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RESUMEN

La variedad de proteinas de origen vegetal que pueden hidrolizar-
se para producir proteicos bioactivos es amplia. Pero desde una
perspectiva sustentable, una forma factible y econémica para pro-
ducirlos es a partir de subproductos. El objetivo de este estudio
fue obtener hidrolizados enzimdticos proteicos del subproducto
de extraccion de aceite de chia (Salvia hispanica L.). El disefo
experimental fue completamente al azar en un arreglo factorial
con dos factores (enzima y tiempo). La actividad antioxidante
se evalud en una matriz alimentaria. Las reacciones de hidrélisis
se realizaron en condiciones controladas de pH, temperatura y
tiempo con las enzimas Alcalasa® (ALC) y Flavourzyma® (FLA)
separadas y en sistema secuencial. El grado de hidrélisis (GH)
se estim6 con la determinacién de grupos amino libres (OPA).
Los compuestos fendlicos se determinaron con la reaccién Folin-
Ciocalteu. La actividad antioxidante se obtuvo con los métodos
ABTS y DPPH. El GH dependié del tiempo de reaccién y de la
naturaleza del preparado enzimdtico. FLA fue mds eficaz en la
escisién de los enlaces peptidicos (25.44 %, 30 min) que ALC
(19.88 %, 150 min). La actividad antioxidante con la FLA fue
menor que con ALC. El aumento del GH (37.16 %) durante la
digestion con el sistema secuencial ALC-FLA en 90 min mostr6
la actividad antioxidante ABTS (12.56 mmol L™' mg™! proteina)
y el barrido de radical DPPH (77.47 %) mayores respecto a los
tratamientos enzimdticos individuales. Este resultado probable-
mente se debid a la produccién de péptidos de peso molecular
bajo y por al efecto sinérgico de compuestos fendlicos. La incor-
poracién de hidrolizados proteicos de chia incrementaron el po-

tencial antioxidante de la matriz alimentaria, podrian favorecer el
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ABSTRACT

The variety of proteins of plant origin that can be hydrolyzed to
produce bioactive proteins is ample. However, from a sustainable
perspective, a feasible and economic way to produce them
is using their byproducts. The objective of this study was to
obtain protein enzymatic hydrolysates from a byproduct of chia
(Salvia hispanica L.) oil extraction. The experimental design was
completely randomized in a two-factor factorial arrangement
(enzyme and time). The antioxidant activity was evaluated in
a food matrix. The hydrolysis reactions were performed under
controlled conditions of pH, temperature and time with the
enzymes Alcalase® (ALC) and Flavourzyme® (FLA) separately
and in a sequential system. The hydrolysis degree (HD) was
estimated with the determination of free amino groups (FAG).
The phenolic compounds were defined with the Folin-Ciocalteu
reaction. The antioxidant activity was obtained with the ABTS
and DPPH methods. The HD depended on the reaction time
and on the nature of the enzyme preparation. FLA was more
effective in the breakage of peptide bonds (25.44 %, 30 min) than
ALC (19.88 %, 150 min). The antioxidant activity with FLA was
lower than with ALC. The increase in HD (37.16 %) during the
digestion with the sequential system ALC-FLA in 90 min showed
higher ABTS antioxidantactivity (12.56 mmol L™'mg™"' protein)
and higher DPPH radical sweep (77.47 %), compared to the
individual enzymatic treatments. This result was probably due
to the production of peptides of low molecular weight and from
the synergetic effect of phenolic compounds. The incorporation
of chia protein hydrolysates increased the antioxidant potential
of the food matrix, could favor the development of a functional
food, and contribute to the revaluation of the byproducts derived

from agroindustry.
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desarrollo de un alimento funcional y contribuir a la revaloriza-

cién de subproductos derivados de la agroindustria.

Palabras clave: Salvia hispanica L., aprovechamiento de subpro-

ductos, hidrélisis enzimdtica, actividad antioxidante.
INTRODUCCION

a chia (Salvia hispanica L.) es nativa en el Su-

reste de México, estaba entre los cultivos prin-

cipales de las antiguas culturas mesoamerica-
nas y se ha cultivado en la regién durante miles de
anos. La semilla de chia es fuente de 4cidos grasos
esenciales -3, de fibra dietética, compuestos fens-
licos, proteinas, minerales y vitaminas liposolubles
como A, E, D y K (Tosco, 2004; Ixtaina ez al., 2010;
Capitani et al., 2013; Corona-Jiménez ez al., 2016).
El remanente (o torta) de la extraccién de aceite de
las semillas de chia es poco aprovechado y posee acti-
vidad antioxidante (Taga ez al., 1984).

El cambio de dieta puede ser menos dependiente
de los alimentos de origen animal, por lo que la ex-
ploracién de fuentes alternativas de proteinas repre-
senta un gran potencial para la industria agroalimen-
taria (Day, 2013). Ademds, una demanda primordial,
internacional y nacional, es el aprovechamiento de
residuos agroindustriales.

Los residuos agroindustriales ricos en proteinas,
derivados principalmente de semillas o granos, como
garbanzo, espinaca y girasol ha conducido a desa-
rrollar procesos de hidrélisis enzimdtica, (Pedroche
et al., 2002; Yang et al., 2003; Megias ez al., 2004).
Los aislados proteinicos se comercializan en polvo,
con contenido alto proteina y aporte calérico bajo.
Los aislados proteinicos de soya se comercializan
para la produccién de botanas, cdrnicos, bebidas y
productos horneados. Los hidrolizados proteicos se
producen de fracciones ricas en proteina, concentra-
dos o aislados proteicos. En el proceso, la fuente de
proteina se expone a algtin catalizador como calor,
dcido o enzima para hidrolizarlas e incrementar su
digestibilidad o propiedades bioactivas. Entre las
ventajas del uso industrial de hidrolizados proteicos,
con valor agregado, estd mejorar sus caracteristicas
nutricionales y funcionales, retrasar el deterioro y eli-
minar ingredientes téxicos o factores antifisiolégicos
(Clemente et al., 1999a).

Entre los métodos para obtener hidrolizados
proteicos estd la hidrélisis enzimdtica y 4cida y
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hydrolysis, antioxidant activity.
INTRODUCTION

hia (Salvia hispanica L.) is native in

southeastern Mexico; it was among the main

crops of the ancient Mesoamerican cultures
and has been grown in the region for thousands of
years. The chia seed is a source of w-3 essential fatty
acids, dietary fiber, phenolic compounds, proteins,
minerals and fat-soluble vitamins such as A, E, D
and K (Tosco, 2004; Ixtaina ez al., 2010; Capitani ez
al., 2013; Corona-Jiménez et al., 2016). The residue
(or cake) from the oil extraction of chia seeds that
is scarcely used, has antioxidant activity (Taga ez a/.,
1984).

The change in diet can be less dependent on foods
of animal origin, which is why exploring alternative
sources of proteins represents great potential for
the agri-food industry (Day, 2013). In addition, a
primordial international and national demand is the
use of agro-industrial residues.

Agro-industrial residues that are rich in proteins,
derived mainly from seeds or grains, such as chickpea,
spinach and sunflower have led to develop enzymatic
hydrolysis processes (Pedroche ez al., 2002; Yang ez
al., 2003; Megias ez al., 2004). The protein isolates
are marketed in powder, with high protein content
and low calorie input. The soy protein isolates are
already marketed for the production of snacks,
meats, beverages and baked products. The protein
hydrolysates are produced from fractions rich in
protein, concentrates or protein isolates. In the
process, the protein source is exposed to a catalyzer
such as heat, acid or enzyme to be hydrolyzed and
to increase its digestibility or bioactive properties.
Among the advantages of the industrial use of protein
hydrolysates, with added value, there are improving
their nutritional and functional characteristics,
delaying the deterioration, and eliminating toxic
ingredients or anti-physiological factors (Clemente ez
al., 1999a).

Among the methods used to obtain protein
hydrolysates there is enzymatic and acid hydrolysis
and their combination (Sinchez et al, 2014).
Enzymatic hydrolysis takes place at pH and
temperature that allow eliminating undesirable
compounds (Vioque et al, 2001). Among the
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su combinacién (Sdnchez et 4/, 2014). La hidréli-
sis enzimadtica se desarrolla en pH y temperatura que
permiten eliminar compuestos indeseables (Vioque
et al., 2001). Entre las proteinas puede haber frag-
mentos inactivos o con actividad fisiolégica baja, de-
nominados péptidos bioactivos, que pueden liberarse
por hidrélisis, con efectos beneficiosos en el organis-
mo (Benitez et al., 2008; Mulero et al., 2011). Los
péptidos bioactivos en cereales y leguminosas pueden
incrementar el valor y la calidad de la proteina (Mala-
guti et al., 2014). El interés por los hidrolizados y pép-
tidos antioxidantes derivados de alimentos se centra
en su uso como suplementos dietéticos antioxidan-
tes 0 como conservantes alimentarios (Ajibola ez /.,
2011). Al respecto, las semillas de chia proporcionan
beneficios a la salud y son fuente de péptidos biols-
gicamente activos. La hidrélisis enzimdtica produce
péptidos bioactivos de fuentes diversas de proteinas,
como las de semillas de chia. Los hidrolizados de chia
con actividad biolégica mejorada podrian ser un in-
grediente en otros alimentos (Segura-Campos ez al.,
2013b). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar la actividad antioxidante durante la hidrdlisis
enzimdtica individual y en secuencia de un subpro-
ducto de la extraccién de aceite chia.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio se usé harina desgrasada de semillas de chia,
que es el subproducto de la extraccién del aceite, de la empresa
Procesadora de Alimentos S.A. DE C.V. (PISA), en Guadalajara,

Jalisco, México.
Obtencién de la fraccidn rica en proteina (FRP)

La harina desgrasada se deshidraté a 60 °C por 24 h (Segura-
Campos ez al., 2013a), se tamizaron (malla Tyler 100; 140 pm)
lotes de 500 g (tamizador con agitacién tipo Ro-Tap®) por 20
min. Para concentrar la proteina se aplicé el método de fraccio-

namiento seco descrito por Vazquez-Ovando ez al. (2010).

Composicién quimica proximal de la harina

desgrasada y la fraccién rica en proteina de chia

Para conocer la composicién quimica se usaron los métodos
descritos por la AOAC (2000), ¢ incluyeron humedad (méto-
do 925.09), proteina cruda (método 954.01) por el método de
Kjendal, y el factor 6.25, grasa cruda (método 920.39), fibra cru-
da (método 962.09), cenizas (método 923.03). Los carbohidratos

proteins there may be inactive fragments or with low
physiological activity, called bioactive peptides, that
may be liberated from hydrolysis, with beneficial
effects on the organism (Benitez et al., 2008; Mulero
et al., 2011). The bioactive peptides in cereals and
legumes may increase the value and the quality of
the protein (Malaguti e al., 2014). Interest over
hydrolysates and antioxidant peptides derived from
foods is centered on being used as antioxidant dietary
supplements or as dietary preservatives (Ajibola ez
al., 2011). In this regard, chia seeds provide benefits
to health and are a source of biologically active
peptides. Enzymatic hydrolysis produces bioactive
peptides from diverse sources of proteins, such as
chia seeds. The chia hydrolysates with improved
biological activity could be an ingredient in other
foods (Segura-Campos ez al., 2013b). Therefore, the
objective of this study was to evaluate the antioxidant
activity during individual and sequential enzymatic
hydrolysis from a byproduct of the chia oil extraction.

MATERIALS AND METHODS

For this study, fat-free chia seed flour was used, which is
the byproduct of the oil extraction, made by the company
Procesadora de Alimentos S.A. DE C.V. (PISA), in Guadalajara,

Jalisco, Mexico.
Obtaining the protein-rich fraction (PRF)

The fat-free flour was dehydrated at 60 °C for 24 h (Segura-
Campos ez al., 2013a), it was sieved (Tyler sieve 100; 140 pm)
in batches of 500 g (sieve with agitation type Ro-Tap®) for 20
min. To concentrate the protein, the dry fractioning method

described by Vézquez-Ovando ez al. (2010) was applied.

Proximal chemical composition of the chia fat-free

flour and protein-rich fraction

In order to know the chemical composition, the methods
described by the AOAC (2000) were used, and included
moisture (method 925.09), raw protein (method 954.01) with
the Kjendal method, and factor 6.25, raw fat (method 920.39),
raw fiber (method 962.09), and ashes (method 923.03). The
total carbohydrates represented the difference of 100 % minus

the nitrogen-free extract.
Enzymatic hydrolysis of the chia protein-rich fraction

The PRF was hydrolyzed in batches with commercial enzymes
Alcalase (ALC) and Flavourzyme (FLA) (Sigma-Aldrich; Sigma
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totales representaron la diferencia de 100 % menos el extracto

libre de nitrégeno.

Hidrélisis enzimatica de la fraccién rica

en proteina de chia

La FRP se hidrolizé por lotes con enzimas comerciales Al-
calasa (ALC) y Flavourzyma (FLA) (Sigma-Aldrich;Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO, USA) y el método descrito por Se-
gura-Campos et al. (2013b). Las enzimas Alcalasa® (P4860) son
de Bacillus licheniformis y Flavourzyma® (P6110) de Aspergilus
oryzae. Estas enzimas comerciales son especificas a enlaces pep-
tidicos de aminodcidos hidrofébicos (ALC) y aminodcidos aro-
mdticos (FLA). El factor evaluado fue el tiempo de reaccién (30,
60, 90, 120 y 150 min) y se calculé el grado de hidrélisis (GH).
La hidrdlisis se realizé con: 1) las enzimas ALC y FLA separadas,
y 2) con ALC-FLA. En este caso inicié con pre digestién con
ALC por 60 min y le siguié FLA por 150 min con sustrato al
2 % (enzima/sustrato en una proporcién de 0.3 AU g~! de ALC),
pH 7 y 50 LAPU g~' de FLA a pH 8, a 50 °C en ambos casos.
La hidrdlisis se suspendié por calentamiento a 85 °C, y 15 min.
El hidrolizado se centrifugé (9880 x g, 20 min) para remover la
porcién insoluble (Pedroche et al., 2002). El extracto se liofilizé

y se almacené —20 °C hasta su andlisis.
Determinacién del grado de hidrélisis (GH)

El GH se determiné con el método espectrofotométrico
descrito por Nielsen ez al. (2001); con los grupos amino libres
identificados con ortoftaldialdehido (OPA) se calcula: GH=h/
h_X100; donde h_ es el nimero total de enlaces peptidicos por
equivalente de proteina y h es el niimero de enlaces hidrolizados.
El factor h  depende de composicién y tipo de aminodcidos de
la materia prima. El nimero de enlaces peptidicos hidrolizados
se calculd con una curva de calibracién con 0, 50, 100, 150 y
200 uL de estdndar serina al 0.1 % (p/v), la cual se mezclé con
1.5 mL de un reactivo de color preparado con 1.90 g de tetrabo-

rato de sodio decahidratado.
Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos se extrajeron de las muestras de
harina desgrasada y FRD, se mezclaron con metanol (1:5, p:v) por
10 min, luego en un bafio de agua a 50 °C por 1 h, después a
65 °C por 5 min y se enfriaron a 25 °C. El sobrenadante se pasé
a través de un filtro Millipore de 0.45 pm (Castel ez al., 2014).
El contenido de fenoles totales se midié con el método de Folin-
Ciocalteu, descrito por Rojas y Narvdez (2009), en 20 uL de
extracto a 765 nm en un espectrofotémetro (ThermoScientific

Genesys 10 UV, USA). La curva de calibracién se preparé con
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Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and the method described
by Segura-Campos ez al. (2013b). The enzyme Alcalase® (P4860)
is from Bacillus licheniformis, and Flavourzyme® (P6110) from
Aspergilus oryzae. These commercial enzymes are specific to
peptide bonds of hydrophobic amino acids (ALC) and aromatic
amino acids (FLA). The factor evaluated was the reaction time
(30, 60, 90, 120 and 150 min) and the hydrolysis degree (HD)
was calculated. The hydrolysis was performed with: 1) the
enzymes ALC and FLA separately, and 2) with ALC-FLA. In this
case, it began with pre-digestion with ALC for 60 min and FLA
followed for 150 min with substrate at 2 % (enzyme/substrate in
a proportion of 0.3 AU g™' of ALC), pH 7 and 50 LAPU g~' of
FLA at pH 8, at 50 °C in both cases. Hydrolysis was suspended
by heating at 85 °C, and 15 min. The hydrolysate was centrifuged
(9880 x g, 20 min) to remove the insoluble portion (Pedroche ez
al., 2002). The extract was lyophilized and was stored at —20 °C

until its analysis.
Determination of the hydrolysis degree (HD)

The HD was determined by the spectrophotometric method
described by Nielsen ez a/. (2001); with the free amino groups
identified with ortho-phthalaldehyde (OPA) the following is
calculated: HD=h/hm[X 100; where hm[ is the total number of
peptide bonds per protein equivalent and h is the number of
hydrolyzed bonds. The h_ factor depends on the composition
and type of amino acids in the raw material. The number of
hydrolyzed peptide bonds was calculated with a calibration curve
with 0, 50, 100, 150 and 200 uL of serine standard at 0.1 %
(p/v), which was mixed with 1.5 mL of a color reactive prepared

with 1.90 g of decahydrated sodium tetraborate.
Total phenolic compounds

The phenolic compounds were extracted from the fat-free
flour samples and PRE they were mixed with methanol (1:5, p:v)
for 10 min, then placed in a water bath at 50 °C for 1 h, then at
65 °C for 5 min and cooled to 25 °C. The supernatant was passed
through a Millipore filter of 0.45 um (Castel ¢t al., 2014). The
content of total phenols was measured with the Folin-Ciocalteu
method, described by Rojas and Narvédez (2009), in 20 uL of
extract at 765 nm in a spectrophotometer (ThermoScientific
Genesys 10 UV, USA). The calibration curve was prepared with
gallic acid between 50 and 500 mg L. The results are expressed
as equivalents of gallic acid (mg EAG g™' of flour).

DPPH radical scavenging capacity

DPPH radical scavenging was evaluated with 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) (J. T. Baker; Phillipsburg, NJ, USA;
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4cido glico entre 50 y 500 mg L™". Los resultados se expresaron

como equivalentes de 4cido gdlico (mg EAG g™ de harina).
Capacidad captadora de radicales DPPH

La captacién del radical DPPH se evalué con 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) (J. T. Baker; Phillipsburg, NJ, USA; y
Merck, Darmstadt, Alemania), y el método descrito por Cumby
et al., (2008). Las muestras se disolvieron en etanol al 95 %
(10 mg mL™"), se mezclaron con solucién etanélica de DPPH
(50 uM) y la absorbancia se obtuvo a 517 nm en espectrofoté-
metro (ThermoScientific Genesys 10 UV, USA). La captacién

del radical por los hidrolizados se calculé con la férmula:

_ (Absmue.\'tm B Absb[am'o)
control A bS

Captacion(%) =| Abs X100

control

donde Abs_ . es la absorbancia del radical DPPH sin hidroli-
zado, y Absblanco es la absorbancia de los hidrolizados sin DPPH

debido a que las proteinas absorben a esta longitud de onda.
Actividad de captacién de radicales ABTS"

Esta actividad se determiné el método descrito por Segura-
Campos et al. (2013b), con 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-
6-dcido-sulfénico) (ABTS) y dcido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8 tetrame-
tilcromano-2-carboxilico (Trolox) (J. T. Baker; Phillipsburg, NJ,
USA; y Merck; Darmstadt, Alemania). El catién radical ABTS**
producido por reaccién de ABTS (2 mM) con persulfato de po-
tasio. El catién radical ABTS** se produjo por reaccién de 10 mL
de solucién madre de ABTS con solucién 40 uL de K,S,O,. El
radical se mantuvo estable por 2 d, almacenado en la oscuridad
y a temperatura ambiente. La actividad antioxidante en los hi-
drolizados se obtuvo por dilucién de la solucién de ABTS®* con
PBS en espectrofotémetro (ThermoScientific Genesys 10 UV,
USA) a 734 nm (absorbancia de 0.800%0.030). De la solucién
diluida de ABTS** se afiadieron 990 uL a 10 4L del compuesto
antioxidante Trolox o hidrolizado (10 mg mL™"). La curva de ca-
libracién se preparé con Trolox (0.5-3.5 mM) en PBS. El porcen-
taje de disminucion se calculd con la absorbancia y se representé
como una funcién de la concentracién de Trolox. La actividad de
eliminacién de radicales de las muestras analizadas en porcentaje

de inhibicién se calculé con la ecuacién:

A, — A
Inhibicion(%) = BA 4 %100

donde A, es la absorbancia de la muestra en blanco (t=0), y A, es

la absorbancia de la muestra con antioxidante después de 6 min.

and Merck, Darmstadt, Germany), and the method described
by Cumby ez 4/., (2008). The samples were dissolved in ethanol
at 95 % (10 mg mL™"), mixed with DPPH ethanol solution
(50 uM) and the absorbance was obtained at 517 nm in
spectrophotometer (ThermoScientific Genesys 10 UV, USA).
Radical scavenging by the hydrolysates was calculated with the

formula:

(A bsm uestra__ A bsblanm )

Captacion(%) =| Abs . — Ab
s

X100

control

where Abs is the absorbance of the DPPH radical without
hydrolysate, and Abs

control

e 18 the absorbance of hydrolysates

without DPPH because the proteins absorb at this wave length.
Activity of ABTS’ radical scavenging

This activity was determined by the method described
by Segura-Campos ¢z al. (2013b), with 2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid) (ABTS) and -6-hydroxy-2,
5, 7, 8 tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) (J.
T. Baker; Phillipsburg, NJ, USA; and Merck; Darmstadt,
Alemania). The ABTS** radical cation, produced by ABTS
reaction (2 mM) with potassium persulfate. The ABTS®* radical
cation was produced from a reaction of 10 mL of ABTS mother
solution with 40 pL de K,S,0, solution. The radical was kept
stable for 2 d, stored in darkness and at room temperature.
The antioxidant activity in the hydrolysates was obtained from
dilution of the ABTS** solution with PBS in spectrophotometer
(ThermoScientific Genesys 10 UV, USA) at 734 nm (absorbance
of 0.800%+0.030). From the diluted ABTS** solution 990 uL
were added to 10 uL from the Trolox or hydrolyzed antioxidant
compound (10 mg mL™"). The calibration curve was prepared
with Trolox (0.5-3.5 mM) in PBS. The percentage of decrease
was calculated with the absorbance and represented as a function
of the Trolox concentration. The activity of radical elimination
from the samples analyzed in percentage of inhibition was

calculated with the equation:

A, — A
Inhibicion(%) = BA 4 %100

B

where A, is the absorbance of the blank sample (t=0), and A, is

the absorbance of the sample with antioxidant after 6 min.
The Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) was

quantified through a regression analysis of the inhibition

percentage versus the Trolox concentration, with the formula:
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La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) se
cuantificé con un andlisis de regresién del porcentaje de inhibi-

cién frente a la concentracion Trolox, con la férmula:

V) —
TEAC ZM
m

donde 4 es la interseccién y 7 es la pendiente.
Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar en un arre-
glo factorial con dos factores (enzima y tiempo): enzima con tres
niveles (ALC, FLA, sistema secuencial ALC - FLA); y tiempo
con cinco niveles (30, 60, 90, 120 y 150 min) para cada trata-
miento enzimdtico. Las comparaciones multiples entre medias se
realizaron con la prueba de Tukey (p=<0.05). Estos andlisis esta-
disticos se realizaron con SAS ver 9.1 (2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Anilisis quimico parcial

El contenido de proteina en FRP fue mayor que
en la harina desgrasada. Este resultado coincide con
el reportado por Vizquez-Ovando ez al. (2013), quie-
nes obtuvieron 32.24 g 100 g™' en harina desgrasada
de chia e indicaron que al eliminar la fraccién de fi-
bra por tamizado aumentan las particulas finas con
contenido mayor de proteinas. El contenido de ce-
nizas en FRP fue mayor que en la harina, probable-
mente por la concentracién alta de minerales de las
semillas de chia (Capitani ez al., 2012) y porque estos
tienden a permanecer en las fracciones de menor ta-
mano (Vizquez-Ovando ez 4l., 2009). Los resultados
fueron cercanos a los de la ficha técnica de la empresa
proveedora, 52 % de fibra, 29 % de proteina 'y 7 %
de grasa. El componente mds abundante en la harina
de chia fue la fibra (Cuadro 1), lo cual coincidié con
el contenido de 40 a 60 % en el remanente de la
extraccién de aceite (Tosco, 2004). El contenido de
grasa fue similar al reportado (13.44 g 100 g™') por
Segura-Campos (Segura-Campos, 2013, Biological
potential of chia (Salvia hispanica L.) protein hydro-
lysates and their incorporation into functional foodsfet
al (2013b).
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TEAC =

where 4 is the intersection and # is the slope.
Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely random in a factorial
arrangement with two factors (enzyme and time): enzyme with
three levels (ALC, FLA, ALC-FLA sequential system); and
time with five levels (30, 60, 90, 120 and 150 min) for each
enzymatic treatment. The multiple comparisons between means
were carried out with the Tukey test (p=0.05). These statistical

analyses were performed with SAS. ver 9.1 (2003).
RESULTS AND DISCUSSION
Partial chemical analysis

The protein content in the PRF was higher than
in the fat-free flour. This result agrees with the one
reported by Vdzquez-Ovando er al. (2013), who
obtained 32.24 g 100 g' in chia fat-free flour and
indicated that when eliminating the fiber fraction
through sieving, the fine particles with higher protein
content were increased. The ash content in the PRF
was higher than in the flour, probably because of the
high concentration of minerals in chia seeds (Capitani
et al., 2012) and because these tend to remain in the

Cuadro 1. Composicién proximal de la harina desengrasada y la
fraccion rica en proteina de chia (Salvia hispanica L.)

(g100 g " enb.s.).
Table 1. Proximal composition of the chia (Salvia hispanica 1.)
fat-free flour and protein-rich fraction (g 100 g™ in

b.s.).

Harina desgrasada ~ Fraccidn rica

Componentes x P

de chia en proteina

Humedad (%) 4.75%+0.13 5.17%0.09
Ceniza (%) 6.40+0.06 7.02+0.04
Fibra cruda (%) 45.64+0.59 36.44%+1.26
Grasa (%) 11.20%0.23 1.58%+0.11
Proteina (%) 28.86+0.14 39.64%+0.47

Extracto libre de
nitrégeno 7.86 15.30
(por diferencia, %)

*Los valores mostrados corresponden a la media * desviacién
estandar. ¢+ *The values shown correspond to the mean *
standard deviation.
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Hidrélisis enzimatica de la fraccién
rica en proteinas

La diferencia en GH fue significativa entre los tra-
tamientos. Las curvas de hidrélisis (Figura 1) tipicas
de hidrélisis enzimdtica de proteina (Figueroa ez al.,
2013) mostraron un incremento acelerado en los pri-
meros minutos. La FRP de chia puede considerarse
material de partida adecuado para la produccién de
hidrolizados proteicos (Segura-Campos ez al., 2013)
debido al GH extensivo obtenido (>40 %).

El patrén que siguié cada cinética en el tiempo
fue diferente para cada enzima y hubo efecto de la in-
teraccién entre tiempo y enzima. Durante las hidré-
lisis con ALC y FLA se present6 disminucion de los
30 alos 60 min e incremento de los 60 a los 120 min.
Candido y Sgarbieri (2003) reportaron el mismo
comportamiento en hidrélisis de proteinas miofibri-
lares de tilapia con FLA. La disminucién en la tasa de
hidrélisis puede deberse a inhibicién enzimdtica por
productos de la reaccién, desnaturalizacién parcial de
la enzima, competencia entre proteina no hidrolizada
y péptidos que empiezan a formarse constantemente
durante el proceso de hidrélisis (Candido y Sgarbieri,
2003; Kong et al., 2007).

La disminucién también se observé en la hidroli-
sis proteica de girasol con ALC, con los valores ma-
yores a los 30 min de digestién (Megias ez al., 2008).
Yust ez al. (2003) reportaron un valor de 27 para

(%) Grado de hidrélisis
)
S

15- 0\0/0/0—0
104

0 30 60 90 120 150
Tiempo (min)

O FLA

o ALC A ALC-FLA

Figura 1. Grado de hidrolisis de la fraccion rica en proteinas de
chia (Salvia hispanica L.) con alcalasa (ALC), flavour-
zima (FLA) y ambas en secuencia (ALC-FLA).

Figure 1. Hydrolysis degree of the chia (Salvia hispanica L.)
protein-rich fraction with alcalase (ALC), flavourzyme

(FLA) and both in sequence (ALC-FLA).

smaller fractions (Vdzquez-Ovando ez al., 2009). The
results were close to those from the technical file
card of the supplying company, 52 % of fiber, 29
% of protein and 7 % of fat. The most abundant
component in chia flour was the fiber (Table 1),
which agreed with the content of 40 to 60 % in
the remnant of the oil extraction (Tosco, 2004). The
fat content was similar to the one reported (13.44 g
100 g~") by Segura-Campos (Segura-Campos, 2013,
Biological potential of chia (Salvia hispanica L.) protein
hydrolysates and their incorporation into functional
Jfoodls}er al (2013Db).

Enzymatic hydrolysis of the protein-rich fraction

The difference in HD was significant between
treatments. The hydrolysis curves (Figure 1) typical of
enzymatic protein hydrolysis (Figueroa ez al., 2013)
showed an accelerated increase in the first minutes.
The chia PRF can be considered adequate starting
material for the production of protein hydrolysates
(Segura-Campos ez al., 2013) due to the extensive
HD obtained (>40 %).

The pattern followed by each kinetics in time was
different for each enzyme and there was an effect
from the interaction between time and enzyme.
During the hydrolysis with ALC and FLA there was a
decrease from 30 to 60 min and an increase from 60
to 120 min. Candido and Sgarbieri (2003) reported
the same behavior in hydrolysis of tilapia miofibrilar
proteins with FLA. The decrease in the hydrolysis
rate can be due to the enzymatic inhibition resulting
from the reaction’s products, partial denaturalization
of the enzyme, competition between non-hydrolyzed
protein and peptides that begin to form constantly
during the hydrolysis process (Candido and Sgarbieri,
2003; Kong et al., 2007).

The decrease was also observed in sunflower
protein hydrolysis with ALC, with values higher
than 30 min of digestion (Megias ez al., 2008). Yust
et al. (2003) reported a value of 27 for hydrolyzed
chickpea with ALC at 30 min. The gradual increase
was present until 120 min and the stationary phase
until 150 min. This phase can result from the decrease
in the concentration of peptide bonds (Marquez and
Vizquez, 1999). ALC acts as an endo-peptidase,
which split peptide bonds inside the polypeptide
chain; FLA acts as endo- and exo- peptidase (Cumby
et al., 2008). Thus, ALC produces mainly small
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garbanzo hidrolizado con ALC a los 30 min. El au-
mento paulatino se presenté hasta los 120 min y la
fase estacionaria a los 150 min. Esta fase puede resul-
tar de la disminucién en la concentracién de enlaces
peptidicos (Mdrquez y Vizquez, 1999). ALC actda
como endo-peptidasa, que escinde enlaces peptidicos
del interior de la cadena polipeptidica; FLA actia
como endo y exo peptidasa (Cumby ez al., 2008).
Asi, ALC produce principalmente oligopéptidos/po-
lipéptidos pequefios y medianos y FLA produce mds
componentes de bajo peso molecular y aminodcidos
libres (Hamada, 2000).

En el presente estudio, ALC exhibié especificidad
un amplia y produjo hidrolizados con GH entre 10
y 19.88 %. Estos resultados son mayores a los repor-
tados por Marrufo-Estrada ez a/. (2013) en hidroliza-
dos de /. curcas con ALC (13.9 %) y Li ez al. (2005)
con hidrolizados de Phaseolus radiatus (10 %) con
GH. Pero coinciden con lo reportado por Villanueva
(1999) en hidrolizados de girasol con ALC y FLA
(34.7 y 42.2), mientras que Karamdc et al. (2016)
reportaron una hidrélisis mayor con FLA que con
ALC en linaza.

La hidrdlisis enzimdtica de proteinas con frecuen-
cia conduce a la produccién de un intenso sabor
amargo, debido a la presencia de péptidos hidro-
fobicos y la reduccién del nimero de aminodcidos
aromdticos en los hidrolizados proteinicos mejora su
sabor (Torruco ez al., 2008). Para lograr lo anterior se
usan enzimas en secuencia, con lo cual la hidrélisis
aumenta y el contenido de aminodcidos hidrofébicos
se reduce.

En un estudio con enzimas comerciales (ALC
y FLA) se obtuvieron hidrolizados proteicos con
un GH de 65 %, debido a que ALC incrementa el
ndmero de sitios de N-terminales lo cual facilita la
hidrélisis por FLA que presenta ambas actividades
(Pedroche et al., 2002). En nuestro estudio, la hidré-
lisis en secuencia (ALC-FLA), con pre-digestién con
ALC, por 60 min, alcanzé hidrdlisis extensiva con
maximos de 41.2 % con FLA, a los 150 min; el GH
fue menor al 43.8 % reportado por Segura-Campos
et al., (2013b), con la misma secuencia en chia, y por
Ruiz e al. (2013) para hidrolizados de frijoles duros,
cocidos, de 43.01 % con la secuencia ALC-FLA. Cle-
mente et al. (1999b) observaron que la combinacién
de estas enzimas en un proceso de hidrélisis de dos
pasos (3 h ALC como endoproteasa y 5 h FLA como
exoproteasa) en garbanzo produjo GH >50 %.
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and medium oligopeptides/polypeptides and FLA
produces more components of low molecular weight
and free amino acids (Hamada, 2000).

In this study, ALC exhibited a broad specificity
and produced hydrolysates with HD between 10 and
19.88 %. These results are higher than those reported
by Marrufo-Estrada ez a/. (2013) in hydrolysates of /.
curcas with ALC (13.9 %) and Li et 2/. (2005) with
hydrolysates of Phaseolus radiatus (10 %) with HD.
But they agree with what is reported by Villanueva
(1999) in sunflower hydrolysates with ALC and
FLA (34.7 and 42.2), while Karamic er 2/. (2016)
reported higher hydrolysis with FLA than with
ALC in flaxseed.

The enzymatic hydrolysis of proteins frequently
leads to the production of an intense bitter flavor,
due to the presence of hydrophobic peptides, and
the reduction of the number of aromatic amino acids
in protein hydrolysates improves its flavor (Torruco
et al., 2008). To achieve this, sequential enzymes are
used, with which the hydrolysis increases and the
content of hydrophobic amino acids is reduced.

In a study with these commercial enzymes (ALC
and FLA), protein hydrolysates were obtained with
HD of 65 %, because ALC increases the number of
sites of N-terminals which facilitates the hydrolysis
by FLA that presents both activities (Pedroche ez 4L,
2002). In our study, sequential hydrolysis (ALC-
FLA), with pre-digestion with ALC, for 60 min,
reached extensive hydrolysis with maximums of 41.2
% with FLA, at 150 min; the HD was lower than
43.8 % reported by Segura-Campos et al., (2013b),
with the same sequence in chia and by Ruiz ez /.
(2013) for hydrolysates of hard, cooked, beans, of
43.01 % with the ALC-FLA sequence. Clemente ez
al. (1999b) observed that the combination of these
enzymes is a two-step hydrolysis process (3 h ALC
as endoprotease and 5 h FLA as exoprotease) in
chickpea produced HD >50 %.

Total phenolic compounds and antioxidant
activity of chia flour and PRF

The activity of antioxidants in foods and biological
systems depends on factors such as the nature of
the antioxidant compound, its concentration and
the interaction present between them. The residues
from the oil extraction process from oleaginous
seeds contain phenolic compounds with antioxidant
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Compuestos fenélicos totales y actividad
antioxidante de harina y FRP de chia

La actividad de los antioxidantes en los alimentos
y los sistemas biolégicos depende de factores como
la naturaleza del compuesto antioxidante, su concen-
tracion y la interaccidén que exista entre ellos. Los re-
siduos del proceso de extraccién de aceite de las semi-
llas oleaginosas contienen compuestos fenélicos con
actividad antioxidante que las hace adecuadas como
antioxidantes naturales de grasas y aceites (Matthius,
2002).

La actividad antioxidante (Cuadro 2) fue similar
al reportado por Marineli ez al. (2014) en semillas
chilenas de chia (436.61 umol TEAC g™'), por Capi-
tani et 2/. (2012) en harina de chfa, residuo de la ex-
traccién de aceite por prensado (557.2 umol TEAC
g™!), y por Vizquez-Ovando ez al. (2009) en fraccio-
nes fibrosa (446.4 umol TEAC g~' y 488.8 umol
TEAC g™'). Valores mayores se obtuvieron en hari-
na de trigo y cebada y sorgo (8.3, 14.9 y 51.7 pmol
TEAC g™, respectivamente) (Ragace ez al., 2000) y
similares al salvado de sorgo, con contenido alto de
taninos 512.0 umol TEAC/g (Awika ez al., 2003).
Los resultados son menores a los valores reportados
por Saura-Calixto y Goni (2006) para vino tinto, in-
fusién de café e infusién de té (1093 umol TEAC

Cuadro 2. Actividad antioxidante de harina desgrasada y fraccién
rica en proteina (FRP) de chia (Salvia hispanica L.).
Table 2. Antioxidant activity of chia (Salvia hispanica L.) fat-free
flour and protein rich fraction (PRF).

Harina

desengrasada FRP
Compuestos fendlicos
otales (mg EAG g~) 0.81%£0.02 0.59%0.00
Actividad antioxidante
(métodos)
DPPH
(umol TEAC ¢-1) 433.28+2.24 415.47+6.92
ABTS 476.63%9.78 411.12%7.24

(pmol TEAC g™)

“Los datos estdn expresados como el valor de las medias *
desviacién estdndar. < “The data are expressed as the value of the
means * standard deviation.

EAG: Equivalentes de dcido gdlico, TEAC: Actividad antioxidante
equivalente de Trolox. ¢ EAG: Gallic acid equivalents, TEAC:

Trolox equivalent antioxidant activity.

activity that makes them adequate as natural
antioxidants of fats and oils (Matthius, 2002).

The antioxidant activity (Table 2) was similar to
that reported by Marineli ez /. (2014) in Chilean
chia seeds (436.61 umol TEAC g™'), by Capitani
et al. (2012) in chia flour, residue from pressed
oil extraction (557.2 umol TEAC g7'), and by
Vizquez-Ovando ez al. (2009) in fibrous fractions
(446.4 umol TEAC g~' and 488.8 umol TEAC g™").
Higher values were obtained in wheat and barley
and sorghum flour (8.3, 14.9 and 51.7 umol TEAC
g~!, respectively) (Ragaee er al., 2006) and similar
to sorghum bran, with high tannin content of 512.0 u
mol TEAC/g (Awika et al., 2003). The results are
lower than the values reported by Saura-Calixto and
Goni (2000) for red wine, coffee infusion and tea
infusion (1093 umol TEAC 100 mL~", 1328 umol
TEAC 100 mL™, 631 umol TEAC 100 mL™").

These values of antioxidant activity are because the
chia seeds and oil contain natural antioxidants such as
tocopherols, phytosterols, carotenoids (Alvarez ez al.,
2008; Ixtaina ez al., 2011) and phenolic compounds,
such as chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin,
myricetin, kaempferol and hydroxytyrosol (Reyes ez
al., 2008; Capitani ez al., 2012).

The content of total phenols (Table 2) were close
to those reported by Reyes ez /. (2008) (0.88 a 0.92
mg EAG g™') in chia seeds from Jalisco and Sinaloa,
and those by Marineli ez a/. (2014) (0.94 mg EAG
g~') in Chilean chia seeds.

Antioxidant activity from protein hydrolysates

The activity of ABTS radical elimination expressed
as the Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC)
measures the antioxidant activity from a substance
in comparison to the standard Trolox (Samaranayaka
and Li-Chan, 2011). The hydrolysate with sequential
system presented higher TEAC value than the
hydrolysates with individual enzymes (Figure 2).

The highest TEAC value from the hydrolysis
kinetics with ALC was reached at minute 60 with
10.96%£0.26 mmol L' mg™' protein, which was
higher than the value reported by Torruco ez al.
(2009) for hydrolysates from lima bean (2 lunatus)
at minute 90 (9.89 mmol L™' mg™' protein) and
Jamapa bean (P vulgaris) at minute 60 (10.09 mmol
L~" mg™' protein) when hydrolyzed with ALC. It
was also higher than the value observed by Vastag
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100 mL™", 1328 umol TEAC 100 mL™", 631 gmol
TEAC 100 mL™Y).

Estos valores de actividad antioxidante se deben a
que las semillas y el aceite de chia contienen antioxi-
dantes naturales como tocoferoles, fitoesteroles, caro-
tenoides (Alvarez et al., 2008; Ixtaina er al., 2011) y
compuestos fenélicos, como dcido clorogénico, 4cido
cafeico, quercetina, miricetina, kaempferol e hidroxi-
tirosol (Reyes ez al., 2008; Capitani ez al., 2012).

Los contenidos de fenoles totales (Cuadro 2) fue-
ron cercanos a los reportado por Reyes ez al. (2008)
(0.88 a 0.92 mg EAG g™') en semillas de chia de
Jalisco y Sinaloa, y los de Marineli ez a/. (2014) (0.94
mg EAG g™') en semillas chilenas de chia.

Actividad antioxidante de hidrolizados proteicos

La actividad de eliminacién del radical ABTS ex-
presado como la actividad antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC), mide la actividad antioxidante de
una sustancia en comparacién con el estdndar Trolox
(Samaranayaka y Li-Chan, 2011). El hidrolizado con
sistema secuencial presenté mayor valor TEAC que
los hidrolizados con enzimas individuales (Figura 2).

El valor mayor de TEAC de la cinética de hi-
drélisis con ALC se alcanzé al minuto 60 con
10.96%+0.26 mmol L™' mg™! proteina, lo cual fue
mayor al reportado por Torruco ez al. (2009) para
hidrolizados de frijol lima (2 lunatus) al minuto 90
(9.89 mmol L™' mg™! proteina) y frijol Jamapa (2
vulgaris) al minuto 60 (10.09 mmol L' mg™" pro-
teina) al ser hidrolizados con ALC. También fue ma-
yor al valor observado por Vastag et al. (2011) para
hidrolizados con ALC de un aislado obtenido de la
torta residual de extraccién de aceite de calabaza a
60 min con valores de 7.59 mmol L™' mg™"! proteina.
Por el contrario, Marrufo-Estrada et 4/, (2013) en-
contraron valores mayores que los de nuestro estudio,
para hidrolizados de harina desgrasada y aislado de /.
curcas con ALC de 13.43 mmol L™' mg™" proteina y
12.28 mmol L™'mg™! proteina, respectivamente.

La hidrélisis con FLA en nuestro estudio fue ma-
yor al minuto 150 con 10.0+0.16 mmol L' mg™’
proteina que el reportado por Torruco ez al., (2009)
en frijol lima (8.42 mmol L' mg™' proteina) a los
45 min, pero menor que para frijol Jamapa al minuto
90 (11.55 mmol L™" mg™" proteina). ALC presentd
valores TEAC mayores, que FLA, lo cual puede de-
berse a que ALC exhibe el grupo serina en su sitio
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et al., (2011) for hydrolysates with ALC from an
isolate obtained from the residual cake of squash oil
extraction at 60 min with values of 7.59 mmol L™!
mg~" protein. Contrary to this, Marrufo-Estrada ez
al., (2013) found higher values than those in our
study, for fat-free flour hydrolysates and isolate from
J. curcas with ALC of 13.43 mmol L™' mg™" protein
and 12.28 mmol L™" mg™" protein, respectively.

The hydrolysis with FLA in our study was higher
at minute 150 with 10.0+0.16 mmol L™' mg™'
protein than what was reported by Torruco ez al.
(2009) in lima bean (8.42 mmol L' mg™ protein) at
45 min, but lower than for Jamapa bean at minute
90 (11.55 mmol L' mg™" protein). ALC presented
higher TEAC values than FLA, which can be
because ALC exhibits the serine group in its active
site and has endopeptidase activity beginning on the
C-terminal end, hydrolyze with broad specificity,
and liberate peptides with hydrophobic amino acids
such as phenylalanine, tyrosine, tryptophan, leucine,
isoleucine, valine and methionine (Doucet ez al.,
2003; Torruco et al., 2009). Those amino acids are
attributed with biological activities, with higher
yields and they develop shorter bioactive peptides
and resistant to digestive enzymes, as compared to
other proteases (Sarmadi and Ismail, 2010). The
difference in the TEAC values observed between the
hydrolysates produced by ALC and FLA indicates
that the protein hydrolysates and peptides for
different enzymes alter the antioxidant potential of
the products.

— —_
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TEAC (mmol L™" mg~" proteina)
N

3L
1 T T T T T
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Figura 2. Actividad antioxidante (TEAC) de hidrolizados protei-
cos enziméticos de chia (Salvia hispanical.) por ABTS.

Figure 2. Antioxidant activity (TEAC) of enzymatic protein
hydrolysates from chia (Salvia hispanica L.) by ABTS.
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activo y posee actividad endopeptidasa comenzando
en el extremo C-terminal, hidrolizan con amplia es-
pecificidad, y libera péptidos con aminodcidos hidro-
fobicos como fenilalanina, tirosina, triptéfano, leu-
cina, isoleucina, valina y metionina (Doucet ez al.,
2003; Torruco et al., 2009). A esos aminodcidos se
les atribuye actividades bioldgicas, con rendimientos
mis altos y desarrollan péptidos bioactivos mds cor-
tos y resistentes a las enzimas digestivas en compara-
cién con otras proteasas (Sarmadi e Ismail, 2010). La
diferencia de los valores TEAC observados entre los
hidrolizados producidos por ALC y FLA indica que
los hidrolizados de proteinas y péptidos por diferen-
tes enzimas alteran el potencial antioxidante de los
productos.

La capacidad antioxidante de un péptido depende
de su composicion (Saito ez al., 2003). Los tripépti-
dos que exponen triptéfano o tirosina en el C-termi-
nal muestran captacién de radicales. El valor TEAC
mis alto para el hidrolizado producido con el sistema
secuencial fue a los 90 min con 12.56+001 mmol
L™"'mg™" proteina, seguido por el de 120 min con
12.50£007 mmol L™' mg™" proteina. Estos valores
fueron mayores a los reportados por Segura-Campos
et al. (2013b) con TEAC mayor en el hidrolizado de
chia, por 90 min de reaccién (7.31 mmol L™' mg™!
proteina). En contraste, fueron menores a los obser-
vados por Marrufo-Estrada ez al. (2013) con proteina
hidrolizada de /. curcas, con pepsina-pancreatina en
secuencia (14.66 TEAC mmol L™ mg™" proteina),
y por Ruiz ez al. (2013) (15.06 mmol L™ mg™" pro-
teina) en hidrolizados de frijol duro, cocido y con
ALC-FLA en secuencia.

En las tres cinéticas los hidrolizados presentaron
TEAC mayor que el material original (3.05+0.09
mmol L™'mg™"). El aumento de la actividad antioxi-
dante en proteinas hidrolizadas también se observé
en productos licteos, soja, zeina, patata, gelatina y
yema de huevo y se ha relacionado con la exposi-
cién mayor de aminodcidos al disolvente (Elias ez a/.,
2008).

La mayoria de los péptidos antioxidantes deriva-
dos de fuentes de alimentos tienen pesos moleculares
de 500 a 1800 Da (Zhang et al., 2011; Zhuang et al.,
2013; Girgih ez al., 2015). Ademds, a menudo inclu-
yen residuos de aminodcidos hidrofébicos como vali-
na o leucina en el extremo N-terminal de los péptidos
y prolina, histidina, tirosina, triptéfano, metionina y
cisteina en sus secuencias (Elias ez a/., 2008). Los 20
aminodcidos en las proteinas pueden interactuar con

The antioxidant capacity of a peptide depends on
its composition (Saito ez al., 2003). The tripeptides
that expose tryptophan or tyrosine in the C-terminal
show radical scavenging. The highest TEAC value
for the hydrolysate produced with the sequential
system was at 90 min with 12.56+001 mmol
L~" mg™' protein, followed by that at 120 min
with 12.50%£007 mmol L™' mg™" protein. These
values were higher than those reported by Segura-
Campos er al. (2013b) with higher TEAC in the
chia hydrolysate, for 90 min of reaction (7.31 mmol
L~"mg™"' protein). In contrast, those observed by
Marrufo-Estrada et al. (2013) were lower with /.
curcas hydrolyzed protein, with pepsin-pancreatin
in sequence (14.66 TEAC mmol L~'mg™"' protein),
and by Ruiz ez al. (2013) (15.06 mmol L' mg™!
protein) in hard, cooked, bean hydrolysates and
with sequential ALC-FLA.

In the three kinetics, the hydrolysates
presented higher TEAC than the original material
(3.05+0.09 mmol L' mg™"). The increase in
antioxidant activity in hydrolyzed proteins was also
observed in dairy products, soy, zein, potato, gelatin,
and egg yolk, and has been related to the greater
exposure of amino acids to the solvent (Elias ez 4/,
2008).

Most of the antioxidant peptides derived from
food sources have molecular weights of 500 to
1800 Da (Zhang ez al., 2011; Zhuang ez al., 2013;
Girgih ez al., 2015). In addition, they often include
residues of hydrophobic amino acids such as valine
or leucine in the N-terminal end of the peptides and
proline, histidine, tyrosine, tryptophan, methionine
and cysteine in their sequences (Elias ez /., 2008).
The 20 amino acids in the proteins can interact with
the free radicals if the energy from the free radical is
high. However, the free amino acids are not efficient
as antioxidants in biological systems and foods, and
the extensive proteolysis of proteins decreases the
antioxidant activity (Samaranayaka and Li-Chan,
2011). This explains the reduction in the TEAC
value for the extensive hydrolysate of the sequential
system at minute 120, as well as the influence of the
type of enzyme used in the hydrolyses, because as
time passed and the HD increased, the FLA enzyme
probably broke bonds in the amino acids that were
part of the peptides that presented antioxidant
action.

In the DPPH test, the radical scavenging activity
increased with the increment of the percentage of
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los radicales libres si la energia del radical libre es alta.
Sin embargo, los aminodcidos libres no son eficaces
como antioxidantes en sistemas biolégicos y alimen-
tos, y la extensa protedlisis de proteinas disminuye
la actividad antioxidante (Samaranayaka y Li-Chan,
2011). Lo anterior explica la reduccién en el valor
de TEAC para el hidrolizado extensivo del sistema
secuencial al minuto 120, as{ mismo la influencia del
tipo de enzima utilizada en las hidrdlisis, debido a
que a medida que transcurrié el tiempo y aumenté el
GH, la enzima FLA probablemente rompié enlaces
de los aminodcidos que formaban parte de los pépti-
dos que presentaban accidn antioxidante.

En la prueba DPPH, la actividad de captacién de
radicales aumenté con el incremento del porcentaje
de inhibicién de radicales libres. Por lo tanto, la ac-
tividad antioxidante de la sustancia se puede expre-
sar como la capacidad de barrido del radical DPPH
(Ajibola et al., 2011). Los valores de la actividad an-
tioxidante de los hidrolizados por DPPH muestran
que son dependientes del tratamiento de hidrélisis
enzimdtica empleada (Figura 3).

Para los hidrolizados con ALC el valor mds
alto fue 71.11%1.65 % al minuto 60, para FLA
67.99%0.34 % al minuto 90 y para el sistema se-
cuencial al minuto 90 con 77.47%0.50 %. El siste-
ma secuencial presenté los valores mds altos en todos
los tiempos de digestién. Los resultados de actividad
antioxidante obtenidos en nuestro estudio emplean-
do ALC individual y el sistema secuencial fueron si-
milares a los obtenidos por Cumby ez a/. (2008) en
hidrolizados de proteina de canola (70.2 % y 69.1 %,
respectivamente), pero el valor para la hidrélisis indi-
vidual con FLA reportada por dichos autores fue ma-
yor (73.2 %). La actividad antioxidante en nuestro
estudio fue mayor a los reportados por Valdez ez al.
(2012) en hidrolizados proteicos de frijoles azufrados
de tres variedades con ALC (44.05 %), termolisina
(34.03 %) y pancreatina (33.90 %). Valdez et al.
(2012) utilizaron hidrolizados proteicos con concen-
tracién de 1 mg mL™', pero en nuestro estudio se
usaron 10 mg mL~". Zhang ez al. (2010) encontraron
actividades de barrido del radical DPPH hasta de
29 % en hidrolizados de proteina de soya obtenida
con ALC con una concentracién de 100 mg mL™".
Xie et al. (2008) reportaron valores de 80 % de acti-
vidad de barrido del radical DPPH en péptidos aisla-
dos de un hidrolizado proteico de hojas de alfalfa.
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inhibition of free radicals. Therefore, the antioxidant
activity of the substance can be expressed as the
DPPH radical sweeping capacity (Ajibola er al.,
2011). The values of the antioxidant activity of the
hydrolysates by DPPH show that they depend on the
enzymatic hydrolysis treatment used (Figure 3).

For hydrolysates with ALC the highest value
was 71.11x1.65 % at minute 60, for FLA
67.99%0.34 % at minute 90, and for the sequential
system at minute 90 with 77.47%0.50 %. The
sequential system presented the highest values in all
the digestion times. The results from the antioxidant
activity obtained in our study using individual ALC
and the sequential system were similar to those
obtained by Cumby ez 2/ (2008) in hydrolysates
from canola protein (70.2 % and 69.1 %,
respectively), although the value for individual
hydrolysis with FLA reported by those authors was
higher (73.2 %). The antioxidant activity in our
study was higher than what was reported by Valdez ez
al., (2012) in protein hydrolysates from yellow bean
of three varieties with ALC (44.05 %), thermolysin
(34.03 %) and pancreatin (33.90 %). Valdez ez al.
(2012) used protein hydrolysates with concentration
of 1 mg mL™", but 10 mg mL™" were used in our
study. Zhang et al. (2010) found DPPH radical
sweeping activities of up to 29 % in hydrolysates from
soy protein obtained with ALC with a concentration
of 100 mg mL~". Xie e al. (2008) reported values of
80 % for DPPH radical sweeping activity in peptides
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Figura 3. Actividad de eliminacién del radical DPPH de hidroli-
zados proteicos de chia (Salvia hispanica L.).
Figure 3. Activity of DPPH radical scavenging of protein
hydrolysates from chia (Salvia hispanica L.).
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Li et al. (2008) reportaron valores menores de
una fraccién de hidrolizado de proteina de garbanzo
con ALC durante 40 min con 85.82 %. Ajibola ez
al. (2011) observaron actividad de 2.29 % en un hi-
drolizado proteico en hame africano con ALC. Gir-
gih et al. (2015) encontraron 19 % de actividad de
barrido del radical DPPH en muestras de 1 mg mL"
de proteina de bacalao hidrolizadas en secuencia con
pepsina y tripsina-quimotripsina.

Los resultados de nuestro estudio coincidieron
con los de Yust ez al. (2012) en hidrolizados de gar-
banzo ALC-FLA en secuencia; en estos la hidrélisis
con ALC aumentd, hasta 50 %, el efecto de elimi-
nacién de radicales DPPH vy la hidrélisis posterior
con FLA aument6 la actividad de barrido de radicales
DPPH hasta 77 %. Estos fueron mds altos que los de
hidrolizados de chia. La hidrélisis con ALC, compa-
rado con FLA fue adecuada para la produccién de
hidrolizados proteicos bioactivos y mostraron capa-
cidad para captar radicales libres. La especificidad de
ALC para liberar péptidos con aminodcidos hidrofé-
bicos podria explicar la mayor actividad antirradical
frente al DPPH. Pero, la actividad antioxidante fue
mayor en los hidrolizados con la secuencia ALC-FLA
que con FRP.

Otros componentes de la materia prima, como
compuestos fenélicos, pueden permanecer y extraer-
se durante la hidrélisis enzimdtica y contribuir a la
actividad antioxidante de los hidrolizados. También,
la actividad antioxidante determinada, inclusive en la
misma muestra inicial, podria depender del método
empleado (Lépez ez al., 2014).

Las pruebas DPPH y ABTS se usan para evaluar
el potencial antioxidante de hidrolizados y péptidos.
Pero cada uno mide una propiedad antioxidante que
representa un mecanismo diferente, que puede no
reflejar la eficiencia de las muestras en el retraso o la
inhibicién de la oxidacién de lipidos en un sistema
alimentario (Zhuang ez al., 2013). Por lo anterior,
la actividad antioxidante alta con los dos métodos
en nuestro estudio se puede atribuir al efecto com-
binado de los péptidos liberados durante la hidrélisis
enzimdtica y los compuestos fendlicos residuales en

FRP.
CONCLUSIONES

La hidrélisis enzimdtica en sistema secuencial
incrementa la hidrélisis desde 60 hasta 120 min en

isolated from a protein hydrolysate from alfalfa
leaves.

Li er al. (2008) reported values lower than a
fraction of protein hydrolysate from chickpea with
ALC for 40 min with 85.82 %. Ajibola ez /. (2011)
observed activity of 2.29 % in a protein hydrolysate
from African yam with ALC. Girgih ez al. (2015)
found 19 % of DPPH radical sweeping activity in
samples of 1 mg mL~" of hydrolyzed cod proteins in
sequence with pepsin and trypsin-chymotrypsin.

The results from our study agreed with those by
Yust ez al. (2012) in hydrolysates from chickpea with
sequential ALC-FLA; in these the hydrolysis with
ALC increased, up to 50 %, the effect from DPPH
radical elimination and the later hydrolysis with
FLA increased the DPPH radical sweeping activity
in up to 77 %. These were higher than the chia
hydrolysates. The hydrolysis with ALC, compared to
FLA, was adequate for the production of bioactive
protein hydrolysates and showed capacity to sweep
free radicals. The specificity of ALC to liberate
peptides with hydrophobic amino acids could
explain the higher antiradical activity in face of
DPPH. However, the antioxidant activity was higher
in the hydrolysates with sequential ALC-FLA than
with PRE

Other components of the raw material, such as
phenolic compounds, can remain and be extracted
during enzymatic hydrolysis and contribute to the
antioxidant activity of the hydrolysates. Also, the
antioxidant activity determined, even in the same
initial sample, could depend on the method used
(Lépez ez al., 2014).

The DPPH and ABTS tests are used to evaluate
the antioxidant potential of hydrolysates and
peptides. But each one measures an antioxidant
property that represents a different mechanism,
which cannot reflect the efficiency of the samples in
the delay or inhibition of the oxidation of lipids in a
food system (Zhuang ez al., 2013). Because of this,
the high antioxidant activity with the two methods
in our study can be attributed to the combined effect
of the peptides liberated during enzymatic hydrolysis
and the residual phenolic compounds in the PRE

CONCLUSIONS

Enzymatic hydrolysis in the sequential system
increases the hydrolysis from 60 to 120 min compared
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comparacién con la hidrélisis con enzimas individua-
les. Las enzimas de FRP de chia con proteasas comer-
ciales, como ALC y FLA, produjeron hidrolizados
con actividad antioxidante para eliminar radicales
libres, en comparacién con el subproducto de la ex-
traccién de aceite de chia sin hidrélisis enzimdtica. La
actividad antioxidante medida por la técnica ABTS y
la actividad de eliminacién del radical DPPH incre-
menta con los hidrolizados por el sistema secuencial
ALC-FLA respecto a los hidrolizados con enzimas
individuales. La hidrélisis enzimdtica de los subpro-
ductos de la extraccién de aceite de chia tiene el po-
tencial para desarrollar ingredientes con actividad
antioxidante para la industria de los alimentos.
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