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RESUMEN
En las últimas décadas  los procesos industriales  para la obtención de aceites  a  base de semillas han 
cobrado gran importancia en el mercado, generando como producto secundario del proceso de extrusado-
prensado en frío una masa compacta denominada expeller. En el caso de la chía (Salvia hispánica L.) el 
expeller obtenido mediante el procesamiento de semillas es empleado como alimento balanceado para el 
ganado. Si bien el estudio de las ventajas nutricionales que otorga la incorporación de semillas de chía en 
la dieta humana se encuentra en auge, no se presentan hasta la fecha investigaciones para la reutilización 
del expeller producto del procesamiento industrial. El objetivo de nuestro trabajo es el estudio de los  
biopéptidos generados mediante hidrólisis enzimática a partir de expeller de chía, con el fin de generar un 
valor agregado a dicho material y brindar en un futuro la posibilidad de reutilizarlo e insertarlo en el  
mercado como suplemento alimenticio.  Siguiendo este objetivo se realizó la hidrólisis enzimática del 
expeller  de  chía  durante  veinte  horas  con  papaína  comercial  (10  UE/mg),  alcanzando  un  grado  de 
hidrólisis  de  15,2% estimado por  el  método de  pH-STAT y  determinación  de  péptidos solubles.  Se 
observó que la hidrólisis se producía en las primeras dos horas del proceso, resultado que además se 
confirmó por SDS-PAGE. Este hidrolizado fue fraccionado por ultrafiltración obteniendo tres fracciones 
peptídicas de tamaños: mayor a 10 kDa, entre 3 y 10 kDa y menor a 3 kDa, en las cuáles se estimó la  
actividad antioxidante in vitro por el método de DPPH encontrando que tanto la muestra de partida como 
las distintas fracciones presentaban elevada actividad antirradicalaria. Se encontró que la concentración 
de expeller de chía sin tratamiento que producía un 50% de actividad antirradicalaria (IC50) era de 641.61 
µg/ml, mientras que para los hidrolizados de peso molecular entre 3 y 10 kDa el IC50 era de 312.22 
µg/ml, observándose que esta fracción de hidrolizado de expeller de chía presentaba péptidos con mayor 
actividad que el expeller de partida. No se observó incremento significativo en la actividad antioxidante 
en la fracción de peso molecular mayor a 10 kDa ni en la inferior a 3 kDa, probablemente debido a la baja  
concentración obtenida en el tiempo de hidrólisis en este último caso. Finalmente se realizó un estudio 
proteómico mediante espectrometría de masas MALDI-TOF de los hidrolizados a distintos tiempos y se 
evaluó en distintos rangos de pesos moleculares la aparición y desaparición de señales correspondientes a 
los  péptidos  generados  por  la  hidrólisis  enzimática.  Finalmente,  en  este  trabajo  comprobamos  la 
generación de un elevado contenido proteico del hidrolizado de chía generado con papaína comercial y 
confirmamos la presencia de péptidos bioactivos con actividad antioxidante en las fracciones generadas, 
presentando  un  marco  inicial  para  continuar  el  estudio  de  dichos  péptidos  y  evaluar  su  posible 
incorporación como suplementos dietarios en matrices alimentarias.
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INTRODUCCIÓN
En los últimos años se ha acrecentado la búsqueda y revalorización de sustratos provenientes de fuentes 
naturales que presenten constituyentes y/o productos derivados aplicables al desarrollo de alimentos, los 
cuales incidan en la nutrición mediante el aporte simultáneo de efectos benéficos para la salud. En ese 
contexto se encuentra la chía (Salvia hispanica L.), especie vegetal originaria del sudeste de EEUU y 
noroeste de América Central (México, Guatemala), cuyas semillas han sido consumidas por los pueblos 
asentados en esas regiones desde épocas precolombinas habiendo constituido un elemento básico de la 
dieta de los pueblos azteca y del oeste norteamericano. En nuestro país, su creciente expansión en las 
provincias del noroeste puede representar un cultivo tendiente a generar diversificación de la producción 
agrícola, con el consecuente impacto socioeconómico en dicha región. Así, las cualidades nutricionales de 
la semilla de chía y de los productos derivados de la misma han comenzado a ser revalorizados dado su 
elevado contenido de ácidos grasos ω-3, fibra dietaria, proteínas y antioxidantes, ofreciendo una nueva 
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oportunidad para mejorar la nutrición humana.
La  cantidad  de  trabajos  científicos  acerca  de  las  ventajas  nutricionales  de  la  chía  están  creciendo  
rápidamente alrededor del mundo ya que se le utiliza como ingrediente para hacer pan, barras energéticas, 
suplementos dietéticos y en la elaboración de dietas para animales, entre otros usos [1]. En cuanto a la  
calidad proteica de la semilla de chía es muy poco lo que se conoce ya que los estudios realizados son  
muy  escasos;  sin  embargo,  se  sabe  que  contiene  mayor  cantidad  de  proteínas  y  mejor  balance  de 
aminoácidos que los granos usados tradicionalmente, como maíz, trigo y arroz. Se estima que en países 
subdesarrollados los vegetales son y seguirán siendo una importante fuente principal de proteínas, por lo 
que existe la necesidad de incrementar la producción agrícola de cultivos que sean capaces de suministrar  
a la población una ingesta balanceada y adecuada de nutrientes. En la actualidad hay una vasta extensión  
de áreas sembradas que se extienden por diferentes zonas del territorio nacional ya sea en las provincias 
de Salta y Jujuy, además de Santiago del Estero, Chaco, Formosa y, en menor escala, en Entre Ríos. En el  
área  norte  -tanto NOA como NEA- hay  sembradas  unas 170.000 ha.  En Paraguay se calculan  entre 
400.000 y 500.000 ha sembradas con chía, y también las hay en Bolivia (140.000 ha). Por otra parte, los  
subproductos de la industria alimentaria constituyen un problema serio en el tratamiento y la disposición 
final de residuos en gran parte del mundo. Es por eso que en la actualidad se están aplicando medidas  
para aprovechar y revalorizar los subproductos generados, creando nuevas fuentes de riqueza que aporten 
una mayor rentabilidad económica al proceso industrial.
En los últimos años se ha observado también un creciente interés en el desarrollo de nuevos ingredientes  
funcionales  que  incluyan  péptidos  o  hidrolizados  proteicos  con  demostrado  efecto  beneficioso  sobre 
procesos  que  ocurren  a  nivel  cardiovascular,  gastrointestinal  e  inmunológico.  Hasta  la  actualidad  la 
mayoría de los péptidos bioactivos descritos y comercializados a nivel mundial proceden de proteínas 
lácteas  [2] [3] [4].  Los péptidos bioactivos se definen como fragmentos específicos  de proteínas que 
tienen un impacto positivo en la salud [5] ejerciendo su acción sobre el sistema cardiovascular, digestivo, 
endocrino, inmunológico y nervioso [6]. Se han descrito varias actividades fisiológicas asociadas, entre 
ellas  la  actividad  antimicrobiana  [7],  antioxidante  [8],  inmunomoduladora  [9],  opioide  [10], 
antihipertensiva [11] [12] y péptidos inhibidores de la enzima Dipeptidil Peptidasa-4 (DPP-4) [13] [14]. 
estudios epidemiológicos destacan la importancia de los compuestos antioxidantes de origen natural en la 
prevención  del  cáncer  y  de  enfermedades  cardiovasculares.  Estos  compuestos  podrían  reducir  los 
radicales libres producidos por el estrés oxidativo, con incidencia directa en el incremento de los riesgos  
de desarrollar ciertas patologías. Los péptidos antioxidantes podrían disminuir también el daño oxidativo 
tanto  en  alimentos  preparados  (usándolos  como antioxidantes  naturales)  así  como en  las  células  del 
organismo  cuando  éstos  son  ingeridos  en  la  dieta  [15].  Se  ha  demostrado  que  los  biopéptidos  son 
inactivos dentro de la secuencia de la proteína precursora y pueden ser liberados y activados por digestión 
gastrointestinal in vivo, por fermentación microbiana o por hidrólisis enzimática [16].
OBJETIVOS
En el presente trabajo se propone la producción de péptidos bioactivos mediante técnicas enzimáticas, a 
partir  de  subproductos  de  la  industria  de  la  chía,  con  el  fin  de  generar  nuevos  ingredientes  para  la 
formulación de alimentos funcionales.  Se pretende optimizar el  proceso de hidrólisis, caracterizar  las 
fracciones peptídicas por técnicas electroforéticas y espectrometría de masas MALDI-TOF/MS y realizar 
una evaluación preliminar de la actividad antioxidante de dichos péptidos.

MATERIALES Y MÉTODOS
Material de partida: Se utilizó como material de partida el producto secundario del proceso de extrusado-
prensado  en  frío  de  semillas  de  chía;  una  masa  compacta  denominada  expeller  provista  por  el  Ing.  
Gustavo Kreymborg de Industrias Greenborg SRL. 
Se preparó un extracto crudo (EC) suspendiendo 10.0 g de expeller en 250 ml de buffer fosfato 0.01 M, 
NaCl 0.1 M, pH 7.4. La suspensión fue procesada de manera intermitente en frío, empleando un “mixer”  
y filtrada con gasa luego de incubar 1 h a 200 rpm y temperatura ambiente. El producto filtrado fue 
clarificado por centrifugación durante 1 h a 10000 rpm y 4°C, obteniendo del sobrenadante el EC.
Obtención de hidrolizados proteicos: Para la hidrólisis enzimática se utilizó papaína comercial (Sigma-
Aldrich, USA) en relación Enzima/Sustrato de 10 U/mg, con incubación a 45°C y 150 rpm en agitador 
orbital. La reacción de hidrólisis se detuvo por calentamiento a 95°C durante 15 min para inactivar la  
enzima y se tomaron muestras a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min, seguida por centrifugación de 30 min 
a 9000 rpm y 4°C. A los sobrenadantes se les determinó el contenido de proteínas por el método de 
Bradford, expresando el resultado en µg/ml, referidos a una curva patrón de albúmina de suero bovino 
(BSA, Sigma-Aldrich). El grado de hidrólisis de las distintas fracciones fue estimado mediante el método 
pH-STAT [17] y por determinación de péptidos solubles en TCA [18].
Separación  de  las  fracciones  del  hidrolizado  por  ultrafiltración:  Se  realizó  luego  un  proceso  de 
ultrafiltración de los productos de hidrólisis obtenidos en los distintos tiempos (30, 60, 90 y 120 min) 



utilizando membranas Amicon con valores de corte que permitieron retener los componentes de peso 
molecular superior a 10 kDa, entre 10 - 3 kDa e inferior a 3 kDa (AMICON® YM-10 e YM-3, Millipore,  
USA)  (Pouliot  et  al., 2005). Se  separaron  3  fracciones  que  se  caracterizaron  por  electroforesis,  se 
realizaron  los  espectros  de  masa  y  en  las  que  se  evaluó  en  realizaron  ensayos  preliminares  para  la  
determinación de la actividad antirradicalaria con DPPH
Caracterización de los hidrolizados por análisis electroforético: Para poder estimar la masa molar aparente 
de las proteínas presentes en el EC y en las distintas fracciones de hidrolizado, se preparó un gel de 
poliacrilamida (12 %) en condiciones desnaturalizantes (duodecil sulfato de sodio y tricina en el tampón 
catódico).  Los patrones de masa molecular (Sigma Marker Wide Range, MW 6,5 – 200 kDa)  y las 
muestras se disolvieron en un tampón que contenía buffer Tris (0,0625 mol·L-1), SDS (2%, m/v), glicerol 
(10%,  v:v),  β–mercaptoetanol  (5%,  v:v)  y  azul  de  bromofenol  (0,006%,  m/v).  Las  electroforesis  se  
desarrollaron en un equipo vertical, Mini-Protean III Dual Slab Cell (BIO-RAD), sembrando en cada 
calle aproximadamente 30 µg de muestra.
Espectrometría  de  masas:  Se  analizaron  los  espectros  de  masa  de  las  distintas  fracciones  de  los 
hidrolizados empleando un espectrómetro Bruker Ultraflex, equipado con láser de nitrógeno pulsado (337 
nm), en modo de ion positivo lineal, voltaje de aceleración: 19 kV. Las muestras se prepararon mezclando 
iguales volúmenes de solución saturada de matriz (ácido 3,5-dimetoxy-4-hidroxicinámico) en 0,1% TFA 
en agua/acetonitrilo 2:1, y de 1-10 µM de solución de proteína. Se colocó 1 µl en una placa MTP 384  
(Target plate polished steel, Bruker Daltonik GmbH) hasta su evaporación. Un kit de proteínas de masas  
moleculares conocidas se utilizó como estándar para la calibración de las masas.
Actividad antioxidante: Se estimó la capacidad antirradicalaria de los péptidos presentes en el EC y en los  
hidrolizados (120 min) por el método DPPH [19]. Dicho método se basa en una reacción cromogénica de  
captación del radical 2,2-difenil-1-picrylhidrazyl (DPPH) por los compuestos antioxidantes, produciendo 
un descenso de la absorbancia a 517 nm. Se calculó el valor IC50 que representa la concentración del 
péptido que produce el 50 % de neutralización del radical DPPH [20].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En este trabajo se evaluó la hidrólisis enzimática de las proteínas presentes en el expeller de chía. Se  
prepararon extractos proteicos de expeller de chía con un contenido de proteínas de 1,4 mg/mL, estimados 
por  el  método de  Bradford.  La  hidrólisis  enzimática  se  realizó  durante  20  h  con  Papaína  comercial  
(relación  E/S  de  10  UE/mg),  alcanzando  un  Grado  de  Hidrólisis  (GH%)  del  15,2%  (150  minutos) 
estimado por  el  método de  pH-STAT y  como la  absorbancia  a  280 nm producida  por  los  péptidos 
solubles en TCA (Fig.1 y 2, Tabla 1). 



Figura 3. Gel SDS-PAGE al 12 % (A). Marcador de peso molecular, Sigma Marker Wide Range (1); Extracto de 
expeller de chía en buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4 (2); Hidrolizado a tiempo 0 (3); Hidrolizado a 30 min 
(4); Hidrolizado a 60 min (5); Hidrolizado a 90 min (6); Hidrolizado a 120 min (7); Hidrolizado a 150 min (8);  
Hidrolizado a 180 min (9); Hidrolizado a 20 hs (10). De todos los extractos se colocaron 30 µg de proteínas en el gel.  
Gel SDS-PAGE al 12 % (B). Marcador de peso molecular (1); Extracto de expeller de chía en buffer fosfato 0.01 M, 
NaCl 0.1 M, pH 7.4 (2); Hidrolizado a tiempo 180 min (3); Hidrolizado a 180 min + 3 hs a mayor concentración de  
papaína (4).

Como  puede  observarse  en  las  corridas  electroforéticas  a  diferentes  tiempos,  sólo  es  apreciable 
notablemente la hidrólisis luego de 20 hs. o cuando se agrega mayor cantidad de enzima.
La electroforesis es una técnica que nos permite ver la desaparición de fracciones proteicas de alto peso 
molecular contenidas en el extracto de chía cuando éste es sometido a hidrólisis con papaína, pero no  
permite evidenciar los péptidos de bajo peso molecular formados. Por ese motivo realizamos un análisis  
exhaustivo  mediante  espectrometría  de  masas  MALDI-TOF/MS,  de  este  modo  pudimos  observar  la 
presencia y aparición de picos que no eran observados por técnicas electroforéticas.
En la Figura 4 se aprecia el perfil proteico de las distintas fracciones mediante MALDI-TOF/MS en el  
rango comprendido entre 0.6 y 5 kDa, mientras que la Figura 5 muestra los espectros obtenidos entre 3.5 
y 20 kDa.



Figura 4. Espectros de masas entre 0.6 y 5.0 kDa obtenidos para el extracto de expeller de chía y los hidrolizados con 
papaína a distintos tiempos. Se observan recuadrados en rojo los péptidos generados por hidrólisis enzimática.



Figura 5. Espectros de masas entre 3.5 y 20 kDa obtenidos para el extracto de expeller de chía y los hidrolizados con  
papaína a distintos tiempos. Se observan recuadrados en rojo los péptidos generados por hidrólisis enzimática.
No se observa en los espectros de masas picos mayores a 15 kDa. Eso es debido al rango y al método de adquisición  
de los espectros,  siendo el  objetivo principal localizar los péptidos menores a 10 kDa que se generan luego del  
proceso de hidrólisis enzimática.

En los espectros  de masa (Fig.  4 y 5) se observa  la aparición de péptidos pequeños que no estaban 
presentes en el extracto original. Dichos péptidos, recuadrados en rojo, fueron generados por hidrólisis 
enzimática  con la  proteasa  comercial  papaína  en  diferentes  tiempos de  incubación.  La  ventaja  de la 



espectrometría de masas es la observación de la aparición de picos desde los 30 min de hidrólisis.
Considerando el grado de hidrólisis obtenido (15.2%) y siguiendo como objetivo la optimización del 
proceso de hidrólisis con la proyección de su potencial aplicación en la industria alimentaria, decidimos 
continuar la  investigación empleando como muestra  el  hidrolizado obtenido a los  120 minutos.  Este  
hidrolizado fue fraccionado por ultrafiltración obteniendo tres fracciones peptídicas de tamaños: mayor a 
10 kDa, entre 3-10 kDa y menor a 3 kDa. Este hidrolizado fue fraccionado por ultrafiltración obteniendo 
tres fracciones peptídicas de tamaños: mayor a 10 kDa, entre 3 y 10 kDa y menor a 3 kDa, en las cuáles 
se estimó la actividad antioxidante in vitro por el método de DPPH (Tabla II). 

Tabla II. Estimación de la actividad antirradicalaria de fracciones peptídicas obtenidas por hidrólisis enzimática de  
expeller de chía.

Muestras Valores de IC50 estimados con DPPH
Expeller de chía sin tratamiento 641.61 µg/ml
Fracción de peso molecular entre 3-10 kDa 312.22 µg/ml

Se encontró que la concentración de expeller de chía sin tratamiento que producía un 50% de actividad 
antirradicalaria (IC50) era de 641.61 µg/ml, mientras que para los hidrolizados de peso molecular entre 3-
10 kDa el IC50 era de 312.22 µg/ml, observándose que esta fracción de hidrolizado de expeller de chía 
presentaba  péptidos con mayor  actividad que  el  expeller  de partida  (48,66% mayor).  No se observó 
incremento significativo en la actividad antioxidante en la fracción de peso molecular mayor a 10 kDa 
(cuyo IC50 fue similar al del expeller de partida) ni en la inferior a 3 kDa, probablemente debido a la baja  
concentración de péptidos obtenida en el tiempo de hidrólisis en este último caso.

CONCLUSIONES
En este trabajo preliminar se realizó la hidrólisis enzimática de las proteínas presentes en el expeller de 
chía,  residuo  obtenido  como  producto  secundario  del  proceso  de  extrusado-prensado  en  frío  de  las 
semillas. Se observó que la hidrólisis se produjo principalmente en las primeras 2 horas del proceso. Se 
encontró también que tanto la muestra de partida como las distintas fracciones del hidrolizado proteínico 
presentaban una elevada actividad antioxidante pero los mayores valores se producían en los hidrolizados 
de masa molecular entre 3-10 kDa. Estos resultados nos permiten concluir que el expeller de semillas de  
chía contiene, no sólo hidrolizados proteicos de alto contenido en aminoácidos esenciales sino también 
péptidos con elevada actividad antirradicalaria  que podrían ser empleados como una excelente fuente  
nutricional por su aporte de péptidos y antioxidantes naturales. En futuros estudios se intentará aislar y  
caracterizar los péptidos con actividad biológica de interés.
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