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Resumen

Las proteinas, aparte de su funcién nutricional, son reservorio de péptidos que regulan los
procesos vitales de los organismos. Estos péptidos bioactivos pueden ser liberados de las
proteinas por accién de peptidasas. El objetivo del trabajo fue revalorizar las proteinas de
chia, presentes en el subproducto de la extracciébn de aceite de las semillas, mediante
hidrélisis enzimatica y la deteccion de péptidos con actividad antioxidante. A partir de harina
desgrasada de chia se obtuvo un concentrado proteico mediante lavados con solucion de
etanol y acido acético en agua (5:1:4), y centrifugacién. El pellet fue secado en estufa
lograndose un concentrado con 32,5% de proteinas y 6,37% de lipidos. La hidrélisis de las
proteinas se desarrollé empleando distintas dosis de la peptidasa flungica Flavourzyme
(Novozyme Corp.) durante 180 min a 45°C y pH 7,5. El grado de hidrdlisis (GH) de las
proteinas se determiné empleando la técnica pH-stat. La reaccibn se detuvo por
calentamiento en microondas y los hidrolizados fueron centrifugados. En los sobrenadantes
se determiné la concentracion de péptidos solubles por el método de Bradford y la actividad
antioxidante mediante reduccién del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y
monitoreo de la absorbancia a 515 nm. Luego de hidrolizar las proteinas de chia con 1,54%
de peptidasa fangica (ml de enzima/100 g de proteina) se alcanz6é un GH cercano al 4% y
los péptidos solubles en agua aumentaron 3 veces. La capacidad antioxidante del
hidrolizado, determinada como el porcentaje de inhibicién del radical DPPH, fue 55,3%. La
hidrolisis permitié transformar las proteinas de chia, de bajo costo, en un producto con

mayor valor agregado que podra ser incorporado en la formulacién de alimentos funcionales.
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Introduccién

Los alimentos ofrecen en su variada y
compleja estructura, componentes de
diferente naturaleza con demostrada
actividad fisiolégica, nombrados
compuestos bioactivos. En éste grupo de
sustancias se hallan las proteinas, que
aparte de su funcion nutricional, son
reservorio de péptidos que regulan los
procesos vitales de los organismos.

Los péptidos bioactivos se han
denominado como “fragmentos proteicos
exdégenos especificos que producen un
impacto positivo en las funciones del
cuerpo humano de manera de producir
finalmente un efecto benéfico sobre la
salud independientemente del nutricional”
(Kitts & Weiler 2003).

La secuencia y tamafo de los péptidos,
gue pueden oscilar entre 2 y 20
aminoacidos y en algunos casos mas,
define la bioactividad evidenciada en ellos
(De Lumen, 2005).

Para su obtencién hay que liberarlos de la
secuencia primaria de la proteina de la
cual provienen mediante protedlisis
microbiana, hidrélisis enzimatica durante
la digestion gastrointestinal, fermentacién
durante el procesamiento del alimento o
hidrélisis enzimatica in-vitro empleando
proteasas de disimiles origenes (Wang et
al. 2018), siendo esta Ultima el método
mas seleccionado a nivel laboratorio para

obtener péptidos bioactivos. Con buen
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resultado se han utilizado peptidasas de
origen vegetal, microbiano o animal, ya
sea solas o en combinacion, con el fin de
gue la degradacion proteolitica sea mayor
(Morris Quevedo et al 2001,
Samaranayaka & Li Chan, 2016).

Los péptidos con actividad antioxidante
son aquellos que en su secuencia
contienen  histidina 'y aminoéacidos
hidrofébicos (Suetsuna et al. 2000, Pefa
Ramos et al. 2004).

Por lo que reemplazar los antioxidantes
artificiales con péptidos antioxidantes
naturales sera beneficioso en la industria
alimentaria porque no solo controlan la
oxidacion de los lipidos en los alimentos,
sino que también suministran aminoacidos
esenciales adicionales a los consumidores

(Abeyrathne et al. 2014).

La reaccién quimica por la cual una
molécula se particiona en dos es un
proceso de hidrélisis ya que participa el

agua (Umesh Kumar et al. 2011).

Las enzimas, son proteinas que aceleran
las reacciones quimicas que se
desarrollan en el organismo debido a su
gran poder catalitico y su alto grado de
especificidad sobre los sustratos (Nelson
& Cox, 2005). Particularmente el uso de
proteasas permite que la transformacion
de las proteinas sea mas eficiente y
menos costosa por su modo de accion,

gran especificidad y por no generar
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reacciones ni metabolitos secundarios
(Briones Martinez y Cortez Vazquez,
2008).

La chia (Salvia hispanica L.), planta anual
de verano, es uno de los cultivos con
mayor importancia en las sociedades
precolombinas ya que fue un elemento
basico en su dieta por el aporte de
nutrientes (Bueno et al. 2010).

En la semilla hay entre un 19 y 27% de
proteinas de excelente y 30% de aceite
(Ayerza, 2013;
Paredes Lopez, 2013).

Las proteinas de la chia presentan un

Sandoval Oliveros vy

propicio perfil de aminoacidos esenciales
(tabla 3) que se destaca por la presencia
de metionina, lisina y cisteina en mayor
porcentaje que en otras semillas (Ting et
al. 1990). Yi Ding et al. (2018)
demostraron que ésta semilla puede
incorporarse a la dieta y asi obtener un
balance de proteinas mas equilibrado
sumado al consumo de otros granos.

Al extraer el aceite de la semilla de chia,
se genera un residuo igual de rico en
proteinas, que puede utilizarse para la
elaboracion de alimentos tanto para
consumo humano como animal (Ayerza et
al. 2002, Marineli et al. 2015).

Objetivos

El objetivo del trabajo fue revalorizar las
proteinas de chia, presentes en el
subproducto de la extraccion de aceite de

las semillas, mediante hidrélisis
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enzimatica y la deteccién de péptidos con

actividad antioxidante.

Materiales y Métodos
e Obtencién de concentrados
proteicos: lavado con solucion
etanol - &cido acético — agua
Se agito la harina desengrasada de chia
en soluciéon etanol:acido acético:agua
(10:1:9) durante 4 horas (particionado en
dos lavados de 2 horas cada uno), 6 horas
(2 lavados de 3 horas) y 8 horas (2
lavados de 4 horas), seguidos de
centrifugacion a 2.500 g durante 15
minutos. Los pellets fueron secados en
estufa a 65°C para eliminar restos de

solvente.

o Optimizacion de la hidrdlisis de
proteinas de chia con peptidasa
fangica

Para la hidrélisis de las proteinas de chia
con peptidasa fangica, la mezcla de
reaccibn se prepar6 suspendiendo el
concentrado proteico de chia al 10 % en
buffer Tris-HClI 0,1 M de pH 75 vy
agregando la  solucién comercial
Flavourzyme al 1,54% (ml de enzima/100
g de proteina). La mezcla fue incubada en
bafo termostatico a 45°C durante 3 horas,
a diferentes tiempos se tomaron muestras
y la
calentamiento en microondas hasta que la

reaccion fue detenida por

temperatura en el centro de la misma fue
de 85°C -
fueron centrifugadas a 9.900 g por 20

90°C. Luego, las muestras

minutos y los sobrenadantes ricos en
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péptidos fueron conservados en freezer a
-20°C.

e Determinacion del grado de
hidrélisis (%GH) de las proteinas
de chia

El seguimiento de la hidrolisis se realizo

mediante el método del “pH-stat” manual

empleando una micropipeta, un
peachimetro, un vaso de precipitado y un
bafio termostatico de temperatura
graduable. EI pH se mantuvo constante

por adicion de NaOH 0,1 M cada 5

minutos durante la primera hora, 10

minutos la segunda hora y 15 minutos la

tercera hora de reacciéon. Se registraron
los volimenes de NaOH agregados para
calcular el GH de acuerdo a la siguiente

férmula (Adler Nissen 1986):

Vnaor X Nyaow

GH% =
% X X hior X MP

Donde a es el grado de disociacidon
promedio de los grupos a-NH, MP es la
masa de proteina en gramos (Kjeldahl) y
h:o: €l nUmero total de uniones peptidicas

en el sustrato proteico (meq/qg).

e Cuantificacion de péptidos
solubles

La concentracion de proteinas presentes

obtenidos al

en los sobrenadantes

centrifugar los hidrolizados fue
determinada por el método de Bradford
(1976). El mismo se fundamenta en la
union del colorante Coomassie Brillant
Blue G-250 a las proteinas, la cual

produce un corrimiento del méaximo de
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absorbancia de 465 nm (forma roja del

colorante libre) a 595 nm (forma azul del
complejo colorante-proteina), por lo que
las lecturas se realizan a esta Ultima
longitud de onda.

Las curvas de calibracion se
confeccionaron utilizando seroalbimina
bovina en el rango de 0,1-1,0 mg/mly y la
solubilidad expresada como la relacion de
proteinas solubles a proteinas totales.

e Busqueda de péptidos con
actividad antioxidante en los
hidrolizados de proteinas de
chia y en las fracciones
obtenidas

Para evaluar la capacidad, la técnica
seleccionada utiliza el radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las
siglas DPPH 2006,
Halvorsen & Blomhoff, 2011). Este radical

libre es susceptible de reaccionar con

(Ozgen et al.

compuestos antioxidantes a través de un
proceso caracterizado por la cesién de un
atomo de hidrégeno proporcionado por el
agente antioxidante (Villafioa et al. 2007.).
La reaccién puede seguirse midiendo la
disminuciéon de la absorbancia a 515 nm,
dado que el DPPH posee un espectro de
absorbancia caracteristico con un maximo
de absorcion a dicha longitud de onda
(Brand Williams et al. 1995).

Resultados y Discusion

e Obtencidn y caracterizacion de

concentrados proteicos
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Con el fin de eliminar los polifenoles
presentes en la harina de chia, los cuales
tienen actividad antioxidante que interfiere
en la busqueda de péptidos con dicha
actividad, se ensayaron lavados con
soluciones de etanol:acido acético:agua
(5:1:4). Se probaron diferentes tiempos de
agitacion de las suspensiones. Para
seleccionar el tiempo 6ptimo de lavado, se
evalu6 la actividad antioxidante en los

concentrados obtenidos (tabla 1)

Tabla 1. Actividad antioxidante de los
concentrados proteicos obtenidos por
lavado de la harina desgrasada de chia
con solucion de etanol y acido acético

durante diferentes tiempos

Tiempo y cantidad Actividad
de lavado antioxidante (%l)
Harina 87,76
desengrasada
2 lavados de 2 horas 27,36
2 lavados de 3 horas 25,74
2 lavados de 4 horas 25,44

De acuerdo a los resultados obtenidos, se
escogi6 realizar dos lavados de 3 horas
cada uno. Se determiné el contenido de
proteinas y lipidos del concentrado,
resultando del 325% vy 6,37%
respectivamente, y la humedad del 6,18%.
El rendimiento de la extraccion fue del
72,4%.

\\%
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e Optimizacion de la hidrélisis de

proteinas de chia con
peptidasa fungica y
determinacion del grado de
hidrolisis
Se determinoé el grado de hidrélisis (%GH)
de las proteinas mediante el método del
“pH-stat” manual por el lapso de 3 horas

con 1,54% de Flavourzyme.

Gréfico 1. %GH de las proteinas de chia
alcanzado con diferentes 1,54% de

Flavourzyme
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Como puede observarse en el grafico 1 el
grado de hidrélisis aumentd a medida que
transcurri6 la reaccién para la
concentraciéon utilizada de la peptidasa

llegando a ser 4%.

e Cuantificacién de péptidos
solubles
Se determiné la concentracion de péptidos
solubles en los hidrolizados mediante el
método de Bradford (1976).
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Los resultados se muestran en el gréafico
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Grafico 3. Concentracion de péptidos
lubl I 1 min .
solubles  luego de 180 inutos - de Como se muestra en el grafico e el %l

hidrélisis de las proteinas de chia con de
: mentd al transcurrir la r ién sien
la peptidasa Flavourzyme aumento al transcurrir la reaccién siendo

. ma&s notorio a partir de los 60 minutos.
Como se observa en el grafico 2 los

péptidos solubles aumentaron 3 veces a lo Conclusiones

largo de la hidrolisis. La hidrolisis permiti6 transformar las

, , roteinas de chia, de bajo costo, en un
e Bulsqueda de péptidos con P J

. L roducto con mayor valor agregado con
actividad antioxidante en los P y greg

hidrolizados obtenidos actividad antioxidante que podra ser

: . . incorporado en la formulacion de
La presencia de péptidos con actividad P

antioxidante  generados durante la alimentos funcionales.
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