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RESUMEN
El colágeno es una proteína abundante en los 
organismos vertebrados. Forma parte de tejidos 
conectivos como la piel, las articulaciones, los 
ligamentos y los huesos. Se puede hidrolizar en-
zimáticamente con la finalidad de mejorar sus 
propiedades tecnofuncionales (solubilidad, emul-
sificación, espumantes, entre otras). Durante la 
generación de colágeno hidrolizado se exponen 
secuencias peptídicas que presenten propieda-
des bioactivas, como antioxidantes, antihiper-
tensivas y antidiabéticas. El objetivo de este 
trabajo fue optimizar el grado de hidrólisis del 
colágeno bovino mediante proteasas comercia-
les y la evaluación de las propiedades tecno-
funcionales y antioxidantes, de los productos 
resultantes. La optimización del grado de hi-
drólisis se realizó usando la metodología de su-
perficie de respuesta, mediante un diseño cen-
tral compuesto. El análisis proximal de la ma-
teria prima mostró un alto contenido de proteí-
na (88 %). El proceso de optimización indicó un 
grado de hidrólisis extensivo (76.38 %, P  0.05) 
para la enzima PAL®, con una relación E/S de 
1.43 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 hidrólisis: 
95.02 % con la solubilidad (pH 9), 48 % y 34 %
con la capacidad y la estabilidad de emulsifi-
cación, respectivamente. El espumado disminu-
yó en función del incremento del grado de hi-
drólisis con la enzima HT proteolitic®, alcan-
zando una reducción del 47 % de la estabili-
dad y 26 % en la capacidad. La capacidad an-
tioxidante del colágeno hidrolizado (24 h) in-
crementó 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 optimización de la hidrólisis enzi-
mática del colágeno mejoró sus propiedades tec-
nofuncionales (solubilidad y emulsificación) y 
antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: colágeno hidrolizado, grado de 
hidrólisis, propiedades tecnofuncionales, opti-
mización, actividad antioxidante. 

ABSTRACT
Collagen is a protein abundant in vertebrate or-
ganisms. It is part 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 1.43 UN/g within a 23.75 h period. The 
techno-functional properties were positively co-
rrelated (P  0.05) with the hydrolysis degree: 
95.02% with solubility (pH 9), and 48% and 
34% with capacity and emulsification stabili-
ty respectively. Conversely, foaming capacity 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 collagen 
(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 collagen 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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El colágeno es una de las proteínas más ubi-
cuas y abundantes. Está presente en los teji-
dos conectivos laxo y denso, piel, tendones, 
huesos, cartílago, córneas, dentina y vasos san-
guíneos. Su nombre proviene del griego “kólla” 
(pegamento) y “gen” (producción), aludiendo a 
su función estructural en los tejidos (Silvipri-
ya  y  col.,  2015).

Entre las diversas fuentes de colágeno 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 colágeno 
con esos fines (Deng y col., 2023). Actualmen-
te, diferentes industrias utilizan diversos resi-
duos de producción, como las pieles de pes-
cado y pollo, para su obtención, así como del 
procesamiento de grenetinas, basadas en pro-
cesos de economía circular, con enfoques in-
tegrados y holísticos para la utilización de los 
residuos  alimentarios  (Zhang  y  col.,  2022).

El mercado del colágeno ha mejorado cons-
tantemente y el índice 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 categorías: las relacionadas con 
su comportamiento gelificante, como la capa-
cidad de retención de agua, la formación de 
gel, el espesamiento y la texturización; y las 
asociadas con el comportamiento superficial, 
como la formación de películas, la función 
coloide protectora, la adhesión y cohesión, la 
estabilización, la formación de espuma y la 
emulsión  (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 transformación en hidrolizados o 
péptidos bioactivos (León-López y col., 2019 
Aguirre-Cruz y col., 2020). Se ha demostrado 
que los péptidos contenidos en el colágeno 

hidrolizado pueden favorecer la salud humana, 
exhibiendo actividades con efectos antihiper-
tensivos, antiinflamatorios, antioxidantes, anti-
cancerígenos, antiobesogénicos, antimicrobia-
nos  y  antidiabéticos  (Anzani  y  col.,  2020).

El colágeno hidrolizado se puede obtener me-
diante el uso de enzimas comerciales. En ese 
proceso se rompen los enlaces peptídicos de 
la proteína, formándose moléculas más peque-
ñas, tales como, péptidos y aminoácidos 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 oxidación, 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 colágeno ob-
tenidos de piel de bovino, cerdo, pescado, po-
llo, así como de subproductos (huesos, pelle-
jos, cartílagos) de las mismas fuentes. Dicha 
actividad puede evaluarse in vitro mediante 
métodos de generación de radicales libres 
(DPPH y ABTS) y reacciones redox (poder re-
ductor) (Hong y col., 2019; León-López y col.,  
2019).

El colágeno hidrolizado tiene un alto poten-
cial en la industria alimentaria, ya que puede 
contribuir a propiedades tecnofuncionales co-
mo la formación de espuma, la solubilidad y 
la emulsión. Estas propiedades pueden verse 
afectadas por distintos parámetros de hidró-
lisis, como el tipo de enzimas utilizadas, el 
tiempo de hidrólisis, la relación enzima-sus-
trato, la temperatura, la relación disolvente/
material (tejido conteniendo colágeno) y el pH 
(Tawalbeh  y  col.,  2023). 

La optimización de la hidrólisis del colágeno 
ha sido estudiada mediante la metodología 
de superficie de respuesta (MSR) (Hema y 
col., 2017; Yu y col., 2018; Blanco y col., 2019; 
Nguyen y col., 2021). Esta herramienta esta-
dística y matemática se utiliza ampliamente 
en el diseño de experimentos por su facilidad 
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varias variables pueden mejorar un proceso 
(Myers  y  col.,  2016;  Montgomery,  2020).

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

MATERIALES Y MÉTODOS 
Materia prima
Se trabajó con barredura (colágeno parcial-
mente desnaturalizado, obtenido de pieles bo-
vinas) provenientes de la industria producto-
ra de grenetina, proporcionada por la empre-
sa Nova Orgánica 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 µm y fue almace-
nada en refrigeración a 4 °C durante 6 meses, 
y procesada para su análisis, en un periodo no 
mayor  a  6  meses  hasta  su  uso. 

Análisis químico proximal
El análisis químico proximal de la harina de 
barredura se realizó de acuerdo con los mé-
todos de la Asociación de Químicos Analíti-
cos Oficiales (AOAC, por sus siglas en inglés: 
Association of Official Analytical Chemists) 
(AOAC, 2000). Determinación de humedad por
método de secado en horno (método No. 
14004); cenizas por incineración (método No. 
14006); extracto etéreo (grasas) por el método 
de Soxhlet (No. 7.056); determinación de pro-
teínas por el método Kjeldahl (No. 2.049) uti-
lizando un factor de conversión de 5.55 (So-
sulski  y  Imafidon,  1990).

Hidrólisis del colágeno
Las muestras de harina de colágeno se hidro-
lizaron comparando la acción de dos proteasas 
comerciales PAL® y HT proteolitic® (Enmex, 
Grupo  Kerry)  ambas  de  grado  alimenticio. 

La enzima PAL®, se produce mediante fermen-
tación 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 caseína en las condiciones del ensayo) 
(Lambré y col., 2023) y sus condiciones ópti-
mas de operación se obtienen a 60 °C y pH 
8.5. La enzima HT proteolitic® se obtiene por 
fermentación controlada de Bacillus subtilis. Su 
actividad > 180 UN/g, y sus condiciones ópti-
mas  de  operación  son  50 °C  y  pH  7.2.

El proceso de hidrólisis, para cada enzima, se 
llevó a cabo utilizando un diseño factorial mix-
to, con dos factores: tiempo (0 h, 4 h, 8 h, 
12 h, 16 h, 20 h y 24 h) y relación enzima-
sustrato [E/S] (0.4 UN/g, 0.8 UN/g y 1.2 UN/g). 
El proceso de hidrólisis se realizó por tripli-
cado en matraces Erlenmeyer, con una rela-
ción [E/S]: búfer 1:10 (m/v) y agitación cons-
tante (120 rpm). El pH se ajustó con búfer de 
fosfatos 0.1 M y, junto con la temperatura, se 
mantuvieron en el nivel óptimo para cada en-
zima evaluada. La reacción enzimática fue de-
tenida añadiendo fluoruro de fenilmetilsulfoni-
lo (PMSF 2 mg/mL) en una relación 1:10 (v/v). 
Las muestras fueron congeladas a -20 °C has-
ta su análisis. La eficacia del proceso hidro-
lítico se evaluó determinando la cantidad de 
enlaces peptídicos escindidos mediante la me-
dición  del  grado  de  hidrólisis. 

Grado de hidrólisis (GH)
Se determinó evaluando la cantidad de grupos 
amino libres, por el método de ácido trinitro-
benzensulfónico (TNBS) (Adler-Nissen, 1979), 
con algunas modificaciones. Se añadieron alí-
cuotas de 125 µL de las muestras hidroliza-
das a tubos de ensayo que contenían 1 mL 
de búfer de fosfatos 0.5 M, pH 8.2. Posterior-
mente, se agregó 1 mL de solución de TNBS 
(1 mg/mL en agua destilada); la mezcla se in-
cubó a 50 ºC durante 1 h en oscuridad utili-
zando un termo baño (Felisa®, Zapopan, Mé-
xico). La reacción se detuvo añadiendo 2 mL 
de HCl 0.1 N. Las muestras se enfriaron a tem-
peratura ambiente durante 30 min y se midió 
la absorbancia a 340 nm utilizando un lector de 
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Waltham, EUA). El GH se calculó mediante la 
ecuación (1):
 

    (1)

Donde:
NH2t = concentración de grupos amino libres 
después  de  la  hidrólisis.
NH2o = concentración de grupos amino libres del 
colágeno  sin  hidrolizar.
NH2max = concentración de grupos amino libres 
después de hidrólisis total del colágeno (que 
se realizó por hidrólisis con HCl 6 N a 120 ºC 
durante  24  h). 

La concentración de grupos amino libres se ex-
presó en meq L-Leucina/g proteína, los cua-
les fueron determinados mediante la elabora-
ción de una curva patrón de L-Leucina (0 mM- 
2.5 mM).

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

La variable dependiente (Y) fue el grado de 
hidrólisis. El DCC incluyó 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 empírico 
de segundo orden, de acuerdo con la ecuación 
(2):

   (2)

Donde: 	
β0 = Coeficiente constante de intersección. 
β1  y  β2 = Coeficientes de primer orden. 
β1 1 y β22  = Coeficientes de segundo orden. 
β12  = Coeficiente de la interacción. 

La ecuación del modelo propuesto predice la 
respuesta en función de los diferentes niveles 
de las variables independientes (X1: tiempo y 
X2: relación E/S). La significancia de cada coe-
ficiente en el modelo resultante se determinó 
utilizando la prueba F y el valor P alcanzado. 
La adecuación del modelo polinomial se ex-
presó mediante el coeficiente de determina-
ción múltiple (   ) y se empleó el análisis de 
varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés: Ana-
lysis of Variance) para determinar la signifi-
cancia del modelo. Además, la ecuación poli-
nomial ajustada se presentó como un gráfico 
de superficie para visualizar la relación entre 
la respuesta y los niveles experimentales de 
cada factor, los cuales se mostraron mediante 
el diagrama de Pareto de efectos estandariza-
dos. El análisis estadístico se realizó utilizando 
el software Minitab 18 (State College, PA 16801, 
USA).

Determinación de proteína soluble
Se cuantificaron las fracciones proteínicas 
mediante el método de Bradford (1976), con 

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

Variables Símbolo

Niveles codificados
Axial Bajo Central Alto Axial

- * -1 0 1
Niveles no codificados

Tiempo (h) X1 18.34 20 24 28 29.66
E/S (UN/g) X2 0.63 0.8 1.2 1.6 1.77

*  son los puntos axiales.                   , donde k = 2 (factores),
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vo de Bradford se obtuvo al: 0.01 % (m/v) Azul 
Brillante de Coomassie G-250, 4.7 % (m/v) eta-
nol y 8.5 % (m/v) de ácido fosfórico. Se mez-
claron 100 µL de la disolución de proteína 
con 5 mL del reactivo de Bradford. La absor-
bancia se midió a 595 nm después de 2 min en 
un lector de microplacas (Thermo scientific 
Multiskan SKY, Waltham, EUA). Se elaboró una 
curva patrón de albúmina sérica bovina (BSA, 
por sus siglas en inglés: bovine serum albu-
min) 0.1 mg/mL a 1 mg/mL, para cuantificar la
concentración de proteína en las muestras de 
colágeno  hidrolizado.

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

Solubilidad
La solubilidad de las fracciones proteínicas 
(sin hidrolizar) y de los hidrolizados de coláge-
no se determinaron preparando dispersiones 
al 1 % m/v en búfer de fosfatos 0.05 M (ajus-
tando el pH de 3 a 9 con HCl o NaOH 0.1 M). 
Las dispersiones se mantuvieron en agitación 
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
0.45 µm (Millipore, Mississauga, Canadá) y se 
determinó la proteína solubilizada por el mé-
todo de Bradford. El porcentaje de solubilidad 
se  calculó  mediante  ecuación  (3).
  

         (3)

Donde: 
A = cantidad de proteína en el sobrenadante.
B = cantidad de proteína en la dispersión inicial. 

Espumado
La capacidad de espumado (CEs) y la estabi-
lidad de espumado (EEs) se determinaron pre-
parando dispersiones al 1 % m/v en búfer de 
fosfatos 0.05 M. Las dispersiones de proteína 
e hidrolizados se homogenizaron por separa-

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):

        (4)

Donde:
A = volumen de la espuma inmediatamente des-
pués de homogenizar.
B = volumen inicial de la fase líquida. 

 (5)

Donde:
C = volumen de la espuma después de 30 min. 
B = volumen inicial de la fase líquida. 

Emulsificación
Se evaluó la capacidad de emulsificación (CEm) 
y la estabilidad de emulsificación (EEm), de 
la fracción proteínica e hidrolizados. Para la 
formación de la emulsión, se mezclaron 5 mL 
de la dispersión de la muestra (1 % m/v en 
búfer de fosfatos 0.05 M) con 5 mL de acei-
te de maíz 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-
sión, ésta se sometió a centrifugación a 3 000 xg 
durante 5 min. La CEm se determinó median-
te  la  ecuación (6):
 

(6)

Donde:
A = altura de la capa emulsificada después de 
centrifugar.
B = altura del contenido antes de la emulsión. 

La EEm se midió en presencia de calor, man-
teniendo la emulsión formada en baño maría 
usando un termo baño (Felisa®, Zapopan, Méxi-
co) a 80 °C durante 30 min. Pasado este tiem-
po se enfrió a chorro de agua (25 °C). Poste-
riormente la emulsión se centrifugó a 3 000 xg 
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dad se midió la altura de la emulsión antes 
del tratamiento térmico y la altura remanen-
te de la emulsión después de la centrifuga-
ción. Para la medición de la altura, se utilizó 
un vernier digital (Marca INSIZE IP67, Suz-
hou, China). Para el cálculo de la EEm se uti-
lizó  la  ecuación   (7). 

 (7)

Donde:
C = altura de la capa remanente de la emulsión.
A = altura de la capa emulsificada después de 
centrifugar. 

Propiedades biofuncionales: actividad anti-
oxidante
Capacidad de atrapamiento del radical DPPH 
(CAR-DPPH)
Se determinó como lo describen Liang y col. 
(2014) con algunas modificaciones. Brevemen-
te, se añadieron 2 mL de muestra de proteína/
hidrolizado de colágeno a 2 mL de solución 
etanólica de DPPH 0.2 mM. La mezcla de reac-
ción se agitó y se mantuvo 30 min a tempera-
tura ambiente en oscuridad. La absorbancia 
se midió a 517 nm utilizando un lector de 
microplacas (Thermo scientific multiskan sky, 
Waltham, EUA.). Se utilizó etanol en lugar de 
la muestra como control. La CAR-DPPH se 
calculó  utilizando  la  ecuación  (8): 

 
   (8)

Donde:
Abs2 =  absorbancia de la muestra.
Abs1 =  absorbancia del control. 

Capacidad de atrapamiento del radical ABTS 
(CAR-ABTS)
Se determinó como lo describen Xie y col. 
(2021) con algunas modificaciones. El radical 
catiónico ABTS se generó mezclando una so-
lución madre de ABTS (7 mM) con persulfato 
de sodio (2.45 mM); la mezcla se dejó reposar 
en oscuridad durante 12 h a temperatura am-
biente. Luego, la solución de radicales ABTS 
se diluyó en solución de búfer de fosfatos salino 

0.01 M, pH 7.4 (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 realizó mezclando 2 mL de 
la proteína/hidrolizado de colágeno con 2 mL 
de la solución diluida de ABTS. La absorban-
cia se leyó 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 usó PBS en lu-
gar de la muestra como control. La CAR-ABTS 
se  calculó  utilizando  la  ecuación  (9).

                                                                                                              (9)
          

Donde:
Abs2 = absorbancia de la muestra. 
Abs1  = absorbancia del control. 

Poder reductor
Se midió según el método descrito por Xie y 
col. (2021) con algunas modificaciones. Se mez-
claron 2.5 mL de la muestra de proteína/hidro-
lizado de colágeno con 2.5 mL de búfer de fos-
fatos (0.2 M, pH 7.4) y 2.5 mL de ferricianuro 
de potasio (1 % m/v). Esta mezcla se incubó a 
50 °C durante 20 min, y se añadieron 2.5 mL 
de ácido tricloroacético (10 % m/v) a la mez-
cla de reacción, seguida de una centrifuga-
ción 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 (FeCl3) (0.1 % m/v). La reac-
ción se continuó durante 15 min a tempera-
tura ambiente, posteriormente se midió la 
absorbancia a 700 nm (UA700 nm), utilizando 
un lector de microplacas (Thermo scientific 
multiskan sky, Waltham, EUA). Una absorban-
cia más alta indicaba una mayor capacidad re-
ductora  (Fe3+ → Fe2+).

Análisis estadístico 
Los resultados se presentaron como la media 
de tres muestras independientes y su desvia-
ción estándar. Se aplicó el ANOVA de una vía 
para evaluar los efectos de los tratamientos. 
Se realizó la prueba de normalidad de Kolmo-
gorov-Smirnov para cumplir con los supuestos 
del ANOVA que son normalidad, además de 
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AS 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 realizó la prueba Post-hoc de Tukey 
con un nivel de significancia de P ≤ 0.05. El 
análisis estadístico de los datos se realizó con 
el software Minitab 18 (State College, PA 16801, 
USA).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Análisis químico proximal
La composición proximal de la materia pri-
ma utilizada se muestra en la Tabla 2. El 
contenido en proteína cruda fue de 88.01 % 
y su composición general fue parecida a la 
de polvo y fibras de colágeno 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-
teína  (Wulandari  y  col.,  2016).

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

Grado de hidrólisis (GH)
El tiempo de hidrólisis y la relación E/S pre-

sentaron una correlación positiva, sobre el GH 
(Figura 1). Para la enzima PAL®, hasta las 20 h
de hidrólisis, 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 presentó 
la enzima HT proteolitic® (P ≤ 0.05) a lo lar-
go de las distintas cinéticas (0.4 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 relación 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 encontró 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 peptídicos dentro de 
la molécula de proteína) se utilizan normalmen-
te para producir hidrolizados de proteínas, a
veces en combinación con exoproteasas (enzi-
mas que pueden escindir enlaces peptídicos en 
un extremo C o N terminales), además se ha re-
portado que las preparaciones enzimáticas 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 hidrólisis en-
zimática de colágeno bovino por 4 h con al-
calasa® obteniendo un GH de 18.1 %. Por otro 
lado, Nuñez y col. (2020) hicieron el mismo 
proceso, con gelatina de piel bovina durante 

Tabla 2. Análisis químico proximal de la barredura y comparación con otras fuentes.
Table 2. Proximal chemical analysis of the sweeping and comparison with other sources.

Parámetro
Contenido (g/100g de materia total)

Barreduraa Polvo de Colágenob Fibras de Colágenob Gelatina de 
Bovino-A.ac. 0.1 Mc  

Proteína 88.01 ± 3.11 85.8 ± 0.6 85.6 ± 0.6 52.22
Grasa     0.62 ± 0.07   1.6 ± 0.1   0.8 ± 0.1 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   9.3 ± 0.1 6.48

aMuestra de colágeno utilizada en este estudio. bWolf y col. (2009) utili y cWulandari y col. (2016).
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24 h, utilizando la enzima subtilisina, una en-
doproteinasa de Bacillus licheniformis, gene-
rando un GH de 26.28 %. Algunos autores, hi-
drolizando el colágeno de piel de pescado con 
diversas enzimas, reportaron diferentes grados 
de hidrólisis en un tiempo de 3 h de digestión:
protamex® 12.29 %, alcalasa® 17.40 %, 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 relación E/S, el tiempo de hidró-
lisis, el tipo de escisión enzimática (endo o 
exopeptidasa), así como la temperatura y el pH 
de  operación  (Bhuimbar  y  col.,  2024).

Optimización 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-
ción de la MSR, mediante el DCC, para las 

proteasas PAL® y HT proteolitic®. El valor expe-
rimental más alto de GH para la enzima PAL® 
se obtuvo con el orden de corrida 7 (74.42 %); 
en tanto que, para HT proteolitic® fue con la 
corrida  4  (71.08  %). 

Las Figuras 2 y 3 muestran los gráficos de 
superficie de respuesta (A), el diagrama de 
Pareto (B) y el modelo matemático con el va-
lor del coeficiente de determinación (C), para 
la actividad hidrolítica de las enzimas PAL® 
y HT proteolitic®, respectivamente. Las cur-
vas de superficie de respuesta (Figuras 2A y 
3A), obtenidas mediante la aplicación del DCC, 
mostraron la presencia de un valor máximo
(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 

Figura 1. Cinética del grado de hidrólisis de las enzimas: A) PAL® y B) HT proteolitic®. Línea 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 
minúsculas y mayúsculas distintas indican diferencias significativas (P  0.05), a través del tiem-
po (a, b y c)  y  para  la  relación  E/S (A, B y C).  
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).
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AS Tabla 3. Valores experimentales y predichos del GH en la evaluación 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.

 
 

   HT proteolitic® 

    

*Y: es el grado de hidrólisis (GH), 1Valor experimental de la variable, 2Valor predicho por el modelo.

Figura 2. Optimización de la hidrólisis del colágeno utilizando la enzima PAL®. A) Superficie de
respuesta ajustada por el modelo que indica el efecto del tiempo (X1) y la relación E/S (X2) so-
bre el grado de hidrólisis (Y). B) Diagrama de Pareto y C) Ecuación polinomial y coeficiente de 
determinación  múltiple  que  se  ajustó  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 (X1) and E/S ratio (X2) 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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Figura 3. Optimización de la hidrólisis del colágeno utilizando la enzima HT proteolitic®. A) Super-
ficie de respuesta ajustada por el modelo que indica el efecto del tiempo (X1) y la relación E/S (X2)
sobre el grado de hidrólisis (Y). B) Diagrama de Pareto y C) Ecuación polinomial y coeficiente de 
determinación  múltiple  que  se  ajustó  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 (X1) and E/S ratio (X2) 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 (X1) y la 
relación E/S (X2). En la enzima PAL®, el efecto 
lineal, correspondiente a la relación E/S (X2), 
fue el de mayor peso dentro de la variabilidad 
que explica el modelo cuadrático (Figura 2B); 
encontrándose, así mismo, un coeficiente de 
determinación ajustado para el modelo presen-
tado  de  0.93  (Figura  2C). 

En la enzima HT proteolitic®, el efecto cua-
drático de la relación E/S (  ) fue el término, 
dentro del modelo, que mayor peso tuvo sobre 
la respuesta (Figura 3B). Además, la variabili-
dad de los datos, explicada por el modelo ma-
temático, arrojó un valor de 0.96 (Figura 3C). 

La MSR mostró que los valores máximos de 
optimización del GH extensivo, para las enzimas 
PAL® y HT proteolitic® (Figuras 2A y 3A), fueron 

76.38 % (23.75 h y 1.43 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 encontró información 
sobre el proceso de optimización de la hidró-
lisis de colágeno bovino utilizando la MSR, pe-
ro existen reportes de estudios que emplearon 
sustratos de colágeno de piel de pescado, pepi-
no de mar y atún de aleta amarilla, entre otras.
Yu y Chen (2014) documentaron la optimiza-
ción del GH de colágeno del pepino de mar 
(Acaudina molpadioides) mediante la MSR, 
utilizando una hidrólisis con papaína durante 
30 min, y hallaron un GH de 17 %. Por otro 
lado, durante la hidrólisis para la producción 
de péptidos de colágeno, a partir de la piel de 
pescado (Epinephelus malabaricus), usando las 
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AS enzimas proteolíticas pepsina (5.47 h), papaí-
na (4.25 h) y las proteasas del páncreas de 
bovino (4.25 h), encontraron un GH de 10 %, 
20 % y 28 %, respectivamente (Hema y col., 
2017). Por último, Nguyen y col. (2021) opti-
mizaron la hidrólisis de colágeno de la piel de 
atún aleta amarilla (Thunnus albacares) con la 
enzima alcalasa® en un tiempo de 5.2 h con un 
GH  de  24.54  %.

Propiedades tecnofuncionales
La hidrólisis enzimática, aplicada a las fibras 
de colágeno, ha sido ampliamente utilizada 
con la finalidad de evidenciar algunas propie-
dades tecnofuncionales (solubilidad, espuma-
do  y  emulsificación). 

Solubilidad
La solubilidad es una de las propiedades más
importantes de las proteínas, ya que define 
sus aplicaciones en la industria alimentaria, 
farmacéutica y médica, entre otras. Influye en 
otras propiedades, como la formación de es-
puma y la emulsión, debido a la rápida migra-
ción y adsorción 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 colágeno nativo (0 h) y el colágeno 
obtenido por hidrólisis enzimática (24 h), a di-
ferente pH (3 a 9). Ambas enzimas, PAL® y 
HT proteolitic®, indujeron un incremento signi-
ficativo (P ≤ 0.05) en la solubilidad del ran-
go de pH estudiado. La hidrólisis con PAL® no 
incrementó significativamente (P ≤ 0.05) a par-
tir de pH 5, en tanto que con HT proteolitic®
no incrementó a partir de pH 7. En un am-
biente alcalino, con un pH entre 7 a 11, el co-
lágeno adquiere una mayor carga negativa, 
mejorando las fuerzas de repulsión entre las 
cadenas, aumentando la solubilidad (Song y 
col., 2021b). El máximo valor de GH alcanza-
do fue de 95.02 ± 2.3 % (pH 9) y 93.47 ± 3.1 %
(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-

res de solubilidad superiores al 95 % para hi-
drolizados de colágeno de diferentes pieles de 
pescado. En su estudio reportaron que el pro-
ceso de hidrólisis, usando tripsina en un me-
dio débilmente básico, podría 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
colágeno de pieles bovinas y porcinas obteni-
dos mediante la enzima Alcalsa® y encontraron 
que el efecto de la hidrólisis enzimática me-
joraba la solubilidad ≈ 100 %. Los productos
de hidrólisis enzimática, con un GH elevado, 
presentaron péptidos con pesos moleculares 
bajos. González-Serrano y col. (2022) documen-
taron el peso molecular relativo de hidroliza-
dos de piel de colágeno 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 
aumentó al disminuir el tamaño, probablemen-
te debido al hecho de que las moléculas peque-
ñas  fueron  más  polares   y  solubles.

El efecto de la hidrólisis enzimática, en la so-
lubilidad de una proteína específica, puede cam-
biar por efecto de varios factores, que incluyen 
el tipo de proteasa, el tiempo de reacción, el 
grado de hidrólisis, la relación 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 colágeno mostraba una mayor solu-
bilidad, asociada a un alto grado de hidrólisis 
(Figuras 2 y 3). Este aumento en la solubili-
dad podría deberse a la reducción del peso 
molecular por la acción de las enzimas, indu-
ciendo el aumento en el número de unidades 
polipeptídicas más pequeñas, y probablemente
más hidrofílicas y solvatadas. Los péptidos 
más pequeños pueden ser más polares y for-
mar enlaces de hidrógeno con el agua, lo que 
incrementa su solubilidad en soluciones acuo-
sas (Chi y col., 2016). Por lo tanto, se puede 
especular que, una hidrólisis extensiva del co-
lágeno, utilizando proteasas en su pH óptimo, 
podría ser una estrategia eficaz para mejorar la  
solubilidad  del  colágeno.
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Figura 4. Evaluación de la solubilidad del colágeno sin hidrolizar (0 h) y el colágeno hidrolizado 
(24 h), para ambas enzimas utilizadas, a diferentes valores de pH. Letras minúsculas y mayúscu-
las distintas indican diferencias significativas (P  0.05), por efecto del pH (a, b y c) y el tiempo 
(A y B). 
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 formación de espuma se produce cuando, 
en una mezcla líquida, la presencia de proteí-
nas provoca una disminución de la tensión 
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-
rámetros medibles para evaluar la formación 
y estabilidad de espumas en sistemas proteí-
nicos y peptídicos (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 
hidrólisis (24 h) causó una reducción signifi-
cativa (P ≤ 0.05) del 34 % y 27 %, respectiva-
mente, comparado con el colágeno sin hidroli-

zar (0 h). Respecto a la estabilidad de espuma-
do (EEs) se encontró un comportamiento simi-
lar a la CEs, presentando una reducción sig-
nificativa (P ≤ 0.05) del 47 % (PAL®) y 26 % 
(HT proteolitic®). La CEs muestra la expan-
sión de la espuma inmediatamente después 
del batido, mientras que la EEs muestra la ex-
pansión de la espuma después de batir du-
rante un periodo de tiempo. La disminución 
de ambas propiedades, encontrada en este es-
tudio, ocurrió debido a que la hidrólisis exten-
siva del colágeno genera fracciones peptídicas, 
y las moléculas de proteínas con alto peso mo-
lecular pueden interactuar mejor en la inter-
fase generando películas más resistentes, lo 
que conduce a una mayor estabilidad de la es-

HT proteolitic® 
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puma. Las propiedades espumantes de la pro-
teína pueden verse afectadas por la fuente, las 
propiedades intrínsecas, la composición y la 
conformación de las proteínas (Tawalbeh y col., 
2025) y en este estudio, la hidrólisis enzimá-
tica parece haber modificado las propiedades 
intrínsecas.

Diversas investigaciones han evaluado la CEs 
y la EEs, encontrando reducciones mínimas 
en ambos parámetros analizados, debido a los 
menores tiempos de hidrólisis, lo cual genera 
espumas más estables, por lo que, las cadenas 
polipeptídicas liberadas mediante el proceso 
de digestión enzimática parecen haber reduci-
do su capacidad de formar interacciones pro-
teína-proteína, disminuyendo la incapacidad de 

formar películas fuertes, debido a la falta de 
estabilización de la interfase líquido-aire en el 
sistema disperso de la espuma (Chi y col., 2016; 
Vidal y col., 2020; Zamorano-Apodaca y col.,
2020).

Emulsificación
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 hidrólisis de ambas enzimas so-
bre la capacidad de emulsificación (CEm) y 
la estabilidad de la emulsión (EEm). Ambos 
parámetros incrementaron de manera signi-
ficativa (P  0.05), por efecto del hidrolizado 
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Figura 5. Evaluación de la Capacidad de Espumado (CEs) y la Estabilidad de Espumado (EEs) del co-
lágeno sin hidrolizar (0 h) y el colágeno hidrolizado (24 h), para ambas enzimas utilizadas. Letras 
minúsculas y mayúsculas distintas indican diferencias significativas (P  0.05), para CEs y EEs, 
respectivamente.
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.
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ASde 24 h, respecto al control, colágeno sin hi-
drolizar (0 h). La CEm aumentó 48 % (PAL®) 
y 46 % (HT proteolitic®), con respecto al co-
lágeno sin hidrolizar. Es necesario mencionar 
que, la comparación a las 24 h de hidrólisis 
no presentó diferencias significativas (P > 0.05) 
por el tipo de enzima utilizada. Para la EEm 
se encontró un comportamiento similar, la 
estabilidad para PAL® aumentó 34 %, mientras 
que para HT proteolitic® incrementó en 26 %. 
Además, 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 (53 %) y la EEm (68 %) 

en colágeno extraído por pepsina, usando pH 7.
Anzani y col. (2020) hidrolizaron colágeno de 
piel porcina, utilizando Alcalsa®, y reportaron 
una reducción en la CEm y EEm. Asociaron
sus resultados a que los hidrolizados reducen 
el peso molecular de la fracción proteínica, y 
los polipéptidos más grandes, que contienen 
cargas y grupos hidrofílicos e hidrofóbicos, es-
tán mejor adaptados para estabilizar las pelícu-
las de proteína en emulsiones de aceite en agua 
(Chi y col., 2014). Sin embargo, según Schmidt 
y col. (2020), el hidrolizado de colágeno de 
piel de pollo, con bajo peso molecular, presen-
tó valores más altos de EEm y CEm en com-
paración con el no hidrolizado. Los autores 
sugieren que, en su estudio, las cadenas poli-
peptídicas de menor tamaño pudieron presen-
tar mayor flexibilidad molecular, permitiéndo-
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Figura 6. Evaluación de la Capacidad de Emulsificación (CEm) y la Estabilidad de Emulsificación 
(EEm) del colágeno sin hidrolizar (0 h) y el colágeno hidrolizado (24 h), para ambas enzimas utili-
zadas. Letras minúsculas y mayúsculas distintas indican diferencias significativas (P ≤ 0.05), para 
CEs y EEs, respectivamente, por efecto del tiempo de hidrólisis. *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.

HT proteolitic® 
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AS les difundirse fácilmente 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 más estables. Puede usarse para probar la 
capacidad de los compuestos para actuar co-
mo atrapadores (captadores) de radicales li-
bres o donantes de hidrógeno (Munteanu y 
Apetrei, 2021). En la Tabla 4 se muestra el 
efecto de la hidrólisis sobre el porcentaje de 
atrapamiento del radical DPPH. Se puede apre-
ciar que el colágeno hidrolizado, obtenido me-
diante ambas enzimas, incrementó de forma 
significativa (P  0.05). Además, el valor de la 
CAR-DPPH a las 24 h para la enzima PAL® fue 
estadísticamente mayor, comparado con el de 
la enzima HT proteolitic®. El comportamiento 
descrito en el presente estudio mostró una 
correspondencia entre el GH y la capacidad 
eliminadora de radicales DPPH, lo que sugie-
re una probable dependencia con el tamaño 
molecular de los hidrolizados de colágeno. 
Diversas investigaciones, realizadas con hi-
drolizados de colágeno de piel de bovino, piel 
de pescado y tejido óseo bovino, presentaron 
el mismo comportamiento, con incrementos
desde 15 % hasta 85 % en la CAR-DPPH. Es-
ta variación depende del tiempo de hidróli-
sis, el tipo de proteasa, así como de la relación 
E/S utilizada. Los autores mencionaron que el 
poder antioxidante de los péptidos y/o ami-

noácidos es superior al de las proteínas nati-
vas, debido a la facilidad de donar electrones 
o átomos de hidrógeno (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 catiónico ABTS•+. Este méto-
do también evalúa la capacidad de los anti-
oxidantes de donar un electrón o un átomo 
de hidrógeno para estabilizar los radicales. 
Se puede aplicar en un amplio rango de pH 
y es soluble en medios acuosos y orgánicos 
(Munteanu y Apetrei, 2021). En este trabajo se 
observó que, en los hidrolizados de colágeno 
aumentó 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 enzimático utilizado. 

El comportamiento encontrado en este es-
tudio es semejante al reportado por Song y 
col. (2021a), quienes hidrolizando colágeno de 
hueso bovino observaron un aumento en la 
CAR-ABTS. Los autores mencionaron que, el 
fenómeno podría resultar de la acción com-
binada de los aminoácidos terminales o di-
péptidos y tripéptidos. Además, el peso mo-
lecular más bajo puede desempeñar un papel 
importante, debido a que la estructura secun-
daria de estas moléculas expone relativamen-

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

Determinación PAL® HT proteolitic®
0 h 24 h 0 h 24 h

CAR-DPPH (%)   11.11 ± 1.05a,A 62.38 ± 2.15b,B     9.85 ± 0.85a,A 50.35 ± 3.04b,C

CAR-ATBS (%) 20.90 ± 2.25a,A 72.79 ± 5.00b,B  21.34 ± 1.66a,A 80.55 ± 3.72b,B

Poder reductor (UA700 nm)    0.10 ± 0.01a,A    0.39 ± 0.02b,B     0.11 ± 0.01a,A    0.37 ± 0.01b,B

CAR-DPPH: Capacidad de Atrapamiento del Radical DPPH. CAR-ABTS: Capacidad de Atrapamiento del Radical ABTS. 
Para el colágeno sin hidrolizar (0 h) y el colágeno hidrolizado (24 h), para ambas enzimas utilizadas. Letras minúscu-
las distintas indican diferencia significativa (P  0.05) para el tiempo de hidrólisis con una misma enzima; letras 
mayúsculas distintas indican diferencia significativa (P  0.05) por efecto del tipo de enzima para el mismo tiempo. 
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parte, durante la evaluación de hidrolizados 
de colágeno de hueso, glicosilados antes y des-
pués de llevarse a cabo la reacción de Mai-
llard, presentaron productos de glicosilación 
que podrían desempeñar el papel de donado-
res de hidrógeno, al mostrar una mayor ac-
tividad CAR-ABTS. Los compuestos genera-
dos durante el proceso podrían desempeñar 
un papel antioxidante, al inducir la extinción 
de radicales mediante el mecanismo de trans-
ferencia de átomos de hidrógeno o de su re-
ducción directa por transferencia de electro-
nes  (Qi  y  col.,  2024).

Poder reductor
El poder reductor es un método que mide la 
reducción de iones férricos (Fe3+) al comple-
jo ferroso intensamente azul (Fe2+) por medio
de antioxidantes en ambientes ácidos (Mun-
teanu y Apetrei, 2021). En el presente estudio, 
se encontró un aumento significativo (P ≤ 0.05),
del poder reductor de ambas enzimas utiliza-
das, de ≈ 3.9 veces para PAL® y  3.36 veces 
para HT proteolitic®, lo que indica que los 
péptidos generados por la hidrólisis enzimática 
representan una excelente fuente donadora de 
electrones. Xie y col. (2021), en su estudio so-
bre colágeno hidrolizado, evaluaron el mismo 
método, encontrando valores de absorbancia 
(UA700 nm) entre 0.149 y 0.323, similares a los 
del presente estudio. La composición de los re-
siduos de aminoácidos en los péptidos es uno 
de los factores importantes que afectan a la 
actividad antioxidante de las cadenas polipep-
tídicas. Se ha demostrado que los aminoáci-
dos glicina (Gly) y prolina (Pro), ambos abun-
dantes en el colágeno, desempeñan un papel 
importante en la capacidad de eliminación de 
radicales libres en ciertos péptidos (Wang y 

col., 2013). Además, los residuos aromáticos 
e hidrofóbicos hallados en los hidrolizados de 
colágeno, mostraron una alta eficiencia en atra-
par radicales libres debido a su facilidad para
donar  átomos  de  hidrógeno  (Xie  y  col.,  2021).

CONCLUSIONES
La optimización del proceso de hidrólisis del 
colágeno bovino con las endoproteasas comer-
ciales PAL® y HT proteolitic® presentaron un 
grado de hidrólisis extensivo (76.38 % y 72.15 %, 
respectivamente). Los modelos polinómicos de 
segundo orden generados explicaron entre 93 % 
y 96 % la variabilidad de los datos experimen-
tales. Los hidrolizados de colágeno mejoraron 
significativamente en su solubilidad, así como
 en la capacidad y estabilidad de emulsificación, 
sin embargo, disminuyeron en la capacidad y 
estabilidad de espumado. La asociación directa 
entre el colágeno hidrolizado y las actividades 
antioxidantes de los péptidos generados por 
la hidrólisis enzimática, indica que el colágeno 
hidrolizado, obtenido bajo las condiciones de 
optimización, presentó propiedades tecnofun-
cionales y antioxidantes mejoradas, lo que su-
giere una potencial aplicación como ingredien-
te funcional en sistemas alimentarios, que de-
be ser comprobada mediante estudios especí-
ficos.
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