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INTRODUCCION

En la industria cervecera se producen grandes cantidades de residuos a lo largo de todo
el proceso de elaboracién. La levadura de cerveza residual (LCR) es el segundo
subproducto en cantidad. Posee un alto contenido de proteinas, lo que la hace una
fuente promisoria de péptidos bioactivos. Dentro de la fraccién proteica, se destacan las
manoproteinas (MP). Las mismas poseen residuos de manosas (glicoproteinas) que se
localizan principalmente en la pared celular y poseen una amplia distribucién de peso
molecular: 5a 10 kDa; 10 a 100 kDay 100 a 400 kDa (Liy col., 2020). Las MP se pueden
dividir en tres grupos: (i) unidas no covalentemente, (ii) unidas covalentemente al
glucano estructural y (iii) unidas por puentes disulfuro a otras proteinas que estan
ligadas covalentemente al B-glucano de la pared celular. Se ha observado que las MP
0 sus péptidos pueden inhibir la enzima acetilcolinesterasa. En este sentido, estudios
recientes han demostrado que los inhibidores de la acetilcolinesterasa alivian los
sintomas neuropsiquiatricos en pacientes Alzheimer. Por otro lado, se ha observado que
la inhibicion de la enzima tirosinasa a nivel cerebral podria atenuar ciertas enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson, ya que se inhibe la
produccién de neuromelanina. Por lo mencionado, el estudio del efecto neuroprotector
de las MP y sus péptidos adquiere gran relevancia. Mas si se tiene en cuenta que
pueden ser obtenidos en grandes cantidades a partir de un subproducto industrial.
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue obtener fracciones peptidicas enddgenas de diferente
peso molecular mediante ultrafiltracion a partir de un extracto proteico de LCR y evaluar



la propiedades inhibidoras de los mismos frente a las enzimas acetilcolinesterasa y
tirosinasa.

METODOLOGIA

Se trabajé con levadura de cerveza residual (LCR), a partir de ella mediante un
tratamiento térmico se obtuvo un extracto proteico (P) rico en proteinas no unidas
covalentemente. Para incrementar la pureza de las proteinas en el extracto se realiz6
una precipitacion con etanol de acuerdo con Li y Karboune (2018) con algunas
modificaciones. Al sobrenadante (S) obtenido del paso anterior se le realizo un proceso
de fraccionamiento mediante ultrafiltracién (UF), empleando para tal fin membranas de
10 y 5 kDa. El proceso de UF permitié obtener 3 fracciones: 1) F>10 kDa 2) F10-5kDa
y 3) F<5 kDa. Tanto S como todas las fracciones obtenidas por UF fueron caracterizadas
segun su contenido de proteinas (Lowry y col. 1951) y el contenido de beta-glucanos
(Zhang y Gu 1999). Para caracterizar las fracciones proteicas unidas a manosa, el
sobrenadante S fue sometido a una cromatografia de afinidad unida a ConA. Luego de
dicho proceso, se obtuvieron dos fracciones: S-F1 (proteinas no unidas a manosa) y S-
F2 (manoproteinas), respectivamente. Ademas, todas las fracciones fueron
caracterizadas de acuerdo con su masa molecular por FPLC segun Cian y col. (2018).
A todas las fracciones obtenidas mediante UF (F> 10 kDa, F>5kDa y F<5kDa) se les
evalud la capacidad inhibitoria frente a las enzimas tirosinasa (Takahashi y col., 2012) y
acetilcolinesterasa (ACE) (Spontén y col., 2016).

RESULTADOS/CONCLUSIONES

El extracto P presentd una proporcién proteinas/soélidos de 19,69 + 1,79 g/100 g con un
rendimiento proteico del 28,06 + 1,06%. Mediante la precipitacién con etanol se logré
aumentar la pureza proteica en S, siendo la relacion proteinas/sélidos de 35,74 + 2,48
g/100 g. Por otro lado, el contenido de glicoproteina en S fue de 32,34 * 0,45%.

En la Figura 1 se muestra el perfil de pesos moleculares de P, S y S-F2. Para el caso
de P, el tamano medio de las fracciones proteicas fue de 1900 Da (Figura 1.A), mientras
que para S fue de 2300 Da (Figura 1.B). Resulta oportuno agregar que las
manoproteinas 0 manopéptidos presentes en S poseen distintos pesos moleculares,
observandose tres picos mayoritarios en el perfil de S-F2 de 36, 1,6 y 0,05 kDa (Figura
1.C).
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Figura 1. Perfil cromatografico obtenido por FPLC de P (A), S (B) y S-F2 (C). Se muestran los
tamafios moleculares (Da y kDa) de los picos mas representativos.

Los valores de IC50 para la inhibicion de la enzima tirosinasa mediante la actividad
monofenolasa para S, F> 10 kDa y F10-5kDa fueron: 5,89 + 0,05, 21,80 £ 0,06 y 27,21
+ 0,01 mg proteinas/mL respectivamente. Cabe senalar que F<5kDa no presento
actividad. Respecto a la inhibicion de la tirosinasa mediante el mecanismo difenolasa,
los valores de IC50 para S, F10-5kDa y F<5kDa resultaron 5,67+ 0,01, 24,38 + 0,01,
0,89 * 0,32 mg proteinas/mL respectivamente. Por otro lado, F> 10 kDa no presento
actividad. Estos resultados indicarian que las fracciones proteicas de mayor tamafo



molecular poseen mayor actividad monofenolasa, mientras que las de menor tamafo
presentan mayor actividad difenolasa. En este sentido, se ha visto que las propiedades
estructurales de las cadenas laterales de los péptidos pueden desempenar un papel
importante en la inhibicion de la enzima tirosinasa (Yap y col., 2021). Un elevado peso
molecular y voluminosas cadenas laterales reducen la difusién peptidica hacia el sitio
activo de la enzima, reduciendo la capacidad de inhibicién del tipo difenolasa.

La IC50 para la inhibicién de la ACE para S, F10-5kDa y F<5kDa fue: 10,07 £ 0,02, 5,79
+0,0 2y 4,47 + 0,03 mg proteinas/mL, respectivamente. Sin embargo, la fraccion la F>
10 kDa no presento actividad. Este resultado indicaria que las fracciones peptidicas de
menor tamafio molecular son las mas activas frente a la enzima ACE. Al respecto,
Malomo y col. (2019) reportaron que los péptidos de bajo PM presentan mayor actividad
inhibidora frente a ACE. A su vez, un menor tamafo molecular favorece su absorcion
intestinal y posible difusion a través de la barrera hematoencefalica.

Por ultimo, las fracciones peptidicas enddgenas, aisladas a partir extracto de LCR,
poseen propiedades neuroprotectoras in vitro (inhibicion de la actividad ACE vy
tirosinasa), la cual depende en parte del tamafio molecular.

Resulta necesario realizar mas estudios para ponderar la bioaccesibilidad peptidica de
dichas fracciones bioactivas, teniendo en cuenta el efecto de las enzimas
gastrointestinales.
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