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INTRODUCCION

La levadura residual de cerveceria es el segundo subproducto mas importante de la industria
cervecera. La misma posee un elevado contenido proteico (35-60% en base seca) (Li y col.,
2020), siendo las manoproteinas la fraccion proteica mayoritaria. Estas glicoproteinas contienen
residuos de manosa en su estructura en una proporcion gue oscila entre 50% y 90% (Li y col.,
2018, Spontdn y col., 2016). Dado el elevado tenor proteico de este subproducto, y su elevada
disponibilidad (residuo industrial), las levaduras residuales de cerveceria constituyen una fuente
promisoria para la obtencion de péptidos bioactivos (Marson y col., 2020; Yang y col., 2015).
Las enfermedades neurodegenerativas implican un dafio neuronal, el cual deriva en un deterioro
de los procesos cognitivos, ocasionado a largo plazo una disfuncién del sistema nervioso central
(Spontoén y col., 2016). La enzima tirosinasa interviene en la sintesis de neuromelanina en el
cerebro. Niveles por encima el umbral normal de esta enzima en este 6rgano ocasionan
acumulacioén de melanoides en la sustancia nigra, favoreciendo la génesis de diversas patologias
tales como Parkinson (Li y col.,, 2021). La enzima acetilcolinesterasa (AChE) degrada la
acetilcolina, esta Ultima actia como neurotransmisor en el cerebro. Un incremento excesivo en la
actividad de AChE estd estrechamente relacionado con una falla en la neurotransmision
acetilcolinérgica y degeneracién de los circuitos neuronales, lo que se traduce en diversas
neuropatologias como el Alzheimer y Parkinson (Sanchez-Chavez y col., 2008; Alpizar-Quesada
y Morales-Alpizar, 2003). Por otro lado, se ha observado que un incremento excesivo de la
actividad de la enzima prolil-oligopeptidasa (POP) ocasiona procesos inflamatorios a nivel
cerebral (Hofling y col., 2016), promoviendo la generacion de placas (3-amiloide en células de
neuroblastoma (Taraszkiewicz y col., 2023). Ademas, se ha visto que un incremento del estrés
oxidativo en el cerebro contribuye con la génesis de Alzheimer y Parkinson (Lara y col., 2015;
Lee y col., 2020). Hasta la fecha, son escasas las investigaciones dirigidas a la produccion de
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péptidos neuroprotectores a partir de manoproteinas de levadura de cerveza residual. Ademas,
no hay estudios centrados en el estudio de la bioaccesibilidad de estos péptidos luego de un
proceso de digestidon gastrointestinal simulada seguida de una fermentacion coldnica.

OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo fueron obtener péptidos con propiedades neuroprotectoras y
antioxidantes a partir de manoproteinas de levaduras residuales de cerveceria y evaluar la
bioaccesibilidad peptidica luego de una digestion gastrointestinal simulada seguida de una
fermentacion colonica in vitro.

METODOLOGIA

Las levaduras residuales fueron proporcionadas por una cerveceria artesanal de Santa Fe.
Luego, las levaduras fueron tratadas térmicamente y al residuo obtenido se le adiciond la enzima
B-glucanasa de acuerdo a Aquino y col. (2024). Posteriormente, el residuo de hidrélisis obtenido
con B-glucanasa se utilizé como sustrato para producir los péptidos bioactivos. Para ello, se
utilizaron dos sistemas enziméticos: Alcalasa (A) y Alcalasa + Flavourzyme (A+F). El proceso de
hidrdlisis se llevo a cabo segun Cian y col. (2018). Luego, los hidrolizados fueron sometidos a un
proceso de digestion gastrointestinal simulada (DGIS) seguida de una fermentacién col6nica (FC)
(Aquino y col., 2024). A partir de la etapa gastrointestinal se obtuvieron dos dializados (DA y
DA+F). Asi mismo, luego de la fermentacion colonica se obtuvieron los dializados DFA y DFA+F.
A cada una de las muestras se les determiné el contenido de proteinas segun Lowry y col. (1951)
y se les evalué las propiedades antioxidantes mediante FRAP siguiendo el método de Ciany col.,
(2021). A todas las muestras se les evaluaron las actividades neuroprotectoras mediante la
inhibicion de las enzimas tirosinasa (EC1.14.18.1), acetilcolinesterasa (AChE) (EC: 3.1.1.7) y
prolil-oligopeptidasa (POP) segun Takahashi y col. (2012), Spont6n y col. (2016) y Chanajon y
col. (2022), respectivamente. Todas las bioactividades se evaluaron por triplicado. Se realizé el
test de ANOVA para determinar diferencias significativas entre muestras (p<0,05) y el test de LSD
(Least Significant Difference) para comparacion de a pares al 95% de confianza, utilizando el
Software Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

El hidrolizado A+F presenté mayor poder reductor que A, siendo los valores de FRAP 0,24 + 0,00
y 0,19 £ 0,00 mmol de Trolox/L, respectivamente. Al respecto, Jin y col., (2016) encontraron que
la combinacién de las enzimas Alcalasa y Flavourzyme genera péptidos con mayor actividad
antioxidante que los productos obtenidos con dichas enzimas de forma individual. La DGIS
modificé la actividad antioxidante de los hidrolizados. En este sentido, se pudo observar un
incremento del potencial antioxidante para A, siendo el valor de FRAP para DA de 0,22 + 0,01
mmol Trolox/L. Sin embargo, para A+F se observé una reduccion del poder reductor tras el
proceso digestivo, siendo el valor de DA+F de 0,15 + 0,00 mmol Trolox/L. Por lo tanto, la DGIS
promovi6 la formacién de nuevos péptidos a partir de A con mayor potencial antioxidante. Por el
contrario, luego de la FC, el dializado con mayor poder reductor fue DFA+F (0,30 + 0,01 mmol de
Trolox/L). Esto indica que las proteasas microbianas modulan la generacion de péptidos
antioxidantes, los cuales resultan bio-accesibles.

Respecto a las propiedades neuroprotectoras, el hidrolizado A+F exhibié mayor inhibicién frente
alaenzima POP que A (Tabla 1). Ademas, se pudo observar que la DGIS promovio la generacion
de nuevos péptidos a partir de A+F con mayor actividad inhibidora frente a esta enzima. Sin
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embargo, la IC50 de DFA+F fue mayor a la obtenida en DA+F. Esto indicaria que los péptidos
gue dializan a nivel col6nico poseen menor poder inhibidor frente a POP. Son escasos los
estudios que existen en la actualidad sobre el efecto de la DGIS y FC sobre la inhibicién de esta
enzima. Al igual que para POP, el hidrolizado A+F exhibié mayor inhibicién frente a la enzima
tirosinasa que A (Tabla 1). Ademas, se pudo observar que la DGIS promovié la generacion de
nuevos péptidos a partir de A+F con mayor actividad inhibidora frente a esta enzima. En este
sentido, se ha reportado que la DGIS favorece la generacion de péptidos inhibidores de tirosinasa
(Feng y col., 2021). No obstante, el potencial inhibidor de los dializados col6nicos fue menor al
encontrado para los dializados gastrointestinales (mayor IC50).

Tabla 1 Inhibicién con las enzimas POP, Tirosinasa-Monofenolasa y AChE mediante el calculo de IC50

M IC50 POP IC50 Tirosinasa-Monofenolasa IC50 AChE
uestras s . .
(mg/ml proteinas) (mg/ml proteinas) (mg/ml proteinas)
A 3,59 £ 0,007 16,90 + 0,10f NA
A+F 2,86 + 0,00° 9,21 + 0,00¢ NA
DA 0,922 + 0,069 0,98 £ 0,1° 1,53 + 0,00¢
DA+F 0,68 + 0,002 0,45 + 0,002 NA
DFA 1,28 + 0,00¢ 2,27 + 0,00°¢ 0,71 + 0,00
DFA+F 2,22 + 0,199 4,09 +0,004 0,35 + 0,002

NA: No activo. Valores con diferentes letras en una misma columna presentaron diferencias significativas
(p <0,05).

En cuanto a la inhibicion de la enzima AChE, ninguno de los hidrolizados presenté actividad
(Tabla 1). Sin embargo, luego de la DGIS de A se generaron péptidos inhibidores de dicha
enzima, los cuales resultaron bioaccesibles a nivel gastrointestinal. Resulta importante destacar
que la FC promovid la produccion de péptidos inhibidores de AChE a partir de ambos hidrolizados.
Ademas, DFA+F exhibié mayor actividad que DFA, obteniéndose el menor valor de IC50 entre
todas las muestras analizadas.

Las levaduras residuales de cerveceria resultaron ser un buen sustrato para obtener péptidos
con propiedades neuroprotectoras y antioxidantes. Ademas, el proceso de digestion
gastrointestinal simulada seguido de una fermentacion colénica modulé dichas bioactividades,
observandose incrementos o reducciones de las actividades en los dializados. Asi mismo, el
dializado gastrointestinal obtenido a partir A+F presentd las mayores propiedades
neuroprotectoras (inhibicién de POP vy tirosinasa), mientras que su dializado colénico exhibi6 el
mayor potencial reductor e inhibicion de AChE. Por lo tanto, la hidrélisis de manoproteinas con
Alcalasa y Flavourzyme permite generar péptidos neuroprotectores y antioxidantes, los cuales
son precursores de nuevas especies mas activas y bioaccesibles que se generan por las
proteasas digestivas y microbianas.
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