ISSN (electronico): 1699-5198 - ISSN (papel): 0212-1611 - CODEN NUHOEQ SV.R. 318
- LY &
Nutricion
- -
Hospitalaria

Trabajo Original Epidemiologia y dietética

Efecto inhibitorio de fracciones peptidicas derivadas de la hidrolisis de semillas

de chia (Salvia hispanica) sobre las enzimas o.-amilasa y o.-glucosidasa
Inhibitory effect of peptide fractions derivatives from chia (Salvia hispanica) hydrolysis against
a.-amylase and o.-glucosidase enzymes

Irving Sosa Crespo', Hugo Laviada Molina?, Luis Chel-Guerrero', Rolffy Ortiz-Andrade® y David Betancur-Ancona’

"Facultad de Ingenieria Quimica. Universidad Auténoma de Yucatan. Mérida, Yucatan. ?Universidad Marista de Mérida. Mérida, Yucatan. *Facultad de Quimica. Universidad
Autdénoma de Yucatan. Mérida, Yucatan

Resumen

Introduccion: los biopéptidos son secuencias aminoacidicas que pueden ejercer funciones bioldgicas sobre el metabolismo y la absorcion de
carbohidratos.

Objetivo: la finalidad de este estudio fue evaluar el efecto inhibitorio de fracciones peptidicas derivadas de la hidrdlisis de Salvia hispanica sobre
las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, para comprobar su actividad en el metabolismo glucidico.

Material y métodos: se obtuvo una fraccion rica en proteina, la cual fue hidrolizada mediante dos sistemas enzimaticos: Alcalasa®-Flavourzima®
y pepsina-pancreatina. A las muestras obtenidas se les determind el grado de hidrdlisis. El hidrolizado fue centrifugado y la porcion soluble fue
ultrafiltrada, utilizando diferentes membranas de corte. A cada fraccion se le determiné el contenido de proteina. Se realizo un andlisis in vitro
midiendo el porcentaje de inhibicion de las fracciones de Salvia hispanica sobre a.-amilasa y o.-glucosidasa.

Resultados: el sistema enziméatico que presento el mayor grado de hidrdlisis (63,53%) fue la pepsina-pancreatina. De la ultrafiltracion se obtuvie-

Palabras clave: ron cinco fracciones peptidicas: > 10 kDa, 5-10 kDa, 3-5 kDa, 1-3 kDa y < 1 kDa. El mayor contenido de proteina lo presentaron las fracciones
o de > 10 kDa y 5-10 kDa (0,90 y 0,93 mg/ml, respectivamente) para pepsina-pancreatina. Los porcentajes de inhibicién obtenidos fueron de
Biopeptidos. 85,61% y 79,19% para las fracciones de > 10 kDa y 5-10 kDa, respectivamente para la enzima o.-amilasa. Para la enzima a-glucosidasa, el
ﬁirg‘rgﬁgics‘dgr?zimas mayor porcentaje de inhibicion fue para la fraccion de > 10 kDa, con 96,91%.
Salvia n/épgn/ca, ' Conclusion: los péptidos obtenidos de la chia podrian incrementar las fuentes naturales para la elaboracién de alimentos funcionales importantes
Diabetes. para la dieta de pacientes diabéticos.
Abstract

Introduction: biopeptides are amino acid sequences with biological functions about metabolism and carbohydrates absorption.

Objective: the aim of this study was the evaluation of the inhibitory effect of peptide fractions derivatives of the hydrolysis of Salvia hispanica
against a-amylase and a.-glucosidase enzymes to know their activity on the carbohydrates metabolism.

Material and methods: the fraction rich in protein was hydrolyzed by two enzymatic systems: Alcalase®-Flavourzyme® and pepsin-pancreatine.
The grade of hydrolysis was determined for the samples. The hydrolyzed samples were centrifuged and the soluble portion was ultra-filtered using
different cut membranes. The content of protein was determined for each fraction. An in vitro analysis was made, measuring the percentage of
inhibition of the Salvia hispanica fractions against a-amylase and a.-glucosidase.

Results: the enzymatic system showing the highest grade of hydrolysis (63.53%) was pepsin-pancreatine. From the ultrafiltration, five peptide
fractions were obtained: 10 kDa, 5-10 kDa, 3-5 kDa, 1-3 kDa and 1 kDa. The highest protein content was for these fractions: 10 kDa and 5-10

Key words: kDa, (0.90 and 0.93 mg/ml, respectively) for pepsin-pancreatine. The inhibition percentages obtained were 85.61% and 79.19% for the 10 kDa
i ) ) and 5-10 kDa fractions, respectively, for the a-amylase enzyme. With respect to the a-glucosidase enzyme, the highest inhibition was for the

E'C?ge'gygijg?'”o 10 kDa fraction, with 96.91%.

Enzy'mes, Salvia Conclusion: the peptide fractions obtained from the chia may increase the natural sources for the preparation of functional foods important for

hispénica. Diabetes. the diabetic patient’s diet.
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EFECTO INHIBITORIO DE FRACCIONES PEPTIDICAS DERIVADAS DE LA HIDROLISIS DE SEMILLAS DE CHIA (SALVIA 929

HISPANICA) SOBRE LAS ENZIMAS a-AMILASA'Y o.-GLUCOSIDASA

INTRODUCCION

Los biopéptidos son fracciones derivadas de la hidrolisis enzi-
matica de proteinas (1,2), los cuales, ademas de cumplir su fun-
cion nutrimental, son capaces de ejercer efectos biologicos bene-
ficiosos para el ser humano (3). En este sentido, han presentado
propiedades antioxidantes, antitrombaticas y antimicrobianas (4).
De igual forma, algunos se han considerado como una alternativa
para el control de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (5). Se han
desarrollado técnicas para la obtencion, identificacion y cuantifi-
cacion de nuevos biopéptidos a partir de proteinas alimentarias,
mediante digestion enzimatica in vitro, empleando enzimas pro-
teoliticas de origen vegetal, animal y microbiano (6). Los péptidos
activos son cadenas de dos, tres y hasta 20 aminodcidos, unidos
mediantes enlaces peptidicos. Estas moléculas pueden llegar a
presentar diversas funciones en el organismo (7). En este sentido,
considerando el control de los niveles glucémicos, se han encon-
trado diferentes mecanismos de accion por los que aminoacidos,
péptidos, hidrolizados proteicos y proteinas ejercen esta funcion.
Entre estos mecanismos se encuentran la inhibicion de a.-ami-
lasas y a.-glucosidasas (5). Los inhibidores de a-glucosidasas
retrasan la digestion de carbohidratos por inhibicion competitiva
de estas enzimas (8). Otros agentes terapéuticos, actualmente
usados en el control posprandial de la hiperglicemia causada por
la DM2 son los inhibidores de la a.-amilasa. Diversas proteinas,
particularmente cereales, como el arroz, el trigo y leguminosas
como la soya, pueden actuar como inhibidores de estas enzimas
(9). Diferentes especies vegetales han sido utilizadas para inhibir
los efectos de la diabetes o, por lo menos, presentar una alterna-
tiva al consumo o disminucion de la ingesta de farmacos. De esta
manera, el consumo de semillas como la chia (Salvia hispanica)
ha demostrado efectos benéficos en el indice glucémico (10,11),
por lo que la finalidad de esta investigacion fue evaluar el efecto
in vitro de fracciones peptidicas de semillas de Salvia hispanica
sobre las enzimas a-amilasa y a.-glucosidasa para su potencial
uso como antihiperglucemiante en pacientes con DM2 y/o el uso
de estas fracciones para la elaboracion de alimentos funcionales.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Las semillas de chia (Salvia hispanica, L.) fueron obtenidas en
un supermercado en el estado de Yucatan, México. Se procesaron
9 kg de semilla entera, limpia y sellada a vacio. Los reactivos
fueron de grado analitico, proporcionados por J. T. Baker (Phi-
llipsburg, NJ, USA), Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo,
USA), Merck (Darmastadt, Germany) y Bio-Rad (Bio-Rad Labora-
tories, Inc. Hércules, CA, USA). Las enzimas Alcalasa® 2.4 L FG
y Flavourzima® 500MG fueron obtenidas de Novo Laboratories
(Copenhague, Dinamarca). Pepsina y pancreatina fueron de grado
analitico y proporcionadas por Sigma (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo, USA).
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OBTENCION Y TAMIZADO DE LA HARINA

Para la obtencion de la harina, se utiliz la metodologia reporta-
da por Vazquez-Ovando y cols. (12). Las semillas fueron trituradas
utilizando un procesador de alimentos marca Moulinex® modelo
AR9868. La muestra fue desgrasada mediante un sistema Frie-
drich (Travilab, Yucatan, México) empleando hexano como sol-
vente a 55 °C; se seco a 50 °C durante cinco horas y se triturd.
La harina obtenida se sometio a un fraccionamiento en seco. Se
utilizo un sistema de agitacion y tamizado tipo Ro-Tap® (Laval
Lab Inc., Quebec, Canada) provisto de un tamiz tipo Tyler con
una malla 100 (particulas > 140 ym), durante 20 minutos para
obtener dos fracciones de diferente granulometria. La menor a los
140 pm fue considerada como la fraccion rica en proteina (FRP),
la cual fue utilizada para la obtencion de los biopéptidos y una
fraccion rica en fibra (FRF).

HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA FRACCION
RICA EN PROTEINA

Se utilizaron dos sistemas enzimaticos secuenciales (SES).
Para ambos, la concentracion fue del 4% de proteina. La hidro-
lisis del primer SES se realiz6 mediante una modificacion de la
metodologia reportada por Pedroche y cols. (13), que consistio
en una digestion durante 45 minutos a 50 °C con la enzima
Alcalasa® (pH 8) seguida de una incubacion con el mismo tiem-
po y la misma temperatura con la enzima Flavourzima® (pH 7,
50 °C, 45 minutos). Para la hidrolisis del segundo SES se empled
una modificacion de la metodologia reportada por Megias y cols.
(14). Se realizo una primera digestion con la enzima pepsina (pH
2), sequida de una digestion con pancreatina (pH 7.5) durante
45 minutos a 37 °C para cada enzima. Las reacciones fue-
ron detenidas por calentamiento a 80 °C durante 20 minutos.
El hidrolizado se dejo enfriar y fue centrifugado a 10,947 x g,
5 °C durante 20 minutos. La porcion soluble fue ultrafiltrada
para obtener las diferentes fracciones peptidicas de diferentes
masas moleculares.

DETERMINACION DEL GRADO DE
HIDROLISIS

El grado de hidrolisis (GH) se determind segun lo reportado
por Nielsen y cols. (15), basado en la determinacion de grupos
amino libres con o-ftaldialdehido (OPA) respecto al total de enla-
ces peptidicos. Se prepararon una solucién de L-serina (1.004
mg/ml) y una curva de calibracion con el reactivo OPA. A la FRP
se le afadieron 6 ml de HCI 6 N y se incub¢ durante 24 horas;
se afiadieron 1,5 ml de reactivo OPA, se agitd y se ley6 en un
espectrofotometro VELAB®, modelo VE-5100UV a 340 nm. Se
aplico la siguiente formula %GH = (h/h, ) x 100, en donde h =
concentracion de grupos amino libres y h, = ndmero total de
enlaces peptidicos presentes.



930

FRACCIONAMIENTO POR ULTRAFILTRACION

La porcion soluble fue fraccionada mediante un equipo provisto
de una celda de ultrafiltracion de alto rendimiento (Modelo 2000,
Millipore). Se separaron, de acuerdo a Cho'y cols. (16), cinco frac-
ciones para cada SES, considerando el PM de las membranas de
corte (MWCOQ): 10 kDa, 5 kDa, 3 kDa y 1 kDa. La muestra pasé a
través de una membrana de permeacion de 10 kDa, con la ayuda
de presion positiva a base de gas N, y agitacion constante. La
fraccion retenida y la permeada fueron colectadas por separado.
La fraccion retenida en 10 kDa fue recirculada hasta el maximo
de capacidad permitido y filtrada a través de la membrana de 5
kDa. Este proceso de repitio para cada membrana, obteniéndose
las fracciones peptidicas ultrafiltradas (FPU): > 10 kDa, 5-10 kDa,
3-5 kDa, 1-3 kDa y < 1 kDa. Las muestras fueron secadas en
una liofilizadora (Labconco®, FreeZone, 4.5 USA).

DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO
DE LAS FRACCIONES PEPTIDICAS DE CHIA

A cada fraccion ultrafiltrada se le determin6 el contenido pro-
teico seguin Lowry y cols. (17). Las muestras fueron diluidas en
agua y adicionadas con NaOH; se agregd un complejo de Na,CO,,
CuS0, y KNaC,H,0,. Se adiciond el reactivo de Folin-Ciocalteu y
se realizo una curva de calibracion. Se empled en un espectro-
fotémetro Velab®, modelo VE-5100UV, a 750 nm de absorbancia
para la lectura.

ENSAYO IN VITRO DE LA INHIBICION
DE o-AMILASA

Para evaluar el efecto in vitro de las fracciones sobre la enzima
o-amilasa se utilizd la metodologia reportada por Dineshkumar
y cols. (18). Se consideraron Ac+, control positivo; Ac-, control
negativo; As+, muestra con enzima; Ab-, muestra sin enzima
(fraccion peptidica, 10 mg/ml); AAs+, inhibidor con enzima; y
AADb-, inhibidor sin enzima (acarbosa, 2 mg/ml). Se incubaron
200 pl de almidon al 10% a 100 °C durante cinco minutos en
un bafio de agua VWR® Heating Circulator. A los tubos control se
les adicionaron 200 pl de dimetil sulféxido (DMS) al 50%. A los
otros se les adicionaron 200 pl de muestra. Adicionalmente, a l0s
tubos marcados como positivos (+) se les adicionaron 200 pl de
la enzima a-amilasa y a los tubos marcados como negativos (-)
se les adicionaron 100 pl de buffer (TRIS-Neutro y CaCl, en agua
desionizada). Posteriormente, fueron incubados diez minutos a 37
°C y adicionados con 500 pl del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) al
0,1%. Se incubaron a 100 °C durante diez minutos mas y se les
adiciono 1.000 pl de amortiguador. Las muestras fueron leidas a
540 nm de absorbancia, en un espectrofotémetro UV-Vis Thermo
Scientific®, modelo Evolution 300. Se utilizd la formula: inhibicion
de la a-amilasa (%) = [(Ac+) — (Ac-) — (As —Ab)] / [(Ac+) - (Ac-)]
x 100. Para determinar el IC, , se utilizo una ecuacion de regresion
lineal, considerando el ajuste de los datos respecto al porcentaje
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de inhibicion vs. las concentraciones de las muestras emplea-
das. Se utilizo la siguiente formula: IC_; = (50-b)/m, donde: 50
= 50% de la inhibicion; b = ordenada al origen; m = pendiente
de la recta.

ENSAYO IN VITRO DE LA INHIBICION
DE a-GLUCOSIDASA

Se empled una modificacion de la metodologia reportada por
Dineshkumar (18). Se consideraron las mismas condiciones de los
grupos empleados en la inhibicion de a.-amilasa. La concentra-
cion de las fracciones fue de 20 mg/mly de la acarbosa, de 2 mg/
ml. El ensayo consistio en colocar 100 pl de la enzima o.-glucosi-
dasa (2 U/ml) a todos los tubos marcados como positivos (+). Por
otra parte, se adicionaron 100 pl de la muestra tnicamente a los
tubos correspondientes a los grupos 2 y 3. Posteriormente, todos
fueron incubados en un bafio de agua Cole-Parmer® durante
cinco minutos a 37 °C; se colocaron 100 pl de p-nitrofenilgluco-
pirandsido N7006-1G Sigma® en todos los tubos de ensayo y se
volvieron a incubar a 37 °C durante una hora; se dejaron enfriar
y se les adiciond 250 pl de Na,CO,,.0 M. Se leyd la absorbancia a
405 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Scientific®. Para
calcular la actividad inhibitoria de la c-glucosidasa, asi como su
IC,,, se utilizaron las mismas ecuaciones empleadas en la deter-
minacion de a.-amilasa.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados por triplicado utilizando esta-
distica descriptiva con medidas de tendencia central y de dis-
persion. Para evaluar el efecto in vitro de las fracciones se utilizd
un ANOVA de una via. La variable independiente fue el tamafio
de la fraccidn peptidica y la variable de respuesta, el porcentaje
de inhibicion sobre las enzimas a.-amilasa y a.-glucosidasa. Se
empled una prueba de rangos multiples de Duncan para identi-
ficar diferencias significativas. Los resultados fueron calculados
de acuerdo a lo establecido por Montgomery (19) y procesados
con el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

RENDIMIENTO DE LA HARINA'Y CONTENIDO
PROTEICO DE LAS FRACCIONES DE CHIA

Se obtuvieron dos fracciones por via seca de la harina de chia.
La fraccion retenida en el tamiz de malla 100 (particulas > 140
pm) fue denominada como la fraccion rica en fibra (FRF) y la que
atraveso el tamiz (particulas < 140 ym), como la fraccion rica en
proteina (FRP). Esta Gltima presenté un rendimiento del 10,15%
con un contenido proteico del 49,51% en base seca. Adicional-
mente, el contenido proteico determinado a partir del filtrado y del
retenido para ambos SES puede observarse en la figura 1. Para
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Figura 1.

Contenido proteico de los hidrolizados enzimaticos de Alcalasa®-Flavourzima® y de pepsina-pancreatina, asi como de las fracciones peptidicas ultrafiltradas, a partir del
concentrado de semillas de S. hispanica. Variable independiente, tamafio de la fraccion peptidica (kDa); variable de respuesta, contenido proteico (mg/ml). ¢ Letras diferentes

en un mismo sistema enzimatico, demuestran diferencia significativa (p < 0.05).

las fracciones hidrolizadas con Alcalasa®-Flavourzima®, el mayor
contenido fue para la fraccion de 10 kDa con 0,679 mg/ml de
proteina. La fraccidn que presentd el menor contenido fue la de
< 1 kDa (0,474 mg/ml); sin embargo, no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa (p > 0,05) con las tres fracciones
precedentes. Por otra parte, no se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre las dos primeras fracciones para
pepsina-pancreatina, siendo estas las que presentaron el mayor
contenido proteico (0,909 y 0,938 mg/ml) respecto a las fraccio-
nes menores y a lo obtenido con Alcalasa®-Flavourzima®.

El contenido proteico de las fracciones de chia fue mayor que
lo reportado por Sandoval-Peraza y cols. (20), quienes experimen-
taron con fracciones del mismo tamafio a partir de la leguminosa
Phaseolus lunatus. Los resultados obtenidos en el estudio con
P lunatus presentaron valores de proteina que fluctuaron entre
0,640 mg/ml para la fraccion de > 10 kDa y 0,015 mg/ml para la
de < 1 kDa, indicando contenidos menores respecto a los datos
presentados en la investigacion actual con biopéptidos de chia. De
igual manera, Herrera-Chalé y cols. (21), quienes trabajaron con
péptidos de Mucuna pruriens, obtuvieron valores de proteina en
un rango de 0,280 a 0,088 mg/ml en las fracciones de 5-10 kDa
hasta < 1 kDa con pepsina-pancreatina. Estos resultados pre-
sentan menor contenido proteico que las mismas fracciones de
chia. Los resultados de Herrera-Chalé y cols. (21) presentaron un
mayor contenido proteico (1,810 mg/ml) para la fraccion de > 10
kDa respecto a la investigacion actual. Sin embargo, es importante
hacer notar que la chia posee un buen balance de aminodcidos y
una calidad proteinica incluso mejor que algunos cereales, semi-
llas oleaginosas (22) y algunas leguminosas, lo que indica que
es una buena fuente para obtencion de péptidos con actividad
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biologica. En este sentido, al presentar las semillas de chia los
nueve aminodcidos esenciales (23), las fracciones peptidicas que
se generan son de buena calidad y los polipéptidos, tripéptidos,
dipéptidos y aminodcidos libres que se obtienen pueden ejercer
efectos beneficiosos sobre drganos diana.

Los resultados del grado de hidrdlisis demostraron que existid
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) en el valor del
GH entre los hidrolizados de ambos SES, siendo de 45,70% para
Alcalasa®-Flavourzima® y de 63,53% para pepsina-pancreatina.
Estos resultados indicaron que el mayor GH fue para este Ultimo
sistema. Los valores del GH generados por ambos SES indican
que los hidrolizados de proteina de chia son considerados exten-
sivos debido a que presentan un valor mayor al 10% de enlaces
peptidicos escindidos por hidrdlisis enzimatica, permitiendo asi la
obtencion de fracciones peptidicas con actividad bioldgica (13). Esto
sugiere que son una fuente potencial de biopéptidos activos. Los
mayores valores de pepsina-pancreatina respecto a Alcalasa®-Fla-
vourzima® pudieran deberse a que, segun lo establecido por Vioque
y cols. (24), tanto la pepsina como la pancreatina estan presentes
en el tracto digestivo, siendo la pepsina la encargada de degradar
proteinas durante la digestion. Su funcion la efectda hidrolizando
por el extremo del C-terminal de los aminodcidos aromaticos resi-
duales, como el Tyr y Phe. Estos aminoécidos estan presentes en
el grano entero de la chia en cantidades de 6,10y 11,61 g/kg, res-
pectivamente (25). Adicionalmente, la pancreatina es una proteasa
que incluye las enzimas tripsina, quimotripsina y elasteasa. Estas
tltimas son consideradas serinoproteasas (21) y poseen en su sitio
activo el aminodcido serina, el cual esta presente en 9,40 g/kg en
la Salvia hispdnica (25). La quimotripsina y la elasteasa presentan
actividad de endopeptidasas, ya que hidrolizan enlaces internos
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de los péptidos (26), por lo que estas dos enzimas generaron el
mayor GH respecto al obtenido del SES Alcalasa®-Flavourzima®. Los
resultados del GH del estudio actual fueron mayores a lo presentado
por la especie vegetal M. pruriens (21) para pepsina-pancreatina
(40,15%), lo que indicaria que este sistema pudo hidrolizar una
mayor cantidad de enlaces peptidicos de la proteina de chia durante
el tiempo de reaccion, en comparacion con los enlaces peptidicos
hidrolizados de la leguminosa mencionada. Segun el contenido pro-
teico de las fracciones obtenidas, el SES Alcalasa®-Flavourzima®
fracciona en dos tamarios: los de cadenas con mayor contenido
de aminodcidos, es decir, los retenidos en fracciones de > 10
kDa, y los de cadena mas pequefia, que son aquellos péptidos
con secuencias de aminodcidos que atraviesan esta membrana.
Este comportamiento se debe, probablemente, a que 1a hidrdlisis
proteica con exopeptidasas y endopeptidasas, como la Alcalasa® y
la Flavourzima® pudieran estar produciendo en su mayoria péptidos
pequefios de chia con un peso molecular < 2 kDa (27,28).

INHIBICION IN VITRO DE LA o-AMILASA

La inhibicién in vitro de las fracciones peptidicas (> 10, 5-10,
3-5,1-3y < 1kDa) de la chia sobre la enzima a.-amilasa puede
observarse en la figura 2. Los resultados demostraron que existio
diferencia significativa (p < 0,05) entre las fracciones para un
mismo sistema enzimatico. Estos valores fueron comparados con
acarbosa como inhibidor de referencia. Para el SES Alcalasa®-Fla-
vourzima®, la mayor inhibicion (39,90%) fue con la fraccion > 10
kDa; sin embargo, esta fue menor a lo obtenido por la acarbosa
(93,42%) con la concentracion de 2 mg/ml. La menor inhibicidn
(8,29%) fue la presentada por la fraccion (< 1 kDa) de este siste-
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ma. Los datos demostraron que no existi diferencia significativa
(p < 0,05) en las fracciones mayores (> 10y 5-10 kDa), genera-
das por pepsina-pancreatina, siendo estas las que presentaron
una mayor actividad (85,61y 79,19%, respectivamente) sobre
la a-amilasa. Esto sugiere que, para una mejor inhibicion de los
biopéptidos de chia, se requiere una determinada secuencia de
aminoacidos o que las cadenas polipeptidicas sean mas largas,
como sucede en el estudio reportado por Zhipeng y cols. (29) con
albumina de huevo, donde se obtuvieron fracciones de cinco o
mas aminodcidos como QITKPN, AEAGVD y NVLQPS.

A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el valor numérico del porcentaje inhibitorio de las
fracciones > 10 y 5-10 kDa de chia respecto al efecto causado
por la acarbosa (93,52%), es importante sefialar que este inhibidor
estaba presente en una concentracion de 2 mg/ml, mientras que
las fracciones de > 10y de 5-10 kDa presentaron actividad con
10 mg/ml (cinco veces mayor que la acarbosa). Lo anterior indico
que la actividad inhibitoria de los biopéptidos de Salvia hispanica
esta condicionada por la concentracion utilizada, por lo que, al igual
que la acarbosa, las fracciones peptidicas de la chia suprimirian la
actividad enzimatica de la a-amilasa, retrasando por lo tanto el
aumento de la glucosa sanguinea (30). Es relevante resaltar que
se realiz la evaluacion experimental de la inhibicion de amilasa
a diferentes concentraciones (2, 4, 6, 8, 10 mg/ml), pero Unica-
mente se encontraron efectos inhibitorios para a-amilasa con
la concentracion de 10 mg/kg, esto es, que a concentraciones
menores no se observo inhibicion enzimatica. Los valores de IC,
para las fracciones peptidicas mas promisorias de cada SES fueron
seleccionadas de acuerdo al mayor efecto inhibitorio producido.
Por lo tanto, el valor de IC,, obtenido revelo que la concentracion
de las fracciones peptidicas de la chia para causar el 50% de la
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Figura 2.

Inhibicion de la enzima a-amilasa, en fracciones peptidicas, derivadas de la hidrolisis de los SES de S. hispanica. Variable independiente, tamafio de la fraccion peptidica
(kDa); variable de respuesta, porcentaje de inhibicion (%). ¢ Letras diferentes, demuestran diferencia significativa (p < 0.05). ™ Efecto no detectado a la concentracion

evaluada (10g/ml para muestras y 2mg/ml para inhibidor).
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inhibicion enziméatica fue de 0,089 mg/ml para la fraccion de >
10 kDa del SES pepsina-pancreatina. Para la mayor fraccion de
Alcalasa®-Flavourzima®, el I, fue de 0,543 mg/ml, valor que fue
mayor a lo presentado por el anterior SES. Estos resultados sugieren
que el mejor tratamiento seria para el sistema pepsina-pancreatina,
debido a que el menor valor de IC,, presentado por este sistema
indicaria una mayor afinidad de la enzima por los biopéptidos de
la chia, los cuales estarian efectuando un mecanismo de accion
similar a un inhibidor competitivo.

Un estudio referente a la inhibicion enzimatica de a.-amilasa y
a--glucosidasa a partir de extracto acuoso de semillas de uva (30)
reveld un valor de IC,; de 0,008 mg/ml para la enzima c-amilasa.
De igual manera, una investigacion realizada con algas pardas Spa-
toglossum asperum (31) demostrd un IC, , de 0,055 mg/ml, el cual
es menor a lo presentado en el estudio actual (0,089 mg/ml), lo que
indica que tiene mejor efecto inhibitorio respecto a las fracciones
de chia. Una de las ventajas de las fracciones peptidicas de la chia
respecto a los extractos de uva y algas anteriormente mencionados
radica en que la chia es considerada un grano alimenticio de fcil
acceso y amplio consumo, el cual no modifica el sabor de los alimen-
tos. Este efecto es opuesto a o presentado por las algas S. asperum,
que podrian llegar a presentar sabores intensos y desagradables para
algtin sector de la poblacion. Por otra parte, las semillas de uva no
son consumidas directamente como alimento y requeriran estudios
de adicionales, por ejemplo, de citotoxicidad para su eventual uso.

INHIBICION IN VITRO DE LA o-GLUCOSIDASA

Los resultados demostraron que existid diferencia significa-
tiva (p < 0,05) entre las fracciones peptidicas analizadas, pre-

sentando un efecto inhibitorio sobre la enzima a.-glucosidasa
(Fig. 3). Para el SES Alcalasa®-Flavourzima® se presento mayor
inhibicion (33,75%) en la fraccion 1-3 kDa, utilizando una con-
centracion de 20 mg/ml de la fraccion peptidica de chia. Para el
sistema pepsina-pancreatina, los resultados demostraron que
la fraccion de 1-3 kDa presentd la mayor inhibicion (96,91%),
que fue estadisticamente diferente (p < 0,05) con las otras.
El valor presentado por la acarbosa fue de 46% con una con-
centracion de 2 mg/ml. Esto indicé que fue necesario utilizar
una concentracion diez veces mayor de los biopéptidos de 1-3
kDa (20 mg/ml) para poder observar el efecto. Esto significa
que respecto a la acarbosa, el efecto inhibitorio de las frac-
ciones péptidicas resulta ser menor. De manera analoga a la
inhibicion de amilasa, se realiz la evaluacion experimental de
la inhibicién de a-glucosidasa a concentraciones de 2, 4, 10,
12,15, 20 mg/ml, pero solo se encontrd actividad inhibitoria
a los 20 mg/ml.

El efecto inhibitorio de la c.-glucosidasa generado por las frac-
ciones peptidicas de bajo PM posiblemente se deba a la hidrdlisis
con pepsina-pancreatina. Después de este proceso, las propie-
dades moleculares de las proteinas cambian, produciéndose una
disminucion del PM, el aumento de la carga y la liberacion de
grupos o aminodcidos hidrofobicos (14). Los aminoécidos apo-
lares como la leucina (1,37 g/kg), isoleucina (0,80 g/kg), tirosi-
na 0,56 (g/kg) y fenilalanina (1,01 g/kg) (23), asi como valina,
prolina, glicina y metionina (32) presentes en la proteina de la
Salvia hispanica pueden interaccionar con la enzima o.-glucosi-
dasa en su sitio activo, retrasando la digestion de carbohidratos.
En consecuencia, la absorcion de la glucosa es completada en
un periodo mas largo y la hiperglicemia posprandial es reducida
(33,30), por lo que las fracciones peptidicas de Salvia hispanica
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Figura 3.

Inhibicion de la enzima a-glucosidasa, en fracciones peptidicas, derivadas de la hidrélisis de los SES, de S. hispanica. Variable independiente, tamario de la fraccion peptidica
(kDa); variable de respuesta, porcentaje de inhibicion (%). = Letras diferentes, demuestran diferencia significativa (p < 0.05). ™ Efecto no detectado a la concentracion

evaluada (10g/ml para muestras y 2mg/ml para inhibidor).
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actuarian como inhibidores competitivos de las a-glucosidasas,
localizadas en el borde de cepillo de los enterocitos en la luz de
las vellosidades intestinales.

Por otra parte, el valor de IC, para las fracciones de 1-3 kDa
obtenidas a partir del hidrolizado con pepsina-pancreatina fue
de 5,34 mg/ml, el cual fue ligeramente menor a lo presentado
por las fracciones de Alcalasa®-Flavourzima® (5,87 mg/ml).
En este contexto, el mayor efecto inhibitorio de las fracciones
peptidicas 1-3 kDa de la chia sobre la enzima o.-glucosidasa
a partir de pepsina-pancreatina concuerda con lo establecido
por Bertrand (27) debido a que los biopéptidos obtenidos son
de bajo peso molecular, presentando cadenas peptidicas de
unos cuantos aminoacidos. El bajo IC,, (5,34 mg/ml) de las
fracciones peptidicas a partir de pepsina-pancreatina representa
una inhibicién de a-glucosidasa ligeramente mayor respecto a
Alcalasa®-Flavourzima® (IC,, = 5,87 mg/ml). Sin embargo, si
se compara con lo reportado por Yilmazer-Musa y cols. (30)
considerando un extracto de semillas de uva (IC,; = 0,001
mg/ml), el efecto inhibitorio de la a-glucosidasa con pepsi-
na-pancreatina resulta ser menor. Por otra parte, un estudio
con extracto metandlico a partir de algas pardas Spatoglossum
asperum (31) presento un IC,, = 0,057 mg/ml, lo que indica
que estos extractos resultaron ser mas potentes en la inhibicion
enzimatica de a-glucosidasa respecto a las fracciones de chia.
Lo antes mencionado indica que cada materia prima presenta
diferentes actividades bioldgicas y que el efecto inhibitorio de
las fracciones peptidicas de chia es dependiente de la concen-
tracion de las mismas.

CONCLUSIONES

El grado de hidrdlisis obtenido de los hidrolizados de Salvia
hispanica fue considerado como extensivo debido a la cantidad
de fracciones peptidicas generadas, representadas por un valor
superior al 10%. El efecto inhibitorio de los biopéptidos de la
chia se podria atribuir al tamafio de las cadenas aminoacidicas,
obtenidas durante la hidrolisis enzimatica de los sistemas Alca-
lasa®-Flavourzima® y pepsina-pancreatina. El mayor efecto de
las fracciones peptidicas de la chia sobre la enzima a.-amilasa
fue con las fracciones mayores obtenidas de la ultrafiltracion.
En contraste, el mayor porcentaje de inhibicion sobre la enzima
a-glucosidasa se presento con las fracciones peptidicas de cade-
nas con bajo peso molecular.
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