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Resumen

La chia es una planta utilizada desde la época prehispanica; actualmente, ha vuelto a tomar fuerza gracias
al contenido nutricional que presenta: acidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6, aminoacidos esenciales,
fibra dietética, vitaminas, minerales; ademas, proteinas de reserva con péptidos bioactivos, los cuales
presentan propiedades nutracéuticas. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue caracterizar proteinas de
reserva en semillas de chia negra comercial (Salvia hispanica) y silvestre (Salvia tiliifolia), y evaluar in vitro
las propiedades antioxidantes y antihipertensivas de péptidos liberados. Para esto se extrajeron fracciones
proteicas; la fraccién globulinas en ambas lineas fue la mayoritaria, seguida de albuminas, glutelinas y
prolaminas; estos resultados fueron sustentados por patrones electroforéticos en SDS-PAGE. Péptidos
liberados de cada fraccién fueron confrontados contra radicales ABTS y DPPH; péptidos de prolaminas y
harinas fueron mas efectivos contra ambos radicales en chia comercial y silvestre, respectivamente.
También, los péptidos fueron confrontados con la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), enzima
asociada con la hipertension. Péptidos de globulinas fueron mas eficientes en NP y para WT fueron de
albuminas. Por esto se puede considerar a la chia como un alimento altamente nutracéutico, que con un
consumo continuo podria ayudar a disminuir el riesgo de enfermedades degenerativas.

Abstract

Chia is a plant used from pre-Hispanic times. Nowadays, the seed has taken presence due to nutritional
content such as: polyunsaturated fatty acids w-3 and w-6, dietary fiber, vitamins, minerals, essential amino
acids, and, storage proteins that encrypted bioactive peptides with different nutraceutical properties. The
objective of this project was to characterize storage proteins, and the antioxidant and antihypertensive
properties in vitro of bioactive peptides released by peptidases from different chia seeds, a commercial
seed (Salvia hispanica) and wild (Salvia tiliifolia) cultivar. Storage proteins were fractionated and globulin
was the main fraction, followed by albumin, glutelin and prolamin protein fractions; this result was
corroborated by electrophoretic protein profile in SDS-PAGE. Peptides obtained of each fraction were
confronted to ABTS and DPPH radicals and peptides of prolamina (commercial seed) and globulin (wild
seed) fraction showed the most effective antiradical activity against these oxidants. Peptides were
confronted to inactivate the activity of Angiotensin Converting Enzyme (ACE), which is associated with
hypertension, and peptides from globulin and albumin fraction were the most effective against ACE. Chia
can be considered a nutraceutic food, that continuous intake could be reduce diverse diseases and cell
oxidation.
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INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica) es originaria de
Mesoamérica. Para las culturas mesoamericanas,
la chia constituia parte de su dieta y se considera
que fue un alimento bésico tan importante como el
maiz [2] ya que la utilizaron como medicina e
incluso en la preparacion de ciertas ofrendas como
tributo a los dioses y como un complemento
alimenticio en la preparacion de alimentos [3].

La chia es una planta herbacea anual que crece en
climas aridos y semiaridos, ademas es considerada
un pseudocereal [4]. La semilla se considera
oleaginosa, ya que esta constituida principalmente
por lipidos (40%), de los cuales 60% son omega-3
y 19 % omega-6 [4, 5]. Los acidos grasos prevén
enfermedades como la hipertension y
enfermedades cardiovasculares e inflamatorias [6].
También, contiene fibra dietética (33.5 %) que
ayuda a disminuir el riesgo de desarrollar
enfermedades del corazén, hipertension, diabetes,
obesidad y algunas enfermedades
gastrointestinales [4, 7]; antioxidantes naturales
(principalmente fenoles), los cuales previenen la
oxidacién celular y las enfermedades que esta
conlleva como la enfermedad coronaria y el cancer
[5]; vitaminas (A, B, C y E) y minerales [5]. Ademas,
son una excelente fuente de proteinas de reserva
(19-23%), las cuales presentan péptidos bioactivos
con actividad antioxidante y antihipertensiva [4, 8].
El objetivo de este trabajo fue caracterizar las
proteinas de reserva en semillas de dos lineas de
chia, una comercial denominada cultivar Negra de
Puebla (Salvia hispanica) (NP) y una silvestre
(Salvia tiliifolia) (WT); asi como evaluar in vitro las
propiedades antioxidantes y antihipertensivas de
sus péptidos.

MATERIALES Y METODOS

Preparacidn de la muestra

Las semillas de chia comercial (Salvia hispanica)
(NP) son provenientes del estado de Puebla y las
de chia silvestre (Salvia tiliifolia) (WT) provienen de
Valle de Santiago, Gto. Las semillas se hidrataron
en una relacion 1:10 (g:ml) para permitir la
formacién de mucilago, posteriormente se

congelaron durante toda la noche a -80 °C y se
liofilizaron [8]. El mucilago se retir6 mecanicamente
tamizandolo en una malla metdlica con apertura de
500 um. Las semillas libres de mucilago se molieron
y la harina resultante se desgrasé con hexano en
una relacion 1:10 (g:ml). La harina desgrasada se
dejé bajo una campana de extraccién durante la
noche y se almacené a 4 °C hasta su uso.

Extraccion de fracciones proteinicas

La extraccion de las diferentes fracciones de
proteina se llevdo a cabo de acuerdo a la
clasificacién de Osborne y por el método reportado
por Orona-Tamayo et al. [8]. La harina se
resuspendié en agua destilada en una relacién 1:10
(g:ml), la suspensién se dejoé agitando por 1 h a 4
°C, posteriormente se centrifugé a 14000 rpm por
10 min a 4 °C, colectando el sobrenadante y
designando éste como la fraccibn de albumina
(Alb). Después, el sedimento se resuspendio en
una mezcla de Tris-HCI 0.05 M (pH 8.8) y NaCl 0.5
M y se proces6 como anteriormente; el
sobrenadante se colectd y designé como globulina
(Glob). En la tercera extraccién, el sedimento se
resuspendié en isopropanol al 70% y se obtuvo la
fraccion de prolaminas (Prol). Las glutelinas (Glut)
se obtuvieron resuspendiendo el sedimento en
NazB4+07:10(H20) 0.1 M (pH 10) y realizando el
procedimiento mencionado. Posteriormente, todas
las fracciones se dializaron, congelaron (-80 °C),
liofilizaron y almacenaron a 4 °C hasta su uso. Para
estimar la concentracion de proteina se utilizé el
método de Bradford utilizando una curva estandar
de albumina de suero bovino.

Separacion de proteinas por medio de geles de
poliacrilamida

La separacién de proteinas de reserva se realizé en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 14% a 140 V y 45 pA. Los geles
fueron tefiidos con Flamingo 1X (Bio-Rad, Hércules,
CA, EE.UU.) utilizando el protocolo del fabricante.

Digestidn in vitro de fracciones proteinicas

La digestién de las proteinas se baso6 en el método
reportado por Orona-Tamayo et al. [8]. Se pesaron
50 mg de cada fraccién y harina, se resuspendieron
en 1.8 ml de NaCl 0.03 M, y se incubaron a 80 °C
por 5 min. Después se dejaron enfriar y se ajusté el
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pH a 2.0. La digestién peptidica inicié con pepsina
porcina (EC 3.4.23.1) en una relacion 1:40 (g:g;
enzima:fraccion proteinica o enzima:harina), en
NaCl 0.03 M (pH 2.0) y se dejo agitando por 3 h a
37 °C. Después de este tiempo se ajusté el pH de
todas las muestras a 7.5; se disolvié una mezcla de
tripsina (EC 3.4.21.4) y pancreatina (relacion 1:1;
g:9) en NaHCO3 0.1 N y se afiadi6 a las muestras
en una relacion de 1:40 (g:g; enzima:fraccién
proteinica o enzima:harina), se dejé agitando a 37
°C por 3 h. La digestion se detuvo calentando las
muestras por 10 min a 100 °C; después, se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C,
se colecté el sobrenadante y se centrifugd dos
veces utilizando filtros de 10 kDa a 4000 rpm a 4 °C
por 10 min. Los péptidos obtenidos fueron
almacenados a -70 °C hasta su uso.

Actividad de captacidon de radicales ABTS vy
DPPH

La actividad de captacion antirradical de los
péptidos obtenidos de las fracciones proteinicas y
las harinas de ambas lineas de chia contra los
radicales 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonato de amonio (ABTS) y 1,1-difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH) se evalué por el método
descrito por Orona-Tamayo et al. [8]. Se utilizaron
diferentes concentraciones de péptidos (1, 5, 10,
25, 50, 100 y 200 pg/ul) contra ambos radicales y
placas de 96 pozos.

Para la inactivacion de radicales de DPPH, se
utilizaron los péptidos mezclados con una solucion
de DPPH 180 uM disuelto en metanol al 80% y un
control con 10 ul de agua y 210 pl de solucién. Se
incubd la placa en oscuridad por 30 min a 37°C,
posteriormente, la lectura se llevé a cabo en el
espectrofotdmetro a 517 nm.

Con respecto a la inactivacion de radicales de
ABTS. Se preparé una solucién madre (ABTS 7 mM
con persulfato de amonio 2.45 mM), la cual se dejé
en oscuridad por 16 h antes de su uso,
posteriormente, se ajusté la absorbancia con
metanol a 0.700 £ 0.02 leyendo a 734 nm. Se
utilizaron los péptidos mezclados con la solucion de
radicales ABTS y un control con 10 pl de agua y 210
pl de solucién. La placa fue incubada en oscuridad
por 6 min a temperatura ambiente y se ley6é a 734
nm en el espectrofotometro.

Para obtener la concentracion de péptidos efectiva
para la captacion del 50% de radicales DPPH o
ABTS (ECso) se utilizd la siguiente ecuacion:

Concentracion efectiva (% de inhibicion)=
100 - 100(Absorbancia muestra/ Absorbancia control)

Actividad
convertidora de angiotensina (ECA)

inhibitoria contra la enzima

El efecto de inhibicion de los péptidos de chia,
fueron evaluados de acuerdo al método reportado
por Orona-Tamayo et al. [8] con algunas
modificaciones. Las muestras se concentraron
liofilizandolas y resuspendiendolas hasta un
volumen de 50 pL. La reaccién se inicié afiadiendo
200 pL de una solucién tampon de borato de sodio
0.1 M [pH 8.3; 0.3 M NaCl; 0.005 M HHL (hipuril-
histidil-leucina)] para después mezclar cada
muestra con 20 uL (5 mU) de solucién de ECA e
incubar por 30 min a 37 °C. La reaccion se detuvo
afiadiendo 200 uL de HCI 1 M. El acido hipurico que
se formd, se extrajo afadiendo 1 ml de acetato de
etilo y evaporandolo por 10 min a 90 °C, esto se
redisolvié en 1 ml de agua ultrapura y se ley6 en el
espectrofotdmetro a 228 nm. El blanco se prepara
sin la adicion de la enzima y el control se prepara
sin la adicién de péptidos. La inhibicién de ECA se
calculé como la concentracion de péptidos efectiva
para la inhibicion del 50 % de la actividad original
de ECA (ECso) utilizando la siguiente ecuacion:

Concentracién efectiva (% de inhibicion)=
[(Absorbancia contol - Absorbancia muestra) -
(Absorbancia control - Absorbancia vianco)] X 100

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra la proporcién de cada una
de las fracciones proteinicas provenientes de la
harina desgrasada de las diferentes semillas de
chia. Se puede observar que la concentracion de la
fraccion mayoritaria en ambas lineas son las
globulinas (NP de 39.2 g y para WT de 45.3 @)
seguido de albuminas y glutelinas (NP de 27.6 y
258 g y para WT de 289 y 176 g,
respectivamente). Prolaminas fue la fraccion de
menor proporcion (NP fue de 7.3 g y para WT de
8.2 ). Estos resultados son similares a los
reportados por Orona-Tamayo et al. [8].
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Tabla 1: Concentracién de fracciones proteinicas de
semillas de chia

» Linea (g/100 g de semilla)
Fraccion NP ‘ WT
Albuminas 276+7.7¢d 289+4.6¢d
Globulinas 39.2+6.84de 453+98¢
Prolaminas 73+25ab 8.2+39ab
Glutelinas 258+11.3¢ 17.6 £7.9b¢

Letras diferentes indican diferencia significativa (P< 0.05;
ANOVA y Tukey Test). CM: chia comercial (S. hispanica); WT:
chia silvestre (8. tiliifolia)

En el patrén electroforético (Figura 1) se puede
observar que globulinas presentan las bandas mas
intensas mientras que albuminas, glutelinas y
prolaminas presentaron perfiles proteinicos
menores. Estos resultados son similares a los
reportados por Sandoval-Oliveros y Paredes-Ldpez
[4], asi como los presentados por Orona-Tamayo et
al. [8]. Albuminas present6 bandas de baja
intensidad de entre 15-220 kDa, mientras que en
globulinas se presentaron bandas de mayor
intensidad entre 18-35 kDa. Prolaminas exhiben
bandas mas intensas entre 15-19 kDa y glutelinas
presentan bandas similares a globulinas pero con
una menor intensidad.

MW Alb Glob Prol Glut
(kba) M NP WT NP WT NP _WT NP WT
r - —y

220

70
50

Figura 1. Patrén electroforético de fracciones proteinicas de
semillas de chia. MW: marcador de peso molecular; Alb:
albuminas; Glob: globulinas; Prol: prolaminas; Glut: glutelinas;
NP: chia comercial (S. hispanica); WT: chia silvestre (S. tiliifolia).

Con respecto a la actividad antioxidante, en el caso
del radical ABTS (Figura 2A), los péptidos de
prolaminas mostraron ser mas efectivos en semillas
NP con un ECsp de 58.3 pg/ml seguido por
albuminas, harinas, glutelinas y globulinas; estos
resultados son similares a los reportados por Durak
et al. [9] en frijoles rojos donde los péptidos de

prolaminas fueron los mas efectivos. Para WT
péptidos de harinas mostraron un ECso menor (79.2
pg/ml)  seguidos por globulinas, glutelinas,
prolaminas y albuminas. Estos resultados son
similares con los reportados por Orona-Tamayo et
al. [8] donde en una linea diferente de chia,
péptidos de albuminas y globulinas fueron los que
necesitaron una menor concentracion para inhibir el
radical ABTS. Contra el radical DPPH (Figura 2B),
péptidos de harinas en ambas semillas fueron los
mas efectivos con un ECso de 21.0 y 20.9 pg/ml
para NP y WT, respectivamente, seguidos por
globulinas, albuminas, prolaminas y glutelinas.

Wc Wwr

150

(A) b

100 4

50 4

100+ (B) \

Concentracion de péptidos (ug/ml)

Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas Harina

Figura 2. Actividad de captacion de radicales DPPH y ABTS. La
concentracion efectiva de péptidos para inhibir el 50% (ECso) de
la actividad de los radicales de ABTS (A) y DPPH (B). Mismas
letras en las barras no muestran diferencia significativa (P<
0.05; ANOVA y Tukey Test)).

En el caso de la actividad inhibitoria contra ECA,
péptidos provenientes de la fraccién de globulinas
del cultivar NP fueron los mas efectivos en inhibir la
actividad de la ECA, mostrando un ECso de 148.23
pug/ml, mucho menor que péptidos de globulinas de
otras semillas como los de amaranto [10] y de
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alpiste [11]; en cambio péptidos de las
subsecuentes fracciones de albuminas, harinas,
glutelinas y prolaminas mostraron menor inhibicion.
Con respecto a péptidos de albuminas la semilla
WT, demostraron ser los mas efectivos, similar a lo
reportado por Orona-Tamayo [8].

CONCLUSIONES

La proporcion de las fracciones proteinicas en
ambas lineas presentaron como fraccion
mayoritaria a globulinas seguido de albuminas,
glutelinas y prolaminas. Péptidos provenientes de
prolaminas y harinas de semillas de la linea NP son
los més efectivos contra radicales ABTS y DPPH,
respectivamente. En cambio en semillas WT
péptidos de harinas son los méas efectivos contra
ambos radicales. Los péptidos de la fraccion de
globulinas y albuminas del cultivar NP y WT,
respectivamente, mostraron ser los mas efectivos
para inhibir la actividad de ECA. El consumo de
semillas de chia podria representar un beneficio
para la salud por el contenido de sus péptidos con
capacidad antioxidante y antihipertensiva, ya que
podrian ser adicionados a diferentes alimentos y
elevar su poder nutricional y nutracéutico.
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