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INTRODUCCION

En el proceso de elaboracion de cerveza se genera un residuo constituido por sustancias
insolubles denominadas en la industria “hez de malta” (HM). Este residuo representa un
85% de los subproductos generados en la industria cervecera. La HM posee un alto
contenido de humedad (70-80%), resultando muy costoso para la industria llevar a cabo el
secado. Por lo tanto, su aprovechamiento como residuo humedo, adquiere un enorme
interés para el sector agroindustrial. Una de las alternativas de uso es la obtencion de
péptidos bioactivos a partir de las proteinas presentes en la HM (Kotlar y col., 2013).

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos inactivos en el interior de la proteina
precursora, que ejercen determinadas funciones bioldgicas tras su liberacibn mediante
protedlisis. Dichos péptidos podrian utilizarse como aditivos en la elaboracioén de alimentos y
bebidas funcionales dada la capacidad que poseen de regular procesos fisiologicos (Cian y
col., 2015; Cermeno y col. 2019). Por otro lado, para poder ejercer su accion fisioldgica, los
péptidos bioactivos deben ser capaces de atravesar la barrera gastrointestinal y llegar a su
sitio de accidn. Sin embargo, uno de los factores que determina su absorcidon es el efecto
matriz ejercido por los distintos componentes del alimento y/o suplemento dietario. Al
respecto, el estudio de las interacciones péptido-ingrediente de la matriz alimentaria podria
ayudar en la seleccién de matrices alimentarias eficaces que favorezcan la estabilidad de los
péptidos bioactivos durante la digestion gastrointestinal, aumentando su bioaccesibilidad.

OBJETIVO

Estudiar el efecto de diferentes ingredientes alimentarios sobre la bioaccesibilidad in vitro de
péptidos bioactivos obtenidos a partir de hez de malta.

Titulo del proyecto: Revalorizacién de subproductos de la industria cervecera. Extraccion,
propiedades tecno y biofuncionales y aplicaciones para la industria alimentaria de proteinas,
carbohidratos no digeribles y compuestos fendlicos presentes en la hez de malta

Instrumento: PICT-2016-2879

Afo convocatoria: 2017

Organismo financiador: FonCyT

Directora: Drago, Silvina R.

METODOLOGIA
Se trabajé con “hez de malta” proporcionada por la Cerveceria Santa Fe. El hidrolizado de
HM (HHM) se obtuvo utilizando enzimas comerciales segun Cian y col. (2018). Se determin6
el grado de hidrolisis (GH) a través de la medicion de aminos libres segun Nielsen y col.
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(2001). Con el fin de fraccionar y purificar los péptidos bioactivos obtenidos, se llevé a cabo
un proceso escalonado de ultrafiltracion (UF) del HHM usando membranas cuyo cut-off fue
de 10, 5y 1 kDa. Se obtuvieron 4 fracciones: F1 (>10 kDa), F2 (10-5 kDa), F3 (1-5 kDa) y F4
(<1 kDa). Tanto al HHM como a las fracciones obtenidas por UF se les determiné el
contenido de sélidos, de proteinas mediante el método de Lowry, de aminos libres y de
compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteau. Ademas, se determind en cada
una de las muestras la capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical ABTS
(Cian y col., 2015), y la actividad antihipertensiva mediante la inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina-l (ECA-l) (Cian y col., 2018). Para cada bioactividad, se
determiné la concentracion de proteinas que produce el 50% de inhibicién (IC50).
Adicionalmente, se le determiné el perfil de aminoacidos por HPLC a las muestras de HHM y
a la fraccién que resulté mas bioactiva luego de la UF (F3).

Por altimo, se selecciond la fraccion de UF mas bioactiva (F3) para estudiar el efecto de la
goma xantica (GX) y pectina de bajo metoxilo (P) como ingredientes alimentarios utilizados
comunmente en la formulacion de bebidas sobre la bioaccesibilidad in vitro. Para esto, se
realizd un disefio experimental de superficie respuesta, central compuesto, con dos factores
(Goma Xantica y Pectina) de tres niveles cada uno Yy triplicado del punto central, dando un
total de 11 experimentos, seleccionando los niveles de acuerdo a lo usado comunmente en
la formulacién de bebidas (GX: 0, 0,05, 0,1%; P: 0, 0,2, 0,4%). A cada matriz se le agrego
ademas acido citrico y acesulfame de K al 0,2% cada uno, para simular una bebida acida
endulzada. A cada uno de los experimentos del disefio se les adicion6 el mismo nivel de F3
(10 mg proteina), y las muestras fueron sometidas en una simulacién de digestion
gastrointestinal con pepsina y pancreatina utilizando un sistema con dialisis (Cian y col.,
2015). A los dializados (fraccién potencialmente bioaccesible) obtenidos con cada sistema
se les determiné el contenido de proteinas y las actividades antihipertensivas y antioxidantes
como se describié anteriormente. Ademas, se determiné la viscosidad a cada matriz a 37°C,
a un gradiente de velocidad de 50 s, utilizando un reémetro (Thermo Fisher, Haake MARS
40) con cilindros concéntricos. Para definir las condiciones 6ptimas de concentracién y tipo
de ingrediente alimentario que permita obtener la maxima bioaccesibilidad de compuestos
bioactivos, se realiz6 la optimizacion minimizando los valores de IC50 de ABTS y ECA-I.

Se realizé el test de ANOVA para determinar diferencias significativas entre muestras
(p<0,05) y el test de Duncan para comparacion de a pares al 95% de confianza, utilizando el
Software Statgraphics Centurion XV.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

EL HHM presenté un GH de 13,9 + 0,5%. Este resultado fue consistente con lo obtenido
previamente en un mismo hidrolizado por Cian y col. (2018).

Los resultados del contenido de proteinas, aminos libres y compuestos fendlicos por gramo
de solidos, tanto para el HHM como para F1-F4, se muestran en la Figura 1. Como se
puede ver, en la F3 se concentrd el contenido de proteinas, aminos libres y compuestos
fendlicos. En este sentido, la fraccion recolectada correspondiente a compuestos entre 1-5
kDa permitiria concentrar una mayor cantidad de compuestos bioactivos.

En la Figura 2 se muestran los resultados de IC50 de la inhibicién del ABTS y ECA-I, tanto
del HHM como de las fracciones F1-F4. Se puede observar que tanto el HHM como cada
una de las fracciones presentaron actividad antioxidante y antihipertensiva, probablemente
debido a la presencia de péptidos y/o compuestos fendlicos en todas las fracciones. Por otro
lado, las fracciones F1 y F3 presentaron el menor valor de IC50 para el ABTS, lo que
indicaria que son las fracciones de mayor potencia antioxidante. En este sentido, en F1 se
logran concentrar compuestos fenolicos condensados de alto peso molecular, los cuales
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serian responsables de la elevada capacidad antioxidantes observada en dicha fraccién. Por
otro lado, la elevada actividad antioxidante observada en F3 podria estar asociada a un
efecto combinado de péptidos y compuestos fendlicos. Ademas, F3 presentd la menor IC50
de ECA-I, indicando que dicha fraccion presentd el mayor potencial antihipertensivo,
concentrandose los compuestos inhibidores de ECA-I (menor IC50).
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Figura 1. Contenido de proteinas (g proteinas/g sélidos) (A), aminos libres (mEquivalentes/g sélidos)
(B), y compuestos fendlicos (mg acido galico/g soélidos) (C) del hidrolizado (HHM) y las fracciones
ultrafiltradas (F1-F4). Barras con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 2. Concentracién de proteinas (mg/mL) que inhibe el 50% (IC50) del radical ABTS (A) y de la
enzima convertidora de angiotensina-l (ECA-1) (B) del hidrolizado (HHM) y las fracciones ultrafiltradas
(F1-F4). Barras con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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Si bien segun la bibliografia el peso molecular de los péptidos antioxidantes mas potentes
esta entre 400-650 Da (Zou y col., 2016), se han reportado péptidos de legumbres entre 1y
3 kDa con alta actividad antioxidante (Ngoh y Gan, 2016). Adicionalmente, Connolly y col.
(2015) estudiaron tres hidrolizados diferentes de la hez de malta, y encontraron en todos
ellos, que la mayor inhibicién de ECA-I fue en las fracciones entre 3-5 kDa. Por otra parte,
se ha reportado que la hez de malta puede contener acidos fendlicos libres (Bonifacio-Lopes
y col., 2020), y la hidrdlisis proteica podria favorecer su extraccion. Ademas, los compuestos
fendlicos son reconocidos por presentar un alto potencial antioxidante y a algunos de ellos
se les ha asociado la inhibiciéon de la ECA-I (Bonifacio-Lopes y col., 2020).

De acuerdo a los resultados obtenidos, F3 resultd ser la fraccién con mejores propiedades
bioactivas. Tanto a esta fraccion como al HHM se le realizé un perfil de aminoacidos
proteicos, y los resultados indicaron que para ambas muestras los aminoacidos mayoritarios
fueron Glu, Ser y Leu. Ademas, el porcentaje de aminoacidos hidrofébicos fue del 44% para
HHM, mientras que en F3 se incrementd a un 51%, indicando una mayor proporcién de
péptidos hidrofébicos en esta fraccibn. En este sentido, la presencia de residuos
hidrofébicos es wuna caracteristica clave en péptidos tanto antioxidantes como
antihipertensivos (Sarmadi e Ismail, 2010; Lee y Hur, 2017).
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Los resultados del disefio de experimentos mostraron que las tres respuestas evaluadas
(IC50 de ABTS, de ECA-I, y viscosidad) ajustaron con un modelo cuadratico (p<0,05, Lack
of fit>0,05). Ademas, la optimizacién del disefio mostré que valores intermedios de GX y P
favorecieron el potencial antioxidante y antihipertensivo en los dializados, coincidiendo con
valores intermedios de viscosidad. La solucion obtenida que minimice los valores de IC50 de
ambas bioactividades, presentd un valor de deseabilidad global de 0,93, y porcentajes de
GX de 0,07% y P de 0,21%, con valores estimados de IC50 ABTS de 0,26 mg/mL, de IC50
de ECA-I de 0,67 mg/mL, y de viscosidad (y 50 s, 37°C) 8,17 mPa. Los valores del punto
optimo fueron verificados, y los resultados no difirieron significativamente con los estimados
(p>0.05). Los resultados obtenidos indicaron que la viscosidad de los ingredientes
alimentarios resulté ser una propiedad clave para la bioaccesibilidad de los compuestos
bioactivos. En este sentido, viscosidades altas y bajas disminuyeron el potencial bioactivo de
los dializados, mientras que una viscosidad intermedia permitié probablemente una mejor
liberacién de los péptidos en el sitio de absorcion, y una proteccién parcial contra la
digestion gastrointestinal. Ademas, podrian producirse interacciones electrostaticas e
hidrofébicas entre la matriz alimentaria y los péptidos bioactivos, favoreciéndose asi la
bioaccesibilidad (Sun y Udenigwe, 2020).

En conclusion, la hez de malta podria ser usada en la obtencion de péptidos bioactivos para
formular bebidas con 0,07% de GX y 0,21% de pectina, agregando valor a un residuo
obtenido en grandes cantidades.
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