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INTRODUCCION
La hipercolesterolemia y la hiperglicemia son desordenes metabdlicos caracterizados por altos
niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, que incrementan los riesgos de contraer
enfermedades cardiovasculares (Banan-Mwine Daliri y col. 2017). Aunque existen medicamentos
que tienen como objetivo disminuir el colesterol en sangre, algunos alimentos funcionales y
compuestos bioactivos naturales podrian tener un rol preventivo (Aiello y col. 2018).
Actualmente existe un interés creciente en buscar fuentes no convencionales de compuestos
bioactivos, que agreguen valor a los subproductos industriales. La hez de malta (HM) es el
subproducto mas abundante generado en el proceso de elaboracién de cerveza. La fibra
constituye aproximadamente la mitad de la composicion en peso seco, mientras que las proteinas
pueden constituir hasta un 30%. Ademas de su importancia como fuente de ingredientes
alimentarios, la HM puede ser una fuente potencial de componentes bioactivos que promueven
la salud (Lynch y col. 2016). Estudios recientes han demostrado que la ingesta de hidrolizados
proteicos y péptidos de origen vegetal pueden reducir la concentracion de colesterol en sangre
(Ruiz Ruiz y col. 2014). Los péptidos identificados como hipolipemiantes pueden actuar
reduciendo la solubilidad del colesterol en las micelas lipidicas (Banan-Mwine Daliri y col. 2017),
y/0 inhibiendo las enzimas lipasa y colesterol esterasa del tracto gastrointestinal (Prados y col.,
2018).
Los componentes bioactivos presentes en hidrolizados y concentrados proteicos se pueden
obtener mediante diferentes métodos. Un enfoque clasico para producir péptidos bioactivos es
encontrar una fuente de proteina adecuada, seguido de su hidrélisis enzimatica, a fin de generar
péptidos con una bioactividad potencial. Luego se procede a la identificacion de las secuencias
de péptidos y finalmente a la confirmacién de la bioactividad (Chakrabarti y col. 2018). Es bien
sabido que la cromatografia es la técnica mas poderosa para aislar y purificar péptidos bioactivos.
Diferentes sistemas cromatogréaficos han sido desarrollados sobre la base de las propiedades de
las moléculas (Lemes y col. 2016), con lo que es posible separar y purificar péptidos bioactivos
en base a sus propiedades fisicoquimicas.

OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo fueron evaluar las propiedades hipolipemiantes in vitro de péptidos
obtenidos a partir de hez de malta y caracterizar las fracciones peptidicas por cromatografia de
intercambio idnico.
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Titulo del proyecto: Obtencién de péptidos bioactivos a partir del subproducto cervecero “hez de
malta”. Encapsulacion con matrices biopoliméricas como vehiculo protector.

Instrumento: PICT 2716

Ano convocatoria: 2016

Organismo financiador: FONCYT

Director/a: Raul Esteban Cian

METODOLOGIA
Se trabajé con “hez de malta” (HM) proporcionada por la Cerveceria Santa Fe (Cerveceria Santa
Fe — Compainias Cerveceras Unidas o CCU, Calchines 1401 — Santa Fe (3000), Argentina). Los
péptidos de HM fueron obtenidos mediante un esquema de hidrdlisis secuencial, empleando el
siguiente sistema: neutrasa (endoproteasa) durante 2 horas y luego se adicion6 la enzima
Flavourzyme (exoproteasa) dejandola actuar durante 2 horas mas (tiempo total de reaccion: 4
horas). Se determiné el grado de hidrdlisis a través de la medicion de aminos libres utilizando la
técnica del o-ftaldialdehido (OPA), segun Nielsen y col. (2001).
Los péptidos obtenidos fueron fraccionados por cromatografia de intercambio i6nico, utilizando
una columna aniénica (resina AG — X4 (100 — 200 mesh) — Biorad®). Para la eluciéon de los
péptidos se utilizé un gradiente lineal de NaCl (0; 0,2; 0,4 y 0,6 mol/L), obteniéndose cuatro
fracciones: FO, F2, F4 y F6, respectivamente. A cada fraccion se le determiné el contenido de
proteinas segun Lowry y col. (1951). Las propiedades hipolipemiantes in vitro de las fracciones
se evaluaron mediante la reduccién de la incorporacién del colesterol a las micelas y la inhibicion
de las enzimas colesterol esterasa (CE) y lipasa pancreatica, segun Prados y col. (2018). Las
fracciones que exhibieron mayor actividad fueron caracterizadas de acuerdo a su composicién
aminoacidica (HPLC) y tamano molecular (FPLC).
Todas las muestras se evaluaron por triplicado. Se realiz6 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 obtenido present6 un grado de hidrdlisis de 14,3 £ 0,1%. En la Tabla 1 se muestran
los resultados de la actividad hipolipemiante de las fracciones eluidas en la cromatografia de
intercambio idnico, evaluadas a una misma concentracién proteica (4 mg/mL).
Los péptidos de HM presentaron propiedades hipolipemiantes.

Tabla 1. Actividad hipolipemiante de las fracciones estudiadas FO, F2, F4 y F6.
Inhibicion de

Muestra incorporacion de Inhibicion de CE Inhibicion de lipasa
colesterol a la Micela (%l) (%l)
(%l)
FO 87,7+0,82 46,5 + 3,4° 15,29 £ 0,042
F2 87,7+0,82 26,6 + 4,0° 26,7 +0,7°
F4 92,2 +0,8° 11,9+ 1,22 41,8+ 2,34
F6 89,4 + 1,62 14,6 + 0,82 31,5+1,0°

CE: colesterol esterasa. Valores con diferentes letras en una misma fila presentaron diferencias
significativas (p < 0,05).

Se puede observar que la fraccion que presentd mayor inhibicion de la enzima CE fue FO. Esta
fraccidn no interaccioné con la columna, por lo que tendria una mayor proporcién de aminoacidos
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basicos cargados positivamente. Por otra parte, la fraccidon F4 fue la que exhibié mayor capacidad
para reducir la incorporacion del colesterol a las micelas e inhibir a la enzima lipasa pancreatica.
En las Figuras 1y 2 se muestran los resultados obtenidos del tamafno molecular por FPLC y del
perfil de aminoacidos por HPLC, respectivamente, para las fracciones eluidas que presentaron
mayor actividad.

L 1700 Ds

Absorbancia (280 nm)
Absorbancia (280 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Volumen de elucion (mL) Volumen de elucién (mL)

Figura 1. Perfiles cromatograficos para las fracciones eluidas. El perfil A corresponde a la muestra FO y el

perfil B corresponde a la muestra F4. En ambos casos se muestran los tamafnos moleculares (Da) de los

picos mas representativos.
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Figura 2. Perfil de aminoacidos (g/100 g proteina) de las fracciones FO y F4.

Se puede ver que la fraccién FO que inhibié la enzima CE presentd una elevada proporcion de
péptidos de 2100 Da (40 % del area total), amino&cidos hidrofébicos y basicos (58 y 15%,
respectivamente).

Por otra parte, F4 present6 un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos y &cidos (54 y 11%,
respectivamente), y ademas, una elevada proporcién de péptidos de 1700 Da (37 % del area
total). Si se tiene en cuenta que el tamafo medio de un aminoacido es 120 Da, ambas fracciones
presentarian un elevado contenido de oligopéptidos (= 16 aminoacidos).
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Los péptidos de HM podrian ejercer actividad hipolipemiante a través de la inhibicion de la
digestion lipidica, mediante la reduccion de la incorporacion del colesterol a las micelas y la
inhibicion de las enzimas colesterol esterasa y lipasa pancreatica. Este efecto podria deberse a
la presencia de oligopéptidos con elevada proporcion de aminoéacidos hidrofdbicos y, en menor
medida, aminoacidos cargados.

Megias y col. (2009) reportaron que la inhibicion de la solubilidad micelar del colesterol
aumentaba al aumentar la hidrofobicidad y que los péptidos inhibidores presentaban mayores
cantidades de Ala, Tyr, Val, Leu o Lys. Posiblemente la mayor hidrofobicidad favorece la
inmersion de estos péptidos en las micelas lipidicas. Por otra parte, Prados y col. (2018)
estudiaron la actividad hipolipemiante de hidrolizados proteicos de olivos, fraccionados por
ultrafiltracion, y encontraron que los péptidos de mayor tamano inhibian en mayor medida la
adicion del colesterol en micelas y la enzima colesterol esterasa, y que los residuos de
aminoacidos &cidos podrian ser importantes para ejercer estas actividades.

Debido a que la inhibicion de las enzimas lipasa pancreética y colesterol esterasa por parte de
péptidos bioactivos esta comenzando a estudiarse en el mundo cientifico, hasta la fecha los
estudios publicados no son suficientes para comparar oligopéptidos con actividades inhibitorias
de lipasa pancreatica y colesterol esterasa en relacion al tamano y la carga, con los obtenidos en
éste trabajo de investigacién mediante cromatografia de intercambio i6nico, FLPC y HLPC. Los
resultados obtenidos en este trabajo son los primeros en encontrar péptidos hipolipemiantes a
partir de HM. Mas estudios deben realizarse para determinar la secuencia del péptido que ejerce
cada actividad.
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