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RESUMEN

El colageno es una proteina abundante en los
organismos vertebrados. Forma parte de tejidos
conectivos como la piel, las articulaciones, los
ligamentos y los huesos. Se puede hidrolizar en-
zimaticamente con la finalidad de mejorar sus
propiedades tecnofuncionales (solubilidad, emul-
sificacidon, espumantes, entre otras). Durante la
generacion de colageno hidrolizado se exponen
secuencias peptidicas que presenten propieda-
des bioactivas, como antioxidantes, antihiper-
tensivas y antidiabéticas. El objetivo de este
trabajo fue optimizar el grado de hidrdlisis del
colageno bovino mediante proteasas comercia-
les y la evaluacion de las propiedades tecno-
funcionales y antioxidantes, de los productos
resultantes. La optimizacion del grado de hi-
drdlisis se realizo usando la metodologia de su-
perficie de respuesta, mediante un diseflo cen-
tral compuesto. El analisis proximal de la ma-
teria prima mostré un alto contenido de protei-
na (88 %). El proceso de optimizacién indicé un
grado de hidrolisis extensivo (76.38 %, P < 0.05)
para la enzima PAL®, con una relacion E/S de
143 UN/g en un tiempo de 23.75 h. Las propie-
dades tecnofuncionales se asociaron de mane-
ra positiva (P < 0.05) con el grado de hidrolisis:
95.02 % con la solubilidad (pH 9), 48 % vy 34 %
con la capacidad y la estabilidad de emulsifi-
cacion, respectivamente. El espumado disminu-
yo en funcién del incremento del grado de hi-
drolisis con la enzima HT proteolitic®, alcan-
zando una reduccion del 47 % de la estabili-
dad y 26 % en la capacidad. La capacidad an-
tioxidante del colageno hidrolizado (24 h) in-
crementé de manera significativa (P < 0.05),
mostrando un valor de 62.38 % (DPPH) y 0.39
UA700 nm (poder reductor) con la enzima PAL®
y de 80.55 % (ABTS) para la enzima HT pro-
teolitic®. La optimizacién de la hidrdlisis enzi-
matica del colageno mejoro sus propiedades tec-
nofuncionales (solubilidad y emulsificacion) y
antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: coldgeno hidrolizado, grado de
hidrolisis, propiedades tecnofuncionales, opti-
mizacidn, actividad antioxidante.

ABSTRACT

Collagen is a protein abundant in vertebrate or-
ganisms. It is Fart of connective tissues such
as skin, joints, ligaments, and bones. To enhan-
ce its techno-functional characteristics, name-
ly solubility, viscosity, emulsification, and foa-
ming capacity, it can undergo chemical and en-
zymatic hydrolysis. This process unveils speci-
fic peptide sequences with demonstrable bioac-
tive functions, including antioxidant, antihyper-
tensive, and antidiabetic effects. The present
paper had a twofold purpose. Firstly, it aimed at
optimizing the enzymatic hydrolysis of bovine
collagen using commercial proteases. Second-
ly, it intended to assess the resulting products
in terms of their techno-functional and anti-
oxidant properties. Hydrolysis optimization was
conducted using response surface methodology
(RSM) with a Central Composite Design. Proxima-
te analysis of the raw material indicated a high
protein content (88 %). The optimization process
indicated an extensive hydrolysis level (76.38 %,
P <0.05) for the PAL® enzyme, with an E/S ra-
tio of 143 UN/g within a 23.75 h period. The
techno-functional properties were positively co-
rrelated (P < 0.055 with the hydrolysis degree:
95.02% with solubility (pH 9), and 48% and
34% with capacity and emulsification stabili-
ty respectively. Conversely, foaming cagacitg of
emulsification declined with increased hydro-
lysis when the HT proteolytic® enzyme was
applied, resulting in a 47 % reduction in foam
stability and a 26 % decrease in foam volume.
The antioxidant capacity of hydrolyzed colla%]en
(24 h) increased significantly (P < 0.05), sho-
wing a 62.38 % value (DPPH) and 0.39 UA700 nm
(reduction power) employing the PAL® enzyme
and an 80.55 % value ABTS? employing the HT
proteolytic® enzyme. Overall, the optimization
of enzymatic colf]agen hydrolysis enhanced both
the techno-functional (solubility and emulsifi-
cation) and antioxidant properties of the final
hydrolysates.

KEYWORDS: hydrolyzed collagen, degree of hy-
drolysis, techno-functional properties, process
optimization, antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El colageno es una de las proteinas mas ubi-
cuas y abundantes. Esta presente en los teji-
dos conectivos laxo y denso, piel, tendones,
huesos, cartilago, cérneas, dentina y vasos san-
guineos. Su nombre proviene del griego “kolla”
(pegamento) y “gen” (produccion), aludiendo a
su funcién estructural en los tejidos (Silvipri-
ya y col., 2015).

Entre las diversas fuentes de colageno comer-
cial se encuentran los animales terrestres, las
aves de corral y las especies marinas (Zhang
y col, 2016a; Tawalbeh y col., 2025). La piel
y los huesos de origen porcino y bovino se
utilizan ampliamente para obtener colageno
con esos fines (Deng y col., 2023). Actualmen-
te, diferentes industrias utilizan diversos resi-
duos de produccion, como las pieles de pes-
cado y pollo, para su obtencion, asi como del
procesamiento de grenetinas, basadas en pro-
cesos de economia circular, con enfoques in-
tegrados y holisticos para la utilizacion de los
residuos alimentarios (Zhang y col., 2022).

El mercado del colageno ha mejorado cons-
tantemente y el indice de productos que lo
contienen ha aumentado debido a sus excep-
cionales propiedades tecnofuncionales y bio-
activas que tienen aplicaciones en las indus-
trias alimentaria y farmacéutica (Barzideh y
col., 2014). Sus propiedades se pueden clasi-
ficar en dos categorias: las relacionadas con
su comportamiento gelificante, como la capa-
cidad de retencién de agua, la formaciéon de
gel, el espesamiento y la texturizacion; y las
asociadas con el comportamiento superficial,
como la formacion de peliculas, la funcion
coloide protectora, la adhesion y cohesion, la
estabilizacion, la formacién de espuma y la
emulsion (Ahmad y col., 2024).

Debido a su funcionalidad y creciente de-
manda, se han realizado diversos estudios pa-
ra mejorar la calidad y las aplicaciones me-
diante su transformacién en hidrolizados o
péptidos bioactivos (Ledn-Lopez y col., 2019
Aguirre-Cruz y col, 2020). Se ha demostrado
que los péptidos contenidos en el colageno
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hidrolizado pueden favorecer la salud humana,
exhibiendo actividades con efectos antihiper-
tensivos, antiinflamatorios, antioxidantes, anti-
cancerigenos, antiobesogénicos, antimicrobia-
nos y antidiabéticos (Anzani y col., 2020).

El coldageno hidrolizado se puede obtener me-
diante el uso de enzimas comerciales. En ese
proceso se rompen los enlaces peptidicos de
la proteina, formandose moléculas mas peque-
fas, tales como, péptidos y aminoacidos libres
(Ulug y col,, 2021).

Los péptidos antioxidantes son moléculas na-
turales utilizadas en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética, por su capacidad
para prevenir o retrasar la oxidacion, lo que
los convierte en un ingrediente popular en
diversos productos (Aguirre-Cruz y col., 2020).
Se ha evidenciado la actividad antioxidante
de los hidrolizados/péptidos de colageno ob-
tenidos de piel de bovino, cerdo, pescado, po-
llo, asi como de subproductos (huesos, pelle-
jos, cartilagos) de las mismas fuentes. Dicha
actividad puede evaluarse in vitro mediante
métodos de generacién de radicales libres
(DPPH y ABTS) y reacciones redox (poder re-
ductor) (Hong y col., 2019; Ledn-Lopez y col.,
2019).

El coldgeno hidrolizado tiene un alto poten-
cial en la industria alimentaria, ya que puede
contribuir a propiedades tecnofuncionales co-
mo la formacién de espuma, la solubilidad y
la emulsion. Estas propiedades pueden verse
afectadas por distintos parametros de hidré-
lisis, como el tipo de enzimas utilizadas, el
tiempo de hidrdlisis, la relacion enzima-sus-
trato, la temperatura, la relacion disolvente/
material (tejido conteniendo coldgeno) y el pH
(Tawalbeh y col., 2023).

La optimizacion de la hidrdlisis del colageno
ha sido estudiada mediante la metodologia
de superficie de respuesta (MSR) (Hema vy
col.,, 2017; Yu y col., 2018; Blanco y col., 2019;
Nguyen y col, 2021). Esta herramienta esta-
distica y matematica se utiliza ampliamente
en el diseno de experimentos por su facilidad
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para optimizar las condiciones en que una o
varias variables pueden mejorar un proceso
(Myers y col., 2016; Montgomery, 2020).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
optimizacién del grado de hidrdlisis del cola-
geno bovino mediante dos proteasas comer-
ciales y determinar las propiedades tecnofun-
cionales y antioxidantes de los productos re-
sultantes.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se trabajo con barredura (colageno parcial-
mente desnaturalizado, obtenido de pieles bo-
vinas) provenientes de la industria producto-
ra de grenetina, proporcionada por la empre-
sa Nova Organica S. A. de C. V., y generadas por
la empresa Progel S. A. de C. V. Las muestras
fueron deshidratadas a 60 °C durante 3 h en
un horno de secado (Thermo Scientific Hera-
therm, Waltham, EUA) y posteriormente se mo-
lieron en molino de cuchillas IKA® A-10 Basic,
Staufen, Alemania). La harina obtenida se hizo
pasar por un tamiz de 250 um y fue almace-
nada en refrigeracion a 4 °C durante 6 meses,
y procesada para su analisis, en un periodo no
mayor a 6 meses hasta su uso.

Analisis quimico proximal

El analisis quimico proximal de la harina de
barredura se realizd de acuerdo con los mé-
todos de la Asociacion de Quimicos Analiti-
cos Oficiales (AOAC, por sus siglas en inglés:
Association of Official Analytical Chemists)
(AOAC, 2000). Determinacién de humedad por
método de secado en horno (método No.
14004); cenizas por incineracion (método No.
14006); extracto etéreo (grasas) por el método
de Soxhlet (No. 7.056); determinacién de pro-
teinas por el método Kjeldahl (No. 2.049) uti-
lizando un factor de conversion de 5.55 (So-
sulski y Imafidon, 1990).

Hidrolisis del colageno

Las muestras de harina de colageno se hidro-
lizaron comparando la accién de dos proteasas
comerciales PAL® y HT proteolitic® (Enmex,
Grupo Kerry) ambas de grado alimenticio.
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La enzima PAL®, se produce mediante fermen-
tacidon controlada usando Bacillus licheniformis.
Tiene actividad reportada > 2 600 UN/g (Uni-
dad de Northrop; se define como la cantidad
de enzima que hidroliza el 40 % del sustrato
de caseina en las condiciones del ensayo)
(Lambré y col., 2023) y sus condiciones Opti-
mas de operacidon se obtienen a 60 °C y pH
8.5. La enzima HT proteolitic® se obtiene por
fermentacion controlada de Bacillus subtilis. Su
actividad > 180 UN/g, y sus condiciones opti-
mas de operacion son 50°C y pH 7.2.

El proceso de hidrdlisis, para cada enzima, se
llevd a cabo utilizando un disefio factorial mix-
to, con dos factores: tiempo (O h, 4 h, 8 h,
12 h, 16 h, 20 h y 24 h) y relacion enzima-
sustrato [E/S] (0.4 UN/g, 0.8 UN/g y 1.2 UN/g).
El proceso de hidrdlisis se realizé por tripli-
cado en matraces Erlenmeyer, con una rela-
cion [E/S]: bufer 1:10 (m/v) y agitacién cons-
tante (120 rpm). El pH se ajusté con bufer de
fosfatos 0.1 M y, junto con la temperatura, se
mantuvieron en el nivel optimo para cada en-
zima evaluada. La reaccion enzimatica fue de-
tenida anadiendo fluoruro de fenilmetilsulfoni-
lo (PMSF 2 mg/mL) en una relacién 1:10 (v/v).
Las muestras fueron congeladas a -20 °C has-
ta su analisis. La eficacia del proceso hidro-
litico se evalué determinando la cantidad de
enlaces peptidicos escindidos mediante la me-
dicién del grado de hidrolisis.

Grado de hidrdlisis (GH)

Se determind evaluando la cantidad de grupos
amino libres, por el método de acido trinitro-
benzensulfonico (TNBS) (Adler-Nissen, 1979),
con algunas modificaciones. Se afiadieron ali-
cuotas de 125 uL de las muestras hidroliza-
das a tubos de ensayo que contenian 1 mL
de bufer de fosfatos 0.5 M, pH 8.2. Posterior-
mente, se agregd 1 mL de solucion de TNBS
(1 mg/mL en agua destilada); la mezcla se in-
cubd a 50 °C durante 1 h en oscuridad utili-
zando un termo bafio (Felisa®, Zapopan, Mé-
xico). La reaccion se detuvo afiadiendo 2 mL
de HCI 0.1 N. Las muestras se enfriaron a tem-
peratura ambiente durante 30 min y se midio
la absorbancia a 340 nm utilizando un lector de
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microplacas (Thermo scientific Multiskan SKY,
Waltham, EUA). El GH se calculé mediante la
ecuacion (1):

NH,+—NH
GH (%) = [ 222220 | x 100 ()
NHzmax—NH3o
Donde:
NH,, = concentracion de grupos amino libres

después de la hidrolisis.

NH, = concentracion de grupos amino libres del
colageno sin hidrolizar.

NH, = concentracion de grupos amino libres
después de hidrolisis total del colageno (que
se realizd por hidrolisis con HCl1 6 N a 120 °C
durante 24 h).

La concentracion de grupos amino libres se ex-
pres6 en meq L-Leucina/g proteina, los cua-
les fueron determinados mediante la elabora-
cidén de una curva patrén de L-Leucina (0 mM-
2.5mM).

Optimizacion del GH

Las condiciones utilizadas como base para el
estudio de optimizaciéon fueron a las 24 h con
una relacion E/S de 1.2 UN/g, debido a que ob-
tuvieron el mayor GH. Para evaluar los efec-
tos de los parametros de procesamiento, in-
cluido el tiempo y la relacién enzima-sustra-
to, se utilizé la MSR, empleando un disefio
central compuesto (DCC) de 2 factores y 5 ni-
veles (Tabla 1).

La variable dependiente (Y) fue el grado de
hidrélisis. El DCC incluyd 24 experimentos,
que consistieron en 9 puntos factoriales, 6
puntos axiales y 9 puntos centrales (Zhang y

col., 2016b). Los datos experimentales de los
ensayos se ajustaron a un polinomio empirico
de segundo orden, de acuerdo con la ecuacidon

@):
Y = By + Brxy + Baxy + Pr1Xi + Baaxs + Praxix, (2)

Donde:

B,= Coeficiente constante de interseccion.
B, ¥ B, = Coeficientes de primer orden.
B,,v B,, = Coeficientes de segundo orden.
B,, = Coeficiente de la interaccion.

La ecuacién del modelo propuesto predice la
respuesta en funcidén de los diferentes niveles
de las variables independientes (Xlz tiempo y
X relacién E/S). La significancia de cada coe-
ficiente en el modelo resultante se determind
utilizando la prueba F y el valor P alcanzado.
La adecuacién del modelo polinomial se ex-
presé mediante el coeficiente de determina-
cion multiple (RZ;) y se empled el andlisis de
varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés: Ana-
lysis of Variance) para determinar la signifi-
cancia del modelo. Ademas, la ecuacién poli-
nomial ajustada se presentd como un grafico
de superficie para visualizar la relacion entre
la respuesta y los niveles experimentales de
cada factor, los cuales se mostraron mediante
el diagrama de Pareto de efectos estandariza-
dos. El andlisis estadistico se realizo utilizando
el software Minitab 18 (State College, PA 16801,
USA).

Determinacion de proteina soluble
Se cuantificaron las fracciones proteinicas
mediante el método de Bradford (1976), con

B Tabla 1. Valores codificados y no codificados de variables independientes del DCC.
Table 1. Coded and uncoded values of CCD independent variables.

Niveles codificados
Variables Simbolo Axifl Bajo Central Alto Axial |
-0l -1 0 1 a
Niveles no codificados
Tiempo (h) X, 18.34 20 24 28 29.66
E/S (UN/g) X, 0.63 0.8 1.2 1.6 177

*ouson los puntos axiales. a = 4/2% , donde k = 2 (factores), a = Y22 =v2 = 1.41
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algunas modificaciones. Brevemente, el reacti-
vo de Bradford se obtuvo al: 0.01 % (m/v) Azul
Brillante de Coomassie G-250, 4.7 % (m/v) eta-
nol y 85 % (m/v) de acido fosforico. Se mez-
claron 100 pL de la disoluciéon de proteina
con 5 mL del reactivo de Bradford. La absor-
bancia se midid a 595 nm después de 2 min en
un lector de microplacas (Thermo scientific
Multiskan SKY, Waltham, EUA). Se elabor6 una
curva patron de albumina sérica bovina (BSA,
por sus siglas en inglés: bovine serum albu-
min) 0.1 mg/mL a 1 mg/mL, para cuantificar la
concentracion de proteina en las muestras de
colageno hidrolizado.

Propiedades tecnofuncionales

Las propiedades de solubilidad, espumado y
emulsificacidon, se evaluaron de acuerdo con
los métodos reportados por Hu y col. (2023)
con algunas modificaciones.

Solubilidad

La solubilidad de las fracciones proteinicas
(sin hidrolizar) y de los hidrolizados de colage-
no se determinaron preparando dispersiones
al 1 % m/v en bufer de fosfatos 0.05 M (ajus-
tando el pH de 3 a 9 con HCI o NaOH 0.1 M).
Las dispersiones se mantuvieron en agitacion
en una placa (IKA® C-MAG, Staufen, Alemania)
durante 30 min y se centrifugaron a 10 000 xg
por 30 min a temperatura ambiente. Los so-
brenadantes se filtraron a través de filtros de
045 um (Millipore, Mississauga, Canada) y se
determiné la proteina solubilizada por el mé-
todo de Bradford. El porcentaje de solubilidad
se calculd mediante ecuacion (3).

A
Solubilidad (%) = (E) x100 ©

Donde:
A = cantidad de proteina en el sobrenadante.
B = cantidad de proteina en la dispersién inicial.

Espumado

La capacidad de espumado (CEs) y la estabi-
lidad de espumado (EEs) se determinaron pre-
parando dispersiones al 1 % m/v en bufer de
fosfatos 0.05 M. Las dispersiones de proteina
e hidrolizados se homogenizaron por separa-
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do a 13 500 rpm durante 1 min, utilizando un
homogeneizador (Ultra Turrax IKA T25, IKA-
Labortechnick, Staufen, Alemania). La CEs y
EEs de espumado se calcularon mediante las
ecuaciones (4 y 5):

CEs (%) = ( )x 100 4)
Donde:

A = volumen de la espuma inmediatamente des-
pués de homogenizar.

B =volumen inicial de la fase liquida.

EEs (%) = ( )x 100 (5)
Donde:
C =volumen de la espuma después de 30 min.

B = volumen inicial de la fase liquida.

Emulsificacion

Se evalu6 la capacidad de emulsificacién (CEm)
y la estabilidad de emulsificacion (EEm), de
la fraccion proteinica e hidrolizados. Para la
formacion de la emulsién, se mezclaron 5 mL
de la dispersion de la muestra (1 % m/v en
bufer de fosfatos 0.05 M) con 5 mL de acei-
te de maiz y se homogenizaron a 20 000 rpm
durante 1 min, utilizando un homogeneizador
Ultra Turrax (IKA T25, IKA-Labortechnick,
Staufen, Alemania). Una vez formada la emul-
sidn, ésta se sometid a centrifugacién a 3 000 xg
durante 5 min. La CEm se determiné median-
te la ecuacion (6):

A
CEm (%) = (E)x 100

®)
Donde:
A = altura de la capa emulsificada después de
centrifugar.

B = altura del contenido antes de la emulsidn.

La EEm se midié en presencia de calor, man-
teniendo la emulsién formada en bafio maria
usando un termo bafio (Felisa®, Zapopan, Méxi-
co) a 80 °C durante 30 min. Pasado este tiem-
po se enfrio a chorro de agua (25 °C). Poste-
riormente la emulsion se centrifugd a 3 000 xg
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por 5 min. Para la evaluacién de la estabili-
dad se midi6 la altura de la emulsién antes
del tratamiento térmico y la altura remanen-
te de la emulsion después de la centrifuga-
cion. Para la medicion de la altura, se utilizd
un vernier digital (Marca INSIZE IP67, Suz-
hou, China). Para el célculo de la EEm se uti-
lizo la ecuacién (7).

C
EEm (%) = (Z) x100 D

Donde:

C = altura de la capa remanente de la emulsion.
A = altura de la capa emulsificada después de
centrifugar.

Propiedades biofuncionales: actividad anti-
oxidante

Capacidad de atrapamiento del radical DPPH
(CAR-DPPH)

Se determind como lo describen Liang y col.
(2014) con algunas modificaciones. Brevemen-
te, se afladieron 2 mL de muestra de proteina/
hidrolizado de colageno a 2 mL de solucion
etandlica de DPPH 0.2 mM. La mezcla de reac-
cion se agitdo y se mantuvo 30 min a tempera-
tura ambiente en oscuridad. La absorbancia
se midié a 517 nm utilizando un lector de
microplacas (Thermo scientific multiskan sky,
Waltham, EUA.). Se utilizd etanol en lugar de
la muestra como control. La CAR-DPPH se
calculd utilizando la ecuacion (8):

Abs,
AbSl

CAR — DPPH (%) = (1 — ) x 100 ®
Donde:
Ab32 = absorbancia de la muestra.

Abs .= absorbancia del control.

Capacidad de atrapamiento del radical ABTS
(CAR-ABTS)

Se determiné como lo describen Xie y col
(2021) con algunas modificaciones. El radical
cationico ABTS se generd mezclando una so-
lucion madre de ABTS (7 mM) con persulfato
de sodio (245 mM); la mezcla se dejo reposar
en oscuridad durante 12 h a temperatura am-
biente. Luego, la solucion de radicales ABTS
se diluyd en solucién de bufer de fosfatos salino
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0.01 M, pH 74 (PBS, por sus siglas en inglés:
phosphate buffered saline) hasta una absorban-
cia de 0.70 + 0.02 nm a 730 nm antes de su uso.
El experimento se realizdo mezclando 2 mL de
la proteina/hidrolizado de colageno con 2 mL
de la solucion diluida de ABTS. La absorban-
cia se leyd a 730 nm (entre 1 min a 6 min des-
pués de la mezcla inicial) utilizando un lec-
tor de microplacas (Thermo scientific multis-
kan sky, Waltham, EUA.). Se usé PBS en lu-
gar de la muestra como control. La CAR-ABTS
se calculd utilizando la ecuacién (9).

Abs
CAR — ABTS (%) = (1 — 2) x100 (9)
Abs;
Donde:
Abs2 = absorbancia de la muestra.
A‘bs1 = absorbancia del control.

Poder reductor

Se midi6 segun el método descrito por Xie y
col. (2021) con algunas modificaciones. Se mez-
claron 2.5 mL de la muestra de proteina/hidro-
lizado de coldgeno con 2.5 mL de bufer de fos-
fatos (0.2 M, pH 74) y 2.5 mL de ferricianuro
de potasio (1 % m/v). Esta mezcla se incub¢d a
50 °C durante 20 min, y se afadieron 2.5 mL
de acido tricloroacético (10 % m/v) a la mez-
cla de reaccidn, seguida de una centrifuga-
cién a 4 000 rpm durante 10 min. Posterior-
mente, se mezclaron 2.5 mL del sobrenadan-
te con 0.5 mL de agua desionizada y 0.5 mL
de cloruro férrico (FeCl) (0.1 % m/v). La reac-
cién se continud durante 15 min a tempera-
tura ambiente, posteriormente se midid la
absorbancia a 700 nm (UA700 nm), utilizando
un lector de microplacas (Thermo scientific
multiskan sky, Waltham, EUA). Una absorban-
cia mas alta indicaba una mayor capacidad re-
ductora (Fe®* — Fe?").

Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media
de tres muestras independientes y su desvia-
cion estandar. Se aplico el ANOVA de una via
para evaluar los efectos de los tratamientos.
Se realizo la prueba de normalidad de Kolmo-
gorov-Smirnov para cumplir con los supuestos
del ANOVA que son normalidad, ademas de
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verificar la varianza constante (igualdad de la
varianza de los tratamientos) e independencia
entre las muestras (Montgomery, 2020). Para
evaluar las diferencias entre los valores me-
dios, se realizd la prueba Post-hoc de Tukey
con un nivel de significancia de P < 0.05. El
analisis estadistico de los datos se realizd con
el software Minitab 18 (State College, PA 16801,
USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis quimico proximal

La composicion proximal de la materia pri-
ma utilizada se muestra en la Tabla 2. El
contenido en proteina cruda fue de 88.01 %
y su composicion general fue parecida a la
de polvo y fibras de coldgeno obtenidas de pie-
les de bovino (Wolf y col., 2009). Estos tres
productos fueron diferentes a la gelatina de
bovino, con un contenido de 52.22 % de pro-
teina (Wulandari y col., 2016).

Las barreduras son consideradas, dentro de la
industria de produccion de grenetinas, como
la materia prima que no cumple con las espe-
cificaciones para ser comercializada, sin em-
bargo, estan conformadas por colageno par-
cialmente desnaturalizado con alto contenido
proteinico (Tabla 2). Este subproducto, por lo
tanto, se puede hidrolizar de forma exhaus-
tiva para obtener un producto que puede ser
comercializado como colageno hidrolizado.

Grado de hidrdlisis (GH)
El tiempo de hidrodlisis y la relacion E/S pre-

sentaron una correlacion positiva, sobre el GH
(Figura 1). Para la enzima PAL®, hasta las 20 h
de hidrdlisis, no se encontraron diferencias
significativas (P > 0.05). Los valores de 64.53 %
y 70.38 % en el GH, para las relaciones E/S
de 0.8 UN/g y 1.2 UN/g, fueron cercanos (Fi-
gura 1A). Un comportamiento similar presento
la enzima HT proteolitic® (P < 0.05) a lo lar-
go de las distintas cinéticas (04 E/S, 0.8 E/S
y 1.2 E/S). Sin embargo, no se presentaron di-
ferencias significativas (P > 0.05) a partir de
las 24 h en los sistemas con una relacion E/S
de 0.8 UN/g y 1.2 UN/g, obteniéndose valores
de GH de 60.31 % y 67.72 %, respectivamente.

En el presente estudio se encontro un GH ex-
tensivo de 70 % (PAL®, E/S 1.2 UN/g, 24 h) y
68 % (HT proteolitic®, E/S 1.2 UN/g, 24 h) (Fi-
gura 1). Las endoproteasas (enzimas que pue-
den actuar sobre enlaces peptidicos dentro de
la molécula de proteina) se utilizan normalmen-
te para producir hidrolizados de proteinas, a
veces en combinacidon con exoproteasas (enzi-
mas que pueden escindir enlaces peptidicos en
un extremo C o N terminales), ademas se ha re-
portado que las preparaciones enzimaticas co-
merciales pueden contener principalmente una
proteasa o una mezcla de proteasas (Philipps-
Wiemann, 2018; Vogelsang-O’'dwyer y col., 2022).

Zhang y col. (2013) realizaron la hidrolisis en-
zimatica de colageno bovino por 4 h con al-
calasa® obteniendo un GH de 18.1 %. Por otro
lado, Nufiez y col. (2020) hicieron el mismo
proceso, con gelatina de piel bovina durante

M Tabla 2. Analisis quimico proximal de la barreduray comparacion con otras fuentes.
Table 2. Proximal chemical analysis of the sweeping and comparison with other sources.

Contenido (g/100g de materia total)
Parametro Barredura® | Polvo de Colageno® | Fibras de Colageno® Bovgf(}i:f:z ((1)‘,31 Me
Proteina 88.01 +3.11 858+ 0.6 85.6 £ 0.6 52.22
Grasa 0.62 + 0.07 16+0.1 08+01 0.26
Cenizas 0.89 £ 0.09 2.3+0.0 1.0+0.0 0.84
Humedad 10.27 + 0.29 10.7+0.3 93+01 648

“Muestra de coldgeno utilizada en este estudio. "Wolf'y col. (2009) utili y°*Wulandariy col. (2016).
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B Figura 1. Cinética del grado de hidrolisis de las enzimas: A) PAL® y B) HT proteolitic®. Linea azul,
roja y negra indican las relaciones E/S de 0.4 UN/g, 0.8 UN/g y 1.2 UN/g, respectivamente. Letras
minusculas y mayusculas distintas indican diferencias significativas (P < 0.05), a través del tiem-

po (a,byc) y para la relacion E/S (A,ByC).

Figure 1. Kinetics of the degree of hydrolysis of the enzymes: A) PAL® and B) HT proteolitic®.
Blue, red and black lines indicate the E/S ratios of 0.4 UN/g, 0.8 UN/g and 1.2 UN/g, respectively.
Distinct lower- and upper-case letters indicate significant differences (P < 0.05), over time (a, b and c)

and for the E/S ratio (A, B and C).

24 h, utilizando la enzima subtilisina, una en-
doproteinasa de Bacillus licheniformis, gene-
rando un GH de 26.28 %. Algunos autores, hi-
drolizando el coldgeno de piel de pescado con
diversas enzimas, reportaron diferentes grados
de hidrodlisis en un tiempo de 3 h de digestion:
protamex® 12.29 %, alcalasa® 1740 %, tripsina
15.02 % y neutrasa® 13.81 % (Zhang y col., 2016b;
Sun y col, 2022). Los valores de GH infe-
riores a los mostrados en el presente traba-
jo, pueden deberse a distintos factores, entre
los cuales se encuentran, el tipo de proteasa
utilizada, la relacion E/S, el tiempo de hidro-
lisis, el tipo de escision enzimatica (endo o
exopeptidasa), asi como la temperatura y el pH
de operacion (Bhuimbar y col., 2024).

Optimizacion del GH

Los valores experimentales y los predichos del
GH, por el modelo ajustado de segundo or-
den, se muestran en la Tabla 3, en la evalua-
cion de la MSR, mediante el DCC, para las

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007

proteasas PAL® y HT proteolitic®. El valor expe-
rimental mas alto de GH para la enzima PAL®
se obtuvo con el orden de corrida 7 (7442 %);
en tanto que, para HT proteolitic® fue con la
corrida 4 (71.08 %).

Las Figuras 2 y 3 muestran los graficos de
superficie de respuesta (A), el diagrama de
Pareto (B) y el modelo matematico con el va-
lor del coeficiente de determinacion (C), para
la actividad hidrolitica de las enzimas PAL®
y HT proteolitic®, respectivamente. Las cur-
vas de superficie de respuesta (Figuras 2A y
3A), obtenidas mediante la aplicacién del DCC,
mostraron la presencia de un valor maximo
(Myers y col.,, 2016; Montgomery, 2020), para
el GH.

Las Figuras 2A y 3B muestran los diagramas
de Pareto para los efectos estandarizados. To-
dos los términos de los coeficientes del mo-
delo de segundo orden fueron significativos

Reyes-Bautista y col. (2025). Optimizacidn de la hidrélisis de colageno



B Tabla 3. Valores experimentales y predichos del GH en la evaluacion de la MRS mediante el DCC para
las proteasas PAL® y HT proteolitic®.

Table 3. Experimental and predicted DH values in the MRS evaluation by CCD for the PAL® and HT
proteolitic® proteases.

de Bloque — -
corrida Tl?ll:;po (1}316 ?g) Tl‘z}r:;po ('[?1{'[ ?g) Y* (%)! Y* (%)? Y* (%)! Y* (%)?

1 1 -1 1 20 1.6 7175 +1.69 69.15 | 63.95+1.92 61.76
2 1 1 -1 28 0.8 29.88 £ 1.99 34.01 | 29.81+243 3171
3 1 -1 -1 20 0.8 63.88 £1.56 5884 | 4750 £ 2.62 46.61
4 1 0 0 24 1.2 7341+ 0.56 72.66 | 71.08+2.15 69.63
5 1 1 1 28 1.6 65.55 £1.21 7012 | 5794 +261 60.55
6 2 141 0 29.66 1.2 58.03+£1.73 5310 | 5377 +1.22 51.24
7 2 0 0 24 1.2 7442 + 3.99 72.66 | 67.53+1.06 69.63
8 2 0 141 24 177 73.09 +2.19 70.93 | 5772 +2.40 58.93
9 2 -141 0 18.34 1.2 63.83 +1.60 69.98 | 59.59 +2.04 62.63

10 2 0 -141 24 0.63 36.73+1.85 3811 | 28.53£1.50 27.83

*Y: es el grado de hidrdlisis (GH), 'Valor experimental de la variable, ?Valor predicho por el modelo.

A)

80

S
0 v
2 Y
°
S
-_E 32
®
© 16
o
S
]
(O]
18 30
24
‘ N
6/8/04/ 21 ®Q°® "

7 .

9 0.6 18 @ Efecto estandarizado
C)

Y = —92.3 + 10.35X; + 68.3X, — 0.34X7 — 56.69X7 + 4.032X, X,
R% =0.93

M Figura 2. Optimizacion de la hidrdlisis del colageno utilizando la enzima PAL®. A) Superficie de
respuesta ajustada por el modelo que indica el efecto del tiempo (X)) y la relacién E/S (X)) so-
bre el grado de hidrolisis (Y). B) Diagrama de Pareto y C) Ecuacion polinomial y coeficiente de
determinacion multiple que se ajusté al modelo de superficie de respuesta.

Figure 2. Optimization of collagen hydrolysis using the PAL® enzyme. A) Response surface fitted
by the model indicating the effect of time (X)) and E/S ratio (X) on the degree of hydrolysis (Y). B) Pa-

reto chart and C) Polynomial equation and coefficient of multiple determination fitted to the response
surface model.
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B Figura 3. Optimizacion de la hidrdlisis del colageno utilizando la enzima HT proteolitic®. A) Super-
ficie de respuesta ajustada por el modelo que indica el efecto del tiempo (X)) y la relacién E/S (X))
sobre el grado de hidrolisis (Y). B) Diagrama de Pareto y C) Ecuacion polinomial y coeficiente de
determinacion multiple que se ajusté al modelo de superficie de respuesta.

Figure 3. Optimization of collagen hydrolysis using the HT proteolitic® enzyme. A) Response sur-
face fitted by the model indicating the effect of time (X)) and E/S ratio (X,) on the degree of hydroly-
sis (Y). B) Pareto chart and C) Polynomial equation and coefficient of multiple determination fitted

to the response surface model.

(P < 0.05), para los factores Tiempo (X)) y la
relacion E/S (X,). En la enzima PAL®, el efecto
lineal, correspondiente a la relacién E/S (X)),
fue el de mayor peso dentro de la variabilidad
que explica el modelo cuadratico (Figura 2B);
encontrandose, asi mismo, un coeficiente de
determinacién ajustado para el modelo presen-
tado de 0.93 (Figura 20).

En la enzima HT proteolitic®, el efecto cua-
dratico de la relacién E/S (x2) fue el término,
dentro del modelo, que mayor peso tuvo sobre
la respuesta (Figura 3B). Ademas, la variabili-
dad de los datos, explicada por el modelo ma-
tematico, arrojo un valor de 0.96 (Figura 3C).

La MSR mostré que los valores maximos de

optimizacion del GH extensivo, para las enzimas
PAL® y HT proteolitic® (Figuras 2A y 3A), fueron

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007

76.38 % (23775 h y 143 E/S) y 72.15 % (23.18 h
y 1.35 E/S), respectivamente. Estas condiciones
se utilizaron para determinar las propiedades
tecnofuncionales y biofuncionales.

En la literatura no se encontrd informacion
sobre el proceso de optimizacion de la hidro-
lisis de colageno bovino utilizando la MSR, pe-
ro existen reportes de estudios que emplearon
sustratos de coldgeno de piel de pescado, pepi-
no de mar y atun de aleta amarilla, entre otras.
Yu y Chen (2014) documentaron la optimiza-
cion del GH de coldgeno del pepino de mar
(Acaudina molpadioides) mediante la MSR,
utilizando una hidrdlisis con papaina durante
30 min, y hallaron un GH de 17 %. Por otro
lado, durante la hidrélisis para la produccién
de péptidos de colageno, a partir de la piel de
pescado (Epinephelus malabaricus), usando las

Reyes-Bautista y col. (2023). Optimizacion de la hidrélisis de colégeno



enzimas proteoliticas pepsina (547 h), papai-
na (4.25 h) y las proteasas del pancreas de
bovino (4.25 h), encontraron un GH de 10 %,
20 % y 28 %, respectivamente (Hema y col.,
2017). Por ultimo, Nguyen y col. (2021) opti-
mizaron la hidrolisis de colageno de la piel de
atun aleta amarilla (Thunnus albacares) con la
enzima alcalasa® en un tiempo de 5.2 h con un
GH de 24.54 %.

Propiedades tecnofuncionales

La hidrolisis enzimatica, aplicada a las fibras
de colageno, ha sido ampliamente utilizada
con la finalidad de evidenciar algunas propie-
dades tecnofuncionales (solubilidad, espuma-
do y emulsificacion).

Solubilidad

La solubilidad es una de las propiedades mas
importantes de las proteinas, ya que define
sus aplicaciones en la industria alimentaria,
farmacéutica y médica, entre otras. Influye en
otras propiedades, como la formacion de es-
puma y la emulsion, debido a la rapida migra-
cion y adsorcion de los péptidos en la super-
ficie de la interfase (Tawalbeh y col., 2025).

En la Figura 4 se observa el efecto del pH
sobre el colageno nativo (0 h) y el colageno
obtenido por hidroélisis enzimatica (24 h), a di-
ferente pH (3 a 9). Ambas enzimas, PAIL® y
HT proteolitic®, indujeron un incremento signi-
ficativo (P < 0.05) en la solubilidad del ran-
go de pH estudiado. La hidrdlisis con PAL® no
incremento significativamente (P < 0.05) a par-
tir de pH 5, en tanto que con HT proteolitic®
no incrementé a partir de pH 7. En un am-
biente alcalino, con un pH entre 7 a 11, el co-
lageno adquiere una mayor carga negativa,
mejorando las fuerzas de repulsion entre las
cadenas, aumentando la solubilidad (Song y
col., 2021b). El maximo valor de GH alcanza-
do fue de 9502 + 23 % (pH 9) y 9347 + 31 %
(pH 7) para PAL® y HT proteolitic®, respectiva-
mente.

El comportamiento encontrado en el presen-

te estudio es similar al reportado por algunos
autores. Chi y col. (2016) documentaron valo-
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res de solubilidad superiores al 95 % para hi-
drolizados de colageno de diferentes pieles de
pescado. En su estudio reportaron que el pro-
ceso de hidrdlisis, usando tripsina en un me-
dio débilmente basico, podria mejorar conside-
rablemente la solubilidad de las muestras en
todos los valores de pH. Anzani y col. (2020)
evaluaron la solubilidad de los hidrolizados de
colageno de pieles bovinas y porcinas obteni-
dos mediante la enzima Alcalsa® y encontraron
que el efecto de la hidrdlisis enzimatica me-
joraba la solubilidad ~ 100 %. Los productos
de hidrolisis enzimatica, con un GH elevado,
presentaron péptidos con pesos moleculares
bajos. Gonzalez-Serrano y col. (2022) documen-
taron el peso molecular relativo de hidroliza-
dos de piel de colageno del pescado carpa, ob-
tenidos con Alcalasa®, en donde las fracciones
con pesos entre 3 kDa a 10 kDa y < 1 kDa, re-
portaron solubilidades de 87.3 % y 89.1 %, res-
pectivamente, lo que indica que la solubilidad
aumentd al disminuir el tamario, probablemen-
te debido al hecho de que las moléculas peque-
fias fueron mas polares y solubles.

El efecto de la hidrolisis enzimatica, en la so-
lubilidad de una proteina especifica, puede cam-
biar por efecto de varios factores, que incluyen
el tipo de proteasa, el tiempo de reaccion, el
grado de hidrolisis, la relacién enzima-sustra-
to y las condiciones ambientales (Vogelsang-
O’dwyer y col., 2022). Los valores obtenidos en
el presente estudio indicaron que el hidroli-
zado de colageno mostraba una mayor solu-
bilidad, asociada a un alto grado de hidrdlisis
(Figuras 2 y 3). Este aumento en la solubili-
dad podria deberse a la reduccion del peso
molecular por la accion de las enzimas, indu-
ciendo el aumento en el numero de unidades
polipeptidicas mas pequefias, y probablemente
mas hidrofilicas y solvatadas. Los péptidos
mas pequefios pueden ser mas polares y for-
mar enlaces de hidrdgeno con el agua, lo que
incrementa su solubilidad en soluciones acuo-
sas (Chi y col., 2016). Por lo tanto, se puede
especular que, una hidrdlisis extensiva del co-
lageno, utilizando proteasas en su pH éptimo,
podria ser una estrategia eficaz para mejorar la
solubilidad del colageno.
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Figure 4. Evaluation of the solubility of unhydrolyzed collagen (0 h) and hydrolyzed collagen (24 h),
for both used enzymes, at different pH values. Distints lowercase and uppercase letters indicate sig-
nificant differences (P < 0.05), across pH (a,b and c) and time (A and B).

Espumado

La formacion de espuma se produce cuando,
en una mezcla liquida, la presencia de protei-
nas provoca una disminucién de la tensidn
superficial entre la interfaz del agua y el aire.
La capacidad y la estabilidad de espumado de
las fracciones de péptidos son dos de los pa-
rametros medibles para evaluar la formacién
y estabilidad de espumas en sistemas protei-
nicos y peptidicos (Vogelsang-O’dwyer y col.,
2022). La Figura 5 muestra la capacidad de
espumado (CEs), para los sistemas realizados
con PAL® y HT proteolitic®. El efecto de la
hidrdlisis (24 h) causd una reduccion signifi-
cativa (P < 0.05) del 34 % y 27 %, respectiva-
mente, comparado con el coldgeno sin hidroli-
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zar (0 h). Respecto a la estabilidad de espuma-
do (EEs) se encontré un comportamiento simi-
lar a la CEs, presentando una reduccion sig-
nificativa (P < 0.05) del 47 % (PAL®) y 26 %
(HT proteolitic®). La CEs muestra la expan-
sién de la espuma inmediatamente después
del batido, mientras que la EEs muestra la ex-
pansion de la espuma después de batir du-
rante un periodo de tiempo. La disminucion
de ambas propiedades, encontrada en este es-
tudio, ocurrio debido a que la hidrolisis exten-
siva del colageno genera fracciones peptidicas,
y las moléculas de proteinas con alto peso mo-
lecular pueden interactuar mejor en la inter-
fase generando peliculas mas resistentes, lo
que conduce a una mayor estabilidad de la es-
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Figure 5. Evaluation of Foaming Capacity (FC) and Foaming Stability (FS) of unhydrolyzed collagen
(0 h) and hydrolyzed collagen (24 h), for both used enzymes. Distint lowercase and uppercase le-
tters indicate significant differences (P <0.05), for FC and FS, respectively.

puma. Las propiedades espumantes de la pro-
teina pueden verse afectadas por la fuente, las
propiedades intrinsecas, la composicién y la
conformacion de las proteinas (Tawalbeh y col.,
2025) vy en este estudio, la hidrdlisis enzima-
tica parece haber modificado las propiedades
intrinsecas.

Diversas investigaciones han evaluado la CEs
y la EEs, encontrando reducciones minimas
en ambos parametros analizados, debido a los
menores tiempos de hidrolisis, lo cual genera
espumas mas estables, por lo que, las cadenas
polipeptidicas liberadas mediante el proceso
de digestién enzimatica parecen haber reduci-
do su capacidad de formar interacciones pro-
teina-proteina, disminuyendo la incapacidad de
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formar peliculas fuertes, debido a la falta de
estabilizacidén de la interfase liquido-aire en el
sistema disperso de la espuma (Chi y col., 2016;
Vidal y col.,, 2020; Zamorano-Apodaca y col.,
2020).

Emulsificacion

Las propiedades emulsionantes son impor-
tantes en los sistemas alimentarios por que
contribuyen directamente a la textura y las
propiedades sensoriales de los alimentos (Xie
y col, 2021). En la Figura 6 se presenta el
efecto de la hidrolisis de ambas enzimas so-
bre la capacidad de emulsificacion (CEm) y
la estabilidad de la emulsion (EEm). Ambos
parametros incrementaron de manera signi-
ficativa (P < 0.05), por efecto del hidrolizado
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de 24 h, respecto al control, colageno sin hi-
drolizar (0 h). La CEm aumentd 48 % (PAL®)
y 46 % (HT proteolitic®), con respecto al co-
lageno sin hidrolizar. Es necesario mencionar
que, la comparaciéon a las 24 h de hidrdlisis
no presentd diferencias significativas (P > 0.05)
por el tipo de enzima utilizada. Para la EEm
se encontré un comportamiento similar, la
estabilidad para PAL® aumentd 34 %, mientras
que para HT proteolitic® incremento en 26 %.
Ademads, se hallaron diferencias significati-
vas (P < 0.05) para el hidrolizado de 24 h por
efecto del tipo de enzima.

El comportamiento encontrado en el presen-
te estudio fue diferente al reportado por al-
gunos autores. Hu y col. (2023) documentaron
los efectos de la CEm (63 %) y la EEm (68 %)

80

Capacidad de emulsificacion (%)

Oh 24h

en colageno extraido por pepsina, usando pH 7.
Anzani y col. (2020) hidrolizaron colageno de
piel porcina, utilizando Alcalsa®, y reportaron
una reduccion en la CEm y EEm. Asociaron
sus resultados a que los hidrolizados reducen
el peso molecular de la fraccion proteinica, y
los polipéptidos mas grandes, que contienen
cargas y grupos hidrofilicos e hidrofébicos, es-
tan mejor adaptados para estabilizar las pelicu-
las de proteina en emulsiones de aceite en agua
(Chi y col., 2014). Sin embargo, segun Schmidt
y col. (2020), el hidrolizado de colageno de
piel de pollo, con bajo peso molecular, presen-
té valores mas altos de EEm y CEm en com-
paracion con el no hidrolizado. Los autores
sugieren que, en su estudio, las cadenas poli-
peptidicas de menor tamano pudieron presen-
tar mayor flexibilidad molecular, permitiéndo-

Estabilidad de emulsificacion (%)

Oh 24h

Y
PAL®

B CEm (%)

Y
HT proteolitic®

m EEm (%)

M Figura 6. Evaluacion de la Capacidad de Emulsificaciéon (CEm) y la Estabilidad de Emulsificacion
(EEm) del colageno sin hidrolizar (0 h) y el colageno hidrolizado (24 h), para ambas enzimas utili-
zadas. Letras minusculas y mayusculas distintas indican diferencias significativas (P < 0.05), para
CEs y EEs, respectivamente, por efecto del tiempo de hidrdlisis. *Indica diferencia significativa
(P <0.05) por efecto del tipo de enzima a las 24 h.

Figure 6. Evaluation of the Emulsification Capacity (EC) and Emulsification Stability (ES) of un
hydrolyzed collagen (0 h) and hydrolyzed collagen (24 h), for both enzymes used. Different lo-
wercase and uppercase letters indicate significant differences (P < 0.05), for EC and ES, respec-
tively, due to the effect of the hydrolysis time. *Indicates significant difference (P < 0.05) due to

the effect of the type of enzyme at 24 h.
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les difundirse facilmente a la interfaz aceite-
agua.

Propiedades biofuncionales: actividad anti-
oxidante

Capacidad de atrapamiento del radical DPPH
(CAR-DPPH)

El radical DPPH es uno de los radicales li-
bres mas estables. Puede usarse para probar la
capacidad de los compuestos para actuar co-
mo atrapadores (captadores) de radicales li-
bres o donantes de hidrdogeno (Munteanu y
Apetrei, 2021). En la Tabla 4 se muestra el
efecto de la hidrdlisis sobre el porcentaje de
atrapamiento del radical DPPH. Se puede apre-
ciar que el coldageno hidrolizado, obtenido me-
diante ambas enzimas, incrementdé de forma
significativa (P < 0.05). Ademas, el valor de la
CAR-DPPH a las 24 h para la enzima PAL® fue
estadisticamente mayor, comparado con el de
la enzima HT proteolitic®. El comportamiento
descrito en el presente estudio mostré una
correspondencia entre el GH y la capacidad
eliminadora de radicales DPPH, lo que sugie-
re una probable dependencia con el tamaifio
molecular de los hidrolizados de coldgeno.
Diversas investigaciones, realizadas con hi-
drolizados de colageno de piel de bovino, piel
de pescado y tejido 6seo bovino, presentaron
el mismo comportamiento, con incrementos
desde 15 % hasta 85 % en la CAR-DPPH. Es-
ta variacion depende del tiempo de hidroli-
sis, el tipo de proteasa, asi como de la relacién
E/S utilizada. Los autores mencionaron que el
poder antioxidante de los péptidos y/o ami-

noacidos es superior al de las proteinas nati-
vas, debido a la facilidad de donar electrones
o atomos de hidrégeno (Liang y col.,, 2014; Chi
y col., 2016; Song y col., 2021a; Xie y col., 2021;
Vidal y col., 2022).

Capacidad de atrapamiento del radical ABTS
(CAR-ABTS)

El ensayo de CAR-ABTS es un método para
determinar la capacidad antioxidante, en el
que el radical se oxida para formar un com-
plejo radical cationico ABTSe+. Este méto-
do también evalua la capacidad de los anti-
oxidantes de donar un electron o un atomo
de hidrégeno para estabilizar los radicales.
Se puede aplicar en un amplio rango de pH
y es soluble en medios acuosos y organicos
(Munteanu y Apetrei, 2021). En este trabajo se
observd que, en los hidrolizados de colageno
aumentd la CAR-ABTS de forma significativa
(P < 0.05), sin embargo, los hidrolizados de
24 h no presentaron diferencias significativas
por el efecto del sistema enzimatico utilizado.

El comportamiento encontrado en este es-
tudio es semejante al reportado por Song y
col. (2021a), quienes hidrolizando coldgeno de
hueso bovino observaron un aumento en la
CAR-ABTS. Los autores mencionaron que, el
fenomeno podria resultar de la accién com-
binada de los aminodacidos terminales o di-
péptidos y tripéptidos. Ademads, el peso mo-
lecular mas bajo puede desempenar un papel
importante, debido a que la estructura secun-
daria de estas moléculas expone relativamen-

Bl Tabla 4. Evaluacion de la actividad antioxidante del colageno sin hidrolizar e hidrolizado.
Table 4. Evaluation of the antioxidant activity of unhydrolyzed and hydrolyzed collagen.

Determinacién PAL® HT proteolitic®
Oh 24h Oh 24h
CAR-DPPH (%) 11.11 +1.054 62.38 £ 2.15P8 9.85+ 0.85%* 50.35 + 3.04"C
CAR-ATBS (%) 20.90 + 2.25%4 7279 + 500P8 21.34 +1.66** 80.55 + 3728 |
Poder reductor (UA700 nm) 0.10 + 0.0124 0.39 + 0.02"8 0.11+ 0.0124 0.37 + 0.01°®

CAR-DPPH: Capacidad de Atrapamiento del Radical DPPH. CAR-ABTS: Capacidad de Atrapamiento del Radical ABTS.
Para el coldgeno sin hidrolizar (0 h) y el coldgeno hidrolizado (24 h), para ambas enzimas utilizadas. Letras minuscu-
las distintas indican diferencia significativa (P < 0.05) para el tiempo de hidrolisis con una misma enzima; letras
mayusculas distintas indican diferencia significativa (P < 0.05) por efecto del tipo de enzima para el mismo tiempo.
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te los grupos R de los aminoacidos. Por otra
parte, durante la evaluacién de hidrolizados
de colageno de hueso, glicosilados antes y des-
pués de llevarse a cabo la reaccion de Mai-
llard, presentaron productos de glicosilacién
que podrian desempefiar el papel de donado-
res de hidrégeno, al mostrar una mayor ac-
tividad CAR-ABTS. Los compuestos genera-
dos durante el proceso podrian desempefiar
un papel antioxidante, al inducir la extincién
de radicales mediante el mecanismo de trans-
ferencia de atomos de hidrégeno o de su re-
duccién directa por transferencia de electro-
nes (Qi y col.,, 2024).

Poder reductor

El poder reductor es un método que mide la
reduccion de iones férricos (Fe®) al comple-
jo ferroso intensamente azul (Fe*) por medio
de antioxidantes en ambientes acidos (Mun-
teanu y Apetrei, 2021). En el presente estudio,
se encontro un aumento significativo (P < 0.05),
del poder reductor de ambas enzimas utiliza-
das, de ~ 3.9 veces para PAI® y =~ 3.36 veces
para HT proteolitic®, lo que indica que los
péptidos generados por la hidrdlisis enzimatica
representan una excelente fuente donadora de
electrones. Xie y col. (2021), en su estudio so-
bre colageno hidrolizado, evaluaron el mismo
método, encontrando valores de absorbancia
(UA700 nm) entre 0.149 y 0.323, similares a los
del presente estudio. La composicion de los re-
siduos de aminodacidos en los péptidos es uno
de los factores importantes que afectan a la
actividad antioxidante de las cadenas polipep-
tidicas. Se ha demostrado que los aminoaci-
dos glicina (Gly) y prolina (Pro), ambos abun-
dantes en el colageno, desempefian un papel
importante en la capacidad de eliminacién de
radicales libres en ciertos péptidos (Wang y

col,, 2013). Ademas, los residuos aromaticos
e hidrofébicos hallados en los hidrolizados de
colageno, mostraron una alta eficiencia en atra-
par radicales libres debido a su facilidad para
donar atomos de hidrogeno (Xie y col., 2021).

CONCLUSIONES

La optimizacion del proceso de hidrdlisis del
colageno bovino con las endoproteasas comer-
ciales PAL® y HT proteolitic® presentaron un
grado de hidrdlisis extensivo (76.38 % y 72.15 %,
respectivamente). Los modelos polindmicos de
segundo orden generados explicaron entre 93 %
v 96 % la variabilidad de los datos experimen-
tales. Los hidrolizados de colageno mejoraron
significativamente en su solubilidad, asi como
en la capacidad y estabilidad de emulsificacidn,
sin embargo, disminuyeron en la capacidad y
estabilidad de espumado. La asociaciéon directa
entre el colageno hidrolizado y las actividades
antioxidantes de los péptidos generados por
la hidrolisis enzimatica, indica que el colageno
hidrolizado, obtenido bajo las condiciones de
optimizacién, presentd propiedades tecnofun-
cionales y antioxidantes mejoradas, lo que su-
giere una potencial aplicaciéon como ingredien-
te funcional en sistemas alimentarios, que de-
be ser comprobada mediante estudios especi-
ficos.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Instituto de Innova-
cién Ciencia y Emprendimiento para la Com-
petitividad del estado de Guanajuato, por el
financiamiento otorgado al proyecto con clave
IDEAGTO/CONV/099/2023.

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES

Los autores declararon no tener conflictos de
intereses de ningun tipo.

REFERENCIAS

Adler-Nissen, J. (1979). Determination of the
degree of hydrolysis of food protein hydrolysates
by trinitrobenzenesulfonic acid. Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry, 27(6), 1256-1262. https:
//doi.org/10.1021/if602262042

Aguirre-Cruz, G., Ledn-Lopez, A., Cruz-Gémez,

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007

V., Jiménez-Alvarado, R., & Aguirre—Alvarez,
G. (2020). Collagen Hydrolysates for Skin Protec-
tion: Oral Administration and Topical Formulation.
Antioxidants, 9(2), 181. https://doi.org/10.3390/anti
0x9020181

Ahmad, M. I, Li, Y., Pan, J, Liu, F.,, Dai, H., Fu,

Reyes-Bautista y col. (2025). Optimizacidn de la hidrélisis de colageno



Y., Huang, T., Farooq, S., & Zhang, H. (2024). Colla-
gen and gelatin: Structure, properties, and appli-
cations in food industry. International Journal of
Biological Macromolecules, 254, 128037. https://doi.
org/10.1016/j.ijbiomac.2023.128037

Anzani, C., Alvarez, C., & Mullen, A. M. (2020).
Assessing the effect of Maillard reaction with dex-
tran on the techno-functional properties of co-
llagen-based peptides obtained from bovine hides.
LWT,118,108800. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2019.
108800

AOAC, Association of Official Analytical Che-
mists (2000). Official Methods of Analysis (Seven-
teenth edition). AOAC International.

Barzideh, Z., Abd-Latif, A., Gan, C. Y., Abedin, Md.
Z., & Alias, A. K. (2014). ACE Inhibitory and Anti-
oxidant Activities of Collagen Hydrolysates from
the Ribbon Jellyfish (Chrysaora sp.). Food Tech-
nology and Biotechnology, 52(4), 495-504. https://
doi.org/10.17113/fth.52.04.14.3641

Bhuimbar, M. V., Jalkute, C. B., Bhagwat, P. K.,
& Dandge, P. B. (2024). Purification, characteriza-
tion and application of collagenolytic protease from
Bacillus subtilis strain MPK. Journal of Bioscience
and Bioengineering, 138(1), 21-28. https://doi.org/10.
1016/j.jbiosc.2024.03.003

Blanco, M., Vazquez, J. A., Pérez-Martin, R. I, &
G. Sotelo, C. (2019). Collagen Extraction Optimiza-
tion from the Skin of the Small-Spotted Catshark
(S. canicula) by Response Surface Methodology. Ma-
rine Drugs, 17(1), 40. https://doi.org/10.3390/md1701
0040

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive
method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye bind-
ing. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254. https:
//doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Chi, C, Hu, F, Li, Z., Wang, B., & Luo, H. (2016).
Influence of Different Hydrolysis Processes by Try-
psin on the Physicochemical, Antioxidant, and Func-
tional Properties of Collagen Hydrolysates from Sphy-
rna lewini, Dasyatis akjei, and Raja porosa. Journal
of Aquatic Food Product Technology, 25(5), 616-632.
https://doi.org/10.1080/10498850.2014.898004

Chi, C.F, Cao, Z. H., Wang, B, Hu, F. Y, Li, Z. R, &
Zhang, B. (2014). Antioxidant and Functional Pro-
perties of Collagen Hydrolysates from Spanish Ma-
ckerel Skin as Influenced by Average Molecular
Weight. Molecules, 19(8),11211-11230. https://doi.org/

CienciaUAT |

CienciaUAT. 20(1): xx-xx (Jul-Dic 2025). ISSN 2007-7521

10.3390/molecules190811211

Deng, G, Huang, K., Jiang, X., Wang, K., Song, Z.,
Su, Y, Li, C, Zhang, S., Wang, S., & Huang, Y. (2023).
Developments for collagen hydrolysates as a mul-
tifunctional antioxidant in biomedical domains. Col-
lagen and Leather, 5(1), 26. https://doi.org/10.1186/
s42825-023-00131-9

Gonzalez-Serrano, D. J., Hadidi, M., Varcheh, M.,
Jelyani, A. Z., Moreno, A., & Lorenzo, J. M. (2022).
Bioactive Peptide Fractions from Collagen Hydroly-
sate of Common Carp Fish Byproduct: Antioxidant
and Functional Properties. Antioxidants, 11(3), 5009.
https://doi.org/10.3390/antiox11030509

Hema, G. S., Joshy, C. G., Shyni, K., Chatterjee, N.
S., Ninan, G., & Mathew, S. (2017). Optimization of
process parameters for the production of collagen
peptides from fish skin (Epinephelus malabaricus)
using response surface methodology and its cha-
racterization. Journal of Food Science and Technology,
54(2), 488-496. https://doi.org/10.1007/s13197-01724
90-2

Hong, G. P, Min, S. G, & Jo, Y. J. (2019). Anti-
Oxidative and Anti-Aging Activities of Porcine By-
Product Collagen Hydrolysates Produced by Co-
mmercial Proteases: Effect of Hydrolysis and Ultra-
filtration. Molecules, 24(6), 1104. https://doi.org/10.33
90/molecules24061104

Hu, G, Li, X,, Su, R., Corazzin, M., Liu, X,, Dou, L.,
Sun, L., Zhao, L., Su, L., Tian, J., & Jin, Y. (2023). Ef-
fects of ultrasound on the structural and functional
properties of sheep bone collagen. Ultrasonics So-
nochemistry, 95, 106366. https://doi.org/10.1016/j.ult-
sonch.2023.106366

Lambré, C., Barat-Baviera, J. M., Bolognesi, C.
Cocconcelli, P. S, Crebelli, R., Gott, D. M., Grob, K.,
Lampi, E., Mengelers, M., Mortensen, A., Riviére, G.,
Steffensen, I., Tlustos, C., Van Loveren, H., Vernis, L.,
Zorn, H., Herman, L., Aguilera, J., Andryszkiewicz,
M., Fernandez-Fraguas, C., Liu, Y., & Chesson, A.
(2023). Safety evaluation of the food enzyme baci-
llolysin from the non-genetically modified Bacillus
amyloliquefaciens strain HPN 131. EFSA Journal,
21(11),1-12. https://doi.org/10.2903/j.efsa.2023.8390

Ledén-Ldpez, A., Fuentes-Jiménez, L., Hernandez-
Fuentes, A. D., Campos-Montiel, R. G, & Aguirre—AI—
varez, G. (2019). Hydrolysed Collagen from Sheep-
skins as a Source of Functional Peptides with An-
tioxidant Activity. International Journal of Molecu-
lar Sciences, 20(16), 3931. https://doi.org/10.3390/

https://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007



ijms20163931

Liang, Q., Wang, L., He, Y., Wang, Z., Xu, J., & Ma,
H. (2014). Hydrolysis kinetics and antioxidant ac-
tivity of collagen under simulated gastrointestinal
digestion. Journal of Functional Foods, 11, 493-499.
https://doi.org/10.1016/j.jff.2014.08.004

Montgomery, D. C. (2020). Design and Analysis of
Experiments (10th edition). Wiley.

Munteanu, I. G. & Apetrei, C. (2021). Analytical
Methods Used in Determining Antioxidant Activity:
A Review. International Journal of Molecular Scien-
ces, 22(7), 3380. https://doi.org/10.3390/ijms220733
80

Myers, R. H.,, Montgomery, D. C., & Anderson-
Cook, C. M. (2016). Response Surface Methodology:
Process and Product Optimization Using Designed
Experiments (Fourth edition). Wiley series in proba-
bility and statistics.

Nguyen, B. C.,, Kha, T. C., Nguyen, K. H. N., & Ngu-
yen, H. M. X. (2021). Optimization of enzymatic hy-
drolysis of collagen from yellowfin tuna skin (Thu-
nnus albacares) by response surface methodology
and properties of hydrolyzed collagen. Journal of
Food Processing and Preservation, 45(4). https://doi.
org/10.1111/jfpp.15319

Nufiez, S. M, Cardenas, C., Pinto, M., Valencia, P.,
Cataldo, P., Guzman, F., & Almonacid, S. (2020). Bo-
vine skin gelatin hydrolysates as potential substi-
tutes for polyphosphates: The role of degree of hy-
drolysis and pH on water-holding capacity. Journal
of Food Science, 85(7), 1988-1996. https://doi.org/10.
1111/1750-3841.15299

Philipps-Wiemann, P. (2018). Proteases—general
aspects. In Nunes, C.S. and Kumar, V. (Ed.), Enzy-
mes in Human and Animal Nutrition (pp. 257-266).
Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-8054192.
00012-5

Qi, L., Zhang, H., Guo, Y., Liu, H., & Zhang, C. (2024).
Preparation, characterization and antioxidant acti-
vity analysis of three Maillard glycosylated bone
collagen hydrolysates from chicken, porcine and bo-
vine. Food Science and Human Wellness, 13(4), 2002-
2013. https://doi.org/10.26599/FSHW.2022.9250166

Schmidt, M. M., Fontoura, A. M. da, Vidal, A. R,
Dornelles, R. C. P, Kubota, E. H., Mello, R. de O., Can-
sian, R. L., Demiate, I. M., & Oliveira, C. S. (2020).
Characterization of hydrolysates of collagen from
mechanically separated chicken meat residue. Food
Science and Technology, 40(suppl 1), 355-362. https:

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007

//doi.org/10.1590/fst.14819

Silvipriya, K., Kumar, K., Bhat, A., Kumar, B., John,
A., & Lakshmanan, P. (2015). Collagen: Animal Sour-
ces and Biomedical Application. Journal of Applied
Pharmaceutical Science, 123-127. https://doi.org/10.7
324/JAPS.2015.50322

Song, Y., Fu, Y., Huang, S., Liao, L., Wu, Q., Wang,
Y, Ge, F, & Fang, B. (2021a). Identification and anti-
oxidant activity of bovine bone collagen-derived no-
vel peptides prepared by recombinant collagenase
from Bacillus cereus. Food Chemistry, 349, 129143.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129143

Song, 7., Liu, H., Chen, L., Chen, L., Zhou, C., Hong,
P., & Deng, C. (2021b). Characterization and com-
parison of collagen extracted from the skin of the
Nile tilapia by fermentation and chemical pretreat-
ment. Food Chemistry, 340, 128139. https://doi.org/10.
1016/j.foodchem.2020.128139

Sosulski, F. W. & Imafidon, G. I. (1990). Amino acid
composition and nitrogen-to-protein conversion fac-
tors for animal and plant foods. Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry, 38(6), 1351-1356. https://
doi.org/10.1021/jf00096a011

Sun, S., Gao, Y, Chen, J., & Liu, R. (2022). Identifi-
cation and release kinetics of peptides from tilapia
skin collagen during alcalase hydrolysis. Food Chem-
istry, 378,132089. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.
2022.132089

Tawalbeh, D., Ahmad, W. A. N. W,, & Sarbon, N.
M. (2023). Effect of ultrasound pretreatment on the
functional and bioactive properties of legumes pro-
tein hydrolysates and peptides: A comprehensive
review. Food Reviews International, 39(8), 5423-5445.
https://doi.org/10.1080/87559129.2022.2069258

Tawalbeh, D., Kha'sim, M. I., Mhd Sarbon, N., &
Sarbon, N. M. (2025). Techno-Functional and Bio-
activity Properties of Collagen Hydrolysate and Pep-
tide: A Review. Food Reviews International, 1-29.
https://doi.org/10.1080/87559129.2025.2450052

Ulug, S. K, Jahandideh, F., & Wu, J. (2021). No-
vel technologies for the production of bioactive pep-
tides. Trends in Food Science & Technology, 108, 27-39.
https://doi.org/10.1016/].tifs.2020.12.002

Vidal, A. R., Cansian, R. L., Mello, R. de O., Demi-
ate, I. M., Kempka, A. P., Dornelles, R. C. P, Rodriguez,
J. M. L., & Campagnol, P. C. B. (2022). Production of
Collagens and Protein Hydrolysates with Antimi-
crobial and Antioxidant Activity from Sheep Slaugh-
ter By-Products. Antioxidants, 11(6), 1173. https://doi.

Reyes-Bautista y col. (2025). Optimizacidn de la hidrélisis de colageno



org/10.3390/antiox11061173

Vidal, A. R., Duarte, L. P, Schmidt, M. M., Cansi-
an, R. L., Fernandes, I. A., de-Oliveira-Mello, R., De-
miate, I. M., & Dornelles, R. C. P. (2020). Extraction
and characterization of collagen from sheep slaugh-
ter by-products. Waste Management, 102, 838-846.
https://doi.org/10.1016/jwasman.2019.12.004

Vogelsang-O’dwyer, M., Sahin, A. W., Arendt, E. K.,
& Zannini, E. (2022). Enzymatic Hydrolysis of Pul-
se Proteins as a Tool to Improve Techno-Functional
Properties. Foods, 11(9), 1307. https://doi.org/10.3390/
foods11091307

Wang, B, Wang, Y. M., Chi, C. F,, Luo, H. Y, Deng,
S. G., & Ma, J. Y. (2013). Isolation and Characteriza-
tion of Collagen and Antioxidant Collagen Peptides
from Scales of Croceine Croaker (Pseudosciaena
crocea). Marine Drugs, 11(11), 4641-4661. https://doi.
org/10.3390/md11114641

Wolf, K. L., Sobral, P. J. A., & Telis, V. R. N. (2009).
Physicochemical characterization of collagen fibers
and collagen powder for self-composite film produc-
tion. Food Hydrocolloids, 23(7), 1886-1894. https://
doi.org/10.1016/j.foodhyd.2009.01.013

Wulandari, D., Triatmojo, S., Erwanto, Y., & Pra-
noto, Y. (2016). Physicochemical Properties and
Amino Acid and Functional Group Profiles of Ge-
latin Extracted from Bovine Split Hide Cured by
Acid. Pakistan Journal of Nutrition, 15(7), 655-661.
https://doi.org/10.3923/pjn.2016.655.661

Xie, Z., Wang, X, Yu, S., He, M., Yu, S, Xiao, H., &
Song, Y. (2021). Antioxidant and functional proper-
ties of cowhide collagen peptides. Journal of Food
Science, 86(5), 1802-1818. https://doi.org/10.1111/17
50-3841.15666

Yu, ., Zong, C., Jin, S., Zheng, J., Chen, N., Huang,
J., Chen, Y, Huang, F, Yang, Z., Tang, Y., & Ding, G.
(2018). Optimization of Extraction Conditions and
Characterization of Pepsin-Solubilised Collagen from
Skin of Giant Croaker (Nibea japonica). Marine Drugs,
16(1), 29. https://doi.org/10.3390/md16010029

Yu, P, & Chen, H. (2014). Optimization of Condi-
tions for Enzymatic Production of Collagen Hydro-
lysates from a Low-Value Acaudina molpadioides and
Their Activities. Journal of Food Biochemistry, 38(2),
227-235. https://doi.org/10.1111/jfbc.12041

Zamorano-Apodaca, J. C., Garcia-Sifuentes, C. O,
Carvajal-Millan, E., Vallejo-Galland, B., Scheuren-
Acevedo, S. M., & Lugo-Sanchez, M. E. (2020). Bio-
logical and functional properties of peptide fractions

CienciaUAT |

CienciaUAT. 20(1): xx-xx (Jul-Dic 2025). ISSN 2007-7521

obtained from collagen hydrolysate derived from
mixed by-products of different fish species. Food Che-
mistry, 331, 127350. https://doi.org/10.1016/j.foochem.
2020.127350

Zhang, Q., Dhir, A., & Kaur, P. (2022). Circular
economy and the food sector: A systematic litera-
ture review. Sustainable Production and Consump-
tion, 32, 655-668. https://doi.org/10.1016/j.spc.2022.0
5.010

Zhang, Q., Wang, Q., Lv, S., Lu, J., Jiang, S., Regen-
stein, J. M., & Lin, L. (2016a). Comparison of colla-
gen and gelatin extracted from the skins of Nile tila-
pia (Oreochromis niloticus) and channel catfish (Ic-
talurus punctatus). Food Bioscience, 13, 41-48. https:
//doi.org/10.1016/j.thi0.2015.12.005

Zhang, Y., Ma, L., & Otte, J. (2016b). Optimization
of Hydrolysis Conditions for Production of Angio-
tensin-Converting Enzyme Inhibitory Peptides from
Basa Fish Skin Using Response Surface Metho-
dology. Journal of Aquatic Food Product Technology,
25(5), 684-693. https://doi.org/10.1080/10498850.201
4.919049

Zhang, Y., Olsen, K., Grossi, A., & Otte, J. (2013).
Effect of pretreatment on enzymatic hydrolysis of
bovine collagen and formation of ACE-inhibitory
peptides. Food Chemistry, 141(3), 2343-2354. https:
//doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.05.058

https://doi.org/10.29059/cienciauat.v20i1.2007





