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UTILIZACION DE ENZIMAS Y ULTRASONIDOS PARA OBTENER
HIDROLIZADOS RICOS EN PEPTIDOS BIOACTIVOS A PARTIR DE RINONES DE
BOVINO

Alejandra Maria Lagos Soto', Marta Gallego Ibanez’, Leticia Mora Soler', Fidel Toldra
Vilardell.

RESUMEN

Este estudio evalud el uso aislado o secuencial de las enzimas pepsina (Pep) y
alcalasa (Alc), y su combinacion con ultrasonidos (US), para la obtencion de
hidrolizados de riiidon bovino ricos en péptidos bioactivos. Se evalud el grado de
hidrdlisis, el perfil de proteinas mediante electroforesis en gel, asi como la actividad
antioxidante y la inhibicidn de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa mediante
ensayos in vitro. Los resultados mostraron que Alc, Alc+US y Alc+Pep presentaron
la mayor hidrdlisis proteica, pero la actividad antioxidante de los hidrolizados vario
segun el ensayo utilizado. En cuanto al potencial antidiabético, solo las muestras
Pep, Pep+US y Alc+Pep presentaron inhibicidn de a-amilasa, mientras que estas
tres muestras y Alc+US mostraron inhibicion de a-glucosidasa, destacando Pep+US
que mostroé valores mayores al 70 % en ambos ensayos. El andlisis por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) revel6 diferencias en los
perfiles peptidicos segun los tratamientos enzimaticos, principalmente entre las
muestras tratadas con pepsina y Pep+Alc. Las fracciones de RP-HPLC no mostraron
inhibicidbn de a-amilasa, pero alcanzaron valores de inhibicién de a-glucosidasa
mayores al 60 % en todas las muestras. Asi, este estudio evidencia el potencial de
los hidrolizados de rindn bovino como fuente de péptidos con capacidad
antioxidante y antidiabética, siendo de interés en el desarrollo de alimentos
funcionales y dando un valor anadido a este subproducto.

Palabras clave: subproductos carnicos, hidrolisis enzimatica, ultrasonidos, péptidos,
actividad antioxidante, potencial antidiabético.

RESUM

Aquest estudi va avaluar I'us aillat o seqlencial dels enzims pepsina (Pep) i
alcalasa (Alc), i la seua combinacio amb ultrasons (US), per a I'obtencio d'hidrolitzats
de renyo bovi rics en peptids bioactius. Es va avaluar el grau d'hidrolisi, el perfil de
proteines mitjancant electroforesi en gel, aixi com l'activitat antioxidant i la inhibicio
dels enzims a-amilasa i a-glucosidasa amb assajos in vitro. Els resultats van mostrar
que Alc, Alc+US i Alc+Pep van presentar la major hidrolisi proteica, pero l'activitat
antioxidant dels hidrolitzats va variar segons l'assaig utilitzat. Respecte al potencial
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antidiabétic, només les mostres Pep, Pep+US i Alc+Pep van presentar inhibicié de
a-amilasa, mentre que aquestes tres mostres i Alc+US van mostrar inhibicié de a-
glucosidasa, destacant Pep+US que va mostrar valors majors al 70 % als dos
assajos. L'analisi per cromatografia liquida d'alta resolucié en fase reversa (RP-
HPLC) va revelar diferencies en els perfils peptidics segons els tractaments
enzimatics, principalment entre les mostres tractades amb pepsina i Pep+Alc. Les
fraccions de RP-HPLC no van mostrar inhibicié de a-amilasa pero van aconseguir
valors d'inhibicié de a-glucosidasa majors al 60 % en totes les mostres. Aixi, aquest
estudi evidencia el potencial dels hidrolitzats de renyd bovi com a font de peptids
amb capacitat antioxidant i antidiabética, sent d'interés en el desenvolupament
d'aliments funcionals i donant un valor afegit a aquest subproducte.

Paraules clau: subproductes carnics, hidrolisi enzimatica, ultrasons, péptids, activitat
antioxidant, potencial antidiabétic.

ABSTRACT

This study evaluated the isolated or sequential use of the enzymes pepsin (Pep) and
alcalase (Alc), and their combination with ultrasounds (US), for obtaining bovine
kidney hydrolysates rich in bioactive peptides. The degree of hydrolysis, the protein
profile obtained by gel electrophoresis, as well as the antioxidant activity and the
inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes through in vitro assays were
assessed. The results showed that Alc, Alc+US, and Alc+Pep exhibited the highest
protein hydrolysis, but the antioxidant activity of the hydrolysates varied depending
on the assay used. Regarding the antidiabetic potential, only the samples Pep,
Pep+US, and Alc+Pep showed a-amylase inhibition, while these three samples and
Alc+US showed a-glucosidase inhibition, highlighting Pep+US that achieved values
above 70 % in both assays. Reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) analysis revealed differences in the peptide profiles
depending on the enzymatic treatments, mainly between the pepsin-treated and
Pep+Alc samples. The RP-HPLC fractions did not show a-amylase inhibition, but
reached a-glucosidase inhibition values greater than 60 % in all samples. Thus, this
study shows the potential of bovine kidney hydrolysates as a source of peptides with
antioxidant and antidiabetic activities, being of interest in the development of
functional foods and giving added value to this by-product.

Keywords: meat by-products, enzymatic hydrolysis, ultrasounds, peptides,
antioxidant activity, antidiabetic potential.



1. INTRODUCCION

La industria carnica genera una considerable cantidad de desechos vy
subproductos que, si no se manejan adecuadamente, pueden tener un impacto
negativo en el medio ambiente (Toldra et al., 2021). Se estima que aproximadamente
el 50 % del peso total de un animal bovino estd compuesto por subproductos,
incluyendo coproductos que son los que se destinan al consumo humano (Lafarga
et al., 2017). Entre ellos estan los 6rganos, como pulmén, cerebro, rifidn e higado,
que se consumen tradicionalmente en algunos paises, pero en otros son utilizados
para fines de bajo valor (Toldra et al.,, 2012). Por ello, en la actualidad se esta
estudiando el valioso potencial econdémico y funcional que tienen estos
subproductos, no solo para darles un valor afnadido, sino también para reducir la
carga ambiental de la industria carnica, ofreciendo una solucién sostenible para la
gestion de residuos y contribuyendo a una economia circular (Toldra et al., 2021).

Los d6rganos son fuente de vitaminas, minerales y proteinas de alto valor
bioldgico, por tanto, presentan un potencial funcional interesante (Mullen y Alvarez,
2015). Sin embargo, también pueden utilizarse para la obtencion de hidrolizados
proteicos, o que implica el uso de procesos enzimaticos para descomponer las
proteinas en péptidos. Ello puede permitir la obtencion de ingredientes funcionales
o hidrolizados ricos en péptidos bioactivos a través de procesos biotecnoldgicos.
Este proceso no solo mejora la digestibilidad y la absorcién de las proteinas, sino
que también puede generar péptidos con propiedades bioactivas significativas
(Toldra et al., 2016).

Los péptidos bioactivos son fragmentos de proteinas que tienen un impacto
positivo en la salud mas alla de su valor nutricional basico. Varios subproductos
carnicos, como huesos de jamén curado, pulmones, higado o sangre, se han
descrito como fuentes de péptidos con propiedades antihipertensivas, antioxidantes,
antitrombaticas o antimicrobianas, entre otras (Toldra et al., 2023). Ademas, diversos
estudios han reportado la obtencion de hidrolizados proteicos a partir de 6érganos
mediante el uso de proteasas comerciales como la tripsina, alcalasa o flavourzima,
mostrando una notable capacidad para generar péptidos bioactivos (Lafarga et al.,
2017; Toldra et al., 2023). Los tratamientos enzimaticos pueden combinarse también
con ultrasonidos para mejorar la eficiencia del proceso de hidrdlisis, siendo una
tecnologia no térmica, segura y sostenible que puede ofrecer aplicaciones
innovadoras en la obtencién de péptidos bioactivos (Ozuna et al., 2015).

El objetivo de este estudio fue utilizar rifones de bovino para la obtencion de
hidrolizados ricos en péptidos bioactivos, empleando procesos de hidrélisis
sostenibles. Se utilizaron las enzimas pepsina y alcalasa, tanto de forma aislada
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como secuencial, asi como su combinacién con ultrasonidos, para optimizar la
hidrdlisis proteica y maximizar la produccién de péptidos bioactivos con propiedades
antioxidantes y potenciales efectos antidiabéticos. Para ello, se evaluo el grado de
hidrdlisis, el perfil proteico mediante electroforesis en gel, asi como la actividad
antioxidante y la capacidad inhibidora de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
mediante ensayos in vitro. Ademas, se empled cromatografia liquida de alta
resolucion para caracterizar los perfiles peptidicos y fraccionar los hidrolizados,
identificando las fracciones con mayor bioactividad.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales y reactivos

Para la obtencién de los hidrolizados se utilizaron 4 riflones de bovino de raza
conjunto mestizo, con edad de 12-18 meses, procedentes de Ganados Mayo Gaibiel,
S.L. (Castellon, Espana). Las enzimas utilizadas para las hidrolisis fueron la
Alcalasa®Pure 2.4L, proteasa con actividad de 2,4 U/g (Novozymes S/A, Bagsvaerd,
Dinamarca) y pepsina de mucosa gastrica porcina con actividad de 4,552 U/g
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, EE.UU.).

Los reactivos utilizados para la determinacion del grado de hidrdlisis fueron:
disodio tetraborato decahidratado (Panreac Quimica, S.A.U., Barcelona, Spain);
dodecilsulfato de sodio (SDS), o-ftalaldialdehido 97% (OPA), ditiotreitol (DTT) vy
serina (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, EE. UU.); etanol absoluto (Scharlau Chemie
S.A., Barcelona, Espaia).

Los reactivos utilizados en los ensayos de actividad antioxidante fueron: 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), hidroxitolueno butilado (BHT), ferrocianuro de potasio,
acido tricloroacético (TCA), cloruro férrico, 2,2'-azobis(2-amidinopropano)
dihidrocloruro (APPH), acido ascoérbico, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxilico  (Trolox), fluoresceina, triptéofano y acido 2,2'-acino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EE.UU.).

Para evaluar la actividad antidiabética se utilizé: enzima a-amilasa de pancreas
de porcino, acarbosa, a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae y p-nitrofenil-a-
D-glucopironidasa (p-NPG) (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, EE. UU.); 2-cloro-4-
nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNPG3) (SPINREACT, Girona, Espaiia).

Para la cromatografia liquida de alta resolucion se empled acido trifluoroacético
(TFA) (Sigma-Aldrich Co., Darmstadt, Alemania) y acetonitrilo (ACN) (Scharlau
Chemie S.A., Barcelona, Espana).



2.2. Caracterizacion y obtencion de hidrolizados de rifidn

Los rinones de bovino fueron lavados y limpiados de tejido adiposo, para después
ser troceados y triturados en una picadora. Se midié la humedad utilizando un
analizador halégeno de humedad (HB43, Mettler Toledo, Suiza), y el pH utilizando
un medidor de pH portatil (HI 99163, Hanna Instruments Inc., Hoonsocket, EE.UU.).
También se determiné el porcentaje de proteina mediante el método Dumas (AOAC,
1992). El rifdn triturado se diluydé con agua bidestilada hasta una concentracién de
1 g/mL y se homogenizé en un Stomacher® (IUL, S.A., Barcelona, Espafa) durante
5 min en frio.

Los hidrolizados de rifidn se obtuvieron mediante distintos tratamientos con
alcalasa y pepsina. Estas enzimas se anadieron de forma aislada, de forma
secuencial, o mediante la combinacion de enzima y aplicacion de ultrasonidos (US).
Para ello, las muestras de rindn homogenizadas se traspasaron a un reactor con
agitacion (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemania) y se
llevaron a cabo las distintas hidrdlisis enzimaticas segun las condiciones indicadas
en la Tabla 1. En los tratamientos enzimaticos combinados con US se utiliz6 la sonda
de ultrasonidos modelo VCX 750 (Sonics and Materials Inc. Newtown CT. USA) a 20
kHz, en modo pulso “2 on /4 off’, y a una amplitud del 75%. Cada tratamiento se
llevé a cabo por duplicado.

TABLA 1. Condiciones de hidrodlisis.

P =
Muestra Enzima ropgrmon Tiempo Temperatura pH
enzima
Pep Pepsina 1% 2h 37°C 2
Pepsina +
+ 0, o
Pep+US Ultrasonidos 1% 2h 37°C 2
Alc Alcalasa 2% 2h 65°C 8
Alcal +
Alc+US calasa 2% 2h 65°C 8
Ultrasonidos
Pepsina + 1% Pepsina;
Pep+Alc 2h + 2h 37°C; 65°C 2;8
P Alcalasa 2% Alcalasa
Alcal + 2% Alcalasa;
Alc+Pep calasa o Alcalasa; |, o | esoc:37oc | 8:2
Pepsina 1% Pepsina




2.3. Determinacion del grado de hidrdlisis

El grado de hidrolisis (GH) evalua el porcentaje de enlaces peptidicos rotos
durante la hidrolisis de proteinas. El ensayo se llevo a cabo siguiendo el método OPA
de Nielsen et al. (2001), donde la reaccion del OPA con los grupos amino libres de
los péptidos liberados se cuantifica espectrofotométricamente. Para ello, se preparé
el reactivo OPA de la siguiente manera: 7,620 g de tetraborato de sodio
decahidratado y 200 mg de SDS se disolvieron en 150 mL de agua bidestilada. Por
otro lado, se disolvieron 160 mg de OPA en 4 mL de etanol, y esta solucion se
transfirié cuantitativamente a la solucidn anterior. Finalmente, se afadieron 176 mg
de DTT a la solucién y se complet6é con agua bidestilada hasta alcanzar 200 mL. Se
utilizé serina como estandar, diluyendo 20 mg de serina en 200 mL de agua
bidestilada.

Para la realizacion del ensayo, 270 uyL de OPA se mezclaron con 36 uL del
estandar (serina), blanco (agua bidestilada), o muestra (20 mg/mL). El GH se calculo
siguiendo las ecuaciones (1), (2) y (3):

. __ (0D muestra—0D blanco) meqv _ 0,1x100
Serina — NHZ - (0D estandar—0D blanco X 0'9516 L X XXP (1)
B = (Serina — NH2 — f3) (2)
B a
o) = 3
GH (%) = +— x 100 (3)

donde: P = % proteina; X = g muestra en 0,1 L; OD= Absorbancia; =0,40;
a=1,0; htot=7,6.

2.4. Electroforesis en gel

Los hidrolizados fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) para separar las proteinas segun su peso
molecular (Laemmli, 1970). Para ello, las muestras fueron diluidas en tampdn
Laemmli hasta alcanzar una concentracién de 10 mg/mL y desnaturalizadas a 95 °C
durante 5 min. Un total de 20 yL de cada muestra fue cargada en el gel. La
electroforesis se realizé en un gel Bio-Rad al 12 % a 200 V durante 30 min. El gel fue
fijado con 40 % de etanol y 10 % de acido acético durante 1 h, tefido con azul de
Coomassie por 1 h y posteriormente destefiido con agua bidestilada. El gel obtenido
fue escaneado y los resultados fueron procesados y analizados con el programa
ImageJ v.1.52 (Wayne Rasband, National Institute of Mental Health, EE.UU.) para
obtener las imagenes de los perfiles proteicos.



2.5. Determinacion de la actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de los hidrolizados se utilizaron los
siguientes métodos: capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC),
decoloracién del cation radical (ABTS), actividad captacion de radicales libres 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP),
segun las metodologias descritas por Gallego et al. (2017). Los ensayos se realizaron
por triplicado.

2.5.1. Método ORAC

Para el ensayo, 140 pyL de tampdn sodio-fosfato (75 mM, pH 7,4) como control
negativo, muestra (0,1 mg/mL) o triptéfano (3 pM) como control positivo, se
mezclaron con 70 pL de fluoresceina (200 nM). Tras una incubacién de 15 min a
37°C, se anadieron 70 pL de AAPH (80 mM) y se leyd la fluorescencia a una longitud
de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 538 nm, respectivamente, durante
100 min a intervalos de 1 min. Para ello se utilizo el lector de microplacas Clariostar-
Plus (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Alemania).

Los calculos para la determinacion de ORAC implicaron la determinacion del area
bajo la curva (AUC) segun la ecuacion (4):

Fi
AUC = 315 - (4)

donde: Fi = lectura cada minuto del t=1 a t=100 min y Fq= lectura a t=0.

Una vez obtenido el AUC, se calcul6 el valor neto de acuerdo a la ecuacion (5):
AUC neto = AUC muestra — AUC blanco (5)

Finalmente, los resultados se expresaron como nmoles de equivalentes de trolox
(TE) por mg de muestra, a partir de la ecuacion de regresion lineal obtenida de una
recta obtenida con el estandar trolox en un rango de 0 a 16 pM.

2.5.2. Método ABTS

En el ensayo se mezclaron 10 uL de tampdn sodio-fosfato (pH 7,4) como control
negativo, acido ascorbico (4 mM) como control positivo o0 muestra (2 mg/mL), con
990 pL de solucién ABTS*, la cual fue preparada a partir de ABTS stock (7 mM) y
tampon sodio-fosfato en relacién 1/89. Tras agitar la mezcla e incubarla durante 6
min a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotometro UV-visible (Cary60, Agilent Technologies, CA, EE.UU.). El
porcentaje de inhibicion se calculdé segun la ecuacién (6):



L Abs control negativo — Abs muestra
% Inhibicion = Abs control negativo x 100 ©)

Finalmente, los resultados se expresaron como nmoles de TE por mg de muestra,
a partir de la ecuacion de regresion lineal obtenida de una recta obtenida con el
estandar trolox en un rango de 0 a 2 mM.

2.5.3. Método DPPH

El método consistio en anadir 100 uL de etanol como control negativo, BHT (2
mg/mL) como control positivo, o muestra (50 mg/mL) a 125 pL de solucion de DPPH
(0,02 % en etanol) y 500 pL de etanol. La mezcla se agitdé en un vortex y se dejé
reposar durante 1 h en oscuridad. Posteriormente, se centrifugd a 1000xg durante
1 min para evitar turbidez en las muestras y finalmente, se midi6 la absorbancia a
517 nm usando el espectrofotometro. Valores bajos de absorbancia indican la
capacidad de la muestra para reducir el radical DPPH y, por tanto, una alta actividad
antioxidante. El porcentaje de DPPH se calcul6 a partir de la ecuacion (7):

DPPH (%) = Abs control negativo — Abs muestra « 100 )
o0 Abs control negativo

Finalmente, los resultados se expresaron como nmoles de TE por mg de muestra,
a partir de la ecuacion de regresion lineal obtenida de una recta obtenida con el
estandar trolox en un rango de 0 a 0,3 mM.

2.5.4. Método FRAP

Para el ensayo, se mezclaron 80 pyL de muestra (20 mg/mL), tampon fosfato (0,2
M, pH 6,6) como control negativo, o BHT (2 mg/mL) como control positivo, con 80
ML de tampdn fosfato (0,2 M, pH 6,6) y 80 uL de ferrocianuro potasico (10 mg/mL).
La mezcla se incubo durante 20 min a 50°C y después se afnadieron 80 yL de TCA
(100 mg/mL) y se centrifugd a 200xg y 8°C durante 10 min. Se tomaron 250 uL del
sobrenadante y se mezclaron con 250 uL de agua bidestilada y 50 yL de cloruro
férrico (1 mg/mL). Tras una incubacion de 10 min a temperatura ambiente, se midi6
la absorbancia a 700 nm utilizando el espectrofotometro UV-visible. Valores altos de
absorbancia indican un alto poder reductor y, por tanto, alta actividad antioxidante.
Los resultados se expresaron como nmoles de TE por mg de muestra a partir de la
ecuacion de regresion lineal obtenida de una curva estandar realizada con trolox a
concentraciones de 0 a 2 mM.



2.6. Determinacion de la actividad antidiabética

El potencial antidiabético de los hidrolizados se evalud, por triplicado, mediante
los ensayos de inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.

2.6.1. Ensayo de inhibicion de la a-amilasa

Este ensayo fue realizado mediante la adicion de 80 uL de enzima a-amilasa (0,5
g/mL en tampdn fosfato 20 mM, pH 6,8 con 6 mM NaCl) a 60 yL de muestra (0,5
g/mL), agua bidestilada como control negativo, o acarbosa (2 mg/mL) como control
positivo. Tras una incubacién de 10 min a 37°C, se adicionaron 60 yL del sustrato
CNPG3y 100 pL de tampodn fosfato, y se incubd 5 min a 37°C. Después, se procediod
a la lectura de la absorbancia a 405 nm en el lector de microplacas Clariostar-Plus.
El porcentaje de inhibicion de la a-amilasa se calcul6 segun la ecuacion (8):

Abs control negativo — Abs muestra

% Inhibicién = ( )x 100 (8)

Abs control negativo

2.6.2. Ensayo de inhibicion de /la a-glucosidasa

Para el ensayo se mezclaron 50 pL de muestra (0,5 g/mL), tampdn sodio-fosfato
(0,1 M, pH 6,8) como control negativo, o acarbosa (5 mg/mL) como control positivo
con 25 yL de enzima a-glucosidasa (0,5 U/mL en tampdn sodio-fosfato) y se
procedio a una incubacién de 5 min a 37°C. Después, se adicionaron 25 pL de p-
NPG (1,25 mM en tampdn sodio-fosfato), y tras una incubaciéon de 20 min a 37°C,
se determind la absorbancia a 405 nm en el lector de microplacas Clariostar-Plus. El
porcentaje de inhibicion de la a-glucosidasa se determind segun la ecuacion (8).

2.7. Cromatografia liquida de alta resolucion por fase reversa

Se utilizd cromatografia liquida de alta resolucion por fase reversa (RP-HPLC)
para la obtencion de los perfiles peptidicos de las muestras. Para ello, los
hidrolizados a una concentracion de 100 mg/mL fueron inyectados automaticamente
en un equipo HPLC 1100 (Agilent Technologies, CA, EE.UU.) con una columna de
fase reversa Symmetry C18 (5 ym, 4,6 x 250 mm; Walters Co., Milford, MA, EE.UU.).
La fase A fue 0,1 % de TFA en agua, y la fase B fue una mezcla 60:40:0,085 % de
ACN:agua bidestilada:TFA. Ambas fases fueron filtradas y desgasificadas antes de
acondicionar el equipo. Las muestras se inyectaron bajo las siguientes condiciones
cromatograficas: flujo de 1 mL/min, inyeccion de 100 uL de muestra, y un gradiente
de elucion consistente en 5 min pasando de 0 % a 2 % de fase B, de 2 % a 45 % de
fase B durante 45 min, y de 45 % a 100 % de fase B en 3 min.



Ademas, los hidrolizados que presentaron actividad antidiabética fueron
fraccionados siguiendo las mismas condiciones de RP-HPLC. Se recolectaron
automaticamente fracciones de 2 mL, se agruparon cada 5 y se liofilizaron.
Posteriormente, cada grupo de fracciones se resuspendido en 300 yL de agua
bidestilada para ser concentrado y seguidamente medir la actividad antidiabética
mediante los ensayos de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa.

2.8. Analisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos se utilizé un andlisis de varianza de una via
(ANOVA one-way) (P < 0,05) con prueba de Fisher para determinar las diferencias
significativas entre las muestras. Para ello se utilizé el software OriginPro (version
2024b. OriginLab Corporation, Northampton, MA, EE.UU.)

3. DISCUSION DE RESULTADOS
3.1. Caracterizacion de los hidrolizados de rifidn

Las muestras de rifidn de bovino presentaron un contenido de humedad de 77,8
* 0,9 % y un contenido de proteina de 17,60 £ 0,05 %, lo que indicd su valor
nutricional como fuente proteica. El pH registrado fue de 6,08 + 0,05, siendo
modificado segun las condiciones O6ptimas de cada enzima para obtener los
hidrolizados.

El grado de hidrolisis (GH) evalua la extension en la que las proteinas han sido
descompuestas en péptidos y aminoacidos. Los resultados de GH de los
hidrolizados obtenidos mediante los diferentes tratamientos enzimaticos y US se
muestran en la Figura 1. Las muestras Pep y Pep+US presentaron el menor valor de
GH (alrededor del 5 %), mientras que Alc y Alc+US presentaron valores de 50 £+ 3
%y 45 + 2 %, respectivamente. Estos resultados podrian atribuirse a la especificidad
de las enzimas utilizadas. La pepsina hidroliza preferentemente enlaces peptidicos
en el entorno de aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina y triptéfano,
mientras que la alcalasa es una proteasa con amplia especificidad, capaz de
hidrolizar una mayor variedad de enlaces peptidicos, 10 que explica su mayor
eficiencia en comparaciéon con la pepsina (Tacias-Pascacio et al., 2020). Sin
embargo, la aplicacion de US habria afectado negativamente la actividad de la
alcalasa, lo que podria deberse a una desnaturalizacion de la enzima o a cambios
estructurales en las proteinas que dificultarian la accidon enzimatica (Abadia-Garcia
et al., 2016).
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FIGURA 1. Grado de hidrdlisis de los hidrolizados. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre muestras (P < 0,05).

También se observo que la combinacion secuencial y el orden de adicion de
enzimas influyeron significativamente en el GH obtenido. La muestra Pep+Alc
presentdé un GH de 12 £ 2 %, mientras que Alc+Pep alcanzé un 40 £ 4 %. Este
descenso se atribuiria de nuevo a la especificidad enzimatica. La pepsina, que actua
en condiciones acidas, corta las proteinas en fragmentos especificos, mientras que
la alcalasa hidroliza de manera menos especifica en un rango de pH basico. Asi,
cuando se utiliza primero la alcalasa, la cual tiene una actividad mas potente y
generalizada, se podrian generar fragmentos mas accesibles, favoreciendo la accion
posterior de la pepsina y resultando en un mayor GH. Ademas, cabe destacar que
los valores de GH en las hidrdlisis secuenciales fueron menores que con el uso de
Alc o Alc+US, especialmente en el caso de Pep+Alc. Varios estudios han reportado
procesos de hidrdlisis mas potentes tras hidrdlisis enzimaticas secuenciales que
aisladas (Carrera-Alvarado et al., 2023; Ozturk-Kerimoglu et al., 2023), pero ello
dependera de las enzimas utilizadas, condiciones de hidrdlisis, asi como la materia
prima inicial. En este estudio se observé que el uso aislado o secuencial de alcalasa
y pepsina, asi como el orden de adicién de las enzimas y su combinacién con US,
impactaron notablemente en la eficiencia de la hidrdlisis de rifidn bovino, siendo Alc,
Alc+US y Alc+Pep los tratamientos que permitieron una mayor fragmentacion
proteica.

3.2. Electroforesis en gel

La electroforesis en gel de las muestras se muestra en la Figura 2. El hidrolizado
Pep presenté diversas bandas correspondientes principalmente a tamanos
moleculares de 100-250 kDa y 10-15 kDa, mientras que Pep+US mostré un mayor
rango de proteinas (50-250 kDa) asi como una banda mas intensa en 5-10 kDa. Ello
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indicaria, que a pesar de que los valores de GH de ambas muestras fue similar
(Figura 1), la aplicacion de US podria potenciar la actividad enzimatica y generacion
de fragmentos proteicos (Subhedar y Gogate, 2013). Las muestras Alc y Alc+US
presentaron bandas correspondientes a tamanos moleculares medianos (20-50
kDa) y pequefios (10-15 kDa), lo que mostraria la eficacia de esta enzima en la
degradacion de proteinas grandes debido a su amplia especificidad y eficiencia en
la ruptura de enlaces peptidicos (Tacias-Pascacio et al.,, 2020), tal y como se
comentod anteriormente. Por otro lado, las muestras tratadas con combinaciones de
pepsina y alcalasa mostraron bandas de menor intensidad, con predominancia de
proteinas de tamafos moleculares medianos y pequefios. Esto sugiere una hidrélisis
extensiva, resultando en una gran variedad de fragmentos proteicos, especialmente
en el caso de Alc+Pep, lo que coincide con los resultados de GH.

Pep Pep+US Alc Alc+US Pep+Alc Alc+Pep
KDa, iSTE + fes B :

250 g

150 s
100 s
75 "

50 w——

37 ..

25 e
20 e

15
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FIGURA 2. Electroforesis en gel SDS-PAGE de los hidrolizados.

3.3. Bioactividad de los hidrolizados
3.3.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los hidrolizados se evalu6 mediante los ensayos
ORAC, ABTS, DPPH y FRAP, ya que el uso de distintos métodos es necesario para
caracterizar de forma mas completa la actividad antioxidante de las muestras. Los
sustratos, las condiciones de reaccion, la cinética y los métodos de cuantificacion
varian en cada ensayo, influyendo en el mecanismo predominante por el cual los
péptidos antioxidantes ejerceran su efecto (Prior et al., 2005). La capacidad
antioxidante de los péptidos esta estrechamente relacionada con ciertas
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caracteristicas estructurales, como su masa molecular, composicion de
aminoacidos, secuencia y grado de hidrofobicidad. En particular, los péptidos de
pequefio tamano (3 a 6 aminoacidos, < 1000 Da) que contienen aminoacidos
hidrofébicos o aromaticos en su secuencia tienden a mostrar un mayor potencial
antioxidante (Huang et al., 2005; Zou et al., 2016).

Los resultados de actividad antioxidante de los hidrolizados se presentan en la
Figura 3. Las muestras hidrolizadas con pepsina, tanto con como sin la aplicacion
de US, mostraron los menores valores de capacidad antioxidante en los ensayos
ORAC y ABTS, sin diferencias significativas entre ambas muestras. Sin embargo,
estos hidrolizados presentaron los valores mas elevados en los ensayos DPPH y
FRAP. Pep alcanzo valores de 2,2 + 0,2 nmol TE/mg en DPPH y 47 + 3 nmol TE/mg
en FRAP, pero la actividad se redujo aproximadamente a la mitad con la aplicacion
de US. De manera similar, la muestra Alc+US mostré la menor actividad en FRAP
(3,1 £ 0,4 nmol TE/mg), sugiriendo que los US podrian desnaturalizar proteinas y
reducir la generacion de péptidos antioxidantes, posiblemente debido a la pérdida
de grupos funcionales (Su y Cavaco-Paulo, 2021). Los métodos DPPH y FRAP
suelen correlacionarse bien con la hidrofobicidad de los péptidos (Liao et al., 2016),
lo que sugiere que la aplicacién de US podria influir significativamente en los
péptidos con estas caracteristicas. Sin embargo, los resultados muestran cierta
variabilidad dependiendo del método empleado. Alc mostro el valor mas alto de
actividad antioxidante en ABTS (251 £ 12 nmol TE/mg), la cual también se redujo al
combinarse con US. Sin embargo, la actividad en ORAC aument¢ significativamente
en Alc+US respecto a Alc. El estudio de Ma et al. (2018) revel6 que el tratamiento
con enzima y US podria modificar la estructura proteica, proporcionando mas sitios
de reaccion a los radicales libres y con ello aumentado la actividad antioxidante.

Las muestras sometidas a hidrdlisis secuencial mostraron una alta capacidad
antioxidante tanto en los ensayos ORAC y ABTS. En ORAC, Pep+Alc alcanzé un
valor de aproximadamente 110 nmol TE/mg, similar al de la muestra Alc+US,
mientras que Alc+Pep mostré la mayor actividad (154,8 + 1,4 nmol TE/mg).
Resultados similares se observaron en el ensayo ABTS, donde las combinaciones
de pepsina y alcalasa resultaron en niveles elevados de actividad antioxidante (232
+ 8y 217 4 nmol TE/mg, respectivamente), superando a las muestras Pep, Pep+US
y Alc+US.
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Estos resultados sugieren que la hidrolisis con alcalasa, con o sin US, asi como
la hidrdlisis secuencial, podria favorecer la generacion de péptidos con estructuras
y caracteristicas mas afines a los mecanismos de reaccion de los métodos ORAC y
ABTS. La hidrdlisis con pepsina generaria péptidos mas apolares, que reaccionarian
principalmente en los métodos DPPH y FRAP, mientras que los péptidos generados
por alcalasa serian menos efectivos neutralizando radicales DPPH, posiblemente
debido a su menor afinidad por péptidos hidrofobicos (Zhu et al., 2008).

3.3.2. Potencial actividad antidiabética

La capacidad de ciertos péptidos para inhibir las enzimas a-amilasa y o-
glucosidasa determina su potencial como agentes antidiabéticos. Estos péptidos
pueden ayudar a controlar los niveles de glucosa en sangre al retardar la digestion
de carbohidratos, lo que es prometedor para el desarrollo de alimentos funcionales
o complementos nutricionales destinados a personas con diabetes o en riesgo de
desarrollarla (Rivero-Pino et al., 2020).

Los resultados de actividad inhibidora de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
de los diferentes hidrolizados, para determinar su potencial antidiabético, se
muestran en la Figura 4. Solamente 3 hidrolizados (Pep, Pep+US y Alc+Pep)
mostraron inhibicion in vitro de la a-amilasa. Se ha descrito que fragmentos
proteicos inhibidores de a-amilasa normalmente contienen triptéfano, arginina y
tirosina, y que los aminoacidos aromaticos inhiben la actividad de la a-amilasa
debido a su union en el sitio activo de la enzima (Zhou et al., 2023). De esta forma,
la hidrdlisis enzimatica con pepsina, la cual actua sobre aminoacidos aromaticos,
expondria mas sitios de uniéon a la a-amilasa, lo que explicaria los resultados
obtenidos. La muestra Pep inhibié la a-amilasa en un 44,5 £ 0,6 %, aumentando
significativamente hasta alrededor del 75 % al combinarse con US o en Alc+Pep.
Ademas, se calculé el ICs, de estos hidrolizados, mostrando valores de 0,47 g/mL en
el caso de Pep, y de 0,41 g/mL para las muestras Pep+US y Alc+Pep. Estos
resultados sugieren que los US, asi como la accion de la pepsina tras la hidrdlisis
con alcalasa, podrian mejorar la exposicion de los sitios activos de los péptidos a
esta enzima, potenciando su inhibicién. Estudios previos también han demostrado
que péptidos de bajo peso molecular (< 5 kDa) generados por la accion de la pepsina
serian responsables de gran parte de la actividad inhibidora de la a-amilasa
(Vilcacundo et al., 2017). Sin embargo, en la hidrdlisis secuencial Pep+Alc, la
alcalasa podria modificar los sitios de corte especificos generados previamente por
la pepsina, impidiendo la unién a la enzima y por tanto su inhibicién. Se ha reportado
que la especificidad de corte de la pepsina generaria hidrolizados ricos en péptidos
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inhibidores de a-amilasa de forma mas eficiente que otras enzimas como
flavourzima, tripsina o neutrasa (Rivero-Pino et al., 2020; Zhou et al., 2023).
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FIGURA 4. Inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa mostrada por los

hidrolizados. Diferentes letras indican diferencias significativas entre muestras (P < 0,05).

En cuanto a la inhibicién de a-glucosidasa, cuatro hidrolizados (Pep, Pep+US,
Alc+Pep y Alc+US) mostraron actividad (Figura 4). La muestra Pep presenté el
mayor valor (79,1 + 0,4%), sin diferencias significativas con Pep+US, sugiriendo que
los US no afectarian la capacidad inhibidora de los péptidos generados. En cambio,
la actividad se redujo en la muestra Alc+Pep hasta 62,8 + 1,8 %, indicando que la
combinacion de alcalasa y pepsina fue menos efectiva que el uso aislado de pepsina.
Cabe destacar que la muestra Alc+tUS también presentd inhibicion (54 £ 3 %)
mientras que Alc no mostro actividad, por lo que la combinaciéon de la enzima con
US seria crucial en la generacidén de péptidos con caracteristicas especificas para
inhibir la enzima. Algunos estudios has descrito la generacion de péptidos
inhibidores de a-glucosidasa en hidrolizados obtenidos con alcalasa y
principalmente con tripsina (Arise et al., 2019; Connolly et al., 2014). La capacidad
de inhibir la a-glucosidasa esta estrechamente relacionada con la estructura y el
tamano de los péptidos, que generalmente constan de 2 a 20 aminoacidos (Rivero-
Pino et al., 2020). Estos péptidos suelen presentar aminoacidos con cadenas
laterales hidroxilo o basicas en el extremo N-terminal, prolina en el interior de la
cadena, y alanina o metionina en el extremo C-terminal. Ademas, son
predominantemente hidrofdbicos, conteniendo aminoacidos con cadenas laterales
hidrofébicas, como lisina, glutamina, prolina y arginina. La hidrofobicidad permite
que los péptidos se unan estrechamente a la enzima, lo que es crucial para su
efectiva inhibicion (Ibrahim et al., 2018; Rodhi et al., 2023).
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3.4. Perfiles peptidicos y bioactividad de las fracciones obtenidas por RP-
HPLC

El anadlisis cromatografico reveld diferencias significativas en los perfiles
peptidicos segun los tratamientos enzimaticos aplicados a las muestras (Figura 5).
En el caso de las muestras Pep y Pep+US, se observaron cinco picos alrededor de
los minutos 3, 9, 13, 17 y 25, asi como una distribucion mas amplia e intensa de
péptidos entre los 30 y 42 minutos. Esto sugiere la presencia de una mezcla
peptidica con diversas caracteristicas, destacando una mayor proporcién de
péptidos menos polares. El tratamiento secuencial Pep+Alc mostré un perfil mas
distinto, con mayor intensidad de picos en tiempos de elucidon tempranos y menor a
partir del minuto 30, indicando una reducciéon en la cantidad de péptidos
hidrofébicos (Figura 5A).

En la Figura 5B, se muestran los perfiles de los hidrolizados tratados con alcalasa,
los cuales son similares en las tres muestras (Alc, Alc+US, Alc+Pep). Se observaron
cuatro picos de alta intensidad alrededor de los minutos 3, 13, 17 y 25, de modo que
estos tiempos de elucion sugieren una alta concentracion de péptidos con
caracteristicas moderadamente hidrofilicas. Sin embargo, Alc+US mostré una mayor
absorbancia de los picos especialmente entre los 22 y 38 minutos, indicando una
mayor concentracion de péptidos hidrofébicos en esta muestra. Esta distribucion
sugiere que los US podrian estar facilitando una ruptura mas eficiente de los enlaces
peptidicos, permitiendo la generacion de una mayor cantidad de péptidos
hidrofébicos en comparacion con los otros tratamientos.

Tras obtener los perfiles peptidicos, aquellas muestras que presentaron potencial
actividad antidiabética (Figura 4) fueron fraccionadas mediante RP-HPLC, y las
fracciones fueron agrupadas para evaluar su actividad in vitro. A pesar de que las
fracciones obtenidas fueron concentradas aproximadamente 30 veces, no
mostraron inhibicion de a-amilasa, por lo que la separacion de péptidos por
polaridad podria afectar negativamente a la unién y efecto inhibidor de los péptidos
sobre esta enzima.
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FIGURA 5. Perfiles peptidicos de los hidrolizados obtenidos por RP-HPLC.

Sin embargo, las fracciones si presentaron una actividad significativa en la
inhibicion de la enzima a-glucosidasa (Figura 6). La actividad vario entre las
diferentes fracciones y tratamientos enzimaticos, aunque todas las fracciones
mostraron valores superiores al 60 %, destacando especialmente las fracciones 1y
5 (fly f5) de la muestra Alc+US que alcanzaron valores cercanos al 90 %. Las
fracciones f1 y f5 de la muestra Pep también mostraron una elevada inhibicién de a-
glucosidasa, a pesar de que la distribucion de los péptidos en estas fracciones fue
mas heterogénea, con una mayor proporcion de péptidos polares en f1 y apolares
en f5. Las fracciones 3, f4 y f5 de la muestra Pep+US asi como f3 de Alc+Pep y 5
de Alc+US, las cuales contendrian péptidos con caracteristicas mas apolares,
mostraron la mayor inhibicidon dentro de cada muestra. Por otro lado, a pesar de que
Alc mostré mayor intensidad de picos en los tiempos de elucién correspondientes a
f2 en comparacidon con las otras muestras, los resultados de inhibicion fueron
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similares en todos los casos. Pep y Alc+Pep mostraron la menor actividad en 4, a
pesar de que estas muestras presentaron un perfil de péptidos amplio en esta zona
de elucion. En 15, aunque los perfiles peptidicos en estos tiempos de elucién fueron
muy bajos, todas las muestras presentaron en actividad mayor al 80 %. Estos
resultados sugieren la importancia de la hidrofobicidad de los péptidos para ejercer
esta actividad, aunque también influirian otras caracteristicas que deberian ser
estudiadas.

100

90 Ab ABa  aBa Aa

Bb Aab
80 Ab Ab
Ab
Cb I
mPep
Pep+US
= Alc+Pep
m Alc+US
0
f1 f2

Fracciones

Inhibicion a-glucosidasa (%)
w B u [«2] ~
o o o o o

N
o

=
o

FIGURA 6. Inhibicién de a-glucosidasa de las fracciones obtenidas por RP-HPLC.
Las letras mayusculas representan diferencias significativas entre la misma fraccién entre distintas
muestras, mientras que las letras minusculas indican diferencias significativas entre fracciones dentro
de una misma muestra (P < 0,05).

4. CONCLUSIONES

El estudio mostré que la enzima alcalasa es particularmente efectiva para la
hidrdlisis de proteinas de riildn bovino. La actividad antioxidante de los hidrolizados
vario en funcién del ensayo utilizado, pero el uso de pepsina favorecié la generacion
de péptidos con potencial antidiabético, destacando la muestra que combiné el
tratamiento de la enzima con ultrasonidos que presento valores mayores al 70 % en
inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa. El analisis cromatografico permitié conocer
los perfiles peptidicos de los hidrolizados y las fracciones obtenidas solamente
presentaron actividad inhibidora de a-glucosidasa. Se necesitan estudios
adicionales mediante espectrometria de masas para elucidar las secuencias de los
péptidos contenidos en cada hidrolizado o fraccion, asi como el uso de herramientas
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bioinformaticas para conocer sus caracteristicas y asi relacionarlas con los
resultados de bioactividad obtenidos. A pesar de ello, este estudio muestra que los
hidrolizados de rifidn bovino podrian ser valiosos como ingredientes en el desarrollo
de alimentos funcionales dirigidos a mejorar la salud metabdlica y antioxidante.
Ademas, este enfoque permite dar valor afiadido a este subproducto, promoviendo
la sostenibilidad y economia circular en la gestion de residuos de la industria carnica.
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ANEXO

GRADO DE RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE
DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Objetivos de Desarrollo Sostenible Alto | Medio | Bajo | No Procede
ODS 1. Findelapobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Saludy bienestar. X

ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agualimpiay saneamiento. X
ODS 7. Energiaasequibleyno contaminante. X
ODS 8. Trabajo decentey crecimiento econémico. X

ODS 9. Industria,innovacion e infraestructuras. X

ODS10. Reduccion de las desigualdades. X
ODS11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS12. Producciony consumo responsables. X

ODS13. Accién por el clima. X

ODS14. Vida submarina. X
ODS15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS16. Paz, justicia e instituciones solidas. X
ODS17. Alianzas paralograr objetivos. X

Este trabajo contribuye de manera significativa a varios de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), en particular al 3, 9 y 12. En cuanto al ODS 3 (Salud y Bienestar), el estudio
promueve la mejora de la salud publica al identificar nuevas fuentes de péptidos bioactivos con
potencial antioxidante y antidiabético, lo que podria llevar al desarrollo de alimentos funcionales
0 complementos nutricionales que contribuyan a la prevencion y manejo de enfermedades
crénicas como la diabetes y el estrés oxidativo. EI ODS 9 (Industria, Innovacion e
Infraestructuras) se ve beneficiado por la aplicacion de tecnologias innovadoras, como la
hidrolisis enzimatica y los ultrasonidos, en la valorizacion de subproductos animales, fomentando
la investigacion y el desarrollo de procesos mas eficientes en la industria alimentaria. Estas
tecnologias permiten no solo optimizar el aprovechamiento de recursos, sino también impulsar
la creacion de productos de alto valor afiadido a partir de materiales subutilizados. El estudio
respalda el ODS 12 (Produccién y Consumo Responsables) ya que propone un enfoque
sostenible para la revalorizacion de subproductos carnicos, como el rifidn, que generalmente
tienen un uso limitado o se consideran residuos. Este tipo de investigaciones promueven un
enfoque de economia circular, minimizando el desperdicio y aprovechando al maximo los
recursos disponibles, para contribuir a la sostenibilidad del sistema alimentario global.
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