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Resumen 
 
Se ha evaluado la actividad antioxidante de hidrolizados de plasma de bovino (HPB) obtenidos con 
Alcalasa 2.4 L a diferentes grados de hidrólisis. Los HPB se fraccionaron a través de membranas de 
ultrafiltración y se purificaron por cromatografía de intercambio iónico, con una posterior cromatografía 
líquida de alta eficiencia en fase reversa. Los resultados mostraron que los HPB obtenidos bajo las 
condiciones de hidrólisis planteadas, poseen una fuerte capacidad de captación de radicales ácido 2,2´-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfónico y un alto poder de reducción comparado con las proteínas de 
plasma no hidrolizadas. Se encontró además, que la actividad antioxidante se incrementa en función del 
grado de hidrólisis, y que dicha actividad se mantiene después de someter los hidrolizados a condiciones 
de digestión in-vitro. Los procesos descritos permiten obtener un péptido con una actividad antioxidante 
similar a la presentada por algunos antioxidantes comerciales.  
 
Palabras clave: plasma bovino, hidrólisis enzimática, péptidos antioxidantes, alcalasa 

 
Antioxidant Activity of Bovine Plasma Enzymatic Hydrolysates 
Obtained by Effect of Alcalase® 2.4 L 
 
Abstract 
 
The antioxidant activity of bovine plasma hydrolysates (BPH) obtained with Alcalase 2.4 L at different 
hydrolysis degrees was evaluated. The hydrolysates were fractioned through ultrafiltration membranes and 
were purified by ion-exchange chromatography, with subsequent reverse-phase high performance liquid 
chromatography. The results showed that the hydrolysates of bovine plasma obtained under the established 
hydrolysis conditions, had strong scavenging ability on 2,2-azino bis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid 
free radicals and a great reduction power compared with proteins of non-hydrolyzed plasma. Additionally, it 
was found that the antioxidant activity increases as function of the hydrolysis degree, and that this activity 
remains after in-vitro digestion. The processes described allow obtaining a peptid with antioxidant activities 
similar to that of conventional commercial antioxidants. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La oxidación es uno de los problemas más importantes en la conservación de alimentos, por el efecto que 
tiene sobre la estabilidad de lípidos, proteínas y carbohidratos, debido a la rancidez que produce, y el 
consecuente acortamiento de la vida útil del producto (Pihlanto, 2006). Por otro lado, los antioxidantes no 
sólo son importantes en la prevención de la oxidación en los alimentos, sino también a nivel fisiológico, dado 
que los procesos oxidativos pueden dar lugar a un envejecimiento celular o al desarrollo de enfermedades 
como derrame cerebral, arteriosclerosis, diabetes y cáncer  (Bray, 2000). Una alternativa para reducir la 
oxidación la constituyen los antioxidantes sintéticos, sin embrago, el uso de estos compuestos sintéticos ha 
sido altamente cuestionado, debido a los riesgos que representan para la salud (Saiga et al., 2003), por lo 
que la tendencia actual es utilizar productos naturales como antioxidantes, que potencien esta actividad en 
el alimento antes y después que éste haya sido ingerido. 
 
Una posible fuente de compuestos naturales con actividad antioxidante, lo constituyen los péptidos 
obtenidos por hidrolisis enzimática de proteínas (Chang et al., 2007). El estudio de estos péptidos 
antioxidantes presentes en alimentos ha sido un reto en los últimos años, habiéndose identificado buena 
actividad en numerosos hidrolizados de diferentes fuentes alimentarias (Bernardini et al., 2011; Guo et al., 
2009; Nalinanon et al., 2011; Pihlanto,  2006; Xie et al., 2008). La actividad antioxidante de péptidos 
bioactivos puede ser atribuida a su capacidad para la eliminación de radicales, la inhibición de la 
peroxidación lipídica y a las propiedades de quelación de iones metálicos (Sarmadi y Ismail, 2010). Aunque 
se ha asociado la actividad antioxidante a la presencia de varios aminoácidos, se sabe que la presencia de 
estos no es suficiente para exhibir la actividad, sino que está relacionada también con la estructura primaria 
de los péptidos, de modo que su secuencia de aminoácidos puede afectar dichas propiedades (Saiga et al., 
2003), así como la enzima empleada en la reacción de hidrólisis (Bernardini et al., 2011). No obstante hasta 
el momento el mecanismo exacto por el cual los péptidos antioxidantes ejercen su actividad y la relación 
estructura-actividad no está completamente esclarecido. 
 
La sangre animal producida en las plantas de sacrificio es una fuente potencial de proteínas de bajo costo 
ya que estas constituyen uno de sus componentes principales  (Hoyo et al., 2008),  sin embargo 
generalmente representa el subproducto más problemático de la industria cárnica. En Colombia, por 
ejemplo, según reportes de FEDEGAN (FEDEGAN, 2011), al año se sacrifican más  de 4 millones de 
cabezas de ganado vacuno, que equivalen a aproximadamente 8.800 toneladas de proteínas de alto valor 
biológico y nutricional, al tiempo que se cuenta solo con 7 plantas procesadoras de subproductos 
legalmente reconocidas. De esta manera, la alta producción de la sangre de bovino en relación con la 
escasa demanda, señala su subutilización, lo que la convierte en un problema medioambiental dado que 
gran parte de este subproducto es arrojado a las fuentes de agua (Falla et al., 2002). 
 
Bajo este panorama el plasma de bovino representa una buena fuente de proteínas hidrolizables, no solo 
por la importancia de ofrecer alternativas para su utilización, sino porque la sangre y en especial el plasma 
sanguíneo son fuentes reconocidas de péptidos con propiedades bioactivas tales como antimicrobiana, 
opioide, antihipertensiva, antioxidante, entre otras  (Nedjar-Arroume et al., 2008; Wang et al., 2010; Yu et 
al., 2006). Acerca de péptidos antioxidantes en plasma no son muchas las investigaciones realizadas, 
existen algunos estudios con plasma proveniente de diferentes fuentes como porcino, humano y equino 
(Chatterjee et al., 2005; Liu et al., 2009; Martinez et al., 2006), en cuanto al plasma de bovino, solo algunos 
autores como Salgado et al. (2011), han realizado investigaciones acerca de su actividad antioxidante, pero 
hasta ahora no hay reportes de las características de los péptidos que proveen dicha actividad, ni de la 
estabilidad frente a condiciones digestivas. El objetivo del  presente trabajo fue evaluar las propiedades 
antioxidantes de los HPB, el efecto que el grado de hidrólisis (GH) tiene sobre dicha capacidad antioxidante 
y la persistencia de dicha propiedad luego de una digestión gástrica in-vitro.  
 
MATERIALES Y MÉTODO 
 
Reactivos y materiales 
 
El plasma en estado líquido, se obtuvo de un proveedor comercial en Medellín-Colombia (Frigodan Ltda.), 
tomando muestras de 6 lotes de producción diferentes, las cuales se almacenaron a -20 °C hasta el 
momento de la hidrólisis. Para la hidrólisis enzimática, se utilizó alcalasa 2,4 L grado alimenticio (Novo 
Nordisk Co., Dinamarca), cuya actividad (2,45 ± 0,07 AU/g) se verificó con el método de Takami, et al., 
(1989), modificado. Los reactivos ácido 2,2´-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfónico (ABTS), 2,4,6-Tri-2-
pyridyl-s-triazine (TPTZ), ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico (Trolox), fueron 
obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Los demás reactivos y solventes fueron de grado analítico 
estándar. 
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Hidrólisis del plasma 
 
La hidrólisis se llevó a cabo en un reactor de vidrio durante 2 h. Se prepararon 800 mL de una solución de 
plasma con 8 mg/mL de proteína, la cual fue llevada a condiciones de pH 8,0 y temperatura de 60 °C, con 
relación enzima sustrato de 8% (p/p). El control de pH y temperatura se hizo con un electrodo combinado de 
vidrio, conectado a un Titrando 842 marca Metrohm, operado por un ordenador (software Tiamo 1.2.1). La 
reacción fue monitoreada con la determinación del GH, utilizando el método del pH-estato, que consiste en 
mantener constante el pH del medio de reacción por la adición de base, para neutralizar los protones que 
son liberados en la reacción de hidrólisis (Guadix et al., 2000).  
  
El consumo de base, puede ser relacionado con el GH según las ecuaciones 1a y 1b (Márquez y Vázquez, 
1999). 
 

 
(1a)

 
(1b)

 
Donde htot el número total de enlaces peptídicos presentes en la proteína nativa, B es el volumen consumido 
de base en L, MP la masa de la proteína en kg, NB la Normalidad de la base en Eqv/L y α es el grado de 
disociación de los grupos aminos liberados en la reacción, valor que está dado en función del pH y la 
temperatura de reacción, para este experimento se empleó un α de 0.93 y un htot de 8.3 Eqv/kg que ha sido 
reportado para proteínas de la sangre (Adler-Nissen, 1986). Al final de cada ensayo el medio de reacción se 
llevó a 85 °C por 10 min para detener la hidrólisis, el hidrolizado fue luego centrifugado a 6000 rpm durante 
20 min para precipitar la fracción no hidrolizada. Para evaluar si la actividad antioxidante de los hidrolizados 
de plasma de bovino aumenta indefinidamente con el GH, se realizó una hidrólisis por duplicado, bajo las 
mismas condiciones ya descritas, en la que se dejó la reacción por un tiempo prolongado (6 h) con el fin de 
alcanzar un GH significativamente mayor (25%), y a estos hidrolizados se les evalúo la actividad 
antioxidante. 
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil-sulfato sódico (SDS-PAGE) 
 
En el análisis de electroforesis SDS-PAGE se usó un gel 12% en poliacrilamida (Laemmli, 1970). El proceso 
se desarrolló bajo condiciones no reducidas, en una cámara para electroforesis vertical. Todas las corridas 
fueron efectuadas a 120 V por 1 h. Se usó azul de Coomasie como colorante y ácido acético al 10% como 
decolorante. Los pesos moleculares de las proteínas y los péptidos fueron estimados usando un marcador 
de amplio rango entre 5-250 kDa (Fermentas # SM 1881, USA). 
 
Medición de FRAP 
 
Se llevó a cabo con la metodología descrita por Pulido et al. (2000), en la que 900 μL del reactivo FRAP 
(con TPTZ, FeCl y buffer de acetato de sodio) recién preparado y calentado a 37 ºC, se mezclan con 90 μL 
de agua destilada y 30 μL de la muestra o estándar Trolox y se incuban a 37 °C por 30 min. Después de 
este tiempo se lee la absorbancia a 595 nm. Las soluciones acuosas de concentraciones Trolox (entre 0 y 
500 M) se utilizan para la calibración. Los resultados se expresan como micromoles de equivalentes Trolox 
por gramo de proteína (μmolET/g). 
 
Medición de ABTS 
 
Se realizó siguiendo el método descrito por Re et al. (1999), en el cual 100 μL de la muestra o estándar 
Trolox, son mezclados con 1 mL de la solución ABTS• e incubados a 30 °C por 30 min. Después de esto se 
toman las medidas de absorbancia a 730 nm. Las soluciones acuosas de concentraciones Trolox (entre 0 y 
500 M) se utilizan para calibración. Los resultados son expresados como micromoles de equivalentes Trolox 
por gramo de proteína (μmolET/g). 
 
Digestión in-vitro 
 
Este procedimiento se llevó a cabo con el objetivo de evaluar la capacidad de los péptidos obtenidos en la 
hidrólisis de soportar condiciones similares a las que se tienen en el sistema gástrico, sin perder su 
capacidad antioxidante. El modelo de la digestión in-vitro fue adaptado de Yagoub et al. (2004), con algunas 
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modificaciones. En este 35 mg de la proteína se colocan en 3.5 mL de una solución de HCl (0.1 N), con 3 
mg de pepsina (E.C. 3.4.23.1; ≥250 U mg−1 sólido; Sigma, St. Louis, USA). Se incuban a 37 °C durante 3 h, 
luego se ajusta el pH de la mezcla entre 7.5 a 8.0 empleando NaOH (0.2 N). Se adiciona una solución de 
buffer fosfato (875 μL, pH 7.4) con, 0.46 mg de pancreatina (Sigma, No. P1750), 1 mM CaCl y 0.01% NaN3. 
Esta mezcla se incuba a 37 °C durante 24 h y finalmente la actividad antioxidante del hidrolizado se 
determina nuevamente mediante los métodos de FRAP y ABTS. 
 
Purificación de péptidos con actividad antioxidante  
 
El hidrolizado que mostró mayor actividad antioxidante, fue fraccionado en membranas de ultrafiltración 
(Amicon ultra-4, millipore, USA) con peso molecular de corte de 3 kDa y 10 kDa. Tres fracciones (<3 kDa, 3-
10 kDa y >10 kDa) fueron separadas y almacenadas a -20 °C. La actividad antioxidante de estas fracciones 
fue nuevamente determinada mediante los métodos de FRAP y ABTS. Las fracciones obtenidas de la 
ultrafiltración con mayor actividad antioxidante fueron fraccionadas por cromatografía de intercambio 
aniónico con una columna DEAE- sephadex (20 x 100 mm), equilibrada con buffer fosfato 0.01 M pH 7.8 y 
eluida con gradiente lineal de NaCl a concentraciones entre 0 y 1 M. La elución fue monitoreada por medida 
de la absorbancia a 280 nm. La actividad antioxidante de los picos cromatográficos fue nuevamente 
determinada mediante el método ABTS. El pico obtenido en la cromatografía de intercambio aniónico, que 
mostró mayor capacidad antioxidante, fue separado por RP-HPLC en una columna octadecilsilica (C18) 
(250 x 10 mm; Restek, Pennsylvania, USA), usando un gradiente de acetonitrilo que contiene 1% de ácido 
trifluoroacético (TFA) a un flujo de 2 mL/min. Los picos eluidos fueron detectados por UV a una absorbancia 
de 280 nm. 
 
Comparación con antioxidantes comerciales 
 
La actividad antioxidante del péptido purificado que exhibió la mayor actividad, fue comparada con los 
antioxidantes comerciales L- ácido ascórbico y Trolox, como parámetros  de referencia.  
 
Análisis estadístico 
 
Los ensayos de hidrólisis se hicieron por triplicado para determinar la desviación estándar del GH. Los 
análisis de actividad antioxidante fueron realizados por sextuplicado con el fin de determinar su 
reproducibilidad. Se utilizó un análisis de varianza con un nivel de confianza del 95% para evaluar la 
influencia del grado de hidrólisis sobre la actividad antioxidante y un test de rango múltiple de Duncan para 
determinar diferencias significativas entre las muestras. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Hidrólisis del plasma 
 
En la fig. 1, se reporta el GH en función del tiempo para la hidrólisis de plasma de sangre de bovino, con 
Alcalasa 2,4 L, durante 120 min. En los primeros 15 min, se observó un incremento en el GH de 10,1%, en 
los siguientes 55 min la velocidad decrece paulatinamente con un aumento en el GH cercano al 7%, 
después de este tiempo, la pendiente se vuelve casi nula, de modo que en los restantes 50 min el GH solo 
aumenta 1,9%. A las 2 h de reacción el GH alcanza un valor de 19,1% con una desviación estándar del 
0,23.  
 

 
Fig. 1: Grado de hidrolisis del plasma de sangre de bovino hidrolizado con 

Alcalasa 2,4L a 8 mg/mL de proteína, pH 8,0 y  60 °C. 



Actividad Antioxidante de Hidrolizados Enzimáticos de Plasma Bovino                                  Gómez 

Información Tecnológica Vol. 24 Nº 1 - 2013  37

La curva de hidrólisis obtenida es típica en la hidrólisis enzimática de proteína alimentarias (Lamsal et al., 
2007; Liu et al., 2009), y muestra que la reacción alcanza una fase de estado estacionario. Investigaciones 
anteriores (Márquez y Vázquez, 1999) indican que la disminución en la velocidad de hidrólisis de la reacción 
responde generalmente a tres factores: (a) Disminución en la concentración de enlaces peptídicos 
susceptibles a la hidrólisis por las proteasas, (b) Posible inhibición de las enzimas causada por el sustrato 
de hidrólisis; (c) Desnaturalización térmica de la enzima. Siendo el primero de estos, el factor que 
posiblemente actúa con mayor intensidad en este caso, dado que la concentración de sustrato no se 
incrementa en el transcurso de la reacción y la temperatura utilizada es la recomendada por el proveedor. 
Adicionalmente se puede estar presentando una desactivación de la enzima, como se ha demostrado en 
estudios previos de este grupo (Figueroa et al. 2012).  
 
Efecto del grado de hidrólisis en la actividad antioxidante 
 
Para la evaluación de la actividad antioxidante se utilizaron dos métodos, el ABTS y el FRAP, ambos 
catalogados entre los métodos de transferencia de electrones, los cuales se distinguen por ser simples, 
rentables, fáciles de interpretar y reproducibles (Arnao, 2000). Para analizar la precisión de los métodos de 
análisis de actividad antioxidante, se evalúo la desviación estándar relativa de 6 muestras de HPB con GH 
19,1%.  Los valores promedio de actividad antioxidante fueron de 1343,5 y 118,1 µmolET/g para los 
métodos ABTS y FRAP, con desviación estándar relativa de 0,030 y 0,053 respectivamente. 
 
En la tabla 1 se muestra la actividad de captación de radicales ABTS• y el poder reductor de HPB, en 
relación con el grado de hidrólisis (GH). Como se puede apreciar, la actividad antioxidante aumenta en 
función del GH, manifestando incrementos de hasta 6 veces para el hidrolizado con GH de 19,1%, con 
respecto al plasma no hidrolizado. La alta actividad antioxidante presentada por los hidrolizados puede ser 
atribuida, en parte, a los cambios estructurales de las proteínas, dado que la hidrólisis enzimática promueve 
la apertura y exposición de residuos de aminoácidos activos y capaces de reaccionar con oxidantes (Kong y 
Xiong, 2006), este mismo comportamiento ha sido reportado en investigaciones realizadas a plasma de 
porcino (Liu et al., 2009). 
 
Se puede observar, que el incremento de la actividad antioxidante se detiene cuando el GH llega a valores 
cercanos al 19%, por encima del cual no se observan incrementos significativos de dicha actividad (véase 
tabla 1). Es posible que para este GH, la mayor parte de los aminoácidos activos estén expuestos, por lo 
que un incremento en el GH no se manifiesta como un aumento significativo en la actividad antioxidante. Se 
ha reportado incluso, que una hidrólisis excesiva de proteínas alimentarias puede disminuir la actividad 
antioxidante (Kong y Xiong 2006; Salgado et al., 2011), dado que conllevan a una disminución de péptidos y 
un aumento de aminoácidos libres, los cuales no son efectivos como antioxidantes por si solos, en tanto que 
son necesarias las propiedades químicas y físicas conferidas por la secuencia aminoacídica, especialmente 
la estabilidad de los radicales peptídicos que no inician o propagan más reacciones oxidativas (Elias et al., 
2008). 
 

Tabla 1: Capacidad antioxidante ABTS y FRAP de los HPB en 
función del GH.  Las medias de la misma columna con diferente 
superíndice difieren significativamente (p<0,05). 

 

GH ABTS µmolTE/g FRAP µmolTE/g 

0 174,0 ± 6,7a 18,5 ± 2,5a 

3,8 783,4 ± 7,6b 68,3 ± 3,2b 

6,7 887,2 ± 9,6c 80,1 ± 1,9c 

10,8 1032,6 ± 9,0d 91,6 ± 4,2d 

15,3 1126,7 ± 20,2e 96,8 ± 5,5d 

19,1 1389,0 ± 19,5f 122,6 ± 4,4e 

25,0 1413,3 ± 20,3f 125,7 ± 4,0e 

 
En general las diferencias en los resultados de la actividad antioxidante evaluadas con diferentes métodos a 
un mismo sustrato, se deben al mecanismo de acción antioxidante que se mide y a las condiciones usadas 
en los diferentes análisis. El pH del medio y la solubilidad del antioxidante, por ejemplo, juegan un papel 
importante en la determinación de la capacidad antioxidante de un compuesto (Samaranayaka, 2010). En 
este caso, la capacidad reductora de los hidrolizados, es menor a la capacidad para captar radicales ABTS• 
(tabla 1), situaciones similares han sido repostadas por otros autores para hidrolizados de proteínas 
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alimentarias (Chang et al., 2007). Estos resultados pueden deberse, entre otras cosas, a que las 
condiciones de trabajo del método FRAP (pH de 3,6) no son favorables para los hidrolizados proteicos y 
puede verse disminuida su actividad, cuando se compara con el método ABTS que trabaja a pH neutro. 
Para las posteriores etapas de fraccionamiento y purificación de los péptidos, se utilizará el hidrolizado con 
GH de 19,1%, por ser el GH para el que se tiene actividad antioxidante significativamente mayor. 
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil-sulfato sódico (SDS-PAGE) 
 
En la fig. 2 se muestran los perfiles electroforéticos del plasma completo y el HPB con GH de 19,1%. Como 
se puede observar para HPB (línea 3), los compuestos de alto peso molecular (>50 kDa) como albumina, 
globulina y fibrinógeno desaparecen y aparecen especies de bajo peso molecular (<50 kDa) como es de 
esperarse, dado que la hidrólisis implica la ruptura de los enlaces peptídicos por acción enzimática en este 
caso, lo cual produce cambios de las características y disminución en el pesos moleculares de las proteínas 
(Benitez et al., 2008).  

 

 

Fig. 2: SDS-PAGE gel 12%. Marcadores de alto peso molecular (línea 
1), plasma de bovino completo     (línea 2) y HPB 19,1% GH (línea 3). 

 
Estabilidad de la actividad antioxidante bajo condiciones de digestión in-vitro  
 
En la tabla 2 se presentan los resultados del análisis antioxidante de los HPB sometidos al proceso de 
digestión in-vitro. En esta tabla se observa que no existen diferencias estadísticamente significativas entre 
los HPB con GH 19,1% antes y después de la digestión in-vitro, estos resultados podrían ser atribuidos a 
limitaciones en los enlaces péptidos disponibles para la pepsina y la pancreatina, dado que se trata una 
muestra previamente hidrolizada con Alcalasa, con un GH alto. Con esta prueba se pone de manifiesto, la 
estabilidad del hidrolizado de plasma de bovino frente a las enzimas digestivas, lo cual sugiere que el 
hidrolizado podría ser resistente a una digestión fisiológica después de ser ingerido (Matsui et al., 2002).  
 

Tabla 2: Análisis ABTS y FRAP realizados al HPB con GH 19,1% antes y 
después de la digestión in-vitro. Las medias de la misma columna con 
diferente superíndice difieren significativamente (p<0,05). 

 

Muestra (GH: 19,1%) ABTS µmolTE/g FRAP µmolTE/g 

Sin Digestión 1389,0 ± 19,5a 122,6 ± 4,7a 

Con Digestión 1380,6 ± 12,5a 119,8 ± 4,4a 

 
Fraccionamiento de péptidos con actividad antioxidante 
 
La actividad antioxidante de las tres fracciones de ultrafiltración con diferente peso molecular (<3 kDa, 3-10 
kDa y >10 kDa) se muestran en la tabla 3. Los péptidos con peso molecular de menos de 3 kDa exhiben 
actividad con valores de 1692 y 137 µmolET/g para el análisis ABTS y FRAP respectivamente. Este valor es 
mayor que el de las demás fracciones y el del hidrolizado completo (p>0.05). Estos resultados sugieren que 
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la actividad antioxidante de los péptidos de plasma de bovino depende de su peso molecular, lo cual ha sido 
reportado en otras investigaciones donde se relaciona la actividad antioxidante con el peso molecular de los 
péptidos, en dichas investigaciones se evidencia además, que la mayoría de los péptidos antioxidantes 
derivados de fuentes alimentarias tienen un peso molecular entre 500 y 1800 Da (Guo et al., 2009; Je et al., 
2005; Nalinanon et al., 2011).  
 

Tabla 3: Actividad antioxidante de los péptidos del HPB (GH: 19,1%) 
con diferentes pesos moleculares.  Las medias de la misma columna 
con diferente superíndice difieren significativamente (p<0,05). 

 

Fracción ABTS µmolTE/g FRAP µmolTE/g 

>10 kDa 905,0 ± 17,9a 89,1 ± 3,6a 

3-10 kDa 1379,1 ± 21,8b 128,4 ± 3,8b 

<3 kDa 1692,3 ± 15,0c 137,6 ± 4,4c 

 
La fracción menor 3 kDa fue separada por medio de cromatografía de intercambio aniónico en tres picos: I, 
II y III (fig. 3). El pico I mostró el mayor poder antioxidante (ABTS 1677 μmolTE/g), dicho pico eluyó a 0% 
de B, de modo que la mayor actividad la tienen los aminoácidos o péptidos básicos (cargados 
positivamente)  presentes en la fracción de menos de 3 kDa del HPB con GH de 19,1%. 
 

  
Fig. 3: Perfil de elución de los HPB (GH: 19,1%, <3 kDa) en cromatografía de intercambio aniónico columna 
DEAE, y actividades antioxidantes de los picos medidas por el método ABTS. 
  
El pico I fue luego separado por medio de RP-HPLC, y se evaluó la actividad antioxidante de las tres 
fracciones más representativas (Ia, Ib y Ic) (fig. 4). La fracción Ia  mostró la más alta actividad antioxidante 
incrementándose 25 veces respecto a la que presentaba el plasma de bovino sin hidrolizar. La gran 
actividad captadora de radicales ABTS• mostrada por el pico Ia, sugiere que dicho pico contiene péptidos o 
aminoácidos donadores de electrones y pueden reaccionar con radicales libres para convertirlos en 
productos más estables y  terminar la reacción en cadena del radical (Binsan et al., 2008). 
 
Comparación con antioxidantes comerciales 
 
En la tabla 4 se presenta la capacidad captadora de radicales ABTS• de dos antioxidantes comerciales L-
acido ascórbico y Trolox, con el fin de compararlos con la actividad presentada por el pico Ia purificado por 
RP-HPLC (fig. 4). Como se puede observar, la capacidad antioxidante presentada por el pico Ia tiene 
valores que están en el mismo orden de magnitud que la actividad presentada por los antioxidantes 
comerciales.  

 
Dada la tendencia actual a utilizar productos naturales antioxidantes cuya actividad se lleve a cabo no sólo 
en los alimentos envasados, sino también una vez que el alimento ha sido ingerido, los péptidos bioactivos 
han tenido un enorme apogeo y son incluso componentes fundamentales de muchos productos o 
ingredientes comercializados como alimentos funcionales. En efecto, varios hidrolizados de proteínas 
vegetales, pueden ser incorporados en alimentos específicos como aditivos alimentarios (FDA, 2011). Los 
resultados mostrados en la tabla 4, ponen de manifiesto la potencial aplicación de este péptido como un 
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conservante natural, que puede incluso sustituir antioxidantes sintéticos, con la ventaja de que por tratarse 
de un péptido, puede presentar propiedades nutricionales y funcionales, además de su actividad 
antioxidante (Xie et al., 2008), además por ser obtenido a partir de proteínas alimentarias de origen natural, 
su aplicación en alimentos, posee menos restricciones que los antioxidantes sintéticos, cuya utilización es 
regulada por el posible riesgo para la salud (Saiga et al., 2003). 
 

 
Fig. 4: Perfil de elución RP-HPLC en una columna C-18 de la fracción I eluida en cromatografía de 
intercambio aniónico, y actividades antioxidantes de los picos medidas por el método ABTS. 

 
 

Tabla 4: Comparación de capacidad de captación de radicales ABTS• 
entre el pico Ia y diferentes antioxidantes comerciales. 

 

  L-acido ascórbico Trolox Pico Ia 

ABTS        (IC50 
mg/mL) 

0,029 ± 0,0001 0,04 ± 0,001 0,032 ± 0,0002 

 
CONCLUSIONES 
 
La capacidad antioxidante del plasma de bovino puede ser incrementada por hidrólisis enzimática con 
Alcalasa 2,4 L a 8 mg/mL de proteína, pH 8 y  60 °C, alcanzando valores máximos cuando el GH se 
encuentra alrededor del 19%.  

 
Se logró determinar que la capacidad antioxidante del hidrolizado de plasma bovino con GH 19,1%, 
obtenido a las condiciones de hidrólisis del presente estudio, no sufre modificaciones significativas cuando 
es sometido a un proceso de digestión in-vitro. 
 
A las condiciones del presente trabajo se pueden obtener péptidos provenientes de plasma de bovino, con 
alta capacidad  captadora de radicales ABTS•, similar a la encontrada en el  L-ácido ascórbico e incluso 
superior a la actividad presentada por el Trolox. 
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