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RESUMEN

Existen varias razones por las cuales el consumo de subproductos bovinos no se
encuentra explotado en todo su potencial. Entre ellas se encuentran: percepcion negativa
por parte de los consumidores, practicas culturales o tradicionales de consumo,
restricciones religiosas o éticas, o temas de salud publica. El pulmén es de particular
interés, ya que es un organo relativamente grande que actualmente tiene un bajo valor
comercial y tiende a ser usado principalmente para la elaboracion de alimento para
mascotas. El pulmoén tiene un contenido de proteina de aproximadamente 170 g/kg, que
puede ser extraida y utilizada en alimentos con fines tecnologicos o de fortificacion; o
hidrolizada para obtener compuestos funcionales o bioactivos. El objetivo de este
trabajo fue optimizar la produccion de péptidos con capacidad antioxidante mediante la
hidrélisis de pulmoén bovino con papaina. Para ello, se utilizd un disefio central
compuesto de tres factores el cual consistié de 15 experimentos (con tres repeticiones
del punto central). Los factores estudiados fueron: relacion enzima/sustrato (ES; 0,65-
4,85), temperatura (T; 59-75°C) y pH de reaccion (6-8). El sustrato se preparé en una
concentracion de proteinas de 4% en buffer fosfato 0,1N al pH establecido por el disefio
experimental. El sustrato homogeneizado se coloc6 en un bafio termostatico con
agitacion a 40 o.p.m. a las temperaturas establecidas por el disefio experimental. Luego,
se agrego la enzima papaina (Sigma-Aldrich) en las distintas relaciones E/S establecidas
por el disefio de optimizacion. La hidrélisis se finalizd a los 120 min de reaccion
mediante inactivacion térmica a 100°C por 20 min. Posteriormente, se centrifugd a
10000 rpm-15 min a 4°C y se conservo el sobrenadante para su estudio. La actividad
antioxidante se midid por los métodos de capacidad de bloqueo de los radicales ABTS y
DPPH y capacidad de reduccion del hierro férrico FRAP. Los coeficientes de regresion
para los parametros ABTS, DPPH y FRAP se obtuvieron por regresion lineal multiple.
El modelo obtenido fue significativo para las tres variables estudiadas (p<0,05), y los
coeficientes R? fueron 0,90; 0,77 y 0,74, para ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente.
Ademas, la falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) en todos los modelos obtenidos.
La actividad antioxidante evaluada por el método de ABTS fue afectado de manera
lineal (negativa) por el pH y cuadratica (negativa) por la relacion E/S. Ademas, las
interacciones TxE/S y TxpH fueron significativas. Por otra parte, la actividad
antioxidante, evaluada por el método de DPPH, fue afectada significativamente
(p<0,05) por las interacciones TxpH y E/SxpH. La actividad antioxidante, evaluada



como la capacidad de reducciéon del hierro férrico FRAP, fue modificada
significativamente de manera lineal (positiva) por el pH y cuadraticamente por la T y la
ES. Se utiliz6 la funcion de deseabilidad para determinar la combinacion de factores que
maximiz6 la obtencion de péptidos antioxidantes. De este analisis se determind que la
combinacién 6ptima de factores fue: pH 8, relacion E/S 3,2 y temperatura 59°C.

Palabras Clave: subproductos, capacidad antioxidante, hidrolisis proteolitica,
superficie de respuesta.

1. Introduccién

Como principal producto de la faena bovina se obtiene la carne. Simultaneamente, se
produce un niimero importante de subproductos, entre los que se encuentran huesos,
tendones, piel, contenido del sistema gastrointestinal, sangre y érganos internos. Su
utilizacion eficiente es muy importante para la rentabilidad de la industria, ya que
representan aproximadamente un 66% del peso del animal, aportando un 11,4% del
ingreso bruto de la faena (Rahman, Sahar, & Khan, 2014). La percepcion negativa por
parte de los consumidores, las practicas culturales o tradicionales de consumo, las
restricciones religiosas o éticas, o temas de salud publica son algunas de las razones por
las cuales el consumo de subproductos bovinos no se encuentra totalmente aprovechado.
Entre estos subproductos, el pulmoén es de particular interés, por su alto contenido de
proteina (170 g/kg) y su bajo valor comercial. Estas proteinas pueden ser extraidas y
utilizadas en alimentos con fines tecnologicos o de fortificacion; o hidrolizadas para
obtener compuestos funcionales o bioactivos.

El objetivo de este trabajo fue optimizar la produccion de péptidos con capacidad

antioxidante mediante la hidrélisis de pulmoén bovino con papaina.

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

El pulmoén se acondiciond retirando la grasa y los restos de traquea y bronquios, y se
procesé en una picadora con una placa de picado de 3 mm (Hobart, Ohio, EEUU).
Luego, se envas6 al vacio en bolsas Cryovac CN640 (Sealed Air Co., Buenos Aires,
Argentina) y conservo a -40°C (Righi, Argentina) hasta su procesamiento.
2.2. Disefio experimental

Para estudiar el efecto simultaneo de los factores pH, temperatura (T) y relacion
enzima/sustrato (E/S) en la hidrélisis de pulmoén bovino con papaina se planted un

disefio de optimizacion central compuesto (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar,



2008). En la Tabla 1 se presentan los valores codificados y reales de cada uno de los

factores estudiados y sus niveles.

Tabla 1: Valores reales y codificados de pH, T y E/S del disefio central compuesto.

Tratamiento Variables codificadas Variables reales

E/S pH T (°C) E/S (%) pH
1 -1 -1 -1 59 1,5 6,4
2 1 -1 -1 71 1,5 6,4
3 -1 1 -1 59 4 6,4
4 1 1 -1 71 4 6,4
5 -1 -1 1 59 1,5 7,6
6 1 -1 1 71 1,5 7,6
7 -1 1 1 59 4 7,6
8 1 1 1 71 4 7,6
9 -1,68 0 0 55 2,75 6
10 1,68 0 0 75 2,75 6
11 0 -1,68 0 65 0,65 6
12 0 1,68 0 65 485 6
13 0 0 -1,68 65 2,75 7
14 0 0 1,68 65 2,75 8
15 0 0 0 65 2,75 6
16 0 0 0 65 2,75 6
17 0 0 0 65 2,75 6

Las variables respuesta (capacidad antioxidante medida segiin las técnicas de ABTS,
DPPH y FRAP) fueron representadas por un disefio cuadratico completo conteniendo 10
coeficientes, el cual se ajusto a la siguiente ecuacion:
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donde Y es la variable respuesta; By es la constante, 3;, Bii y By son los coeficientes para
los efectos lineales, cuadraticos y de interaccion, respectivamente; y x; son las variables
independientes codificadas.
2.3. Preparacion de las muestras y proceso de hidrolisis
El pulmén picado se homogeizé con buffer fosfato 0,1 N (pH establecidos por el disefio
experimental) en una multiprocesadora (Minipimer, Braun), para obtener una
concentracion final de proteinas de 4% (p/p). Luego, se colocaron 60 mL de los
homogeneizados en Erlenmeyers de 125 mL. A continuacion, éstos se colocaron en un
baflo termostatico a las temperaturas establecidas por el disefio experimental con una
agitacion de 40 r.p.m. (Vicking mod. Dubnoff, Buenos Aires, Argentina). La enzima

papaina se agregé en las distintas relaciones enzima:sustrato, establecidas por el disefio



experimental. La hidrolisis se detuvo a los 120 min de reaccion en un bafio Maria a
100°C durante 20 min. Los hidrolizados se centrifugaron a 10000 rpm por 15 min a 4°C
(Sorvall, mod. RC3C). Los sobrenadantes se conservaron a -40°C hasta su posterior
estudio.

2.4. Concentracion de proteinas

El contenido proteico de los hidrolizados se cuantific6 mediante el método de Lowry et
al. (1951) utilizando albumina sérica bovina como patron.

2.5. Medicién de la actividad antioxidante

2.5.1. Capacidad secuestrante del radical DPPH

Se determind segin el método descripto por Bersuder et al (1998), con ligeras
modificaciones. Se colocaron 30 uL de cada uno de las diluciones de los hidrolizados,
en microplacas de 96 pocillos, y se adicionaron 200 pL de soluciéon de DPPH 0,1 mM
en metanol. Las absorbancias se leyeron a 517 nm en un espectrofotometro con lector
de microplacas (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH). La capacidad antioxidante se
expres6 como la concentracion de péptidos (mg/ml) necesaria para inhibir el 50% de
DPPH (IC50).

2.5.2. Capacidad secuestrante del radical ABTS

Se determindé segin el método descrito por Re er al (1999), con algunas
modificaciones. Se colocaron 50 pL de distintas diluciones de cada hidrolizado
obtenido en microplacas y se les agregaron 200 pL de reactivo ABTS. Las absorbancias
se leyeron a 734 nm en un espectrofotometro con lector de microplacas (SPECTROstar,
Nano, BMG LABTECH). La capacidad antioxidante de las muestras se expresé como la
concentracion de péptidos (mg/ml) necesaria para inhibir el 50% de ABTS (IC50).
2.5.3. Capacidad de reduccion del hierro

Se evalud basado en el protocolo de Wu et al. (2007). Se colocaron 43,8 uL de distintas
diluciones de cada hidrolizado obtenido en microplacas, se les agregd 150 uL de
reactivo FRAP y se incubaron durante 15 min a 37°C. Paralelamente, se realizdé una
curva de Trolox (0-0,32 mM). Las absorbancias se midieron a 593 nm en un
espectrofotometro con lector de microplacas (SPECTROstar, Nano, BMG LABTECH).

El resultado se expresé en mM de Trolox por mg de proteina del hidrolizado.



2.6. Analisis estadistico

Los valores de los coeficientes de las variables independientes para cada variable de
respuesta (capacidad secuestrante de los radicales DPPH y ABTS y Capacidad de
reduccion del hierro) se obtuvieron mediante analisis de regresion lineal multiple. El
nivel de significacion se determind utilizando la prueba F (p<0,05). Aquellas variables
independientes que fueron significativas (p<0,05) en los modelos completos se
retuvieron en los modelos reducidos. Esos modelos reducidos se utilizaron para generar
las superficies de respuesta y los graficos de contorno.

Para optimizar las condiciones del proceso de hidrolisis enzimatica se aplico la funcion
de deseabilidad (Derringer & Suich, 1980). Todos los analisis se realizaron con el

programa estadistico STATISTICA (version de prueba 12, Stat Soft, OK, USA)

3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacién de los parametros de hidroélisis

En la Tabla 2 se presentan los coeficientes de regresion obtenidos por aplicacion del
analisis de regresion lineal multiple para la capacidad antioxidante evaluada por los

distintos métodos: ABTS, DPPH y FRAP.

Tabla 2: Coeficientes de regresion y analisis de varianza para los modelos de regresion
correspondientes a los valores de capacidad antioxidante evaluados por los métodos de ABTS,
DPPH y FRAP de los hidrolizados de pulmon.

ABTS DPPH FRAP
Constante 1,076* 17,424* 0,0483*
Lineales
T 0,026 -0,902 -0,0009
E/S -0,048 0,537 0,0005
pH -0,323* -0,510 0,0041*
Cuadraticas
T -0,062 -0,578 -0,0028*
E/S? -0,104* -0,597 -0,0034*
pH’ 0,053 -0,536 -0,0009
Interacciones
TxE/S 0,121* 0,326 -0,0003
TxpH 0,119%* 2,263% -0,0005
E/SxpH 0,002 -1,805%* -0,0010
R 0,905 0766 0742
Falta de ajuste 0,117 0,198 0,067
Ecuaciones reducidas (valores codificados):
ABTS = 1,066 - 0,323 pH - 0,102 ES® + 0,121 TXES + 0,119 TxpH
DPPH = 16,051 + 2,263 TxpH - 1,805 ESxpH
FRAP = 0,0472 - 0,0025 T> -0,0032 ES’ + 0,0042 pH




Para la variable ABTS, el ajuste al modelo cuadratico fue significativo (p<0,05) y
explico un 90,5 % de las respuestas observadas (R2 = 0,905), con falta de ajuste no
significativa (p>0,05). El pH tuvo un efecto significativo (p<0,05) lineal negativo; por
lo tanto, al aumentar el pH se lograron los menores valores de IC50 para ABTS
(péptidos con mayor poder antioxidante). Ademas, la interaccion TxpH fue
significativa (p<0,05), obteniéndose los valores minimos de IC50 para ABTS a las
menores temperaturas y mayores valores de pH (Figura 1.A). Asimismo, el término

E/S? (negativo) y la interaccién TXE/S fueron significativos (p<0,05).
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Figura 1. Graficos de superficie de respuesta para evaluar el poder antioxidante de péptidos de
pulmoén bovino por el método de ABTS (IC50): A) ABTS como una funcion del pH y T (valor
de ES 2.75%) y B) ABTS como una funcién del pH y ES (valor de T 65°C).

Para la variable DPPH, el ajuste al modelo cuadratico fue significativo (p<0,05) y
explico un 76,6% de las respuestas observadas (R* = 0,766), con falta de ajuste no
significativa (p>0,05) (Tabla 2). La interacciones E/SxpH y TxpH fueron significativas
(p<0,05) en el modelo. En la Figura 2 se puede observar que se lograron los menores
valores de IC50 para DPPH (mayor actividad antioxidante de los péptidos) cuando los
valores de pH y de E/S fueron los mayores, o bien los menores. Con relacion a la
interaccion TxpH, se observd un comportamiento similar (Figura 2.B); los menores
valores de IC50 para DPPH se obtuvieron a los valores mas altos o mas bajos de los

factores.
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Figura 2. Graficos de superficie de respuesta para evaluar el poder antioxidante de péptidos de
pulmon bovino por el método de DPPH: A) DPPH como una funcion del pH y ES (valor de T
65°C) y B) DPPH como una funcién del pH y T (valor de ES 2,75%).

Por tltimo, para FRAP el ajuste al modelo cuadratico fue significativo (R*=0,742, falta
de ajuste >0,05) (Tabla 2). El pH tuvo un efecto lineal positivo significativo p<0,05);
por lo tanto, a mayores valores de pH mayores valores de FRAP (Tabla 2, Figura 3.B).
Ademas, las variables E/S y T tuvieron un efecto cuadratico significativo (p<0,05)
(Tabla 2). En la Figura 3.A se presenta la superficie de respuesta obtenida en funcion de
la E/S y la T. En esta se observa que los mayores valores de FRAP (mayor poder
antioxidante) se obtuvieron a los valores medios de las variables (T = 65°C y E/S =

2,75), disminuyendo considerablemente en los valores extremos.

B)

R

%

2222

T
AN RN
ST,
a‘\‘\‘g‘ﬁm«\\\\

-
%

%

0o%8
2y
0.

0B

Figura 3. Graficos de superficie de respuesta para evaluar el poder antioxidante de péptidos de
pulmoén bovino por el método de FRAP: A). FRAP como una funcién de la T y ES (valor de pH
7 y; B). FRAP como una funcion del pH y ES (valor de T 65°C).



3.2. Optimizacion de los factores de proceso mediante la funcion deseabilidad

En este estudio de hidrolisis enzimatica del pulmoén se deseaba optimizar las variables
de proceso (temperatura, relacion enzima/sustrato y pH) de manera tal de maximizar la
produccion de péptidos antioxidantes. Para ello, se aplicé la funcion de deseabilidad, la
cual permite definir una funcion en el espacio de factores que estima la deseabilidad
global (DG) del producto en cada punto; convirtiendo el problema de optimizacioén
multivariado en un problema de optimizacion univariado. Por lo tanto, maximizando la
DG se obtiene el punto 6ptimo buscado.

En la Figura 4 se presentan los perfiles de valores predichos y deseabilidad obtenidos
teniendo en cuenta que los valores de DPPH y ABTS debian ser minimos (ya que estos
representan la concentracion de péptidos necesaria para lograr inhibir el 50% del

radical) y los de FRAP debian ser maximos.
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Figura 4. Perfiles de valores predichos y deseabilidad para la optimizacion de los factores de
proceso.

De acuerdo con estos datos, la condicion de proceso optima predicha que conduce al

valor maximo de deseabilidad global (DG = 0.96) para el proceso de hidr6lisis es a una



temperatura de 59 °C y pH de 8 con una relacion E/S de 3,17. En estas condiciones se
obtendrian un valor de IC50 para ABTS de 0,32 mg/ml de proteinas, de IC50 para
DPPH de 10,52 mg/ml de proteinas y de 0,051 mM Trolox/mg de proteinas (Figura 4).

4. Conclusiones

El proceso de hidrélisis enzimatica de pulmén bovino con papaina para la obtencioén de
péptidos con poder antioxidante fue optimizado aplicando un disefio estadistico central
compuesto. Los tres factores estudiados fueron la temperatura y el pH de reaccion y la
relacion E/S. Se logré optimizar la capacidad antioxidante de los hidrolizados en el para
tres técnicas: ABTS, DPPH y FRAP, alcanzando valores de 0,2707 IC50, 11.20 IC50 y
0,051 mM Trolox/mg, respectivamente, en el punto 6ptimo. Entonces, los valores de los
factores para los cuales se obtuvo la maxima capacidad antioxidante fueron pH 8,

relacion ES 3,2 y temperatura 59°C.
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