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INTRODUCCION

La levadura de cerveza residual (LCR) es el segundo subproducto mas importante generado
durante el proceso de elaboracion de dicha bebida. La LCR estd compuesta principalmente
por proteinas de alto valor bioldgico (70-85%), que oscilan entre el 35 y el 60% del peso seco
(Vilela y col., 2000a). Dentro de la matriz proteica se encuentran las manoproteinas (MP). Las
mismas poseen residuos de manosas (glicoproteinas) y se localizan principalmente en la
pared celular, asi como también en el citosol. A la fecha, se ha estudiado su uso como fuente
de péptidos bioactivos tales como: inhibidores de acetilcolinesterasa (Spontén y col., 2016),
antioxidantes y anti-hipertensivos ( Amorim y col., 2019b). Sin embargo, el impacto de la
digestion gastrointestinal sobre la bioactividad de dichos péptidos y su bioaccesibilidad no ha
sido abordado.

OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la digestién gastrointestinal (DGl) sobre la

bioaccesibilidad de péptidos con propiedades bioactivas obtenidos por hidrélisis enzimatica,
a partir de un extracto proteico de levaduras residuales de la industria cervecera.

METODOLOGIA

Se trabaj6 con levadura de cerveza residual (LCR), a partir de ella se obtuvo un extracto
proteico R el cual se lo someti6é a una hidrélisis secuencial con enzimas comerciales: 1) 1h
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con B-glucanasa y 2h con alcalasa, 2) 2h B-glucanasa y 2h con alcalasa, obteniéndose HR1
y HR2 respectivamente. Los hidrolizados fueron caracterizados respecto a los contenidos de
proteinas (segun Lowry y col. 1951), de manosa (de acuerdo a Zhang y Gu, 1999) y perfil de
aminoacidos (segun Alaiz y col.,1992). Los hidrolizados fueron sometidos a un proceso de
digestion gastrointestinal in vitro (DGI) siguiendo el método INFOGEST (Brodkorb y col., 2019)
para evaluar la bioaccesibilidad de los péptidos bioactivos. Se obtuvieron dos dializados D1y
D2 y dos digeridos DG1 y DG2 correspondientes a HR1 Y HR2, respectivamente. Los
dializados y los digeridos fueron caracterizados de acuerdo a su masa molecular por FPLC
segun Ciany col. (2018) y perfil de péptidos por HPLC segun Zhang y col. (2018).

Se determinaron la actividad antioxidante (AO), la actividad hipoglucemiante (HG) y la
antihipertensiva (AH). Las propiedades antioxidantes (AO) se determinaron mediante la
inhibicién de los radicales ABTS+ y DPPH, y mediante la capacidad quelante del cobre (CQ)
(Cian y col., 2012). Para la inhibicion del ABTS+ se determiné la cantidad de proteinas
(mg/mL) que inhibe el 50% del radical (IC50), mientras que para determinar la CQ y de
inhibicion del DPPH, se normalizé la concentracion de proteinas a 0,5 mg/mL y 4 mg/mL,
respectivamente. Las propiedades hipoglucemiantes (HG) se determinaron a través de
ensayos de inhibicién de las enzimas a-glucosidasa y dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), segun
Donkor y col., (2012) y Wang y col., (2017), respectivamente. Para la inhibicién de la a-
glucosidasa se determiné la cantidad de proteinas (mg/mL) que inhibe el 50% de la actividad
(IC50), mientras que para la DPP-IV se determind el porcentaje de inhibicibn a una
concentracion de proteinas de 2 mg/mL. La propiedad antihipertensiva (AH): Se evalud
mediante la capacidad de inhibicion de la enzima convertidora de angiontensina | (ECA 1),
utilizando la técnica propuesta por Hayakari y col. (1978) con algunas modificaciones segun
Cian y col. (2018). Se determiné la cantidad de proteinas (mg/mL) que inhibe el 50% de la
actividad enzimatica (1C50).

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Los hidrolizados HR1 y HR2 presentaron una relacién manosa/proteina de 1,23 y 3,35 mg
/100 g, respectivamente. La presencia de manosa en los hidrolizados inidcaria una protedlisis
efectiva de las manoproteinas presentes en las levaduras residuales. A su véz, la mayor
relacion manosa/proteinas en HR2 indicaria una mayor proporcion de glicopéptidos en dicho
hidrolizado respecto a HR1. Estos valores fueron similares a los reportados por Liy col., (2020)
para extractos/hidrolizados de LCR.
El perfil de aminoacidos de HR1 y HR2 (Figura 1) mostr6 un elevado contenido de
aminoacidos hidrofobicos y basicos (51 y 22% del total, y 57 y 12% del total, respectivamente).
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Amorim y col. (2019a) para péptidos
antioxidantes inhibidores de  ECA-I obtenidos a partir de LCR.
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Figura 1: Perfil de aminoacidos (g/100 g proteina) de los hidrolizados HR1 y HR2.
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Todas las muestras analizadas por HPLC (HR1, D1, HR2 y D2) presentaron péptidos tanto
hidrofilicos como hidrofébicos (Figura 2). Se encontr6 que la DGl generé péptidos
bioaccesibles con un perfil diferente, lo que indicaria una potencial degradacion de algunos
péptidos presentes en los hidrolizados. Por otra parte, la proporcién de péptidos de mediana
hidrofobicidad fueron similares entre los hidrolizados y no se modificaron por la DGI.
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Figura 2: Relaciones de areas tomadas del perfil cromatografico por HPLC de las muestras. Baja
hidrofobicidad: area 0-20 min; media hidrofobicidad: 21-35 min; alta hidrofobicidad: 36-52 min.

Para ambos hidrolizados, el tamafio medio de las moléculas resultd ser de 2000 Da. No
obstante, HR1 también present6 especies moleculares de mayor tamafno (160kDa). Para D1
y D2 el perfil evidencié moléculas de menor tamaro, siendo el mismo 1200 Da y 1300 Da
respectivamente. Para el caso de DG1y DG2, se observ6 un tamario medio de 1300 Da. Esto
desmuestra, al igual que lo observado con el perfil de péptidos por HPLC, que la DGl influy6
en el tamano de los péptidos, parte de los cuales seguramente sufrieron un proceso de
protedlisis.

Los valores de IC50 para la inhibicion del ABTS resultaron de 1,42+0,10, 1,91+0,00,
2,21+0,001, 1,71+0,00, 2,1240,00 y 2,69+0,00 mg proteinas/mL para HR1, D1 , DG1, HR2 ,
D2 y DG2 respectivamente. HR1 presento mayor actividad que el HR2. Ademas se pudo ver
que la DGI afect6 el potencial antioxidante, reduciendo la activididad respecto al hidrolizado
de partida. Sin embargo, dializaron mas péptidos antioxidantes de los que quedaron en el
digerido.

En cuanto a la CQ, los valores fueron de 65,41+3,4%,57,28+5,7% , 50,28+ 2,7% y 50,28
+6,5% para HR1, D1, HR2 y D2 respectivamente. Se evidencio que HR1 presenta mayor CQ
que HR2. Sin embargo, la DGI produjo una pérdida de la CQ para ambos hidrolizados en un
porcentaje del 12% y 13 % respectivamente. Respecto a los dializados, D1 presenté mayor
%CQ que D2, indicando que los péptidos dializados luego de la DGI de HR1 mantienen mas
la actividad que los obtenidos a partir de HR2. Estos hallazgos son relevantes debido que
hasta la fecha no hay trabajos que se centren en la obtencién bioactivos a partir de
manoproteinas con propiedades quelante de metales. La inhibicion del DPPH fue de
19,2444,01% y 11,47+0,4% para HR1 y HR2 respectivamente, mientras que D1 y D2 no
presentaron actividad a la concentracién de proteina estudiada, lo que indicaria que la DGI
degrada los péptidos activos frente a este radical.

Respecto a la ihibicién de la ECA, HR1 presenté menor IC50 que HR2 (0,68+0,2 y 1,29+0,1,
mg/ml, respectivamente). Sin embargo, esta actividad en los péptidos de HR1 se pierde
drasticamente luego de la digestién (IC50 D1: 4,5+0,1 mg/mL). Contrariamente, la actividad
de D2 fue similar a la de HR2, indicando que los péptidos activos frente a ECA-I fueron menos
suceptibles al ataque proteolitico de las enzimas digestivas. Estos es relevante, ya que si se
desea desarrollar un suplemento dietario a partir de HR1 resulta imperante su
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proteccion frente al ambiente gastrointestinal. Esto permitiria presevar la bioactividad de los
péptidos inhibidores de ECA-I, manteniéndolos activos hasta el sitio de absorcion. Sélo los
digeridos de los hidrolizados presentaron actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa
donde la IC50 result6 de 0,24+0,0 y 0,27+0,00 mg proteina/mL, para DG1 y DG2
respectivamente. En cuanto a la inhibicion de la enzima DPP-IV, se pudo observar que el D1
fue el mas activo (37,12t 0,5%), siguiéndole en en actividad el D2 (28,8+2,5%). Esto
demuestra que los nuevos péptidos generados tras la DGl a partir de los hidrolizados son mas
inhibidores de la enzima DPP-1V (incremento de 30% en la actividad) que los presentes en los
hidrolizados (27,60x1,8 % y 22,15 £2,5 %, para HR1 y HR2 respectivamente). Por lo tanto, la
DGI promueve la formacion de péptidos con actividad inhibitoria de las enzimas digestivas
que participan en el metabolismo de hidratos de carbono o regulacion de la glucemia. En
ambos casos, estos hidrolizados serian interesantes para desarrollar suplementos o
ingredientes con propiedades antidiabetogénicas.
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