCF) se realizó en placas de vidrio (2 x 5 cm) recubiertas con 

sílica gel SIL G-50 UV254 (0.25 mm). Los compuestos fueron detectados por visualización 

bajo una lámpara de luz UV (254 nm) o mediante inmersión de la placa en una solución de 
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H3PMo12O40, seguida de calentamiento. Para la cromatografía en columna (CC) se usó sílica 

gel (Macherey Nagel 230-400 mallas). Todas las mezclas de disolventes usados como 

eluyentes se reportaron como disoluciones v/v. Los espectros de Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) se obtuvieron usando los equipos Agilent-Inova-300 y Varian VNMRS-400. 

Los disolventes usados fueron CDCl3, CD3OD y CF3COOD, según se indique.  

 

 2.2.1 Separación e Identificación de Compuestos Fenólicos presentes 

en la Semilla de Chía  

Se realizó una cromatografía preparativa en columna flash para el extracto “crudo” de 

polifenoles de Chía, con base en la metodología descrita por Leonard et al. (1998), donde se 

utilizó como fase estacionaria sílica 60 (0.04-0.063 nm) para cromatografía en columna y, 

como fase móvil, volúmenes de 300 mL de una mezcla de AcEt:hexano (2:1) y de una mezcla 

CH2Cl2:MetOH (9:1). Se recolectaron fases de aproximadamente 15 mL que posteriormente 

se concentraron en rotavapor para caracterizar por medio de CCF. Tomando en cuenta los 

resultados de la CCF empleando CH2Cl2: MetOH (9:1), se eligieron las fases con compuestos 

de mismo RF y se concentraron en una sola. 

Dichas fases fueron seleccionadas conforme a los resultados observados en CCF en 

CH2Cl3:MetOH (95:5) para su cuantificación y para la purificación de los compuestos 

fenólicos presentes por medio de una cromatografía en capa preparativa, donde se aplicaron 

200 mg de una fase seleccionada en forma vertical (por medio de un aplicador) a una placa 

DC-Alufolien Kieselgel 60 (20x20 cm/0.2mm) que eluyó en una mezcla de CH2Cl2: MetOH 

(95:5), al terminar la corrida, se dejó secar la placa en campana de extracción y, 

posteriormente, se rasparon y recuperaron por separado los compuestos polifenólicos; cada 

fracción recuperada se re-disolvió y concentró en MetOH para su posterior identificación.  
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 2.2.2 Identificación de estructuras polifenólicas, mediante 

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 

Se realizó una CCF de las fracciones obtenidas mediante cromatografía preparativa en 

columna, de las cuales se observó  la presencia de compuestos con RF similar a muestras 

estándar de flavonoides de interés, para los cuales posteriormente se obtendrían los espectros 

de RMN 1H en los equipos Varian Unity Inova (300 MHz) y Agilent MR (400 MHz). Para 

ello, se disolvieron cada una de las fracciones en disolventes deuterados a 300 MHz para la 

caracterización de 1H, utilizando TMS como referencia interna, y se colocó cada una en un 

tubo de vidrio delgado entre los polos del imán del equipo. Los datos obtenidos fueron 

procesados con el software MestReNova versión 8.1. 

Los desplazamientos químicos (δ) y las constantes de acoplamiento (J) fueron determinadas 

asumiendo un comportamiento de primer orden. La multiplicidad de las señales se indica 

como: s (simple), d (doble), t (triple), c (cuarteto), q (quinteto), m (múltiple). Las constantes 

de acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las señales en RMN-H1 fueron asignadas con base 

en el desplazamiento químico, multiplicidad y consistencia con una serie de estructuras 

similares. 

 2.3 Funcionalización del Hidrolizado Proteico  

Se llevó a cabo un procedimiento enzimático para la funcionalización del hidrolizado con un 

antioxidante estándar (200 ppm). El mismo tratamiento se realizó en las disoluciones estándar 

de hidrolizado, hidrolizado con enzima y enzima peroxidaza, para corroborar el rendimiento 

de la reacción.  

 2.3.1 Cuantificación promedio de proteína en un hidrolizado proteico.  

Se determinó la concentración de proteína presente en un hidrolizado comercial de Colágeno 

(Gelicart® Sanofi) y un hidrolizado de grenetina (de venta a granel) utilizando el método de 

Lowry, método colorimétrico para proteínas, en el que a la muestra se le añade un reactivo 

que forma un complejo colorido con las proteínas, siendo la intensidad del color proporcional 

a la concentración de éstas, según la ley de Lambert-Beer A= ε.l.c. donde ε= coeficiente 

molar de extinción, l= longitud de la celda, y c= concentración molar del analito.  
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 2.3.2 Evaluación de la actividad enzimática de la peroxidasa comercial 

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son enzimas oxidorreductasas que catalizan reacciones 

bisustrato de carácter oxido-reducción (redox) de un amplio número de sustratos orgánicos e 

inorgánicos, utilizando la capacidad oxidante del peróxido de hidrógeno (BRENDA, 2018). 

Preliminarmente, se determinó la actividad enzimática de una peroxidasa comercial 

(Peroxidasa de Horseradish Sigma-Aldrich) utilizando como sustrato guayacol (40mM), que 

se oxida a un complejo colorido de tetraguayacol en presencia de H2O2 (40mM) que se lee a 

ƛ=470 nm. 

 2.3.3 Acoplamiento del antioxidante, vía enzimática, a un hidrolizado 

proteico  

Los antioxidantes que contienen grupos carboxilo libres se pueden unir a una amina primaria 

(procedente de algún residuo de lisina de la proteína o de un grupo amino terminal) para 

formar amidas usando reactivos de acoplamiento (Arizmendi, 2016). Para los antioxidantes 

de naturaleza flavonoide, existen evidencias experimentales de que se pueden unir 

covalentemente a proteínas mediante procesos radicalarios catalizados por peroxidasas, 

aunque no se conoce con precisión el sitio de unión entre la proteína y el antioxidante. 

De acuerdo con experimentaciones basadas en la funcionalización de películas bioactivas, 

para esta tesis se determinó que las condiciones de concentración para el acoplamiento 

enzimático son las siguientes: una solución al 5% de proteína de colágeno hidrolizado 

reacciona con una concentración de antioxidante de 200 ppm (quercetina, kaempferol ó ácido 

cafeico) en una relación de 0.4 mg antioxidante/g proteína y una unidad de peroxidasa/0.5 

mg antioxidante; más la adición de 30µg H2O2 (5%) / U peroxidasa cada 10 min por 1.5 

horas.  Las condiciones óptimas de pH y temperatura para la actividad enzimática son pH= 

7 y 40°C. 

Con base en lo anterior la disolución de hidrolizado de colágeno (5%) se sometió a agitación 

en un baño caliente a una temperatura promedio de 40°C por 10 minutos. Posteriormente, se 

añadió la solución 200 ppm de antioxidante estándar, una disolución de peroxidasa 0.4 

mg/mL (Peroxidasa de Horseradish Tipi I, Sigma-Aldrich) y 30 µL de H2O2 (5%). Se 
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mantuvo la agitación y dicha temperatura durante 1.5 horas agregando 1.5 µL de H2O2 (5%) 

cada 10 minutos. 

 2.3.4 Purificación del hidrolizado por precipitación etanólica  

Se realizó una purificación del producto de la reacción de acoplamiento enzimático por medio 

de la precipitación de proteínas o de péptidos grandes de los hidrolizados de colágeno. Se 

adicionó un disolvente orgánico (etanol/acetona) para producir  un  precipitado, debido a que 

el disolvente presenta una constante dieléctrica menor a la del agua (medio de reacción), lo 

que produce un incremento en las fuerzas de atracción entre las cargas opuestas de las 

proteínas y una disminución en el grado de ionización de las cadenas laterales disminuyendo 

la solubilidad de éstas. 

 

 2.3.4 Comprobación de la unión enzimática hidrolizado-antioxidante 

Se le determinó, tanto al sobrenadante como a la resuspensión de hidrolizado funcionalizado,  

la capacidad antioxidante (mediante los métodos del efecto secuestrante del radical ABTS•+ 

y DPPH•), la concentración de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau, y se 

cuantificó la proteína presente en el sobrenadante por el método de Lowry para determinar 

si el acoplamiento fue exitoso.  

 

 2.3.5 Síntesis de Tripéptido Boc-Hyp-Gly(Cbz)-OCH3  

La síntesis del tripéptido Boc-Hyp-Gly(Cbz)-OCH3 se realizó mediante la adaptación 

del método de funcionalización peptídica en medio acuoso utilizando EDC como 

activador propuesta por Pu, Y., et al., (2009)  

 Etapa 1. Síntesis de Dipéptido Boc-Gly-Lys(Cbz)-OCH3. 

Se colocó bajo una atmósfera inerte (N2) y baño de hielo (0°C)  un equivalente de Boc-Gly-

OPN (Sigma-Aldrich) y un equivalente de HCl-Lys(Cbz)-OCH3 (Sigma-Aldrich) en THF 

anhidro. Posteriormente, se añadió lentamente un equivalente de trietilamina y se dejó la 

reacción en estas condiciones por 24 horas. Para confirmar la aparición del producto se 

realizó una CCF en AcOEt:Hexano (1:1) y se procedió a concentrar a sequedad a vacío a 
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35°C. El producto de reacción se re-disolvió en 25 mL de AcOEt y se llevaron a cabo tres 

lavados de 25 mL, cada uno con diferentes soluciones: el primero con ácido cítrico 10%, el 

segundo con una solución saturada de NaHCO3 y el tercero con una solución saturada de 

NaCl. El producto se secó con Na2SO4 anhidro y se concentró. El residuo se purificó 

mediante una cromatografía en columna flash con un volumen de AcOEt:Hexano (1:1) para 

recuperar el p-nitrofenol remanente, y con dos volúmenes de una solución AcOEt:Hexano 

(1:3) para recuperar el producto peptídico, mimo que se concentró y envió para identificación 

mediante RMN. Al tener la confirmación de la existencia del dipéptido (Boc-Gly-Lys(Cbz)-

OCH3) se procedió a la desprotección del grupo Boc-Gly, utilizando una solución de CH2Cl2 

anhidro + TFA durante una hora en agitación. 

  

 Etapa 2. Unión del Dipéptido Boc-Gly-Lys(Cbz)-OCH3 a Boc-Hyp. 

Se colocó nuevamente en atmosfera inerte y baño de hielo, un equivalente de dipéptido 

concentrado, un equivalente de Boc-Hyp-OH (Sigma-Aldrich) y un equivalente de EDC-HCl 

disueltos en THF anhidro. Igualmente, se añadieron lentamente dos equivalentes de 

trietilamina y se dejó en reacción por 24 horas. Se realizó una CCF para confirmar la 

aparición del producto. Dicho producto se re-disolvió en AcOEt: Agua y se llevó a cabo una 

separación líquido-líquido en la que se recuperó la fase orgánica, la cual se sometio a los 

mismos lavados y tratamientos de la etapa 1. 

 

 Etapa 3. Desprotección de Tripéptido Boc-Hyp-Gly-Lys(Cbz)-OCH3. 

Al tener la confirmación de la existencia del tripéptido, se llevó a cabo la desprotección del 

grupo Cbz unido al grupo amino de la cadena residual de Lys, mediante hidrógenólisis 

(ruptura de enlaces por H2) del enlace C-O a temperatura ambiente y en condiciones neutras, 

empleando un globo lleno de H2 (g) en presencia de Pd/C al 10%. 
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3) RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 3.1 Extracción de Polifenoles de Chía  

Existen diferentes métodos y técnicas cromatografías para determinar la concentración de 

compuestos fenólicos extraídos de matrices alimentarias, comúnmente se utilizan disolventes 

polares o mezclas de éstos (metanol, etanol, acetona, acetato de etilo)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

Kunradi, et al. (2011). La eficiencia de una extracción aumenta según la polaridad del 

disolvente empleado. Se ha demostrado que la mejor extracción de compuestos fenólicos se 

lleva a cabo con una mezcla metanol-agua debido a su alta polaridad (Tabart,  et al., 2017). 

Durante esta experimentación se realizaron extracciones ácido-etanólicas (60°C/4h) y 

posteriores extracciones semicontinuas  con  éter etílico (60°C/3h) para remover el exceso 

de compuestos alifáticos presentes en el extracto de la semilla; dicho extracto se caracterizó 

de acuerdo con su contenido de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu. 

Los resultados se expresan en la Tabla 3.1.                                                                                                                                

Tabla 3.1. Polifenoles totales (mg EAC / g de semilla de Chía). 

 mg EAC / g semilla 

Extracto en éter etílico 1.242a± 0.37 

Extracto ácido-EtOH 3.619b± 0.76 

*EAC = equivalentes de ácido cafeico 

*Resultados promedio de tres repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

*La diferencia de letras indica una diferencia significativa (α=0.05) entre la composición de 

los extractos. 

 

Se utilizó ácido cafeico como estándar de calibración debido a que es el antioxidante en 

mayor proporción en la semilla, por lo que su presencia reflejaría una aproximación 

significativa al contenido total de polifenoles. Reyes, C., et.al. (2008) informaron valores de 

0.88-0.92a mg EAG*/g semilla, y Marineli, R.,  et al. (2014) obtuvieron 0.92b mg EAG*/g 

semilla. (*EAG equivalentes de ácido gálico) respectivos en extracto ácido metanolico. 

Existe una diferencia significativa (α=0.05) entre los valores reportados de la literatura y los 

de esta tesis que de acuerdo con la Tabla 3.1, cuya diferencia puede radicar principalmente 
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en el método de extracción y el cálculo de equivalentes; ya que en el presente trabajo se 

utilizó etanol a temperatura ambiente y se implementó una segunda extracción del extracto 

en éter etílico, y se tomó como referencia de calibración equivalentes de ácido cafeico 

(antioxidante en mayor concentración en el extracto). Es importante considerar, de igual 

manera, la concentración de polifenoles presentes en la semilla, que se ve afectada por la 

región geográfica en la que se siembra la Chía. 

La cantidad de grupos polifenólicos presentes en el extracto es muy variada, sin embargo, 

uno de los principales, es el grupo de los flavonoides. La cuantificación de flavonoides (ver 

Tabla 3.2), se llevó a cabo por medio de una técnica colorimétrica a una absorbancia igual a 

415 nm, que implica la formación de un complejo colorido Flavonoide-Aluminio Chang, et 

al. (2002), (ver Figura 3.1), donde  se empleo el glucósido de rutina como antioxidante patrón 

(𝑦 = 0.1372 + 0.016𝑥, r2
=0.998). 

R3

OR5

O

Flavonol

O

O

AlCl3

O
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R
R
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b) Formación de complejo ácido.

O

R

R

R

R

  

Figura 3.1. Formación de complejo ácido Al-C en flavonoides y flavonoles. 

 

El principio de dicha técnica, se basa en que el AlCl3 forma complejos ácidos estables con el 

C-4 del grupo ceto, con el C-3 o C-5 de los grupos hidroxilo de las flavonas y flavonoles, y 

también forma grupos lábiles con el grupo o-dihidroxílico en el anillo A o B de los 

flavonoides (Figura 3.1).  
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Tabla 3.2. Contenido total de Flavonoides y Flavonoles. 

 Flavonoides 
(mg ER/g semilla) 

Flavonoles 
(mg ER/ g semilla) 

Extracto en éter etílico 0.547a± 0.098 0.133b±0.028 

Extracto ácido-EtOH 0.763b± 0.046 0.049a± 0.019 

*Cantidades reportadas en mg ER (equivalente de Rutina) / g semilla. 

*Resultados promedio de tres repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

*La diferencia de letras indica una diferencia significativa (α=0.05) entre la composición de 

los extractos. 

 

 

La cantidad de flavonoles y flavonas, presentes en el extracto de Chía son de suma 

importancia debido a sus características estructurales y a sus propiedades secuestradoras de 

especies radicales (Moure, et al., 2008). La cuantificación de flavonoles totales presentes en 

el extracto se muestra en la Tabla 3.2. 

Los antioxidantes presentes en la Chía se pueden clasificar en dos grandes grupos 

dependiendo de su estructura química:flavonoides, con diferentes sustituyentes hidroxilo en 

su estructura, tales como la quercetina, y aquellos que tienen un grupo carboxilo libre, como 

los ácidos cafeico y gálico (Figura 3.2).   

 

 

Figura 3.2. Estructuras de la quercetina, ácido cafeico y ácido gálico. 

 

Se puede observar, en la Figura 3.3, un gráfico con las diferencias entre las concentraciones 

de polifenoles totales, flavonoides y flavonoles recuperados en la extracción ácido-etanólica 

y en la extracción con éter etílico. Mientras que el extracto recuperado de la hidrólisis ácida 
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presenta mayor eficiencia en la extracción de polifenoles totales (3.619 mg EAC/ g semilla 

contra 1.319 mg EAC/g semilla en la extracción con éter etílico); la extracción adicional con 

éter etílico mejora la obtención de flavonoides, ya que se recuperaron 0.763 mg EAC/g 

semilla, a diferencia de la hidrólisis ácida, en la cual se recuperaron tan sólo 0.547 mg EAC/g 

semilla, así mismo, se recuperaron 0.133 mg EAC/g semilla en la extracción de flavonoles 

en comparación con 0.049 mg EAC/g en la hidrólisis ácida. 

Figura 3.3. Rendimientos de polifenoles, flavonoides y flavonoles entre procesos de 

extracción (hidrólisis ácida y extracción secundaria con éter etílico). 

 

*Polifenoles totales (mg EAC/g semilla), flavonoides y flavonoles (mg ER/g semilla) de semilla de Chía tratada. 

*Resultados promedio de tres repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

*La diferencia entre colores indica una diferencia significativa (α=0.05) entre la concentración de los extractos. 

 

 

Como se observa en la Figura 3.1.3, la hidrólisis ácida etanólica en la semilla de Chía es más 

eficiente para la obtención de un gran número de compuestos polifenólicos, sin embargo, no 

es suficiente para obtener un rendimiento significativo de flavonoides y flavonoles, 

compuestos de interés en esta investigación. La extracción secundaria en éter etílico del 

extracto ácido aumentó en 13.95% la recuperación de flavonoides y en un 27.14% la 

recuperación de flavonoles en la semilla de Chía. 

Después de la caracterización cuantitativa de polifenoles en el extracto, se determinó la 

capacidad antioxidante del mismo mediante los métodos del efecto “secuestrante” de  

radicales DPPH• y ABTS+•. En la tabla 3.3, se muestran los valores obtenidos. 
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Tabla 3.3. Capacidad Antioxidante del extracto de Chía. 

 

Radical ABTS+• Radical DPPH• 
87.96a±2.6% 92.43b±3.2% 

 

*Reportado en equivalentes Trolox 

** Resultados promedio de tres repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

***La diferencia de letras indica una diferencia significativa (α=0.05) entre el radical utilizado. 

 

 

El compuesto ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2 carboxílico (Trolox, ver figura 3.4) 

es un análogo del α-tocoferol soluble en agua, es conocido por su alta capacidad antioxidante 

y, por esto, se utiliza como compuesto de referencia para la determinación de Capacidad 

Antioxidante expresada como equivalentes de Trolox (Oehlke et al., 2011). Por esta razón, 

se realizaron curvas de calibración con Trolox para formar los radicales ABTS+• y DPPH•.  

 

Trolox

HO

O

O

OH

 

Figura 3.4. Estructura 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico (TROLOX). 

 

En la experimentación, se observó que, mediante el ensayo del radical DPPH•, se obtuvo un 

porcentaje de actividad antioxidante mayor que en el ensayo del radical ABTS+•. Algunas 

razones de la diferencia son: la distinta longitud de onda en la que se mide cada ensayo 

(ABTS+• 734nm y DPPH• 517nm), debido a que desde la región del visible hay interferencias 

en la medición de moléculas cromóforas como antocianinas y carotenoides (Beserra-Almeida 

et al., 2011). 
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Figura 3.5. Curva Patrón de Actividad Antioxidante para radical ABTS•+. 

 

 

Figura 3.6. Curva Patrón de Actividad Antioxidante para el radical DPPH•. 

 

Otra razón de la diferencia en el porcentaje de actividad antioxidante entre ambos métodos 

es el mecanismo de reacción del radical DPPH• en presencia de antioxidantes, que está 

directamente relacionado con la conformación estructural de los mismos, es decir un 

antioxidante pequeño mejorará su capacidad antioxidante, mientras que el radical ABTS+• 

está impedido estéricamente (Beserra-Almeida et al., 2011). Sin embargo, la actividad 
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antioxidante de los compuestos fenólicos de la Chía en ambas pruebas corroboran que son 

excelentes donadores de radical H•.  
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Figura 3.7 Estructura radical DPPH• y radical ABTS•+ 

 

 3.2 Separación de polifenoles mediante cromatografía preparativa en 

columna 

Se realizó una cromatografía en columna flash al extracto de la 

semilla tratado con éter etílico utilizando un volumen de AcOEt-

Hexano (2:1) y dos volúmenes de CH2Cl2-MetOH (9:1) como 

fase móvil, y sílica 60 (0.04-0.063 nm) para cromatografía en 

columna como fase estacionaria, se colectaron en total 32 

fracciones de 10 mL cada una. Para verificar la separación de 

polifenoles presentes en el extracto, se realizó una cromatografía 

de capa fina (1:1 CH2Cl2:MetOH) y se utilizaron soluciones 

estándar (200 ppm) de ácido cafeico,  kaempferol, quercetina y 

ácido Gálico. 

De las fracciones recolectadas, se decidió mezclar las fracciones 

con Rf similares entre sí, bajo el supuesto de que un solo 

compuesto tiene el mismo Rf. En la tabla 3.4, se muestran los Rf 

para dichas fracciones de extractos de éter, así como el del 

estándar de quercetina y kaempferol (ambos de Sigma-Aldrich).  

Figura 3.8. Comparación por 

CCF del extracto crudo 

(extracción secundaria en 

éter etílico). 
*Donde Q= estándar de quercetina, 

m= muestra de extracto y K= 
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Las fracciones E (de una primera extracción en éter etílico) se identificaron por RMN-H1, sin 

embargo, en una segunda extracción se recolectaron cuatro fracciones (M), y debido a que 

los RF´s de estás no son singulares (ver Figura 3.9) se procedió a una segunda purificación 

de la muestra (M2 y M3) por cromatografía de capa preparativa y a la cuantificación de 

polifenoles, flavonoides, flavonoles, así como a medir la capacidad antioxidante de cada 

fracción. 

Tabla 3.4. Rf obtenidos por CCF de los compuestos separados del extracto por extracción 

secundaria en éter etílico, comparados contra estándares eluidos en la fase móvil de 

CH2Cl2:MetOH (95:5) de diferentes fracciones colectadas. 

          

 CH2Cl2:MetOH 

Quercetina (Q) 0.41 
Kaempferol (K) 0.55 

Fracción E2-8 (E2-8) 0.42 
Fracción E9-16 (E9-16) 0.55 

Figura 3.9. Comparación por CCF 

de fracciones M2 purificadas 

mediante CCP. 

*Serie de fracciones eluidas en 

CH2Cl2:MetOH (96:4). 
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La técnica de cromatografía en capa preparativa (CCP) es análogo a la CCF, ya que permite 

purificar suficiente cantidad de compuesto para un posterior análisis. Lo anterior, debido a 

que el grosor de la fase estacionaria (generalmente sílica) es mayor que el de una placa normal 

(0.5 a 2 nm), permitiendo recuperar el analito por raspado de la placa. 

La CCP permitió la recuperación de las fracciones M2 y M3, que presentaron un alto 

contenido de polifenoles, flavonoides y flavonoles en la cuantificación de cada fase 

recuperada (ver Tabla 3.5). Por su evidente contenido de polifenoles, se emplearon para 

utilizar una CCF en la que se empleó una mezcla de disolventes CH2Cl2-MetOH (96:4).  

Figura 3.10. Comparación por 

CCF de fracciones M del extracto 

obtenido con éter etílico. 

*Fracciones eluidas en CH2Cl2:MetOH 

(96:4). Donde K= estándar de kaempferol, 

m#= número de fracción M, Q= estándar 

de quercetina y Cf= estándar de ácido 

cafeico. 

Figura 3.11. Sistema de elución 

en la Cromatografía por Capa Fina 

Preparativa de la fase M2. 

*Fracciones eluidas en CH2Cl2:MetOH 

(96:4). 
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Se utilizaron 245 mg de la fracción M2 y 275 mg de la fracción M3 corrida en una placa DC-

Alufolien Kieselgel 60 (20x20 cm./0.2mm) en un medio CH2Cl2:MetOH (95:5). En estas 

condiciones se recuperaron 10 fracciones de cada extracto. Para cada uno se cuantificaron   

polifenoles, flavonoides y flavonoles, y se evaluó su capacidad antioxidante (ver tabla 3.6 y 

3.7).  

Tabla 3.5. Contenido total de polifenoles, flavonoides, flavonoles y capacidad antioxidante 

de fracciones M recuperadas de extracto en éter etílico. 

Fracción 
Polifenoles 

Totales 
(mgEAC/g semilla) 

Flavonoides 
(mgEAC/g 

semilla) 

Flavonoles 
(mgEAC/g 

semilla) 

Capacidad 
Antioxidante 

(%) 
M1 0.027 60.30 35.99 21.9 

M2 0.035 61.00 100.07 76.96 

M3 0.052 68.85 81.19 21.39 

M4 0.037 288.3 48.37 22.33 
 

*Resultado promedio de tres análisis a la misma muestra. 

**% capacidad antioxidante reportado en equivalentes Trolox. 

 

 

 

 

Figura 3.12  Revelado de CCP por medio de luz UV, de la fracción M2 recuperada. 
*Fracciones eluidas en CH2Cl2:MetOH (96:4). 

*Imagen con contraste de color.  

Estándar 

 Quercetina 

Estándar Kaempferol 

Fracción M2 

Fracción M5 
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Tabla 3.6 Contenido total de polifenoles, flavonoides, flavonoles y capacidad antioxidante 

de fracciones M2 recuperadas por CCP. 

 

Fracción Polifenoles 
Totales 

(µgEAC/g semilla) 

Flavonoides 
(mgEAC/g 

semilla) 

Flavonoles 
(mgEAC/g 

semilla) 

Capacidad 
Antioxidante 

(%) 

M2-1 11.0 5.05 730.84 4.69 

M2-2 8.29 5.93 621.14 12.30 

M2-3 4.16 2.56 158.00 17.52 

M2-4 7.20 8.33 115.80 0.06 

M2-5 3.27 3.00 171.86 19.09 

M2-6 8.18 3.89 168.3 18.87 

M2-7 8.02 93.2 68.93 4.85 

M2-8 36.0 27.3 240.9 3.20 

M2-9 0.65 7.17 46.04 3.10 

M2-10 5.97 156.2 665.0 4.06 
*Resultado promedio de tres análisis a la misma muestra. 

**% capacidad antioxidante reportado en equivalentes Trolox. 

 

Tabla 3.7  Contenido total de polifenoles, flavonoides, flavonoles y capacidad antioxidante 

de fracciones M3 recuperadas por CCP. 

 

Fracción 
Polifenoles 

Totales 
(µgEAC/g semilla) 

Flavonoides 
(mgEAC/g 

semilla) 

Flavonoles 
(mgEAC/g 

semilla) 

Capacidad 
Antioxidante 

(%) 
M3-1 24.2 197.24 128.87 91.4 

M3-2 0.92 0.093 76.96 38.34 

M3-3 0.82 0.011 70.09 26.91 

M3-4 0.06 0.066 57.16 92.95 

M3-5 3.00 13.85 46.61 31.29 

M3-6 5.29 0.308 49.35 20.5 

M3-7 1.34 8.76 127.57 7.82 

M3-8 18.69 45.81 10.63 13.46 

M3-9 5.35 0.234 17.99 23.78 

M3-10 12.00 1.17 28.96 11.89 
*Resultado promedio de tres análisis a la misma muestra. 

**% capacidad antioxidante reportado en equivalentes Trolox. 
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El contenido de polifenoles totales, flavonoles y flavonoides cuantificado en cada fracción y 

el valor de Rf obtenido por CCF en un sistema CH2Cl2-MetOH (95:5), permitió decidir que 

las fracciones M2-3, M2-5, M2-7 y M3-10 fueran analizadas por HPLC-M (ver figuras 3.15, 

3.16 y 3.17, respectivamente), como herramientas para ilustrar sus estructuras y obtener sus 

pesos moleculares. En la tabla 3.8 se muestran los valores obtenidos de Rf para dichas 

fracciones, así como los RF del posible compuesto que podrían contener. 

Tabla 3.8. Valores Rf obtenidos por CCF de las fracciones M2 y M3 del extracto en éter 

etilico, eluidos en fase móvil CH2Cl2-MetOH (95:5). 

Q K M2-3 M2-5

CH2Cl2:MetOH (95:5)

M3-10
  

 

 3.3 Determinación estructural de polifenoles de Chía presentes en el 

extracto éter etílico  

Los núcleos de átomos en los cuales al menos un protón o un neutrón son impares, poseen 

una propiedad mecánico-cuántica llamada éspin nuclear, y se comportan como pequeños 

imanes. Ejemplos de tales átomos incluyen 1H, 13C, 15N, 19F y 31P. La Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) es la absorción selectiva de ondas de radio de alta frecuencia por ciertos 

núcleos atómicos que tienen éspin nuclear y que son sometidos a un campo magnético fuerte 

estacionario adecuado. La absorción selectiva de energía se conoce como resonancia, y 

proporciona información valiosa para la elucidación estructural de compuestos orgánicos. 

Se obtuvieron los espectros de RMN-H1 de las fracciones aisladas por cromatografía en 

columna de sílica de gel y por cromatografía en placa preparativa del extracto de la semilla 

Analito Rf 

Quercetina 0.5 

Kaempferol 0.41 

M2-3 0.52 

M2-5 0.48 

M3-10 0.62 



40 
 

de Chía en un equipo Varian Unnity Inova (300 MHz) con tetrametilsilano (TMS) como 

referencia interna. 

Uno de los criterios que permite calificar como aromático a un compuesto cíclico insaturado 

consiste en determinar la región del espectro en la que absorbe energía. Esta absorción de 

energía se gráfica, y la posición de las señales (resonancias) respecto a una referencia (TMS) 

proporciona información que permite su clasificación. En los espectros de RMN-H1, se 

pueden observar los valores de desplazamiento químico (δ) en el eje horizontal, en partes por 

millón (ppm), Dichos valores resultan de la fuerza de campo efectivo de los núcleos de H, 

debido a que cada hidrógeno es electrónicamente diferente en cada molécula y tiene una 

absorción única. La mayoría de los compuestos aromáticos presentan señales características 

en la región comprendida entre 6 y 8 partes por millón (ppm) respecto al TMS (Hans, J. 

2017).  

Se utilizaron dos diferentes disolventes en el análisis de las fracciones; el primero es metanol 

deuterado (CD3OD), que al entrar en contacto con la muestra intercambia el deuterio por 

protones de la misma en pequeña proporción, este disolvente residual presenta señales en 

4.87 y 3.31 ppm. Razón por la cual en los espectros mostrados a continuación (Figura 3.13 y 

3.14) se observan señales en aproximadamente 4.5-5 y en 3.25-3.5 ppm. El segundo 

disolvente residual es deuterocloroformo (CDCl3) que generalmente muestra un pico en 7.26 

ppm. Para el caso particular de los polifenoles, aparecen dos señales características con 

intensidad relativa de 2:1; una señal en campo bajo asignada a los átomos de hidrógeno del 

anillo aromático del polifenol con un desplazamiento químico entre 6-8 ppm. 

En los espectros mostrados a continuación (Figura 3.13 y 3.14), se observan componentes no 

deseados, como grasa u otros compuestos alifáticos que no se lograron retirar del todo en las 

extracciónes. Estas señales aparecen en el intervalo de 0 a 5 ppm; algunos ejemplos son las 

resonancias de CH3=0.88 ppm o CH2 en 1.29 ppm. 

Respecto a las fracciones E2-8 y E9-16 recuperadas de la primera extracción del extracto crudo 

en éter etílico se observan señales en los espectros de RMN-H1 con un desplazamiento 

químico entre 7 y 8 ppm (ver Figura 3.13 y 3.14), valores que indican la presencia de 

compuestos aromáticos. Sin embargo, la concentración de polifenoles extraídos en la semilla 
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no es suficiente para asegurar el tipo particular de antioxidante, por lo que no se logró una 

identificación precisa del antioxidante en cuestión.  

 

 

 

Figura 3.13. Espectro de fracción E2-8 del extracto crudo en éter etílico por espectroscopia 

de RMN-H1. 

 

*En el espectro se encuentran señales (recuadro rojo) con un desplazamiento químico entre 6.5 y 7 

ppm, características de un compuesto aromático en un espectro de RMN-H1; se observa además una 

señal en 7.26 ppm proveniente de deuterocloroformo residual (CDCl3). Sin embargo, la concentración 

de compuestos aromáticos (polifenoles de interés) no es suficiente para determinar de qué compuesto 

se trata, solo podemos confirmar la presencia de compuestos aromáticos en este extracto. 

 

 



42 
 

 

 

 

Figura 3.14. Espectro de la fracción E9-16 del extracto crudo en éter etílico por 

espectroscopia de RMN-1H. 

 

*En este espectro se pueden apreciar señales características de un compuesto aromático 

aproximadamente en 6.8 ppm y entre 7.3-7.8 ppm, que podrían ser características de quercetina, y la 

señal característica del deuterocloroformo residual (CDCl3) en 7.26 ppm. La concentración de 

compuestos aromáticos en el extracto no es suficiente para determinar el tipo particular de polifenol 

que se esperaba, sin embargo, podemos confirmar la presencia de compuestos aromáticos en este 

extracto. 
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Figura 3.15. Espectro RMN-1H de la fracción M3-10 procedente de una CCP. 

 

*Las señales en el espectro dentro del rango de desplazamiento químico 7.72-7.63 ppm y 5.35 ppm, 

podrían indicar la presencia de ácido clorogenico. Sin embargo, la señal singulete en 5.35 ppm 

descarta la posibilidad de que sea este compuesto puro, ya que en este desplazamiento químico se 

encuentra un sextuplete en este desplazamiento, ver figura 3.3.3.1. 
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Figura 3.15.1. Espectro estándar ácido clorogénico por RMN-H1. 
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Figura 3.16 Espectro RMN-1H de la fracción M2-5, procedente de una CCP. 

 

*En este espectro se pueden observar señales de desplazamiento químico entre 5.2 y 7.8 ppm, zona 

de identificación de compuestos aromáticos. Este espectro había sido identificado por CCP (Rf=0.48) 

como quercetina por su similitud en dicha cromatografía, sin embargo, aunque muestre similitudes 

(ver figura 3.15.1), las señales están desplazadas hacia campo alto, por lo que podríamos declarar que 

es un compuesto con estructura similar o una mezcla de ellos. 
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Figura 3.16.1 Espectro estándar quercetina por RMN-H1. 
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Figura 3.17. Espectro RMN-1H de la fracción M2-3, procedente de una CCP. 

 

*Este espectro, al igual que el de la fracción M2-5 (figura 3.3.4), presenta señales similares al espectro 

estándar de quercetina (ver figura 3.16.1). Las señales ubicadas entre 5.5 y 7.8 ppm son características 

de compuestos aromáticos por lo que podemos declarar su presencia en esta fracción; sin embargo, 

el espectro no demuestra que se trate de quecetina. 
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 3.4 Acoplamiento de Proteína 

La reacción de acoplamiento se hizo con base en la evidencia experimental existente sobre 

la unión covalente entre una amina primaria (procedente de algún residuo de lisina de la 

proteína o de un grupo amino terminal) y el antioxidante (Arizmendi, N. 2016). 

La implementación de peroxidasa como catalizador formará un radical en alguno de los 

átomos del polifenol. Este intermediario reaccionará mediante un proceso radicalario para 

unirse covalentemente a un residuo de lisina o a un grupo amino terminal de la proteína. 

Debido a la complejidad del espectro de RMN-H1 de la proteína, sólo se pudo confirmar que 

se llevó a cabo la unión, aunque no se conoce con exactitud el sitio de unión entre las dos 

moléculas.   
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Figura 3.18. Bosquejo de reacción entre Quercetina y una cadena polipeptídica formada 

por Hyl-Gly-Hyp. 

 

Para que se llevara a cabo la reacción de acoplamiento enzimático, se agregó a la solución de 

proteína hidrolizada (5%) un estándar de 200 ppm de antioxidante: ácido cafeico (AC), 

quercetina (Q) y kaempferol (K),  así como una unidad de peroxidasa; posteriormente para 

generar el medio oxidante, se adicionó H2O2 a una concentración de 1.2 µM cada 10min en 

condiciones óptimas para la enzima (40°C, pH=7) durante un periodo de 1.5 horas.  
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Para corroborar dicha unión, se cuantificó el antioxidante remanente producto de la 

purificación del hidrolizado, así como su capacidad antioxidante.  

 

 3.4.1 Comprobación de la unión enzimática antioxidante-proteína 

Una vez finalizada la reacción de acoplamiento, se determinó la eficiencia de la reacción y 

la unión del polifenol a la proteína. Para ello, se purificó la proteína funcionalizada, mediante 

precipitación etanólica, con el fin de eliminar el antioxidante remanente. Al sobrenadante se 

le cuantificaron polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu, con la finalidad 

de medir la cantidad de antioxidante que no se enlazó a la proteína y así diferenciarlo del que 

sí se acopló. Los resultados se observan en la Tabla 3.9. 

Tabla 3.9 Concentraciones de antioxidante estándar remanente en el sobrenadante de la 

purificación de la reacción de acoplamiento. 

 Colágeno Hidrolizado Grenetina Hidrolizada 

Procedencia 
[Quercetina] 

(ppm) 
[Kaempferol] 

(ppm) 
[Ácido 
cafeico] 
(ppm) 

[Quercetina] 
(ppm) 

[Kaempferol] 
(ppm) 

[Ácido 
cafeico] 
(ppm) 

Principio de la 

reacción 
200 200 200 200 200 200 

Sobrenadante 0.01±0.06 0.18±0.09 0.01±0.03 0.32±0.12 0.17±0.05 0.49±0.63 

Rendimiento de 

la reacción 
99.85% 99.84% 99.90% 99.68% 99.64% 99.51% 

*Resultados expresados considerando Blanco de hidrolizado + Blanco c/enzima sin antioxidante. 

** Resultados promedio de cinco repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

 

Con base en los resultados (ver tabla 3.9), se observó de manera indirecta que 

aproximadamente el 99% del antioxidante estándar reacciona con la proteína, no obstante, 

esta prueba no es suficiente para asegurar que se llevó a cabo la formación del enlace amida.  

La implementación de la enzima como catalizador de la reacción ha aumentado 

considerablemente el rendimiento de esta ultima si se comparan los resultados obtenidos en 

este experimento con los reportados por Arizmendi (2016), donde se indica que el 

rendimiento al utilizar ácido cafeico como antioxidante modelo fue tan solo de 56.63%. Es 
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importante considerar que el estudio antes mencionado se realizó con proteína de colágeno 

extraída de piel de pollo y el acoplamiento se llevó a cabo con reactivos de acoplamiento de 

química de péptidos (por ejemplo EDC), y que el colágeno hidrolizado comercial tiene más 

sitios activos disponibles, provocados por la hidrólisis de enlaces peptídicos durante su 

obtención. A pesar de la diferencia de tratamiento (Arizmendi, 2016), se muestra que la 

implementación de la enzima en la reacción de acoplamiento antioxidante-proteína aumenta 

el rendimiento de la misma.  

 

 3.4.2 Re-suspensión de la proteína funcionalizada  

La proteína funcionalizada que se purificó, mediante precipitación etanólica, se re-suspendió 

en un volumen mínimo de agua destilada (5 mL) para cuantificar la capacidad antioxidante 

de la proteína acoplada mediante el método de efecto secuestrante del radical ABTS•. A 

continuación, en la Tabla 3.10 se muestran los resultados. 

Tabla 3.10 Porcentaje de capacidad antioxidante estándar de la proteína funcionalizada y 

purificada. 

 Hidrolizado 
s/polifenoles 

Quercetina Kaempferol Ácido Cafeico 

Colágeno 

Hidrolizado  
23.88b±0.48% 75.85a±1.23% 75.72a±3.12% 75.76a±2.17% 

Grenetina 

Hidrolizada 
16.35a±1.24% 83.33b±2.83% 81.46b±3.02% 82.7b±2.89% 

 

* Resultados promedio de cinco repeticiones ± la desviación estándar. C.V.< 5%. 

**Resultados reportados en % de actividad antioxidante en la proteína funcionalizada. 

***Resultado repostados considerando Blanco de hidrolizado + Blanco c/enzima sin antioxidante. 

****Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa, α=0.05% (a>b) 

 

Con base en estos resultados, se comprobó que el hidrolizado funcionalizado con estándar de 

antioxidantes, presenta una actividad antioxidante mayor a la que tiene por sí sólo (16.35% 

Grenetina Hidrolizada y 23.88% Colágeno Hidrolizado); por se puede fundamentar que el 

acoplamiento ocurrió. 

Los hidrolizados comerciales de colágeno son generalmente del tipo II, cartílago de 

articulaciones, (Richar-Blum et al., 2011), donde aproximadamente el 30% de los 
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aminoácidos totales son glicina (Gly), y el 25% hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl), 

el producto per se podría contar con moléculas con estructuras cíclicas y probablemente 

aromáticas derivadas del proceso de hidrólisis industrial que interferirían con la 

identificación de la unión covalente. La diferencia entre la capacidad antioxidante de cada 

tipo de hidrolizado corresponde a la purificación y calidad de cada producto, pues éstos 

sufren una o varias hidrólisis proteicas (con enzimas especializadas) dependiendo de su uso 

comercial. 

En el siguiente esquema (Figura 3.19), se muestra un bosquejo de la reacción de 

acoplamiento entre un flavonoide (kaempferol) y una cadena polipeptídica típica del 

hidrolizado comercial, observando la unión covalente en un anillo aromático del flavonoide 

debido a su elevada deslocalización electrónica. 
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Figura 3.19. Bosquejo de reacción entre kaempferol y una cadena polipeptídica formada 

por Hyl-Gly-Hyp. 

 

 

 

 3.4.3 Identificación de la unión proteína-antioxidante por medio de 

Resonancia Magnética Protónica (RMN-H1) del precipitado de la 

proteína funcionalizada 

Para comprobar que la funcionalización enzimática del hidrolizado se llevó a cabo 

exitosamente, se obtuvieron los espectros de RMN-H1 de las muestras de colágeno 
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hidrolizado y grenetina hidrolizada funcionalizadas con estándar de quercetina y kaempferol. 

Las muestras se disolvieron en D2O para su análisis en un equipo Varian Unity Inova (300 

MHz). 

En todos los espectros (ver Figuras 3.20-3.24) se observan señales entre 0 y 5 ppm que 

corresponden a las cadenas laterales de los aminoácidos alifáticos del hidrolizado. Las 

resonancias con un δ entre 6.5 y 8.5 ppm son típicas de un compuesto aromático y, por lo 

tanto, corresponden al antioxidante (Figura 3.22). Estos espectros siguieren la unión 

covalente, por vía enzimática, del antioxidante con las aminas primarias disponibles de la 

proteína hidrolizada, aunque no se conoce con exactitud el lugar de la unión covalente. 

Los espectros blanco de ambos hidrolizados (Figura 3.20 y 3.21), presentan una señal a δ 

=7.4, lo que sugiere la presencia de aminoácidos con cadenas laterales aromáticas (como Tyr 

y/o Phe), presentes en la composición nativa del hidrolizado. Al observar esta señal, se 

compararon los desplazamientos químicos de las señales que corresponden a la muestra 

funcionalizada con las del antioxidante estándar purificado. En la Figura 3.4.3.4 se muestra 

una ampliación del espectro de funcionalización de grenetina hidrolizada con estándar de 

quercetina, donde se observan señales en un δ = 8.15, 7.75 y 6.97 ppm, características de 

quercetina purificada (Figura 3.23).  

Estos valores de desplazamiento químico, así como los análisis indirectos a dichos 

hidrolizados indican que la unión por vía enzimática se llevó a cabo y que presenta una mayor 

eficiencia de acoplamiento comparada con estudios anteriores (Arizmendi, 2016), donde la 

unión fue mediante métodos químicos. Las diferencias en desplazamiento químico se deben 

a que el ambiente químico del antioxidante unido a la proteína es diferente al antioxidante 

puro. 
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Figura 3.20 Espectro de RMN-H1 blanco de colágeno hidrolizado. 

Figura 3.21. Espectro de RMN-H1 blanco de grenetina hidrolizada. 
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*Una muestra blanco de colágeno hidrolizado y otra de grenetina hidrolizada se sometieron por 

separado al mismo tratamiento de funcionalización enzimática. En los espectros (figuras 3.20  y 3.21), 

se pueden observar señales en el intervalo 6.5-7.5 ppm, características de compuestos aromáticos, 

que podrían ser reflejo de algunos aminoácidos aromáticos presentes en el hidrolizado o de la 

estructura de la enzima que se utilizó. 

 

 

 

Figura 3.22. Espectro de RMN-H1 de la unión proteína-quercetina (grenetina hidrolizada). 

 

*En este espectro se observan señales con desplazamiento químico entre 5.5 y 8 ppm, 

correspondientes a compuestos aromáticos. Al comparar este espectro con el espectro 

estardar de quercetina (ver Figura 3.24), se pueden observar señales iguales en 6.87 ppm y 

7.65 ppm, y otras señales de desplazamiento químico similar (ver Figura 3.23). Los 

resultados de la RMN-H1 y las pruebas de capacidad antioxidante – polifenoles totales 

realizadas demuestran el acoplamiento proteico con quercetina.  
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Figura 3.23. Ampliación de espectro de RMN-H1 unión proteína-quercetina (grenetina 

hidrolizada). 

 

*Se observan señales en 6.87, 7.65 y 8.15 ppm correspondientes a las señales emitidas por un 

estándar de quercetina (Figura 3.4.3.5). 
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Figura 3.24. Espectro de RMN-H1 muestra estándar de quercetina.  
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 3.4.4 Síntesis de Tripéptido Boc-Hyp-Gly-Lys(Cbz)-OCH3: 

comprobación de la unión covalente entre grupo amino residual de 

Lisina y quercetina. 

 

La presencia de diversos residuos de aminoácidos con estructuras químicas diferentes en una 

proteína tiene como consecuencia que los espectros de RMN-H1 de este tipo de compuestos 

sean difíciles de interpretar y que se complique la asignación precisa de todas las señales. 

Para el caso particular de los espectros de RMN-H1 del acoplamiento entre el antioxidante y 

la proteína hidrolizada, sólo se obtiene información que demuestra la presencia de ambas 

moléculas, pero por las razones expuestas anteriormente, no es posible conocer el sitio exacto 

de la unión. Para reunir información útil para resolver este problema, se planteó la síntesis de 

un tripéptido que contuviera en su estructura los aminoácidos más frecuentes en la proteína 

de colágeno: hidroxiprolina (Hyp), glicina (Gly) y lisina (Lys). Una vez sintetizado el 

tripéptido, se planeó llevar a cabo su acoplamiento, vía enzimática, con el antioxidante 

polifenólico, y debido a que los espectros de RMN-H1 de moléculas pequeñas son 

relativamente sencillos, se podrá conocer con facilidad el sitio de unión entre el antioxidante 

y el péptido, esta información se podrá usar (extrapolar) para comprender mejor la unión del 

antioxidante con la proteína. 

Las reacciones de acoplamiento peptídico han avanzado con el desarrollo de nuevos agentes 

de acoplamiento en síntesis (Han, J. et.al., 2004). Estos agentes han facilitado la síntesis de 

grupos carboxamida, para las que se empleaba comúnmente la condensación de ácidos 

carboxílicos y carboxdiiamidas para la activación del grupo carboxilo (Pu, Y., et al., 2009). 

En este experimento se utilizó el hidrocloroformo de N-(3-dimetilaminopropil)-N-

etilcarboxidiimida (EDC-HCl) como agente activador para el acoplamiento entre los grupos 

carboxilo y amino de aminoácidos comerciales, para la síntesis del tripéptido Boc-Hyp-Gly-

Lys(Cbz)-OCH3. 
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Figura 3.25. Retro-síntesis de Tripeptido Boc-Hyp-Gly-Lys(Cbz)-OMe. 

 

La síntesis del tripéptido se llevó a cabo en dos etapas: la primera, fue la reacción de 

acoplamiento entre Boc-Gly-OH y H-Lys(Cbz)-OMe, ambos aminoácidos comerciales con 

99% de pureza (Sigma-Aldrich). Después de la reacción (procedimiento descrito en la sección 

de metodología), el dipéptido se purificó y concentró, obteniendo 91% de rendimiento; y se 

sometió a un proceso de desprotección del grupo BOC mediante el uso de TFA y CH2Cl2. El 

producto de la reacción se identificó por medio de RMN-H1 (ver Figura 3.25), confirmando 

que se llevó a cabo la reacción de acoplamiento. 
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Figura 3.26 Comprobación de síntesis de dipéptido Boc-Gly-Lys(Cbz)-OMe; 

espectroscopia por RMN-H1. 

El espectro de RMN-H1 para el dipéptido (Figura 3.26) se obtuvo en CD3OD como 

disolvente, por lo que la señal de los protones de las amidas no aparece en el espectro. Entre 

7.34-7.27 ppm se observa un multiplete que integra para 5H. En 5.05 ppm aparece un 

singulete ancho (2H) que corresponde a los protones bencílicos del grupo protector Cbz; en 

4.43 ppm se observa un doble de dobles (d,d J = 8 Hz, 1H) que corresponde al proton C-α 

del residuo de lisina; en 3.74 ppm aparece un multiplete que integra para 2H asignado a los 

dos protones C-α del residuo de glicina; en 3.10 ppm se observa un triplete aparente (ta, 2 H, 

J = 8 Hz) asignados a C-6 del residuo de lisina; entre 1.88-1.68 ppm aparece un multiplete 

que integra para 2H y que corresponde a los protones C-3 de la lisina; en 1.49 ppm se observa 

un multiplete que integra para 2H y corresponde a los protones C-5 de la lisina; en 1.37 ppm 

aparece otro multiplete que integra para 2H, asignados a los protones C-4 de la lisina. 

Finalmente, en 1.44 ppm aparece un singulete que integra para 9H y que corresponde a los 

protones del grupo protector Boc.  
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La segunda etapa de síntesis, consiste en la reacción de acoplamiento dipéptido-aminoácido 

comercial Boc-Hyp-OH (99% de pureza, Sigma-Aldrich), que se purificó y concentró, 

obteniendo un 86% de rendimiento; posteriormente, se identificó por medio de RMN-H1 (ver 

Figura 3.27). 

 

 

 

Figura 3.27 Espectro de RMN-H1 de la síntesis del tripéptido Boc-Hyp-Gly-Lys. 

 

El disolvente utilizado fue CD3OD, por lo que no se aprecia el grupo hidroxilo de la Hyp. En 

la Figura 3.27 comenzando por campo bajo, se observa un singulete en 7.24 ppm que integra 

para los 5H del anillo aromático del grupo Cbz; en 4.96 ppm hay un singulete aparente que 

integra 2H de la cadena alifática del Cbz, en 4.28-4.32 ppm se observa un multiplete que 

integra para 2H, uno de ellos del C-α del residuo de Hyp y el otro del C-α del residuo de Lys; 

en 4.23 ppm aparece un triplete que integra 1H del C-4 del residuo de Hyp; en la región entre 
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3.71-3.90 ppm aparece un multiplete que integra para 2H, que corresponde a C-4 de la cadera 

alifática del residuo de Lys; 3.38-3.44 ppm hay un multiplete que integra para 2H del C-5 del 

residuo de Hyp; en 3.00-3.21 ppm hay un multiplete que integra para 3H del metilo libre del 

residuo de Lys; en 1.93-2.06 ppm se da un multiplete que integra para 2H del C-3 del residuo 

Hyp; en 1.61-1.74 ppm existe un multiplete que integra para 2H, correspondientes al C-1 de 

la cadena alifática de Lys; 1.38 ppm hay un multiplete que integra para 2H de C-3 de la 

cadena de Lys y en 1.27 ppm aparece la señal de los 2H del C-2 de la misma cadena; 

finalmente, entre 1.31-1.35 ppm aparece un doblete que integra 9H, que corresponden al 

grupo protector Boc. Las señales entre 4.74 ppm y 3.59 corresponden de manera respectiva, 

al H2O y al MeOH residual. 

El tripéptido caracterizado y purificado se sometió a una desprotección del grupo Cbz de la 

cadena residual de lisina, para poder cuantificar y comprobar la unión covalente de la 

reacción de funcionalización proteína-antioxidante (Figura 3.28); por lo que 30 mg de 

tripéptido desprotegido se ajustaron a las condiciones de acoplamiento enzimático (descritas 

anteriormente); dicha muestra se identificó estructuralmente por medio de RMN-H1 (Figura 

3.30). 
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Figura 3.28. Desprotección del grupo Cbz en amina libre presente en el tripéptido. 
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Figura 3.4.4.6. Espectro de RMN-H1 de la unión tripéptido con quercetina.  

*Al comparar el espectro de síntesis de tripéptido (Figura 3.27) con este espectro, que 

representa la funcionalización tripéptido–quercetina, se puede observar que en este ultimo 

hay señales entre 7 y 8 ppm, lo que comprueba la unión covalente del antioxidante con la 

cadena de lisina. 
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CONCLUSIONES 
 

 Se extrajeron los polifenoles de la semilla de Chía, mediante una extracción ácido-

etanólica a 60°C por 4h, con una concentración de 1.1684 mg EAC/g semilla.  

 Se separaron compuestos polifenólicos con Rf igual a un estándar de quercetina y 

kaempferol en CH2Cl2:MetOH (95:5)  

 Se obtuvieron espectros de RMN-H1 donde se observa la presencia de compuestos 

polifenólicos del extracto ácido-etanólico de la semilla de Chía, con señales de 

desplazamiento químico en 5.2 y 7.8 ppm. 

 Se tiene evidencia ”mediante análisis indirectos y RMN-H1” de que la unión 

enzimática proteína-antioxidante se llevó a cabo. 

 La reacción de acoplamiento enzimática tuvo un rendimiento para todas las muestras 

de aproximadamente el 99% de acuerdo con la cuantificación del antioxidante 

remanente. 

 Mediante una técnica de RMN-1H se comprobó la presencia de un polifenol en la 

proteína funcionalizada, lo que confirma la incorporación del polifenol a la proteína. 

 Se determinó la capacidad antioxidante de la proteína funcionalizada “purificada” de 

aproximadamente 75% para el colágeno hidrolizado comercial y de 

aproximadamente el 80% para la grenetina hidrolizada de venta a granel. 

 Se comprobó, mediante RMN-H1 la síntesis del dipéptido Boc-Gly-Lys.OMe. 

 Se comprobó, mediante una técnica de RMN-H1, la síntesis del trípeptido Boc-Hyp-

Lys-Gly-OMe. 

 Se comprobó la unión covalente de un polifenol al tripéptido Boc-Hyp-Lys-Gly-

OMe. 
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