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Atividade antitríptica em semente e produto 
alimentício de chia (Salvia hispanica L.)

Anti-tryptic activity in seed and food product of chia (Salvia hispanica L.)

Resumo
Objetivo: Este estudo objetiva detectar a atividade antitríptica 
em semente e farinha comerciais de chia e isolar um inibidor 
de tripsina presente na semente. Metodologia: Foram realizados 
extração de proteínas, fracionamento com sulfato de amônio, 
cromatografia de afinidade, ensaio de inibição sobre tripsina, 
quantificação de proteínas e eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante. Resultados e discussão: A partir desses experimentos, 
detectou-se a atividade antitríptica no pico proteico retido na 
coluna de afinidade (RT), da farinha e semente, apresentando 
51% e 64%, respectivamente. Porém, não foram verificadas 
grandes quantidades de proteínas solúveis no RT, tanto da 
semente quanto da farinha, quando comparadas ao extrato bruto 
e frações proteicas. O inibidor de tripsina de semente foi isolado, 
indicando massa molecular estimada em, aproximadamente, 
14,4 kDa. Conclusões: Diante dos resultados relativos à detecção 
da atividade antitrípica em semente e farinha comercial de 
chia, e isolamento do inibidor na semente, faz-se necessário o 
aprofundamento nas pesquisas acerca dessa molécula quanto as 
suas propriedades bioativas e segurança do consumo.

Palavras-chaves: Farinha. Sementes. Inibidores de Proteases. 
Tripsina. 

Abstract
Objective: This study aimed to detect anti-tryptic activity in 
commercial chia seed and flour and to isolate a trypsin inhibitor 
present in the seed. Methodology: Protein extraction, ammonium 
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sulfate fractionation, affinity chromatography, trypsin inhibition 
assay, protein quantif ication and sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis were performed. Results 
and discussion: From the retained protein peak in the affinity 
column, 51% and 64% of anti-tryptic activity for chia flour and 
seed were respectively found. Large amounts of soluble proteins 
were not observed in the retained protein peaks of both chia 
seed and flour, when compared to the crude extract and protein 
fractions. The trypsin inhibitor in the seed was isolated, with an 
estimated molecular mass of approximately 14.4 kDa. Conclusions: 
In view of the unprecedented results regarding the detection 
of anti-tryptic activity in commercial chia seed and flour, and 
isolation of the inhibitor in the seed, further research is needed 
on this new molecule, regarding its bioactive properties and safe 
consumption.

Key words: Flour. Protein. Enzyme Inhibitors. Trypsin.

Introdução

Na busca por alimentos funcionais que produzam benefícios para a saúde, vem se sobressaindo a 
utilização dos alimentos naturais reconhecidos como plantas medicinais para prevenção de doenças, 
e entre esses alimentos, sobressai a semente de Salvia hispanica L. ou, mais usualmente conhecida, 
a chia.1 A espécie Salvia hispanica L. pertence à família Lamiaceae, da subfamília Nepetoideae.2 Essa 
família contempla diversas plantas conhecidas como medicinais usadas na medicina popular 
como matéria-prima na manipulação de fármacos, fitoterápicos e produtos, entre formas sólidas, 
líquidas e semissólidas, como: pós, óleos essenciais e cremes, respectivamente.3 

O cultivo da chia, portanto, vem sendo de grande interesse para o Brasil4 e está ganhando 
destaque pela população brasileira como alimento funcional, com vários atributos, como: os efeitos 
hipocolesterolêmico, sacietogênico e antioxidante,5-7 além da presença do ácido graxo ômega-3, 
de proteínas de alto valor biológico e de fibras dietéticas, principalmente as insolúveis.7,8 A chia 
ainda se destaca como fonte de importantes compostos fenólicos.9 Desse modo, a chia é bastante 
consumida pelos seus diversos benefícios para a saúde, como na prevenção e controle de problemas 
cardiovasculares, do diabetes e da obesidade.10,11 

A chia é tida como um alimento isento de regulação na maioria dos países devido à ausência 
de riscos à saúde e ao consumo histórico que possui, entretanto, no Brasil, de acordo com a Anvisa 
(Agência Nacional de Vigilância Alimentar), em virtude das alegações terapêuticas, a chia vem 
sendo considerada um alimento funcional básico, embora ainda não possua regulamentação.12 
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Atualmente, a indústria de fitoterápicos e de alimentos naturais saudáveis comercializa a chia 
como suplemento dietético, bem como a incorpora em diversas preparações de alimentos.1.13 A 
sua semente pode ser consumida na sua forma natural ou moída, como a farinha, além de outras 
aplicações, evidenciando, dessa maneira, a sua importância econômica e comercial.14,15 

Devido as suas propriedades nutricionais e alegações de saúde, essas sementes se destacam para a 
indústria alimentar, especialmente na formulação de alimentos saudáveis, sendo a farinha comercial 
de chia um dos produtos promissores na utilização em alimentos enriquecidos, de acordo com o 
estudo de Pizarro et al.16 Assim, pode-se melhorar a qualidade nutricional do alimento e garantir 
uma boa performance sensorial.17 Em virtude dos benefícios causados pela chia, o seu consumo 
vem aumentando vertiginosamente no mundo, tornando essa semente um produto em expansão.

Entretanto, entre os fatores que interferem numa dieta apropriada e que podem influenciar 
no estado nutricional de um indivíduo, estão os antinutricionais, presentes em alimentos naturais, 
principalmente nas sementes, que podem provocar efeitos fisiológicos adversos, como toxicidade e 
redução de crescimento em modelos experimentais, ou diminuir a biodisponibilidade de nutrientes, 
como os inibidores de proteases, as lectinas, os compostos fenólicos, entre outros.18 Porém, quanto 
aos inibidores enzimáticos, tem-se observado um potencial terapêutico em sua utilização heteróloga 
para o tratamento de alguns estados de doença.19-24 

Embora os inibidores de tripsina estejam presentes naturalmente no reino vegetal, nas sementes 
de chia não existe relato na literatura sobre tal presença. Além disso, é importante investigar se 
esses inibidores comuns em sementes, também se apresentam e se mantêm nos seus produtos, 
como na farinha. Mesmo após os procedimentos industriais aos quais são submetidos alguns desses 
produtos, há evidências de que o processo pode não interferir na atividade dessas moléculas. 
Muitos inibidores possuem características termoestáveis comprovadas, como os inibidores de 
proteases.19,25-28

Nesse sentido, verifica-se a importância de avaliar a presença da atividade antitríptica e isolar 
o inibidor de tripsina na semente e farinha comercial de chia, parâmetros ainda não estudados, 
levando em consideração a ação desses inibidores e a sua importância para a nutrição.

Metodologia

A semente e a farinha de chia (Salvia hispanica L.) utilizadas para o experimento, ambas produtos 
industrializados, foram adquiridas aleatoriamente no comércio local da cidade de Natal/RN. Os 
demais reagentes usados eram de grau analítico e obtidos da Sigma, St Louis, USA e VETEC 
Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil. Os experimentos foram realizados no Laboratório de 
Química em Função de Proteínas Bioativas (LQFBP), no Departamento de Bioquímica da UFRN.
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A Extração proteica e o fracionamento com sulfato de amônio seguiram os protocolos já 
estabelecidos na rotina do laboratório. Inicialmente, as sementes foram trituradas em moedor 
refrigerado (6 oC). Para a extração proteica das sementes e da farinha comercial analisada, foi 
adicionado a cada amostra, separadamente, tampão Tris-HCl 0,05 mol. L-1, pH 7,5 na proporção de 
1:10 (p/v). As amostras com tampão foram mantidas sob agitação constante à temperatura ambiente, 
por 3 horas, em seguida, centrifugadas a 10.000 x g, 4 ºC, durante 30 minutos, e filtradas, para 
obtenção do extrato bruto (EB).

O fracionamento dos extratos brutos foi realizado com adição de sulfato de amônio utilizando 
três faixas de saturação, 0-30%, 30-60% e 60-90%, sob agitação constante à temperatura ambiente. 
A cada etapa de adição de sal, as amostras eram deixadas overnight em câmara refrigerada a 4 
ºC e, em seguida, centrifugadas a 10.000 x g por 30 minutos, a 4 ºC. Os precipitados coletados 
foram dialisados em membrana com poro 14 kDa, por 48 h, a 4º C contra tampão Tris-HCl 0,05 
mol. L-1, pH 7,5. Assim, foram obtidas, inicialmente, de cada produto alimentício, as frações 1 
(F1) com saturação de 0-30% e realizados os mesmos procedimentos para obtenção das frações 2 
(F2) e 3 (F3) com saturação de 30-60% e 60-90%, respectivamente; finalmente, as frações foram 
ressuspendidas em tampão Tris-HCl 0,05 mol. L-1, pH 7,5.

No isolamento das proteínas das sementes e da farinha comerciais analisadas foi utilizada a 
coluna de afinidade com resina Sepharose CNBr 4B (Sigma, St Louis, Estados Unidos) derivatizada 
com tripsina, pré-equilibrada com tampão Tris-HCl 0,05 mol. L-1, pH 7,5, tendo sido aplicadas cerca 
de 10 mg de proteínas da F2 das sementes e da farinha comercial analisadas. A coluna foi lavada 
com tampão Tris-HCl 0,05 mol. L-1, pH 7,5 para a remoção do material não retido. O material de 
interesse retido, na coluna, foi eluído com HCl 0,05 mol.L-1 e alíquotas de 5 mL foram coletadas 
em uma vazão volumétrica de 1.0 mL min-1. 

Todos os reagentes usados na técnica atenderam às especificidades exigidas pelo fabricante 
da resina. O perfil proteico foi determinado pelas leituras das absorbâncias em comprimento de 
onda a 280 nm medidas por espectrofotômetro (Amersham Biosciences – Ultrospec 2100 pro). Em 
seguida, as alíquotas que apresentaram maior conteúdo proteico foram reunidas e concentradas 
em um evaporador rotativo a vácuo, ressuspendidas em tampão Tris-HCl 0,05 mol. L-1 pH 7,5 
em volume mínimo suficiente para solubilizar as proteínas, denominadas isolado proteico retido 
em tripsina (RT).

As proteínas do EB, da F1, F2, F3 e do RT foram quantificadas pelo método de Bradford,29 
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão, sendo as leituras das absorbâncias realizadas 
em comprimento de onda a 595 nm por espectrofotômetro (Amersham Biosciences - Ultrospec 2100 
pro). Provas em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata.
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A atividade antitríptica foi determinada pela enzima tripsina a 0,3 mg.mL-1, o BApNA (benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida) a 1,25 mmol. L-1 dissolvido em DMSO (1%, v/v) como substrato 30 e 
100 µL dos EB, F1, F2, F3 e RT. 

O resultado foi mensurado por meio da formação de p-nitroanilida monitorada pela leitura 
das absorbâncias em comprimento de onda de 410 nm medidas por espectrofotômetro (Amersham 
Biosciences - Ultrospec 2100 pro). Provas em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos 
em triplicata. Seguindo os mesmos passos metodológicos, a atividade inibitória para tripsina 
foi repetida, submetendo-se previamente ao ensaio os RT de semente e farinha a condições 
desnaturantes (100 °C por 10 minutos). 

Os resultados foram expressos em porcentual de inibição e em UI (unidade de inibição) mg-1 
de proteína, sendo que 100% da atividade enzimática representam a ação da enzima tripsina 
sem a presença do inibidor, tendo, portanto, 0% de atividade antitríptica. A unidade de inibição 
representa a diferença entre a atividade enzimática da enzima e do material testado, sendo 1 UI 
igual a 0,01 nm.

A avaliação do grau de pureza e determinação da massa molecular por eletroforese em Gel de 
Poliacrilamida Descontínuo e Desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com Laemmli,31 
em gel de concentração a 4% e gel de separação com concentração a 12%. Foram aplicados, no 
gel de concentração, 15 μg de proteínas do EB, F2 e RT. O gel foi corado de acordo com Weber 
& Osborne,32 o corante utilizado, nesse procedimento, foi preparado com Comassie Blue R-250 a 
1%, metanol 40%, ácido acético 10% em água destilada. 

Posteriormente, foi feita a revelação da eletroforese com nitrato de prata baseado no método 
descrito por Blum et al.,33 utilizando-se de metanol 50%, ácido acético 12% e formol 37% em 
água destilada para fixação, tiossulfato de sódio 0,01%, etanol 30% e 50% em água destilada para 
lavagem e nitrato de prata 0,2% e formol 0,075% em água destilada para coloração. Por fim, foi 
realizada a revelação com carbonato de sódio 6%, formol 0,05% e tiossulfato de sódio 0,01% em 
água destilada. 

O marcador (Amersham Biosciences/GE Healthcare Life Sciences) usado possuía as seguintes 
massas moleculares conhecidas: 97,0 kDa de Fosforilase B; 66,0 kDa de Albumina (BSA); 45,0 
kDa de Ovoalbumina; 30,0 kDa de Anidrase Carbônica;  20,1 kDa de Inibidor de Tripsina;  e 
14,4 kDa de α-lactoalbumina. 

Os dados representam, pelo menos, três experimentos independentes e foram expressos com 
média e desvio-padrão, exceto quando indicado de outra maneira. Os dados estatísticos foram 
processados no software GraphPad prism 6.0.
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Resultados e Discussão

A chia é uma semente extremamente importante, já lhe tendo sido atribuída uma série de 
benefícios à saúde e também por ter apresentado, nesta pesquisa, em sua composição, os inibidores 
de tripsina. Neste estudo, o extrato bruto (EB) proteico obtido da semente e da farinha comerciais 
de chia apresentou 60% (13 UIT/mg) e 82% (93 UIT/mg) de atividade inibitória para tripsina, 
respectivamente. 

As três frações F1, F2 e F3, obtidas nas faixas de concentração de sulfato de amônio (0%-30%, 
30%-60% e 60%-90%), também foram avaliadas, apresentando 64% (17 UIT/mg), 85% (44 UIT/
mg) e 92% (44 UIT/mg) de atividade inibitória para semente, respectivamente; e a farinha nas 
três frações F1, F2 e F3 mostrou 78% (13 UIT/mg), 95% (310 UIT/mg) e 51% (100 UIT/mg) de 
atividade inibitória, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Porcentual (%) de Inibição da atividade da tripsina pelo extrato bruto e frações 
proteicas F1, F2 e F3 (saturação com sulfato de amônio em 0 – 30%, 30 – 60%, 60 – 90%, 
respectivamente) de semente e farinha comerciais de chia (Salvia hispanica L.). Para o 
ensaio, utilizou-se 100 μl do extrato bruto e das frações proteicas e BApNA 1,25 mmol. 
L-1 como substrato.
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Os resultados referentes à quantidade de proteínas solúveis para os passos de isolamento do 
inibidor em semente e farinha comerciais de chia revelaram na farinha que o EB (0,320 mg/
mL), a F1 (2,215 mg/mL) e F2 (0,112 mg/mL) indicaram quantidades expressivas de proteínas 
solúveis, no entanto, ao serem comparados com a F3 (0,021 mg/mL), percebe-se que, nessa fração, 
não foram detectadas grandes quantidades de proteínas, de acordo com o método utilizado. As 
sementes apresentaram uma quantidade de proteínas em EB (1,662 mg/mL), F2 (0,701 mg/mL) 
e F3 (0,755 mg/mL) superior à farinha, e na F1 (1,390 mg/mL), inferior ao percebido na farinha.

Para isolamento do inibidor de tripsina de semente e farinha comerciais de chia, escolheu-
se a F2 (com 85% e 95% de inibição sobre tripsina, respectivamente) para aplicar na coluna de 
afinidade, pois, em vários estudos, como Bezerra et al.25 e Araújo et al.,27 os inibidores de tripsina 
se concentraram em maior quantidade nessa fração. Ribeiro et al.;21 Serguiz et al.;22 Lima et al.;23 
Carvalho et al.24 também isolaram inibidores de tripsina do partido da F2. 

No isolamento desse inibidor de tripsina em semente e farinha comerciais de chia, o perfil 
proteico foi determinado a 280 nm, e constatou-se que o pico proteico correspondente às proteínas 
retidas da F2 da semente na coluna de afinidade atingiu 64% de inibição para atividade catalítica 
da enzima tripsina. Já o pico proteico retido da F2 da farinha apresentou atividade inibitória 
para tripsina de 51%. Pode-se observar na Figura 2A e C que, na cromatografia de afinidade 
de tripsina, o RT apresentou um pequeno pico proteico, tanto em sementes como em farinha, 
indicando discreta quantidade de proteínas solúveis nesse passo do isolamento. 

Esse dado foi confirmado pelo método de Bradford,29 em que o RT, tanto da semente quanto 
da farinha, não apresentou quantidade expressiva de proteínas (0,001 mg/mL) quando comparado 
com o EB e as outras frações proteicas. Portanto, não foi possível calcular a atividade antitríptica 
específica para o RT, já que a obtenção desse resultado depende da quantificação de proteínas. 

Para estimar a massa molecular do inibidor de tripsina de semente e farinha de chia, realizou-
se a SDS-PAGE com o EB, a F1, F2, F3 e o RT. Comparando-se com as massas moleculares 
do marcador, é possível perceber, em sementes, que em, aproximadamente, 14,4 kDa há uma 
predominância de proteínas da F2 retida em cromatografia de afinidade de tripsina. 

Já para a farinha não foi possível visualizar proteínas no material retido à cromatografia de 
afinidade de tripsina como marcado na Figura 2B e D, aplicando o mesmo volume e quantidade 
nos dois géis, dos RT de semente e farinha, diferindo do observado no RT da semente de chia. 
No entanto, ainda assim, em farinha, o RT apresentou 51% de inibição para a atividade catalítica 
da tripsina. Essa mesma atividade antitríptica não foi mantida quando o RT de farinha de chia foi 
submetido a condições desnaturantes, demonstrando uma alta seletividade da cromatografia de 
afinidade de tripsina e, consequentemente, uma excelente especificidade das proteínas adsorvidas 
à coluna. 
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Diante dos resultados, especulou-se que a quantificação proteica utilizando o reagente de 
Bradford composto por Comassie blue R 250 poderia não ter estimado adequadamente a quantidade 
de proteínas no processo de isolamento, já que existem substâncias que são interferentes nesse 
método. Entre essas substâncias, sabe-se que os polifenóis reagem com as proteínas, impedindo 
a formação de seu complexo com o corante.29,34 

Figura 2. A e C) Perfil cromatográfico da F2 de semente e farinha comerciais de chia (Salvia 
hispanica L.), respectivamente, em cromatografia de afinidade Tripsina-Sepharose CNBr 4B. 
A atividade antitríptica foi verificada utilizando-se 100 µL do RT. B e D) SDS-PAGE a 12% 
corado com nitrato de prata, dos passos de isolamento do inibidor de tripsina de semente e 
farinha comerciais de chia (Salvia hispanica L.), respectivamente. M: Marcador; EB: Extrato 
Bruto – 15 µg; F2: Faixa de saturação com 30 – 60% de sulfato de amônio – 15 µg; RT: Isolado 
Proteico com Atividade Antitríptica – 15 µg. A seta em “B” refere-se a 14,4 kDa.
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No entanto, o gel de SDS-PAGE mostra que essa interferência, especificamente, pode não ter 
ocorrido na obtenção do RT da farinha, já que a coloração do gel foi realizada com nitrato de prata 
e ele não revelou proteínas, porém, no extrato bruto e na F2, também aplicados no gel, observa-se 
a presença de bandas proteicas, demonstrando e confirmando, assim, que a quantidade dessas 
moléculas no material retido é ínfima. No RT das sementes, puderam ser visualizadas proteínas, 
bem como em todos os passos do seu isolamento. 

Na semente de amaranto, outro pseudocereal, no estudo de Valdes-Rodriguez et al.,35 o inibidor 
de tripsina foi purificado e apresentou, aproximadamente, 8 kDa. Entretanto, relacionado à 
atividade específica de inibidores de tripsina nessa mesma semente, em outro estudo foi detectada 
e variou de 938 a 5,454 UIT/g de proteína entre diferentes espécies de amaranto, tendo sido 
considerada baixa pelos autores.36 

Essas diferenças, entre as mais diversas massas moleculares atribuídas aos inibidores de tripsina, 
atestam o que foi relatado por Santos et al.,37 que os inibidores de protease variam muito em sua 
massa molecular e são classificados de acordo com a sua massa, havendo uma grande variação 
entre as famílias dos inibidores e as massas moleculares que eles apresentam. Sendo assim, são 
necessários outros estudos relacionados a sua purificação e caracterização para melhor classificá-lo 
entre as famílias de inibidores descritas na literatura.

Sabe-se que é generalizada a presença de inibidores enzimáticos em órgãos de reserva de plantas, 
como nas sementes, nas quais podem atuar como agentes regulatórios de proteases endógenas.37 
Para a nutrição, diferente do estigma que os relacionam aos efeitos antinutricionais, esses inibidores 
possuem papel heterólogo e bioativo no processo de digestão de proteínas, apresentando efeito 
no controle da saciedade com consequente redução de peso em modelo experimental, tendo em 
vista que, a partir da diminuição da atividade de tripsina livre e consequente redução da quebra 
de proteínas e peptídeos, há elevação da concentração do hormônio sacietogênico CCK. 21,22,38-42 

A detecção da atividade antitríptica e o isolamento de um inibidor de tripsina em sementes 
de chia são achados inéditos, uma vez que não foi encontrado, na busca da literatura científica 
realizada nas bases de dados,  estudos anteriores que tenham analisado a presença desses inibidores. 
As proteínas da chia têm sido avaliadas quanto possíveis atividades biológicas,43,44 sendo relatada 
inclusive a presença de peptídeos com ação inibitória sobre a enzima conversora de angiotensina.45 

No entanto, nada há sobre sua atividade antitríptica.

Devido à propriedade nutricional das sementes, a farinha comercial de chia tem sido considerada 
um dos produtos promissores na utilização em alimentos enriquecidos.16,17 É importante ressaltar 
que, com relação ao uso comercial e industrial da chia, a farinha torna-se um produto de fácil 
emprego, quando comparada à semente, principalmente pela possibilidade da sua inserção em 
preparações de produtos alimentares.  
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Levando em conta que a chia é uma importante fonte de proteínas e que o extrato bruto e as 
frações proteicas apresentaram atividade inibitória para a tripsina, é válido ressaltar que o seu 
consumo pode trazer benefícios atribuídos a sua composição nutricional e aos compostos fenólicos. 
Vale acrescentar que existem, atualmente, muitos estudos sobre a ação de inibidores enzimáticos 
relacionados a efeitos benéficos à saúde, desde que se estabeleça a determinação de um consumo 
quantitativamente seguro e saudável.

Conclusão

Com base no presente estudo, verificou-se atividade antitríptica na semente e na farinha 
comerciais de chia e foi possível isolar um inibidor proteico de tripsina da semente de chia e estimar 
a sua massa molecular. Sabendo-se que a chia tem grande importância devido a sua composição 
nutricional e funcional, e diante das mais diversas atividades relatadas para os inibidores de 
tripsina, seriam necessárias mais pesquisas que venham testar as quantidades seguras para o 
consumo humano e a influência desses inibidores em alterações corporais.
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