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Introdución Los ROSs (reactive oxygen species) inician reacciones que dañan moléculas

biológicas pudiendo provocar diversas patologías. Son generados por el organismo o pueden ser

incorporados a partir de fuentes exógenas. Por otra parte, causan deterioro en alimentos durante su

procesamiento y almacenamiento, especialmente a través de la oxidación de lípidos. Algunos

antioxidantes sintéticos como el BHT y el BHA son empleados en la industria alimentaria, pero

actualmente su uso está siendo cuestionado porque podrían provocar daño hepático. Actualmente

numerosas investigaciones están direccionadas a encontrar antioxidantes que contengan péptidos
bioactivos antioxidantes liberados por hidrólisis enzimática de proteínas alimentarias.

Frutos de Bromelia serra Griseb.
Bromeliaceae, Pcia. de Entre Ríos



Extracto proteolítico crudo
Buffer cítrico-fosfato 0,1-0,2 M de pH 5

EDTA y cisteína 5 mM



Precipitación etanólica

(4 volúmenes de etanol, -20 ºC)



Centrifugación
1000 rpm, 30 min, 4 ºC



Resuspensión en buffer de extracción



1. Extracto proteolítico

parcialmente purificado



Actividad específica: 2,97±0,38 Ucas/mg

2. Sustratos proteicos para hidrólisis

 AISLADO PROTEICO DE SOJA (SOJ)

5,1±0,6 mg/ml

 LACTOSUERO BOVINO (LAC)

9,4±0,2 mg/ml

 CASEÍNA BOVINA (CAS)

8,2±0,6 mg/ml. 

3. Condiciones de hidrólisis

 Proporción enzima:sustrato: 1:9

 Temperaturas: 45 y 55 °C

 Inactivación enzimática: shock 

térmico (100 °C, 5’)

 Tiempos de digestión: 5’-180’

 Agitación: 200 rpm

Materiales y métodos
4. Seguimiento de las hidrólisis

 SDS-PAGE (tricina)

 Grado de hidrólisis (método del TNBS)

Objetivos
Obtener un extracto proteolítico a partir de 

frutos de Bromelia serra.

Utilizarlo para  hidrolizar caseínas y 

proteínas de lactosuero y de soja

Determinar actividad antioxidante en los 

hidrolizados empleando dos variantes del 

método del ABTS.

5. Determinación de actividad antioxidante
Reactivo radical catiónico ABTS•+ : 29 mg; persulfato de 
potasio: 5 mg; agua: 7,6 ml; 16 h en oscuridad; dilución 

con buffer fosfatos 5 mM, pH 7,4  hasta A734nm final= 
0,70±0,02

a) Método original
 Muestra: 2 µl; reactivo:198 µl (microplaca de 96 wells)
 Lectura: A734nm luego de 30 min a 25 ºC
 Curva de calibración de Trólox: 0,025-2,5 mg/ml

b) Método “quencher” 
 Muestra: 10 µl; reactivo: 1 ml
 Incubación: 30’, 25 ºC, 232 rpm
 Centrifugación: 15’, 10.000 rpm
 Lectura: A734nm de los sobrenadantes
 Curva de calibración de Trólox: 0,05-0,85 mg/ml

Resultados

►A partir de frutos de Bromelia serra se preparó un extracto proteolítico, parcialmente purificado por

precipitación etanólica, que presentó un valor de actividad específica de 2,97±0,38 Ucas/mg.
► Los hidrolizados de 55 °C resultaron tener mayores valores de actividad antioxidante que los correspondientes a 45 °C.
► Los valores máximos obtenidos de actividad antioxidante fueron de 2,89 ±0,12 mg/ml de Trólox para los hidrolizados de caseína de 180 min;

1,49±0,09 mg/ml de Trólox para los correspondientes a soja de 180 min y 0,86±0,05 mg/ml de Trólox para aquellos de lactosuero de 60 min.

 Los valores de actividad antioxidante obtenidos por el método “quencher” resultaron ser mayores que los obtenidos por el
método original. Estos resultados sugieren que esta situación podría deberse a la liberación de péptidos antioxidantes atrapados
dentro de agregados proteicos de los hidrolizados, hecho favorecido por la agitación constante en presencia del reactivo.
 De este modo, a partir de los resultados obtenidos, se infiere que los hidrolizados obtenidos podrían emplearse como
ingredientes en alimentos funcionales o como aditivos para retrasar la oxidación natural.
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Tricine-SDS PAGE y Grado de hidrólisis (método del TNBS). Hidrolizados de caseína, soja y lactosuero de 45 y 55 ºC. BS: 
sustrato. Tiempos de hidrólisis: 0-180’. Patrones de peso molecular (BioRad): multipeptídico (MP) y “Low Range” (LR).
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 Valores de actividad antioxidante mayores para el método quencher
Mayor actividad antioxidante en los hidrolizados de 55 °C que en los de 45 °C 
para el método quencher
 Valores máximos obtenidos: 

CAS 180 min: 2,89 ±0,12 mg/ml de Trólox
SOJ 180 min1: 49±0,09 mg/ml de Trólox
LAC 60 min: 0,86±0,05 mg/ml de Trólox


