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Resumen

En este trabajo se analizd el efecto del grado de hidrélisis (GH) de hidrolizados en-
zimaticos de fracciones de sangre bovina (plasma y fraccion globular) con alcalasa
2,4litros sobre la actividad antioxidante de fracciones peptidicas. A las condicio-
nes Optimas se produjeron hidrolizados en tres tiempos de hidrolisis para evaluar
la capacidad antioxidante, con los métodos ORAC, ABTS y FRAP, alcanzando, en
general, mayor capacidad antioxidante en el tiempo de dos horas, salvo para el caso
de la capacidad en los agentes antioxidantes de la fraccion globular medidos con la
técnica ABTS, en la que resulta suficiente hidrolizar 30 min y obtener hidrolizados
intermedios para favorecer la mayor capacidad antioxidante, siendo esta estadistica-

mente igual a las fracciones con alto GH.
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Introduccion

El estrés oxidativo es el resultado de
un exceso de radicales libres de oxigeno
en el cuerpo humano, es por esto que los
antioxidantes, entendiendo estos como
“cualquier sustancia que, en presencia
de un sustrato oxidable, retrasa o inhi-
be la oxidacion del mismo” (Korhonen
y Pihlanto, 2006), juegan un papel muy
importante en la prevencion de dichas
enfermedades.

Existe una relacion entre la ingesta
de compuestos antioxidantes y las enfer-
medades. “La actividad antioxidante de
péptidos bioactivos en particular, pue-
den ser atribuida a la eliminacion de ra-
dicales, la inhibicion de la peroxidacion
lipidica y las propiedades de quelacion
de iones metalicos de los péptidos” (Sar-
madi e Ismail, 2010).

Los antioxidantes sintéticos conven-
cionales (BHA, BHT y n-propilo ga-
lato) muestran una fuerte actividad
contra varios sistemas oxidantes,
pero presentan estricta regulacion
en su uso por su relacion con riesgos
potenciales a la salud. En tal medida,
la tendencia actual es utilizar pro-
ductos naturales antioxidantes cuya
actividad se lleve a cabo no solo en

los alimentos envasados, sino tam-
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bién una vez el alimento ha sido in-

gerido. (Sabeena Farvin et al., 2014)

A pesar de que la sangre bovina es
un subproducto abundante caracterizado
por ser una fuente proteica de alta cali-
dad, no se le ha dado el debido interés,
considerando su enorme potencial de

aplicacion y utilizacion.

Debido al alto valor nutricional de la
sangre, su facil obtencion y la abundan-
cia con que se genera, se hace necesario
el desarrollo de investigaciones aplica-
das que motiven la valoracion y diver-
sifiquen las estrategias de aprovecha-
mientos de residuos industriales como
herramientas clave en la generacion de
valor agregado a productos de bajo va-
lor econémico. Un enfoque actual de
gran interés lo representa la busqueda de
péptidos bioactivos, en especial los que
poseen propiedades antioxidantes (Liu
etal., 2010).

Estas razones, unidas a la necesi-
dad de desarrollar nuevos productos con
definidas,
ha conducido al estudio de procesos de

caracteristicas funcionales
hidrdlisis enzimatica, utilizando como
sustrato fuentes proteicas alternativas.
El objeto del trabajo presentado es eva-
luar el potencial de aplicacion como
antioxidante de la sangre bovina en sus

fracciones (plasma y fraccidén globular)
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y sus hidrolizados enzimaticos, asi como
analizar el papel de variables significati-
vas como el pH en el rendimiento de las
reacciones que definen la formacion de

estos compuestos de interés.

Materiales y métodos

Enzima, sustrato e hidrolizados
enzimaticos

El sustrato utilizado fue sangre de
bovino higienizada y suministrada por
un proveedor comercial de la ciudad de
Medellin, Colombia. La sangre fue cen-
trifugada empleando una centrifugadora
marca Boeco referencia: 1406-12 (8500
rpm, 4 °C por 15 min). Posteriormente,
la fraccién globular y plasmatica se al-
maceno a -20 °C para su posterior hidro-
lisis. Para la hidrolisis se us6 Alcalase®
2,4 litros grado alimenticio (Novozymes,
Dinamarca), cuyo componente principal

es subtilisina A (Subtilisina Carlsberg).

En la reaccion se emplearon reacto-
res de vidrio de 0,5 L conectados a un
regulador termostatico y control de pH a
través de un titulador automatico Titran-
do 842 (Metrohm, Suiza). Las condi-
ciones de hidrolisis fueron ajustadas de
acuerdo con los experimentos planeados
y la reaccion se inicia con la adicion de

la cantidad de enzima justa.

Reaccion de hidrolisis enzimatica

La reaccion fue monitoreada para
la determinacion del gh, expresado
como la relacion entre el nimero de
enlaces peptidicos cortados en la hi-
drolisis (h) y el nimero de enlaces
peptidicos totales en la proteina nati-
va por unidad de peso (ht). Para este
caso, se empled un ht de 8,3 Eqv/
Kg (Marquez y Vazquez, 1999). El
método empleado para la determina-
cion del GH es el de valoracion del
proton o método del pH-stat ecua-
ciones (1-3). (Adler-Nissen, 1986)
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Donde B es el Volumen consumido
de base en litros, NB = Normalidad
de la base (Eqv/L), Mp es Masa de la
proteina en Kg y a es el grado de di-
sociacion de los grupos a-NH2 libe-
rados en la reaccion, el cual depende
del pK, que a su vez esta asociado
con la temperatura. (Valencia et al.,
2015)
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Métodos analiticos

Para la caracterizacion de los sustra-
tos proteicos se emplearon técnicas ofi-
ciales de analisis. La determinacion de
cenizas se hizo calcinando la muestra a
550°C en una mufla modelo D8 (Terrige-
no, Colombia) por un periodo de 5 horas
(AOAC 14.006). El contenido proteico
se llevo a cabo por el método de determi-
nacion del nitrogeno total microkjendahl
(AOAC 991.20) en un equipo dk 6 (Hea-
ting Digester, usa). La determinacion de
grasa se hizo por el método de Gerber
(AOAC 2000.18) (AOAC Official Me-
thods of Analysis n.d).

Para la medicion de la capacidad an-
tioxidante se emplearon los métodos de
determinacion directa ABTS basados en
la decoloracion del radical (acido 2,2’
azinobis-3- etilbenzotiazolina-6- sulfoni-
co) provocado por la interaccion con mo-
léculas donantes de electrones; se baséd
en la metodologia descrita por Re, et al
(1999). Ademas, se usaron técnicas indi-
rectas: orac, la cual emplea un mecanismo
de donacion de un 4tomo de hidrogeno y
se hizo siguiendo la metodologia descrita
por Ou et al (2001); y frap, que usa como
principio la reduccion en un medio aci-
do el hierro férrico (Fe+3) hasta la forma
ferrosa (Fe+2); se sigui6 la metodologia
ajustada de Pulido, et al. (2000).
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Para los tres métodos se establecie-
ron curvas de calibracion con diferentes
concentraciones del antioxidante estan-
dar Trolox (analogo hidrofilico del alfa
tocoferol). Todos los reactivos usados
para la medicion de capacidades antioxi-

dantes fueron de grado analitico.

Datos experimentales

Las muestras de plasma bovino (pb)
y fraccion globular (fgb) de sangre bo-
vina se tomaron a condiciones optimas
de Temperatura, enzima y sustrato segun
estudios anteriores del grupo. Hidrolisis
enzimaticas a distintos valores de pH
muestran el efecto del mismo sobre el
gh como medida de rendimiento de la
reaccion. Las curvas y los analisis de

antioxidantes se hicieron por triplicado.

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestra el resultado
para la caracterizacion bromatoldgica
del sustrato. Estos resultados son cohe-
rentes con los declarados en numerosas
fuentes bibliograficas.

Son de gran interés los resultados
del porcentaje de proteinas encontrado,
pues permite corroborar que se trata de
material con alto potencial de utilizacion

para hidroélisis enzimatica.
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Desde el punto de vista de la nutricion, las proteinas y péptidos procedentes de

alimentos estan siendo empleados con el fin de mejorar algunas funciones biologicas

o de tratar de prevenir o reducir el riesgo de enfermedad, pues se ha establecido, que

algunos péptidos obtenidos por hidrdlisis de proteinas, son capaces de ejercer efectos

biologicos especificos. (Liu et al., 2010)

Tabla 1. Caracterizacion de plasma entero (PB) y fraccidn globular (FGB) bovino

Componente

Porcentaje de proteina (p/v)
pH

Densidad (g/mL)
Porcentaje de grasa (p/p)

Porcentaje de cenizas (p/p)

Rendimiento centrifugacion

pb fgb
8.3 39
6.7 T4
1,061 1,087
0.03 0.2
0,44

60% 40%

Enlatabla 2 se muestran las activida-
des antioxidantes reportadas por varios
métodos de PB, FGB y sus hidrolizados
para distintos tiempos de reaccion hasta
dos horas méxima. Para este estudio se
analizo el comportamiento de los valo-
res de antioxidantes para hidrolizados
en los tramos iniciales, medios y final de
la reaccion. Esto concuerda con la deno-
minacion de bajo, medio y alto grado de

hidrolisis relativo, en cada caso.

A través de la hidrdlisis con Alcasa
2,4L se favorece la capacidad antioxi-
dante de la fraccion globular de sangre
bovina. Como se ha evidenciado en nu-

merosos trabajos el tiempo de hidrolisis

aumenta con el tiempo y este a su vez
la capacidad antioxidante, esta tenden-
cia se observo en los resultados de Bah
et al. (2015). La capacidad antioxidante
de hidrolizados enzimaticos depende, en
gran medida, del peso molecular y de la
estructura y secuencia de la cadena de
aminoacidos de la estructura peptidi-
ca resultante (Chalamaiah et al., 2012).
En muchos casos el GH resulta ser una
herramienta indirecta para describir la
distribucion del peso molecular de los
hidrolizados, en el sentido que una pro-
longada hidroélisis redunda casi siempre
en grados de hidrdlisis altos y, por tanto,
tamafios peptidicos mucho mas peque-
flos (Morales y Medina et al., 2017).
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Tabla 2. Resultados de pruebas de capacidad antioxidantes de sustratos e hidrolizados en-

zimaticos de fraccidn globular sin hidrolizar (FGSH) y plasma bovino sin hidrolizar (PBSH) y

sus respectivos hidrolizados con bajo, medio y alto grado de hidrdlisis. Para Hidrolizados de
fraccion globular: T= 55°C, pH= 9y de plasma T=61°C, pH=9

Muestra orac frap abts+

FG e Hidrolizados

fgsh 231 45,242,5 608,9+4,1
+ 7]

: 461,2

Hbajo £377 54,842, 747,5£68,5

Hmedio 464.2 57.4+1.8 725,6+56,0
£14,0

Halto | e 74832713

pb e hidrolizados

pbsh 18,5+2,5 17467

Hbajo 68,332 783,4+7.6

Hmedio 91,6+4,2 1032,629,0

Halto 125,740 1413,320,3

En el analisis de antioxidante de la
fraccion globular e hidrolizados, los re-
sultados por los métodos de ORAC y
FRAP, al aplicar la prueba de multiples
rangos de Duncan, se agrupan en dos
columnas, en las que el gh alto difiere
significativamente (p<0,05). En el ana-
lisis de abts se agrupan en una columna,
no difiriendo en ninguno de los hidroli-
zados analizados (p<0,05). Esto implica
que para obtener la mayor capacidad de
reduccion de radicales libres de oxigeno
y Fe se debe efectuar a un tiempo de hi-
drolisis de dos horas para llegar a un gh
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bajo las condiciones Optimas, mientras
que para obtener la maxima capacidad
de los agentes antioxidantes de la he-
moglobina bovina para atacar el cation
radical ABTS+ basta con ejecutar la hi-
drolisis enzimatica a 30 minutos o cual-

quier otro tiempo estudiado.

En tanto, los resultados para las
muestras de plasma y sus hidroliza-
dos registran valores satisfactorios en
la medida en que se ha comprobado la
capacidad antioxidante de hidrolizados

de plasma bovino y que, efectivamente,
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esta actividad se potencia significativa-
mente (p<0,05) con la hidrdlisis (Hyun-
Woo et al., 2015).

Segin Cumby et al. (2008), este
fuerte poder reductor se puede atribuir a
la mayor disponibilidad de iones de hi-
drégeno (protones y electrones) debido
a las divisiones de péptidos. Se sabe que
la Alcalasa es una endopeptidasa que
actiia sobre los enlaces peptidicos en el
interior de la cadena polipeptidica, por
lo que produce principalmente oligopép-
tidos y polipéptidos pequefios y media-
nos, algunos de los cuales son antioxi-
dantes (Cumby et al., 2008).

Los resultados logrados en el pre-
sente trabajo indican, que la hidrolisis
enzimatica podria mejorar significati-
vamente el potencial antioxidante de los
hidrolizados a través de la extension del
tiempo de hidrolisis, puesto que frac-
ciones de proteinas con peso molecular
grande son paulatinamente degradadas
a fracciones de peso molecular relativa-
mente pequenas. En esta medida, uno de
los mecanismos que conduce al aumento
de la actividad puede estar asociado con
la exposicion de aminoacidos especifi-
cos en las cadenas peptidicas resultantes
(Rajapakse et al., 2005).

Por otra parte, la capacidad de re-
duccion del ion Fe+3 fue muy superior

a las reportadas por Liu et al. en plasma
porcino, por ejemplo, lo cual puede re-
lacionarse con el GH alcanzado, pues se
ha comprobado que este es proporcional
a la capacidad antioxidante hasta cierto
limite, cuando los péptidos son hidroli-
zados hasta sus unidades fundamentales
(Liu et al., 2010).

En general, la captacion de radica-
les libres de los hidrolizados de proteina
del plasma se puede explicar a través de
varios mecanismos que incluyen la ca-
pacidad de donar hidrogeno, estabilizar
radicales, secuestrar iones metalicos
prooxidativos y, probablemente, formar
una barrera fisica alrededor de las gotas
de grasa usando aminoacido especial

(Hyun-Woo et al., 2015).

La tabla 3 muestra los resultados de
gh para distintos valores de pH evalua-
dos.

Considerando la naturaleza bioqui-
mica de la reaccion, cambios impor-
tantes se registran en el rendimiento
de la reaccion cuando se presentan
leves incrementos en el pH de la
misma, hasta ciertos niveles indica-
dos, esto contrasta con las disminu-
ciones observadas en la velocidad de
ruptura de enlaces peptidicos cuan-
do los valores de pH son inferiores,
Mientras que valores intermedios de
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pH registran mejores resultados en términos de rendimiento en reacciones de

este tipo. Estos fendmenos son comunes puesto que es sabido que cambios en el

pH, pueden influenciar la disociacion de grupos activos de la enzima, afectando

la dinamica de asociacion de esta con el sustrato. (Liu et al., 2010)

Tabla 3. Grado de hidrélisis final de hidrolizados de FG y PB a distintos valores de pH

Fuente S0 (m/v) [E[E]//S”?] pH gh (% 2 horas)
FG 10,5 8 7.3 22,7

9 30,3

10,6 22,5
pb b 75 1.4 18,7

8.2 2

9 215

Conclusion Referencias

El pH juega un papel importante en
el rendimiento de la reaccion de hidroli-
sis enzimatica de proteinas, pues inter-
viene en la disociacion de grupos activos
de la enzima, por tanto, es de vital im-
portancia ajustar los valores de pH ade-
cuados para el trabajo de la enzima con
cada sustrato. En general, la capacidad
antioxidante de los hidrolizados mejora
en relacion con la de los sustratos nati-
vos y se potencia en la medida en que

aumenta el gh.

YA

AOAC 14.006, 991.20, 2000.18 (2007). Asso-
ciation of Analytical Communities (Inter-
national). Official Methods of Analysis.

Bah, C., Bekhit, A., Carne, A., McConnell, M.
(2015). Production of bioactive peptide hy-
drolysates from deer, sheep and pig plasma
using plant and fungal protease prepara-
tions. Food Chemistry, 176, 54-63.

Chalamaiah, M. (2012). Dinesh Kumar, B.,
Hemalatha, R. y Jyothirmayi, T. Fish.
Protein hydrolysates: Proximate composi-
tion, amino acid composition, antioxidant
activities and applications: A review. Food
Chemistry, 135, 3020-3038.

Cumby, N., Zhong, Y., Naczk, M. y Shahidi, F.
(2008). Antioxidant activity and water-hol-
ding capacity of canola protein hydroly-
sates. Food Chemistry, 109, 144-148.



Produccidn de fracciones antioxidantes de sangre bovino

Hyun-Woo, S., Eun-Young, J., Gwang-Woong,
G., Gap-Don, K. Seon-Tea, J. y Han-Sul, Y.
(2015). Optimization of hydrolysis condi-
tions for bovine plasma protein using res-
ponse surface methodology. Food Chem,
185, 106-111.

Liu, Q., Kong, B., Xiong, Y. L. y Xia, X (2010).
Antioxidant activity and functional proper-
ties of porcine plasma protein hydrolysate
as influenced by the degree of hydrolysis.
Food Chemistry, 118, 403-410.

Korhonen, H. y Pihlanto, A. (2007). Bioactive
peptides: Production and functionality.
Int. Dairy J., 4th NIZO Dairy Conference.
Prospects for Health, Well-being and Safe-
ty4th NIZO Dairy Conference. Prospects
for Health, Well-being and Safety, 16, 945-
960.

Miérquez, M. C. y Vazquez, M. A (1999). Mod-
eling of enzymatic protein hydrolysis. Pro-
cess Biochemistry, 35, 111-117.

Morales-Medina, R., Pérez-Galvez, R., Gua-
dix, A. y Guadix, E.M. (2017). Multiob-
jective optimization of the antioxidant
activities of horse mackerel hydrolysates
produced with protease mixture. Process
Biochem., 52, 149-158.

Ou, B., Hampsche-Woodill, M. y Prior, R.
(2001). Development and validation of an
improved oxygen radical absorbance capa-
city assay using fluorescein as the fluores-
cent probe. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 49(10), 4619-4626.

Pulido, R., Bravo, L. y Saura-Calixto, F.
(2000). Antioxidant activity of dietary
polyphenols as determined by a modified
ferric reducing/antioxidant power assay.
Journal of Agricultural and Food Che-
mistry, 48(8), 3396-3402.

Rajapakse, J., Mendis, E., Jung, W. K., Je, J.
Y., y Kim, S. K. (2005). Purification of a
radical scavenging peptide from fermented
mussel sauce and its antioxidant properties.
Food Research International, 38, 175-182.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Panna-
la, A., Yang, M. y Rice-Evans, C (1999).
Antioxidant activity applying an improved
ABTS radical cation decolorization assay.
Free Radical Biology y Medicine, 26(9),
1231-1237.

Sarmadi, B.H. e Ismail, A (2010). Antioxida-
tive peptides from food proteins: A review.
Peptides 31, 1949-1956.

Sabeena Farvin, K. H., Andersen, L. L., Nielsen,
H.H., Jacobsen, C., Jakobsen, G., Johans-
son, I. y Jessen, F. (2014). Antioxidant ac-
tivity of Cod (Gadus morhua) protein hy-
drolysates: In vitro assays and evaluation
in 5% fish oil-in-water emulsion. Food
Chem., 149, 326-334. doi:10.1016/j.food-
chem.2013.03.075

Valencia, P., Espinoza, K., Ceballos, A., Pinto,
M. y Almonacid, S. (2015). Novel mode-
ling methodology for the characterization
of enzymatic hydrolysis of proteins. Pro-
cess Biochem, 50, 589-597.

Revista Agunkuyaa. Volumen 1: 57-65. 2017 | 65



