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RESUMEN

En la actualidad se asume plenamente que los alimentos, ademas de
desempenar el papel de nutrientes, pueden aportar compuestos bioactivos
para el organismo humano, proporcionar beneficios para la salud y reducir el
riesgo de padecer ciertas enfermedades. Investigaciones realizadas relativas al
diseno y a la elaboracion de alimentos funcionales han dedicado especial
atencion al estudio del papel fisiologico de las proteinas de la dieta. Péptidos
bioactivos encriptados en las estructuras de dichas proteinas se generan
usualmente in vivo por accion de enzimas gastrointestinales, o pueden
también obtenerse in vitro con enzimas especificas, y/o producirse durante los
procesos biotecnologicos de elaboracion de determinados alimentos. Los
péptidos bioactivos pueden ejercer su efecto sobre los sistemas cardiovascular,

digestivo, inmunologico y/o nervioso.

En este trabajo se propuso estudiar y evaluar in vitro la actividad inhibitoria
frente a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y a la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), asi como la actividad antimicrobiana, tanto de
hidrolizados de manoproteinas obtenidos por hidroélisis enzimatica como de
hidrolizados proteicos obtenidos de cultivos de bacterias acido lacticas (BAL) y
levaduras en soluciones de caseinas y del producto (hidrolizado) comercial NZ-
Case Plus. Ademas, los objetivos del trabajo también incluyeron fraccionar y
caracterizar los hidrolizados que hayan presentado las propiedades bioactivas

mas interesantes.

Extractos manoproteinicos

Se obtuvieron S extractos de manoproteinas desde S cepas de levaduras por
extraccion térmica y posterior separacion con Concanavalina A y dialisis. Cada
extracto se hidrolizo con las enzimas comerciales tripsina, pepsina, proteinasa
K y quimotripsina. La capacidad proteolitica sobre cada extracto de
manoproteina se confirmo a través de electroforesis en gel de poliacrialamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y por determinacion del grado de
hidrolisis.

La actividad inhibitoria de todos los extractos hidrolizados de manoproteinas

frente a ECA fue nula o baja, con un valor maximo de actividad de 19,7 %



para el extracto de Saccharomyces cerevisiae LBFIQ 12 hidrolizado con

pepsina/quimotripsina.

La actividad antimicrobiana se determino frente a bacterias Gram (+) y Gram
(-). Solo se observo inhibicion frente a las cepas de Listeria monocytogenes tipo
I DTUNLu 328 y Bacillus cereus DBFIQ B 28. Frente a la cepa de Listeria se
encontro inhibicion por parte del extracto de manoproteina de Pichia anomala
LTW6 hidrolizado con tripsina, asi como también de otros extractos
doblemente hidrolizados con tripsina/quimotripsina y pepsina/quimotripsina
(halos de inhibicion entre 7 y 14 mm). Con respecto a la cepa de Bacillus
cereus, todos los extractos doblemente hidrolizados y todos los extractos
hidrolizados Ginicamente con tripsina inhibieron en gran medida el crecimiento

de dicha cepa (halos de inhibicion entre 8 y 18 mm).

Se evaluo el modo de accion de estos extractos inhibidores mediante el estudio
de la cinética de crecimiento o muerte de las cepas blanco. Los extractos
manoproteinicos de la cepa de Candida blankii LTW7 y de la cepa de Pichia
anomala LTW6, ambos hidrolizados con tripsina, presentaron un efecto
bacteriostatico sobre las poblaciones celulares proliferantes de las cepas de B.
cereus DBFIQ B 28 y de L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328,

respectivamente.

Se realizo un screening de la actividad anti-acetilcolinesterasa de todos los
extractos hidrolizados de manoproteinas. Se observo una variada actividad
inhibitoria frente a AChE, con un maximo de inhibicion del 59 % por parte del

extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado con pepsina/quimotripsina.

De los extractos de manoproteinas mas activos se seleccionaron los siguientes:
los de C. blankii LTW7 hidrolizados con tripsina (42,6 %), con
tripsina/quimotripsina (39,3 %) y con pepsina/quimotripsina (59 %); los de
S. cerevisiae DBFIQ L2 con proteinasa K (54,4 %) y con pepsina/quimotripsina
(46,4 %); y el de P. anomala LTW6 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
(41,1 %). A cada uno de ellos se le determino la concentracion inhibitoria 50,
siendo el extracto de S. cerevisihe DBFIQ L2 hidrolizado con

pepsina/quimotripsina el que presento el menor valor (6,8 mg ml-1).

El fraccionamiento de los 6 extractos manoproteinicos seleccionados por
cromatografia de fase reversa empleando diferentes porcentajes de acetonitrilo

(ACN), permitio obtener 6 fracciones con actividad inhibitoria importante



frente a AChE. Las fracciones obtenidas al 15 % de ACN de los extractos de C.
blankii LTW7 hidrolizados con tripsina y pepsina/quimotripsina presentaron

la mayor actividad inhibitoria (64 %).

Dichas fracciones se analizaron por HPLC, Espectrometria de Masas MALDI-
TOF y se determino la presencia/ausencia y el tipo de azucares presentes. Se
pudo comprobar la presencia de péptidos principalmente hidrofilicos, cuyo
peso molecular estuvo comprendido entre 700 y 4800 Da. Ademas, se realizo
una hidrolisis acida y se determin6é por HPAEC-PAD, la presencia de azucares
en todas las fracciones, siendo manosa el aziicar mayoritario. También todas
las fracciones presentaron glucosa y otras, ademas, una cantidad minoritaria

del carbohidrato glucosamina.

Posteriormente, las fracciones mas activas se separaron por cromatografia de
afinidad, obteniéndose dos nuevas fracciones: una fraccion peptidica (FP) y
una fraccion glicopeptidica (FGP). Los resultados demostraron que todas las
FPs y FGPs presentaron actividad inhibitoria frente a AChE, y que las FGPs
exhibieron mayor capacidad de inhibicion que las FPs, con valores de
actividad comprendidos entre 49,3 y 77,8 %. La FGP de C. blankii LTW7
hidrolizada con pepsina/quimotripsina fue la que presentdo el mayor
porcentaje de inhibicion. Asimismo, comparando con la fraccion completa
correspondiente, todas las FGPs presentaron mayores valores de inhibicion,
mientras que las FPs mostraron menores porcentajes de actividad
antiacetilcolinesterasa. A continuacion, las FPs se analizaron por
Espectrometria de Masas LC-MS/MS, lo que permitio obtener diversas

secuencias peptidicas caracteristicas de dichas fracciones.

Hidrolizados proteicos obtenidos de cultivos microbianos en soluciones de

caseinas y del producto comercial NZ-Case Plus

El método de obtencion de los hidrolizados proteicos (HP) libres de células
resulto adecuado en todos los casos. La hidrolisis tanto de la caseina como del
sustrato comercial NZ-Case Plus por parte de todas las cepas de BAL y
levaduras fue confirmada tanto por SDS-PAGE como por determinacion del
grado de hidrolisis. La actividad inhibitoria frente a ambas enzimas, tanto
AChE como ECA, fue nula o baja. Ninguno de los HP presento actividad

antimicrobiana frente a las cepas bacterianas ensayadas.



Conclusiones:

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis evidencian que la hidrolisis
de manoproteinas obtenidas a partir de cepas de levaduras provenientes de
ecosistemas alimentarios regionales, condujo a la formacion de una gran
cantidad y variedad de péptidos y/o glicopéptidos con propiedades
antimicrobianas y antiacelticolinesterasicas, aunque carentes de propiedades
antihipertensivas considerables. La actividad anti-AChE, sumada a la
actividad antimicrobiana, los hacen potencialmente aptos para ser utilizados

como aditivos alimentarios funcionales y/o como agentes terapéuticos.

Por lo tanto las fracciones, tanto peptidicas como glicopeptidicas, que
presentaron importante actividad inhibitoria frente a AChE, deben ser muy
tenidas en cuenta para la realizacion de futuros estudios relacionados con el
tratamiento y control de la enfermedad de Alzheimer. Ademas, los resultados
logrados revisten considerable importancia en funcion de que la inhibicion de
AChE no solo es considerada como un enfoque prometedor en el tratamiento
de la EA, sino también en posibles aplicaciones terapéuticas en el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson, el envejecimiento y la miastenia gravis. Por
otra parte, debe también considerarse su probable aporte a la prevencion o
disminucion de la incidencia de estas enfermedades, mediante la formulacion
de alimentos funcionales especificos que, en el futuro cercano, puedan

contribuir a lograr un mayor control en el desarrollo inicial de las mismas.






ABSTRACT

Nowadays it is fully assumed that functional foods, besides playing the role of
nutrients, can not only provide bioactive compounds and health benefits to
the human body, but also reduce the risk of certain diseases. Researches on
the design and development of functional foods have devoted special attention
to the study of the physiological role of dietary proteins. Bioactive peptides
encrypted in the structure of these proteins are usually generated in vivo by
the action of gastrointestinal enzymes, or may also be obtained in vitro with
specific enzymes, and/or occur during the development of biotechnological
processes of certain foods. Bioactive peptides may exert their effects on the

cardiovascular, digestive, immune and nervous systems, among others.

In this work, it was intended to research and evaluate the in vitro inhibitory
activity against acetylcholinesterase enzyme (AChE) and angiotensin
converting enzyme (ACE) as well as the antimicrobial activity of both
mannoprotein hydrolysates obtained by enzymatic hydrolysis and protein
hydrolysates (PH) obtained from cultures of lactic acid bacteria (LAB) and
yeasts in casein and commercial hydrolysed NZ-Case Plus solutions. In
addition, fractionation and characterization of hydrolysates with the most

interesting bioactive properties were also among the objectives.

Extracts of mannoproteins

Five extracts of mannoproteins from 5 yeast strains were obtained by thermal
extraction and subsequent separation with Concanavalin A and dialysis. Each
mannoprotein extract was hydrolysed with trypsin, pepsin, proteinase K and
chymotrypsin. The proteolytic capacity on each extract of mannoprotein was
confirmed by Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and determination of degree of hydrolysis.

Inhibitory activity of all hydrolysed extracts of mannoproteins against ACE was
nil or low, with a maximum activity value of 19.7 % for Saccharomyces

cerevisiae LBFIQ L2 extract hydrolysed with pepsin/ chymotrypsin.

Antimicrobial activity against Gram (+) and Gram (-) bacteria was determined.
Inhibition was observed only against Listeria monocytogenes type I DTUNLu

328 and Bacillus cereus DBFIQ B 28 bacteria.



Against Listeria strain, inhibition was found by the mannoprotein extract of
Pichia anomala LTW6 hydrolysed with trypsin and by certain extracts doubly
hydrolysed with trypsin/chymotrypsin and pepsin/chymotrypsin (inhibition
halos between 7 and 14 mm). With regard to Bacillus strain, all doubly
hydrolysed extracts and all extracts hydrolysed only with trypsin inhibited it to

a great extent (inhibition halos between 8 and 18 mm).

The mode of action of these inhibitory extracts was evaluated by studying the
kinetics of growth or death of the target strains. Mannoprotein extracts of
Candida blankii LTW7 and Pichia anomala LTW6 strains, both hydrolysed with
trypsin, showed a bacteriostatic effect on the proliferating cell populations of
the strains of B. cereus DBFIQ B 28 and L. monocytogenes type I DTUNLu 328,

respectively.

A screening of the anti-acetylcholinesterase activity of all hydrolysed
mannoprotein extracts was performed. A wide inhibitory activity against AChE
was observed, with a maximum inhibition of 59 % by the extract of C. blankii

LTW7 hydrolysed with pepsin/chymotrypsin.

Of the most active mannoprotein extracts, the following ones were selected:
those of C. blankii LTW7 hydrolysed with trypsin (42.6 %), with
trypsin/chymotrypsin (39.3%) and pepsin/chymotrypsin (59 %); those of S.
cerevisiae DBFIQ L2, with proteinase K (54.4%) and pepsin/chymotrypsin
(46.4 %); and those of P. anomala LTW6 hydrolyzed with pepsin/chymotrypsin
(41.1 %). Inhibitory concentration 50 was determined to each of them, the
extract of S. cerevisiae DBFIQ L2 hydrolysed with pepsin and chymotrypsin
having the lowest IC50 value against AChE (6.8 mg ml-1).

Fractionation of the 6 selected mannoprotein extracts by reverse-phase
chromatography using different percentages of acetonitrile (ACN) allowed
obtaining 6 fractions with significant inhibitory activity against AChE.
Fractions obtained at 15 % of ACN of C. blankii LTW7 extracts hydrolysed with
pepsin and with trypsin/chymotrypsin showed the highest inhibitory activity
(64 %).

These fractions were analyzed by HPLC and MALDI-TOF mass spectrometry,
the presence/absence and type of sugars being also determined. Peptides -
mainly hydrophilic-, whose molecular weight was between 700 and 4800 Da,

were detected. In addition, acid hydrolysis was performed and the presence of



sugars in all fractions was determined by HPAEC-PAD, mannose being the
sugar in greatest proportion. All fractions also presented glucose and some of

them a minor amount of glucosamine.

Subsequently, the most active fractions were separated by affinity
chromatography, two new fractions being obtained: a peptide fraction (PF) and
a glycopeptide fraction (GPF). Results showed that all the PFs and GPFs had
inhibitory activity against AChE, and that GPFs showed greater inhibition
than PFs, with activity values ranging between 49.3 and 77.8 %, the GPF C.
blankii LTW7 hydrolysed with pepsin/chymotrypsin having the highest
percentage of inhibition. Likewise, compared to the corresponding complete
fraction, all GPFs had higher values of inhibition, while the PFs showed lower
percentages of anti-acetylcholinesterase activity. Then, PFs were analyzed by
LC-MS/MS mass spectrometry, which allowed obtaining several peptide

sequences characteristic of such fractions.

Protein hydrolysates obtained from microbial cultures in casein and commercial

hydrolysed NZ-Case Plus solutions.

The method of obtaining cell free protein hydrolysates (PH) was adequate in all
cases. Hydrolysis of both casein and commercial hydrolysate NZ-Case Plus by
all strains of LAB and yeasts was confirmed both by SDS-PAGE and degree of
hydrolysis. The inhibitory activity against both enzymes, either AChE or ACE,
was nil or low. None of the HP presented antimicrobial activity against the

bacterial strains tested.

Conclusions

The results obtained in this Thesis show that the hydrolysis of mannoproteins
obtained from yeast strains from regional food ecosystems led to the formation
of a large number and variety of peptides and/or glycopeptides with
antimicrobial and anti-aceltycholinesterase properties, though lacking
considerable antihypertensive properties. Therefore, bioactive peptidic
fractions should be taken into account for future studies regarding Alzheimer's

disease due to their significant inhibitory activity against AChE.



AChE inhibition emerges also not only as a promising approach in treating
Alzheimer’s disease but in potential therapeutic applications in Parkinson
disease, ageing and myasthenia gravis. On the other hand, it may contribute
to preventing or reducing the incidence of these diseases by formulating
specific functional foods which could, in the near future, permit a greater

control in their initial development.

As a final conclusion we can say that anti-aceltycholinesterase property,
together with the antimicrobial activity, make the bioactive peptidic fractions
potentially suitable for use as functional food additives and/or as therapeutic

agents.
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ALIMENTOS FUNCIONALES

Siempre se ha considerado como alimento a cualquier producto, natural o
transformado, que suministra al organismo que lo ingiere la energia y las
sustancias quimicas necesarias para mantenerse en buen estado de salud; y
como nutrientes, a las sustancias quimicas contenidas en los alimentos que el
organismo utiliza, transforma e incorpora a sus propios tejidos. Estos
nutrientes incluyen a las proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales,
vitaminas y al agua. Son bien conocidas las funciones desempenadas por cada
uno de estos nutrientes, las cuales son esenciales para la vida de los
organismos vivos; de alli que la primera o principal funcion, “funcién primaria”,
vinculada a los alimentos es la funcién nutricional. La segunda funcion o
“funciéon secundaria” que se atribuye a los alimentos es su capacidad para
estimular el apetito, segun el grado de aceptacion o rechazo que provoquen, la
cual depende de sus caracteristicas organolépticas (color, sabor, olor y
textura), y que podria denominarse como funcion sensitiva o sensorial. Esta
funcion de los alimentos estimula las funciones psicosensoriales que ejercen
influencia favorable sobre las secreciones gastricas, hepaticas y pancreaticas,
asi como sobre la motilidad del tubo digestivo. Ademas de los nutrientes y
componentes de aroma, sabor, color y textura, algunos alimentos contienen
ciertas sustancias quimicas capaces de tener efectos positivos para promover
y/o restaurar la salud, lo que permite atribuirles una “funcién terciaria’ o
“funcién saludable”. En las décadas de 1980 y 1990 se comenzo a dar
importancia en el hemisferio occidental a esta funcion terciaria de los
alimentos, que esta implicada en la modulacion de los sistemas fisiologicos de
los organismos vivos, tales como los sistemas inmune, endocrino, nervioso,
circulatorio y digestivo, y a partir de entonces se introdujo en occidente el

término “alimentos funcionales”.

El concepto de alimento funcional ha sido evaluado y discutido en
profundidad y existen distintos trabajos de revision de su definicion
(Roberfroid, 2000a; Roberfroid, 2002). Los alimentos funcionales se definen,
segun el International Life Science Institute (ILSI), como “aquellos alimentos
que aportan efectos beneficiosos sobre una o mas funciones fisiologicas, mas
alla de los efectos nutricionales, y que van encaminados a mejorar el estado de
salud y bienestar o a reducir el riesgo de trastornos en el organismo” (Diplock

y col., 1998).



Segun el proyecto FUFOSE (Functional Food Science in Europe), un alimento

funcional debe cumplir ciertos requisitos:

- En primer lugar, debe ser consumido habitual o diariamente como parte de

la dieta normal.

- Debe estar constituido por ingredientes naturales no presentes en el

alimento original o en mayor concentracion a la existente en dicho alimento.

- Sus efectos beneficiosos deben demostrarse cientificamente y deben ser

distintos a los meramente nutritivos.

- Ademas, deben mejorar el estado de salud del individuo, su calidad de vida

y/o disminuir el riego de ciertas patologias.

- Finalmente, su consumo y sus efectos deben estar autorizados por

organismos nacionales o internacionales de control y seguridad alimentaria.

La obtencion de alimentos funcionales puede llevarse a cabo por la adicion de
probioticos, prebioticos, simbiodticos o ingredientes funcionales. Los probidticos
son microorganismos vivos que, cuando se ingieren en cantidades suficientes,
ejercen efectos positivos en la salud, adicionales a los meramente
nutricionales (Vinderola y col., 2002). Se incluyen los efectos beneficiosos de
estos microorganismos sobre el hospedador, mejorando, por ejemplo, su
balance microbiano intestinal (Gorbach, 2000). El crecimiento de los
microorganismos del tracto gastrointestinal puede promoverse también por los
prebiodticos, generalmente de naturaleza oligosacaridica, no digeribles pero
fermentables por distintas especies de bacterias lacticas (Roberfroid, 2000b).
La combinacion de probioticos y prebioticos, denominada simbioticos, mejora
la supervivencia de los primeros, ademas de producir una mayor colonizacion
de la microbiota colonica (Roberfroid, 2000b). Entre los ingredientes
funcionales podemos nombrar a las fibras solubles e insolubles, los dcidos
grasos polinsaturados Yy fitosteroles, los derivados fendlicos, péptidos

bioactivos, antioxidantes y vitaminas o minerales, entre otros.

La transformacion de un alimento en funcional puede realizarse eliminando
algun componente nocivo (alérgeno, grasa saturada), fortificandolo con
sustancias beneficiosas (cereales con minerales, pan con fibra, leche con
calcio), adicionandolo de un elemento no presente de forma habitual en el

mismo (aceite con antioxidantes), sustituyendo un compuesto perjudicial por



otro deseable (grasas por inulina, leche desnatada con acidos grasos ®-3) u

optimizando la biodisponibilidad /estabilidad (Marriott, 2000).

Actualmente los alimentos funcionales disponen de un lugar de aceptacion y
reconocimiento entre la poblacion, por lo que la aparicion y desarrollo de
nuevos productos sigue la tendencia de un crecimiento sostenido (Rodriguez

Silveira y col., 2003).

Péptidos bioactivos

Las proteinas representan uno de los componentes principales de los
alimentos, tanto desde un punto de vista funcional como nutricional. Por una
parte, determinan las propiedades fisicas y organolépticas de muchos
alimentos. Asi, la consistencia y textura de la carne, queso o pan, dependen en
gran medida de la naturaleza de las proteinas que los constituyen. Pero
también en alimentos elaborados con una presencia menor de proteinas, éstas
pueden jugar un papel muy importante, influyendo en caracteristicas
funcionales tales como la absorcion de agua o aceite, o la formacion de
emulsiones, geles y espumas. Ademas, las proteinas constituyen un aporte
nutricional importante, representando una fuente de energia, nitrogeno y

aminoacidos esenciales.

En los ultimos anos, el estudio de las proteinas de los alimentos como
componentes beneficiosos, no solo desde un punto de vista funcional o
nutricional, esta recibiendo una gran atencion. En este sentido, se investiga la
presencia de diferentes péptidos bioactivos en proteinas de diversos tipos de
alimentos. Fragmentos o péptidos bioactivos encriptados en las estructuras de
dichas proteinas, se generan usualmente in vivo por accion de enzimas
gastrointestinales, o pueden también obtenerse in vitro con enzimas
especificas, y/o producirse durante los procesos biotecnologicos de
elaboracion de determinados alimentos. Estos péptidos funcionales o
bioactivos se definen como secuencias de aminoacidos inactivas en el interior
de la proteina precursora, que ejercen determinadas actividades biologicas

(Tabla 1) tras su liberacion (Meisel, 1998).

Los peéptidos bioactivos pueden ejercer su efecto, entre otros, sobre los

sistemas cardiovascular, digestivo, inmunologico y nervioso (Korhonen y



Pihlanto, 2003). Dentro de estas actividades, los péptidos bioactivos podrian
influir en el metabolismo celular y actuar como vasorreguladores, factores de
crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores (Robert y Zaloga,
1994), o poseer propiedades antimicrobianas (Gobbetti y col., 2002). Ademas,
algunos péptidos son multifuncionales y pueden ejercer mas de uno de los

efectos mencionados (Meisel, 2004).

Tabla 1: Péptidos bioactivos y sus efectos saludables

Péptidos Efecto beneficioso

o Regulan el transito intestinal
Opioides ) ) ) )
Mejoran la digestion y absorcion

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Mejoran la absorcion de minerales y

Transportadores de minerales
metales

Reducen los riesgos de padecer

Antitromboticos .
trombosis
Inhibidores de la enzima convertidora Reducen el riesgo de padecer
de angiotensina enfermedades cardiovasculares
. Previenen enfermedades
Antioxidantes . C

degenerativas y envejecimiento

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Reducen el riesgo de padecer

Hipocolesterolémicos .
enfermedades cardiovasculares

Asi pues, las caracteristicas nutricionales de una proteina determinada no se
limitarian solo al aporte de nitrogeno, energia y aminoacidos esenciales, sino
que también habria que considerar la actividad de péptidos bioactivos que
pueden ser liberados de estas proteinas durante el procesado del alimento o la
digestion gastrointestinal, ejerciendo diversas funciones metabolicas

beneficiosas para el organismo.



Los péptidos bioactivos han sido encontrados principalmente en las proteinas
de la leche y en derivados de ésta tales como quesos o yogurts. Pero también
se ha observado su existencia en otras proteinas animales, entre las que
pueden mencionarse las de pescados y diversos vegetales como soja, arroz o
garbanzo, e incluso en diferentes microorganismos, como levaduras y hongos

filamentosos.

MANOPROTEINAS DE LEVADURA

Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares (10-20 pm de diametro). Son
organismos eucariotas, sin clorofila, heterotrofos, que se nutren por digestion
externa y absorcion a través de su pared celular. La mayoria de las levaduras
se consideran como organismos aerobios facultativos, lo que significa que
pueden sobrevivir y crecer con o sin oxigeno. Si disponen de oxigeno las
levaduras realizan respiracion aerobica para metabolizar los azucares hasta
dioxido de carbono y agua, y si no disponen de €l pueden seguir distintos

caminos fermentativos.

La estructura celular de una levadura es bastante sencilla. Son los
organismos eucariotas mas primitivos, y por tanto presentan las estructuras
tipicas de este modelo de organizacion celular. La envoltura mas externa de
las levaduras esta integrada por tres constituyentes mayoritarios (de adentro
hacia afuera): la membrana plasmatica, el espacio periplasmatico y la pared
celular (Figura 1). En Saccharomyces cerevisiae, la envoltura celular abarca el
15 % del volumen celular total, y tiene un rol primordial en el control de las

propiedades osmoticas y en la permeabilidad de la célula.

La membrana plasmatica tiene aproximadamente 7 nm de espesor, con
algunas invaginaciones dentro del citosol. Como otras membranas, es una
capa lipidica con proteinas insertadas en esta capa o que la atraviesan como

proteinas transmembranas, las cuales poseen diversas funciones.

La funcion primaria de la membrana celular de las levaduras es promover la
permeabilidad selectiva, por ejemplo: controlando qué entra y qué sale desde
el citosol. Mas importante es el rol de las proteinas de membrana en lo que

respecta a la regulacion de la nutricion de la levadura, como en la adsorcion



de carbohidratos, compuestos nitrogenados o iones, y en la extraccion de
moléculas peligrosas para la célula. Otros aspectos importantes incluyen exo y

endocitosis de moléculas cargadas, respuesta al estrés y esporulacion.

Figura 1: Envoltura externa de las levaduras
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Membrana plasmatica

Proteina transmembrana

La envoltura externa de las levaduras esta dividida en 3 regiones principales. En la
parte inferior se observa la membrana plasmatica, la cual esta compuesta por una
doble capa lipidica donde se insertan diferentes proteinas transmembrana. En el
centro se encuentra el espacio periplasmatico, el cual contiene otras proteinas, que
cumplen principalmente funciones de hidrélisis. En la parte mas externa se encuentra
la pared celular, la cual esta compuesta por dos capas de polisacaridos, una capa
interna, constituida principalmente de 1,3- y 1,6-B-glucanos, y otra capa externa,
principalmente compuesta de manoproteinas, las cuales se anclan a la capa interna

de B-glucanos, o bien la atraviesan (adaptado de Gafnan y col., 2007).

El periplasma de las levaduras es delgado, esta asociado a la region externa de
la membrana plasmatica y a la region interna de la pared -celular.
Principalmente contiene proteinas que cumplen funciones esenciales en la
hidrolisis de sustratos que no atraviesan la membrana plasmatica (Walker,

1998).



La pared celular de las levaduras esta constituida por polisacaridos y
glicoproteinas (manoproteinas) en forma de una red tridimensional, que
funciona como una estructura altamente dinamica y adaptable al medio que la
rodea. Es capaz de adaptarse a cambios fisiologicos (multiplicacion logaritmica
o en fase estacional) y morfolégicos (conjugacion, esporulacion y crecimiento),
o a las condiciones ambientales de su entorno. Las principales funciones de la

pared celular estan encaminadas a garantizar la supervivencia de la célula.

El estudio de la sintesis, composicion y ensamblaje de la pared celular en
levaduras ha ido en aumento en los ultimos anos. La pared celular de
Saccharomyces cerevisiae se encuentra constituida principalmente por
polisacaridos, con una proporcion del S8 % de p-glucanos (glucosa, manosa y
N-acetilglucosamina), 40 % de manoproteinas y un 2% de quitina (Fleet y
Manners, 1977; Ganzazade y col., 1997; Klis, 1994). Esta puede variar
considerablemente en estructura y composicion en respuesta al estreés,
condiciones de cultivo, edad y a modificaciones genéticas (Aguilar-Uscanga y
Francios, 2003; Ha y col., 2002; Klis y col., 2002). La pared celular esta
compuesta por dos capas de polisacaridos: una capa interna transparente y
amorfa, constituida principalmente de p-(1,3) y (1,6)-glucanos, compuestos
mayoritarios de la pared, responsables de mantener la forma y rigidez a la
célula y que ademas favorecen la resistencia a los cambios osmoticos y
mecanicos (Cid y col., 1995; Heinisch y Hollenberg, 1993); y una capa externa

donde se ubican las manoproteinas.

Las manoproteinas son polipéptidos altamente glicosilados, a menudo con 50
a 95 % en peso de hidratos de carbono. Las mismas son mayoritariamente N-
y O-glicosiladas a residuos de asparagina o a residuos de serina o treonina,
respectivamente. El enlace O-glicosidico se produce entre un grupo hidroxilo
del carbono anomérico de una manosa y el grupo hidroxilo de los
hidroxiaminoacidos serina o treonina de la proteina. Con este tipo de enlace se
unen cadenas lineales cortas de 1-5 manosas unidas, a su vez, entre ellas por
enlaces a-(1,2) y a-(1,3) (Lesage y Bussey, 2006) (Figura 2A). El enlace N-
glicosidico se establece entre el grupo amino libre de un residuo de asparagina
que forme parte de la secuencia: Asp-X-Ser/Thr y el C1 de la primera N-

acetilglucosamina (Figura 2B).

Dichas manoproteinas estan densamente empaquetadas y limitan la

permeabilidad de la pared a los solutos. Se encuentran ubicadas en la capa



externa, ancladas a la capa interna de p-glucanos, o bien atravesandola
completamente. Son las responsables de la porosidad de la pared, juegan un
rol de filtro selectivo y proteccion contra ataques quimicos y enzimaticos de
tipo glucanasa (Cid y col., 1995; Nguyen y col., 1998; Zlotnik y col., 1984). No
existe separacion neta entre las dos capas de polisacaridos (Verduyn y col.,
1992). Por otro lado la capa interna parece estar constituida de varios
espacios, formados por quitina unida a B-glucanos. La quitina juega un rol
importante en la morfologia y durante la formacion de células en el ciclo
celular, tiene la funcion de formar la cicatriz durante la separacion de las
células madre e hija (gemacion), encontrandose la mayor concentracion de
quitina en la formacion de la gema (Lipke y Ovalle, 1998). A nivel molecular, la
arquitectura de la pared celular parece estar constituida por bloques de
construcciones flexibles, que reagrupan a los componentes a través de
uniones covalentes como una estructura ordenada (Heinisch y Hollenberg,

1993; Cabib y col., 2001).

Figura 2: Patrones de glicosilacion de manoproteinas
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Enlaces glicosidicos presentes en la estructura de las manoproteinas de levadura: (A)
O-glicosidico. (B) N-glicosidico. Asn: asparagina. GInNAc: N-acetilglucosamina. Ser:
serina. Thr: treonina. X: cualquier aminoacido. M: manosa (adaptado de Blasco y col.,

2011).



Aplicaciones de las levaduras

La relacion de las levaduras con el hombre viene desde tiempos remotos, ya
que constituyen el tipo de microorganismo mas viejo y mejor comprendido por
el hombre. Desde el ano 6000 AC las levaduras fueron empleadas para la
fabricacion de bebidas del tipo de la cerveza. La ciencia de las levaduras
comenzo en 1680 con la invencion del microscopio, cuando se las describio
como “animaliculos” que 150 anos después se correlacionaron con la
fermentacion de los azucares a etanol. Una industria completamente nueva
surgio basada en estos resultados. Hoy las levaduras forman parte del acervo
cultural del hombre, no so6lo para producir bebidas sino para otros muchos

usos.

Las levaduras son consideradas generalmente como favorables cuando se
asocian a los alimentos, debido al papel que juegan en la obtencion de
productos y bebidas fermentables, entre los que se destacan la fabricacion de
pan y de productos de pasteleria, asi como la produccion de alcohol, vinos,
sidras y cervezas, entre otras bebidas. Esta imagen se ha fortalecido en la
actualidad por el descubrimiento en estos microorganismos de capacidades
nutricionales tales como: la produccion de vitaminas del complejo B; su uso
como fuente de obtencion de proteinas para la alimentacion de animales y
humanos, las cuales contienen aminoacidos esenciales; el aporte de sales
minerales y oligoelementos almacenados naturalmente y, ademas, la
capacidad de generar el acido graso 3. Ademas, las levaduras se utilizan en
productos alimenticios para mejorar el sabor y la textura, y para reducir la
acidez, el gusto amargo y el contenido de sal utilizado en la preparacion de
dichos alimentos. Las levaduras se emplean también como probioticos en
animales, estimulando su bienestar (reduccion del riesgo de acidosis,
reduccion de la tension y una mejoria general del cuerpo), dando valor
realzado al alimento (un indice mejor de consumo) y, por lo tanto,
contribuyendo a un mejor funcionamiento zootécnico. Por otro lado, se ensayo
también su uso como hospedante para la obtencion, por vias de la tecnologia
del ADN recombinante, de compuestos de gran utilidad para la industria
meédico farmaceéutica, como proteinas virales para la fabricacion de vacunas y
otros inmunopotenciadores, hormonas, interferones, proteinas de la sangre y

productos afines (Sasson, 1998).



Las industrias, entre ellas las vinicas y cerveceras, desechan al ano toneladas
de levaduras como subproducto de sus actividades, las cuales resultan poco
provechosas comercialmente y son destinadas principalmente a la
alimentacion animal, debido a su bajo costo y a su elevado contenido de
aminoacidos esenciales. Es por esto que diferentes estudios pretenden mostrar
otros posibles usos alimentarios para las levaduras, especificamente para sus

manoproteinas.

Aplicaciones tecnologicas e industriales de las manoproteinas

En los ultimos anos se han venido estudiando posibles usos para las
diferentes fracciones que conforman la pared celular de las levaduras y se ha
visto que las manoproteinas poseen caracteristicas que pueden resultar
provechosas dentro de la industria alimentaria. De igual manera se ha visto
que el azicar D-manosa y algunos compuestos ricos en este azlucar poseen
propiedades sumamente interesantes, que podrian ser extrapolables a las

manoproteinas presentes en la pared celular de ciertas levaduras.

Las manoproteinas son compuestos poco utilizadas en la industria

alimentaria, pese a su facil obtencion, bajo costo y numerosas cualidades.

Propiedades enoldgicas de las manoproteinas de las levaduras

Varios son los alimentos que contienen de manera natural manoproteinas
provenientes de la pared celular de las levaduras, el vino entre ellos, y se
ingieren con el mismo de forma natural y sin provocar efectos adversos sobre
la salud del consumidor, por lo que se trata de un grupo de compuestos GRAS
(Generally Recognized As Safe). En la actualidad las manoproteinas son muy
utilizadas como coadyuvantes tecnologicos en la industria enologica para
evitar diversos problemas, tales como la precipitacion tartarica o proteica.
También se las relaciona positivamente con la estabilidad del color, la
contribucion a dar untuosidad y disminuir la astringencia en vinos tintos, la
fijacion de algunos componentes aromaticos y la mejora de la calidad de la

espuma de la cava (Martinez-Rodriguez y col., 2009).



Caracteristicas bioemulsificantes

Las manoproteinas han sido reconocidas por ser los mejores bioemulsificantes
en la industria alimentaria, con un alto valor agregado como aditivos.
Principalmente se han aislado manoproteinas con propiedades emulsificantes
de la especie Saccharomyces cerevisiae, levadura utilizada en la industria de
panificacion y cervecera. Los emulgentes son moléculas con un extremo afin al
agua (hidrofilico) y otro afin al aceite (hidrofobico). Hacen posible que el agua y
el aceite se dispersen casi completamente el uno en el otro, creando una
emulsion estable, homogénea y fluida. En la actualidad, los aditivos
alimentarios emulgentes tienen una funcion relevante en la fabricacion de
productos alimenticios como la margarina, la mayonesa, las salsas cremosas,
los caramelos, muchos alimentos procesados y envasados, los dulces y toda
una gama de productos de panaderia. Como agente emulsificante, las
manoproteinas de S. cerevisiae presentan varias ventajas, como son su muy
buena produccion con altos rendimientos, su facil extraccion y purificacion y
ademas, como S. cerevisiae es comestible y es usada en la manufactura de
bebidas y alimentos, es de esperar que las manoproteinas producidas por

dicha levadura sean no toxicas (Cameron y col., 1988).

Las manoproteinas como potenciales nutracéuticos

Se ha determinado que las manoproteinas pueden ser beneficiosas para
numerosas funciones metabolicas en humanos y en animales, por lo que
podrian ser empleadas como suplemento nutracéutico en la industria

alimentaria.

Sus beneficios se han observado en la industria carnica y avicola, y los
mismos consisten en el aumento de la repuesta inmune y mejoras en la
digestion y absorcion de nutrientes en animales destinados al consumo
humano, lo que puede hacer posible su utilizacion para la optimizacion de su
crecimiento. En los ultimos anos se ha visto que el uso de productos que
contienen manosa como complemento dietético de algunos animales de granja
destinados al consumo humano, puede producir efectos positivos en su
desarrollo. Entre dichos efectos destacan la adsorcion de enterobacterias que
expresan fimbrias tipo 1, el mejoramiento de la salud intestinal, la modulacion

del sistema inmune y la degradacion de aflatoxinas (Hooge, 2004).



Efectos sobre enteropatégenos

Los antibioticos han sido utilizados como suplemento en la dieta de animales
destinados al consumo humano durante los ultimos 50 anos, con el fin de
actuar como promotores del crecimiento y controlar numerosas enfermedades
de origen bacteriano (White y col., 2002). Sin embargo, el uso de antibioticos
ha sido un tema ampliamente discutido, debido a su efecto residual y al
desarrollo de resistencia bacteriana. Debido a lo anterior es que se estan
estudiando alternativas a estos compuestos. Una de tales alternativas es la
inclusion de compuestos ricos en manosa en la dieta de los animales. Se sabe
que la adherencia y colonizacion de las bacterias enteropatogenas a las células
epiteliales del intestino del hospedador es un evento fundamental en la
patogenecidad bacteriana, y que dicha colonizacion viene mediada por lo
general por unas proteinas de superficie de las bacterias, llamadas lectinas.
Estas proteinas se adhieren a los receptores en el epitelio del hospedador, los
cuales se unen especificamente a las glicoproteinas con extremos de manosa
en la superficie de células eucariotas (Firon y col., 1987; Mirelman y col.,

1980).

En base a lo anterior, podria ser posible bloquear las lectinas de ciertos
enteropatogenos con manosa para impedir la adherencia de las bacterias a las
mucosas intestinales, y asi evitar la colonizacion bacteriana (Santin y col.,
2001). Diferentes estudios (Ishihara y col., 2000; Jamroz y col., 2004)
observaron que al incluir compuestos ricos en manosa en la dieta de gallinas
disminuye la incidencia de Salmonella enteritidis en las heces y se mejora el
balance de la microflora intestinal, aumentando la proporcion de
Bifidobacterium y Lactobacillus. White y col. (2002) comprobaron que al anadir
levaduras en la dieta de cerdos se reducia el conteo de coliformes totales en el
intestino. Ademas, se observo en otros estudios, realizados con Campylobacter
jejuni, Salmonella typhimurium y Escherichia coli, la disminucion de la
adhesion de estos enteropatogenos a las paredes intestinales al incluir
levaduras o manosa provenientes de la pared celular en la dieta de pollos
(Schoeni y Wong, 1994; Spring y col., 2000; Line y col., 1998; Burkey y col.,
2004; Naughton y col., 2001).

Por ende, al evitar la adhesion y colonizacion de las enterobacterias en

animales de granja, es posible disminuir el uso de antibioticos y aminorar la



incidencia de enfermedades entéricas en humanos ocasionadas por la ingesta

de estos animales (Ganan y col., 2007).

Efectos sobre el sistema inmunolégico

Las paredes celulares de las levaduras y el azucar D-manosa parecen tener
efectos beneficiosos sobre el sistema inmunologico de los animales de granja.
Se ha observado que al suplementar las dietas de pollos de corral con paredes
celulares de levaduras se logra un aumento en los niveles de IgG y IgA en
sangre (Santin y col., 2001). Se cree que el mencionado incremento en la
respuesta inmune es debido a que el sistema inmunologico del organismo
hospedador reconoce a las manoproteinas como material externo antigénico de
origen microbiano, lo cual induce a la sobreproduccion de anticuerpos (Cetin y

col., 2005).

Al incrementar la respuesta inmune de los animales de granja de manera
natural se puede mejorar su habilidad para resistir enfermedades y favorecer

su crecimiento, a la vez que se disminuye el uso de los antibioticos.

Efectos sobre la salud intestinal

Las levaduras y sus derivados han mostrado también efectos positivos sobre la
salud intestinal de animales de granja. Santin y col. (2001) observaron que al
incluir paredes celulares de S. cerevisiaze en la alimentacion de pollos se
produce un aumento en el tamano de las vellosidades de las mucosas
intestinales, lo que permite una mayor absorcion de nutrientes, con el
consecuente aumento en el tamano de las aves. Estudios similares se han
realizado en cerdos y se ha detectado un incremento en el peso de los
alimentados con mano-oligosacaridos (Zdunczyk y col., 2005; Davis y col.,

2002).

Estos hallazgos son muy utiles para la industria alimentaria, ya que se
podrian utilizar levaduras o sus paredes celulares como suplementos
alimenticios en la dieta de animales de corral. Con ello se lograria una mejor
digestion y absorcion de nutrientes y un incremento en la talla de estos
animales, lo que disminuiria el uso de suplementos no naturales. De igual

manera, al lograr un mejor aprovechamiento de los nutrientes se lograria un



mejor estado nutricional, lo que podria suponer cierta proteccion contra el

ataque de patogenos.

Accion de las manoproteinas sobre las micotoxinas

La estructura de la pared celular de S. cerevisiae no solo exhibe un alto grado
de antigenicidad por sus fracciones de -glucanos y manosa, sino que estudios
in vitro recientes han sugerido que esta estructura, constituida principalmente
por polisacaridos, es capaz de llevar a cabo reacciones de absorcion frente a
ciertas micotoxinas tales como zearalenona, aflatoxinas y ocratoxina
(Yiannikouris y col., 2003; Yiannikouris y col., 2004; Ringot y col., 2005). Las
micotoxinas son un grupo diverso de compuestos quimicos toxicos
(metabolitos secundarios) producidos por una gran variedad de hongos
(Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps y Alternaria) (Pfohl-Leszkowicz,
2000). Algunos ejemplos de micotoxinas identificadas en materias primas y
alimentos contaminados utilizados en avicultura son: aflatoxinas, ocratoxina,
zearalenona, toxina T-2, vomitoxina y fumonisina (Jelinek y col. 1989). La
intoxicacion por micotoxinas puede presentar efectos en la salud del individuo,
tales como efectos hepatotoxicos, nefrotoxicos, inmunosupresores,

teratogénicos y mutagénicos (Veldman, 2004).

Las manoproteinas son capaces de absorber y degradar ciertas aflatoxinas,
reduciendo su absorcion gastrointestinal y disminuyendo su nivel en los
tejidos de gallinas y pollos de corral, lo que podria reducir el riesgo de

contaminacion en los consumidores de estas carnes (Zaghini y col., 2005).

Diferentes procedimientos de descontaminacion en la elaboracion del vino
estudiados hasta el momento emplean lias de levadura o paredes celulares
(Bejaoui y col., 2004; Moruno y col., 2005; Caridi y col., 2006). En este
contexto, algunas levaduras actuarian como «esponjas», adsorbiendo la
ocratoxina presente en el vino durante el proceso de elaboracion. En este
proceso de eliminacion de la toxina aparecen implicados compuestos de la
pared celular de las levaduras, en particular las manoproteinas constituyentes
de la misma. Esta propiedad de las manoproteinas permite aumentar la
seguridad y funcionalidad del vino, favoreciendo también la calidad higiénico-

sanitaria y nutricional del mismo.



PROTEINAS DE LA LECHE

Composicion proteica de la leche

La leche esta compuesta principalmente por agua, carbohidratos, lipidos y
proteinas, asi como por otros constituyentes minoritarios como las enzimas,
vitaminas y sales minerales. Las proteinas se encuentran en una proporcion
de 30-35 g I'1, constituyendo la fraccion mas compleja de la leche. Existen dos
tipos de proteinas lacteas, las caseinas, que representan el 80 %, y las

proteinas de suero.

Proteinas de suero

Con la expresion proteinas de suero o proteinas solubles se engloba a un
conjunto de proteinas que permanecen en la fase liquida tras la precipitacion
de la caseina a pH 4.6 y 20 °C (Whitney, 1988). Algunos péptidos de bajo peso
molecular procedentes de la hidrolisis de caseina, al ser soluble al pH y la

temperatura citados, también se incluyen en este grupo de proteinas.

Las proteinas séricas mayoritarias son la p-lactoglobulina (B-Lg), a-
lactoalbumina (a-La), seroalbumina (BSA) e inmunoglobulinas (Ig) (Fox y
Flynn, 1994). Las proteinas minoritarias incluyen la lactoferrina (Lf) y

distintas enzimas, como la plasmina y la lactoperoxidasa.

Caseina

Como caseina se denomina a un grupo de proteinas que permanecen
insolubles a pH 4.6 y 20 °C (Whitney, 1988). Bajo la denominacion de caseina
se incluyen cuatro tipos de cadenas polipeptidicas, asi-caseina (asi-CN), aso-
caseina (as2-CN), B-caseina (B-CN) y k-caseina (K-CN). Las secuencias de sus
estructuras primarias son complejas y muy diferentes a las de otras proteinas,
debido al alto contenido del aminoacido prolina y a las regiones acidas que
incluyen los residuos de fosfoserina (Creamer y MacGibbon, 1996). La
conformacion secundaria de las distintas caseinas esta poco organizada (a-
hélice y lamina B-plegada de longitudes cortas), similar a la estructura de las

proteinas globulares desnaturalizadas (Walstra y Jenness, 1987).



Proteinas lacteas como fuente de ingredientes funcionales

La leche y los productos lacteos son fuente de proteinas de una alta calidad
nutricional. Ademas de su elevado valor nutritivo, en los ultimos anos se ha
visto que algunas de estas proteinas o péptidos derivados de las mismas
presentan diversas actividades fisiologicas. Por lo tanto son muy interesantes
desde el punto de vista tecnologico, ya que pueden emplearse como
ingredientes para desarrollar nuevos alimentos funcionales. Especialmente el
suero de queseria, un subproducto de la industria lactea, es un suplemento
proteico muy popular en distintos alimentos funcionales (Recio y Lopez-
Fandino, 2005). A las proteinas del suero lacteo se les atribuyen distintas
actividades biologicas tales como: beneficios para el sistema inmune;
actividades antioxidante, antibacteriana, antifiungica y antiviral; y actividad

anticancerigena, entre otras.

Ademas, la leche y los productos lacteos han mostrado ser una fuente muy
rica en péptidos liberados por hidrolisis, los cuales pueden exhibir también

diferentes actividades biologicas.

La “alimentacion personalizada” es un nuevo concepto de nutricion que se
basa en la atencion de las necesidades nutricionales de cada individuo segun
su edad, estado fisico, enfermedades, etc. La mayoria de los péptidos
bioactivos no se absorben en el tracto gastrointestinal, ejerciendo una funcion
directa en el lumen intestinal, o bien interaccionando con receptores que se
encuentran en la pared del intestino. Algunos de estos receptores podrian
estar implicados en determinadas enfermedades como cancer, diabetes,
osteoporosis, stress, obesidad o afecciones cardiovasculares. De esta manera,
los péptidos bioactivos derivados de las proteinas lacteas entran dentro del
nuevo concepto de “nutricion personalizada” y abren un abanico de
posibilidades dentro del mercado de los alimentos funcionales (Korhonen y

Pihlanto-Lepala, 2006).

La leche humana es probablemente el primer alimento funcional que una
persona consume, y constituye el alimento esencial para el recién nacido
durante los primeros meses de vida. La alimentacion con leche materna
proporciona multitud de beneficios para la salud, el crecimiento y el desarrollo
del individuo, y reduce el riesgo de padecer diversas enfermedades cronicas en

el futuro (Anonymous, 2005). Las proteinas presentes en la leche juegan un



papel fundamental en dichos beneficios, presentando diferentes actividades
biologicas (Lonnerdal, 2004). Entre las actividades biologicas que se atribuyen
a las proteinas de la leche humana se encuentran: aumento en la absorcion de
nutrientes, inhibicion de enzimas, actividades enzimaticas, estimulacion del
crecimiento, modulacion del sistema inmune y defensa contra patogenos.
Ademas, recientemente se ha visto que la digestion de las proteinas de la leche
humana puede liberar al medio péptidos bioactivos que podrian ser
responsables, al menos en parte, de las propiedades beneficiosas de la leche.
Mediante la hidrolisis de dichas proteinas con enzimas gastricas y pancreatina
se han obtenido péptidos con actividad opiacea (Brantl, 1984), inhibitoria de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Maruyama y col., 1987),
antitrombotica e inmunomodulante (Fiat y col., 1993), y antimicrobianas

(Bellamy y col., 1992).

A partir de la leche procedente de distintas especies de mamiferos se pueden
obtener una gran variedad de péptidos. Sin embargo, estos péptidos van a ser
distintos debido a diferencias cualitativas y cuantitativas entre las proteinas
lacteas de las distintas especies. En una misma especie también puede haber
variaciones dependientes de la alimentacion, el estado de lactacion e incluso
de los ciclos circadianos (Britton y Kastin, 1991). Por ultimo, la utilizacion de
determinados fermentos o enzimas es fundamental a la hora de promover la
liberacion de ciertos péptidos. A pesar de estas diferencias, existen regiones de
las proteinas lacteas que presentan una gran homologia entre distintas
especies. Se ha postulado que la presencia de determinados péptidos
bioactivos en estas regiones no es casual y que podria tener un significado

fisiologico (Kohmura y col., 1989).

Leches fermentadas como alimentos funcionales

El yogurt y las leches fermentadas presentan una serie de propiedades
beneficiosas para la salud que permiten considerarlos como alimentos
funcionales, a la vez que contienen multitud de ingredientes funcionales para
la formulacion de otros alimentos. Ademas, estos productos lacteos son un
vehiculo excelente para la inclusion de otros ingredientes funcionales de

origen lacteo o no lacteo, como por ejemplo bacterias probiodticas,



carbohidratos prebioticos, fibra alimentaria, compuestos antioxidantes, etc.

(Recio y Lopez-Fandino, 2005).

Las propiedades beneficiosas de las leches fermentadas se pueden atribuir a
los microorganismos que se emplean en su elaboracion y a los diferentes
productos liberados durante el proceso de fermentacion, tales como
metabolitos microbianos, iones y moléculas biologicamente activas. Los
microorganismos contribuyen a la seguridad e inocuidad del producto y le
confieren una serie de caracteristicas desde el punto de vista organoléptico,
tecnologico y nutricional. Ademas de aumentar la biodisponibilidad de la
lactosa y de las proteinas y de producir un enriquecimiento en ciertas
vitaminas del grupo B, determinados microorganismos, en particular algunas
bacterias acido lacticas como lactobacilos, bifidobacterias y estreptococos,
presentan efectos probiodticos en el organismo de los consumidores (Leroy y De

Vuyst, 2004).

Las fermentaciones con bacterias acido lacticas se hallan a veces asociadas a
fermentaciones con otro tipo de microorganismos, tales como levaduras y

mohos.

Las bacterias acido lacticas tienen la capacidad de obtener energia de la
lactosa y de hidrolizar las proteinas lacteas liberando péptidos y aminoacidos
al medio. Su capacidad proteolitica ha sido tradicionalmente explotada porque
los aminoacidos y péptidos que se forman durante la fermentacion
contribuyen o son precursores de otras sustancias que influyen en el aroma,

el sabor y la textura de estos productos (Visser, 1993).

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas es muy complejo y
bastante especifico, e implica la accion concertada de proteinasas y peptidasas
en la hidrolisis de las proteinas lacteas hasta el nivel de aminoacidos (Figura
3). Las funciones que desempenan los componentes del sistema proteolitico se
pueden dividir en tres grupos (Thomas y Pritchard, 1987): 1) una proteinasa
extracelular unida a la membrana plasmatica que cataliza la formacion de
oligopéptidos por degradacion directa de la caseina; 2) en la membrana de las
bacterias lacticas existen sistemas de transporte especificos para aminoacidos,
di- y tri-péptidos, y oligopéptidos de hasta 18 residuos, que regulan su pasaje
a través de la membrana celular; 3) un sistema de distintas peptidasas
intracelulares son las responsables ultimas de la degradacion de los péptidos

mas largos que se transportan al interior de la célula.



En los ultimos anos se ha visto que los sistemas proteoliticos de ciertas
bacterias son capaces de liberar al medio péptidos bioactivos a partir de las

proteinas lacteas (Gobbetti y col., 2002).

Los péptidos bioactivos pueden ejercer sus funciones mediante diversos
mecanismos. Algunos actian uniéndose a determinados receptores, otros son
inhibidores de enzimas, otros regulan la absorcion intestinal, etc. Ademas, los
péptidos derivados de proteinas alimentarias, a diferencia de los péptidos
bioactivos endogenos, pueden presentar propiedades multifuncionales. Este es
el caso del péptido B-lactorfina, cuya secuencia es YLLF, derivado de la -
lactoglobulina, que posee actividad opiacea y ademas presenta actividad

inhibitoria de la ECA (Mullally y col., 1996).

A partir de productos lacteos fermentados se han aislado numerosos péptidos
o precursores de los mismos, asi como fracciones peptidicas con propiedades
bioactivas. Se han descrito péptidos con actividad inmunomodulante (LeBlanc
y col., 2002), anticancerigena (LeBlanc y col., 2005), hipocolesterolémica
(Kawase y col., 2000), antimicrobiana (Hernandez-Ledesma y col., 2005),
quelante de minerales (Lorenzen y Meisel, 2005), opiacea (Rokka y col., 1997),
antioxidante (Hernandez-Ledesma y col., 2005), etc. De todos éstos, los
péptidos bioactivos que han sido mas estudiados hasta el momento son

aquellos implicados en el control de la presion arterial.



Figura 3: Sistema proteolitico de Lactococcus lactis
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Modelo del sistema proteolitico de Lactococcus lactis. Esta compuesto por una
proteinasa (Prot), por el sistema de transporte para péptidos a través de la membrana
citoplasmatica (OliPep para oligopéptidos, DTPep para di y tripéptidos y DTTPep para
di, tri y tetrapéptidos) y por diferentes peptidasas (adaptado de Pinto y col., 2012).

Actividades biologicas de los péptidos lacteos

Actividad opidcea

El estudio de la actividad opiacea en un hidrolizado de proteinas lacteas dio
lugar al nacimiento del concepto de exorfina, o péptido opiaceo de origen

dietético, en contraposicion al de endorfina o péptido endogeno.

Como agonistas opiaceos se incluyen los derivados de caseina, como las f-

casamorfinas, fragmentos incluidos en la zona f (60-70) de la B-CN y ligandos



de los receptores p (Trompette y col., 2003), y las exorfinas, fragmentos
procedentes de la asi-CN (Loukas y col., 1983) y ligandos de los receptores 6.
La a-lactorfina, que corresponde al fragmento f (50-53), lap-lactorfina,
fragmento f (102-105) y la serorfina, fragmento f (399-404), son agonistas de
los receptores opiaceos p, derivados de la a-lactoalbumina (a-La), la B-
lactoglobulina (B-Lg) y la seroalbumina (BSA), respectivamente (Shah, 2000).
Tras ser ingeridos en el alimento o tras liberarse durante la digestion
gastrointestinal, las p-casamorfinas pueden ejercer sus efectos a nivel local,
que solo se han descrito en animales adultos. Se ha estudiado la reduccion del
grado de vaciamiento gastrico y de la motilidad intestinal en ratas (Mihatsch y
col., 2005) y el efecto antisecretorio en el ileon de conejo (Tomé y col., 1987).
En humanos se han detectado fragmentos opiaceos en el contenido intestinal
tras la ingestion de leche de vaca (Sienkiewicz-Szlapka y col., 2009), no
detectandose en el suero sanguineo. Aunados a estos estudios, se han
realizado otros donde se ha informado la presencia de péptidos opioides en el
intestino de infantes, después de la ingesta de leche (Kost y col., 2009), y
estudios encaminados a la simulacion del proceso de digestion de formulas
lacteas infantiles (De-Noni, 2008). La confirmacion en el hombre de los efectos
encontrados en los animales de experimentacion abriria un nuevo campo de
aplicacion de estos péptidos opiaceos en la prevencion y el tratamiento de
desordenes intestinales. Los péptidos antagonistas opiaceos suprimen la
actividad agonista de las encefalinas, produciendo el mismo efecto que la
naloxona (Hartmann y Meisel, 2007). Este grupo de péptidos incluye las
casoxinas, procedentes de la k-CN y de la as;-CN (Fosset y Tomé, 2001),
ligandos de los receptores | con baja actividad comparada con la de la

naloxona y los receptores | con moderada actividad.

Actividad antitrombética

Secuencias peptidicas de la k-CN, denominadas casoplatelinas, son similares
a la cadena y del fibrinogeno humano (Clare y Swaisgood, 2000). Se ha
comprobado in vitro que los péptidos derivados del extremo carboxilo terminal
de la k-CN bovina, y fundamentalmente el fragmento f(106-116), son
inhibidores de la agregacion plaquetaria y de la union de la cadenay del

fibrinogeno humano al receptor especifico de la membrana de las plaquetas



(Jollés y col., 1986; Hartmann y Meisel, 2007). La caracteristica estructural
similar entre la cadenay del fibrinogeno y las casoplatelinas, responsables de
la competencia en el proceso de agregacion de las plaquetas, es la homologia
en la secuencia de los aminoacidos isoleucina, lisina y asparagina en las

posiciones 108, 112 y 115, respectivamente (Shah, 2000).

La actividad antitrombotica ejercida por el fragmento Lys-Arg-Asp-Ser,
derivado de la lactoferrina, se debe a otro mecanismo de accion, ya que inhibe
de manera dosis-dependiente la agregacion plaquetaria inducida por el
difosfato de adenosina (ADP), debido a la homologia con el fragmento {(572-
575) de la cadena a del fibrinogeno (Mazoyer y col., 1990). Se ha comprobado
in vivo que este fragmento inhibe la formacion de trombos en la arteria
coronaria de perros (Shebuski y col., 1989) y prolonga el tiempo de sangrado
en la arteria mesentérica del hamster (Cook y col., 1988). Ademas se ha
descrito el efecto antitrombotico de este péptido sobre la trombosis inducida
por laser en rata y cerdo (Drouet y col., 1990). Actualmente, se han realizado
estudios de aislamiento de este fragmento, en leches fermentadas y se han

discutido ampliamente sus funciones y usos (Phelan y Kenns, 2011).

Se han encontrado secuencias peptidicas en el plasma de recién nacidos
alimentados con leche materna o con formulas maternizadas elaboradas con
leche de vaca, en concentracion suficiente para ejercer el efecto antitrombotico
in vivo, lo que demuestra su liberacion a partir de las proteinas lacteas
durante el proceso de digestion gastrointestinal (Chabance y col., 1995;

Severin y Wenshui, 2005).

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de péptidos antitromboticos en
el estomago, duodeno y posteriormente en la sangre de adultos que habian
ingerido leche o yogurt (Chabance y col., 1998; Silva y Malcata, 2005). Esto
demuestra la capacidad de las bacterias lacticas de hidrolizar las proteinas
lacteas y formar péptidos bioactivos durante el proceso de fermentacion, asi

como la capacidad del tracto gastrointestinal de absorber cadenas peptidicas.

Actividad inmunomodulatoria

Los péptidos responsables de esta actividad son fragmentos derivados de la
as1-CN, de la B-CN, de la k-CN (Silva y Malcata, 2005) y de la a-La (Kayser y
Meisel, 1996; Korhonen y Philanto-Lepala, 2006). E1 mecanismo de accion de



estos péptidos no es conocido, aunque la hipotesis mas aceptada describe la
union a receptores opiaceos situados en la membrana de los linfocitos, lo que
influye en su actividad inmunoreactiva. Se ha identificado el aminoacido
arginina de los extremos amino o carboxilo terminal como la zona reconocida
por los receptores especificos de la membrana de los linfocitos y los
macrofagos (Kayser y Meisel, 1996; Chan y col., 2006). Se ha visto que el
péptido tirosina-glicina (Tyr-Gly), que corresponde a los fragmentos f(18-19) y
f(50-51) de la a-La, el fragmento f(38-39) de la k-CN y el péptido Tyr-Gly-Gly,
que corresponde al fragmento f(18-20) de la a-La, modulan la produccion de
linfoquinas in vitro (Kayser y Meisel, 1996). Por esta razon es que se los ha
empleado en la inmunoterapia de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (SIDA), ya que reducen notablemente el progreso
hacia la fase clinicamente relevante de la enfermedad (Rutherfurd-Markwick y

Moughan, 2005).

La isracidina, fragmento f(1-23) de la asi-CN, permite el desarrollo de
inmunidad a largo plazo frente a la reinfeccion por Staphylococcus aureus

(Meisel, 2004).

Los efectos de estos péptidos se han comprobado tras la administracion
intravenosa de los mismos, pero no existen en la actualidad estudios
concluyentes sobre los efectos inmunomodulatorios ejercidos luego de su

ingesta.

Actividad antimicrobiana

La inhibicion in vitro del crecimiento de cepas patogenas tiene lugar por la
accion de fragmentos de caseina y de la lactoferrina. El efecto antimicrobiano
de los péptidos derivados de las proteinas lacteas parece estar relacionado con
la carga neta positiva de estos péptidos. Un gran porcentaje de los
aminoacidos constituyentes son basicos, y entre ellos forman un bucle en
forma de a-hélice en el extremo carboxilo terminal (Kang y col., 1996; Sato y
Feix, 2006), que provoca la formacion de canales ionicos en la membrana de
los microorganismos, alternando su permeabilidad y provocando la muerte

celular (Clare y col., 2003).

El fragmento f(1-23) de la as1-CN o isracidina, obtenido tras la hidroélisis por la

quimosina, ejerce in vivo actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus



aureus y Candida albicans, a concentraciones comparables con la de
antibioticos conocidos (Lahov y Regelson, 1996; Haque y Chand, 2008).
Ademas se han descrito con actividad antimicrobiana distintos fragmentos
derivados de la as2-CN, como la casocidina-I o fragmento {(165-203), que
inhibe el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus carnosus (Zucht y
col., 1995; Gobbetti y col., 2004). Las secuencias peptidicas f(164-179) y f(183-
207), aisladas a partir de un hidrolizado con pepsina de la asz-CN, inhiben el
crecimiento de Bacillus cereus y Escherichia coli (Zucht y col., 2001); McCann
y col., 2005). La lactoferrina, fragmento {f(17-41), aislada de un hidrolizado con
pepsina, presenta propiedades antibacterianas in vitro frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos pertenecientes a los
géneros Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Listeria, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Streptococcus y levaduras como Candida (Steijns y Hooijdonk,
2000). El tamano reducido de este péptido respecto al de la lactoferrina,

favorece su acceso a las zonas de accion en la superficie microbiana.

Los efectos in vivo de estos péptidos se han demostrado tras su administracion

por via intravenosa.

Péptidos quelantes de minerales

Los caseinofosfopéptidos son fragmentos derivados de la as;-CN, as2-CN y B-
CN. La mayoria de estos péptidos posee una secuencia con tres grupos
fosfoserina, seguida de dos glutamicos. Las cadenas laterales negativas, en
particular la de los grupos fosfato, son las responsables de la union de los
minerales, especialmente del calcio (Meisel y FitzGerald, 2003). Ademas, las
secuencias proximas a los grupos fosforilados determinan las diferencias en la
actividad quelante del calcio de los distintos caseinofosfopéptidos (Schlimme y

Meisel, 1995).

Estos péptidos ejercen efectos en la absorcion del calcio y de otros elementos
traza en el intestino, ademas de inhibir la formacion de caries mediante la

recalcificacion dental (Clare y Swaisgood, 2000).



Actividad antihipertensiva

La hipertension arterial es un proceso multifactorial. La inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) es el mecanismo de accion mas
estudiado para el control de esta patologia. En proteinas de origen animal, la
actividad inhibitoria de la ECA se ha determinado en hidrolizados de gelatina
bovina (Kim y col., 2001), de musculo de sardina (Matsufuji y col., 1994;
Osajima y col. 1994), de bonito (Matsumura y col., 1993) o de atun (Kohama y
col., 1988; Kohama y col.,, 1991) y en hidrolizados de musculo de gallina
(Fujita y col., 2000). También se han obtenido a partir de proteinas vegetales
aisladas y purificadas, como la a- y la y-zeina. Las proteinas de origen animal
mas estudiadas como fuente de péptidos inhibidores de la ECA son las
proteinas lacteas, principalmente caseina (Silva y Malcata, 2005). Tales
péptidos derivados de las proteinas de la leche pueden ser obtenidos por

hidrolisis enzimatica o por fermentacion de la leche, o por ambos procesos.

La liberacion de péptidos bioactivos a partir de proteinas de la leche se ha
llevado a cabo por hidrolisis de estas ultimas, empleando un gran numero de
enzimas de origen animal, vegetal y microbiano. El aislamiento y
caracterizacion de péptidos bioactivos se ha realizado fundamentalmente a
partir de digeridos in vitro de proteinas lacteas (Pihlanto-Lepala y col., 2000;
Wu y Ding, 2001; Vermeirssen y col., 2004; Saito, 2008). Para ello se han
empleado las enzimas responsables de la digestion gastrointestinal, tales como
pepsina, tripsina y quimotripsina pancreatica. La estructura abierta y flexible
de caseina la hace muy susceptible a la hidrdlisis, lo que permite la liberacion

de un gran numero y variedad de péptidos (Yamamoto y Takano, 1999).

Las enzimas microbianas han sido incorporadas de manera satisfactoria en la
obtencion de péptidos bioactivos. Asi, el empleo de las enzimas procedentes de
bacterias lacticas como Lactobacillus helveticus, han permitido la obtencion de
péptidos inhibidores de la ECA derivados de caseina. Yamamoto y col. (1994)
han empleado para la hidrolisis de caseina una proteinasa asociada a la pared
celular de L. helveticus CP790. Esta enzima es capaz de hidrolizar la as;-CN,
as2-CN y B-CN. Los péptidos liberados generalmente son de gran tamano y
baja actividad inhibitoria de la ECA. Solo el fragmento {(43-69) de la B-CN es

muy activo, con un valor de CIS0 de 4mmol 1! (Yamamoto y col., 1994).



La hidrolisis de las proteinas de suero de leche se ha llevado a cabo con
enzimas microbianas de distinto origen, fundamentalmente la proteinasa K y
la termolisina. Los hidrolizados obtenidos tras la accion de estas enzimas
sobre concentrados de proteinas de suero, presentan porcentajes de inhibicion
de la ECA superiores al 95 % (Saito y col., 1997). Abubakar y col. (1998) han
aislado el péptido IPA a partir de un hidrolizado de un suero de queseria con
proteinasa K, correspondiente al fragmento f(78-80) de la p-Lg, con un valor de

CI50 de 141 mmol I-1.

L. helveticus posee mayor actividad proteolitica sobre las proteinas lacteas que
otras bacterias lacticas. En consecuencia, el contenido peptidico de la leche
fermentada por esta bacteria es mayor (Leclerc y col., 2002). A partir de leche
fermentada con L. helveticus, Yamamoto y col. (1999) han aislado el péptido de
secuencia YP, que puede originarse de la as;-CN, la B-CN y/o la k-CN. Su
actividad inhibitoria de la ECA es baja (CISO= 720 mmol 1'!). También se han
aislado otros péptidos inhibidores de la ECA formados a partir de B-CN y k-CN
durante la fermentacion de la leche con otras bacterias lacticas tales como: L.
casei subsp. rhamnosus (Lactobacillus GG) (Rokka y col., 1997), L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. lactis subsp. cremoris (Gobbetti y col., 2000) y

Enterococcus faecalis (Quiros y col. 2007).

Actualmente, en el aislamiento y la caracterizacion de péptidos inhibidores de
la ECA se estan empleando algunas cepas de levaduras capaces de hidrolizar
las proteinas lacteas. Asi la combinacion de L. helveticus y S. cerevisiae ha
permitido la obtencion de una bebida fermentada con capacidad inhibitoria
frente a ECA (Fitzgerald y Meisel, 2000). A partir de esta leche fermentada se
han aislado dos tripéptidos, de secuencia VPP, fragmento {(84-86) de la B-CN e
IPP, fragmentos {(74-76) y f(108-110) de la B-CN y la x-CN, respectivamente
(Nakamura y col., 1995). Los valores de CISO son de 9 mmol 1-1 para el péptido
VPP y de S mmol 1-! para el péptido IPP. Estos dos fragmentos no se obtienen
por la hidrolisis de caseina con la proteinasa aislada de L. helveticus, lo que
demuestra la accion de las peptidasas intracelulares durante la fermentacion

(Yamamoto y Takano, 1999).

En algunos casos y debido al corto tiempo del proceso de fermentacion, ha
sido necesario llevar a cabo la hidrolisis de la leche o del suero con enzimas
digestivas o microbianas, en forma previa al proceso de fermentacion en si

mismo. Asi, Saito y col. (1997) no observaron cambios en la actividad



inhibitoria de la ECA tras el proceso de fermentacion de un suero de queseria
hidrolizado con proteinasa K y fermentado posteriormente con L. delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Sin embargo, el suero
hidrolizado con pepsina, tripsina y termolisina, fermentado con L. delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus, presento una disminucion de
la actividad de la ECA. Este descenso puede ser debido al consumo parcial de
los péptidos por los microorganismos como fuente de nitrogeno, tras la

hidrolisis por las enzimas bacterianas.

Por el contrario, el proceso de fermentacion previo a la hidrolisis supone un
incremento de la actividad. Asi, Rokka y col. (1997) han descrito altos valores
de actividad inhibitoria de la ECA en una leche fermentada con Lactobacillus
GG y posteriormente hidrolizada con tripsina y pepsina. Incluso se han aislado
péptidos con actividad inhibitoria de la ECA procedentes de la a-La y de la -
Lg a partir de un suero fermentado e hidrolizado con una combinacion de
pepsina y tripsina (Pihlanto-Leppala y col., 1998). Gobbetti y col. (2000) han
demostrado este aumento en la actividad de la enzima en una leche
fermentada con L. delbrueckii subsp. bulgaricus en combinacion con
Lactococcus lactis subsp. cremoris, después de realizar la digestion con tripsina

y quimotripsina.

HIPERTENSION Y SU RELACION CON LA ENZIMA CONVERTIDORA
DE ANGIOTENSINA

La hipertension es una de las enfermedades cardiovasculares mas comunes a
nivel mundial. Datos obtenidos por Kearney y col. (2005) demostraron que
mas del 25 % de la poblacion adulta, cercana al billon de personas en el
mundo, sufren esta patologia. La hipertension es un factor de riesgo para la
arteriosclerosis, infarto del miocardio, apoplejia y enfermedades renales en el
estado terminal (Kearney y col., 2005). La prevalencia de la hipertension se
incrementa con la edad, afectando aproximadamente al 65 % de la poblacion
en paises desarrollados, dentro de grupos etarios de 65-74 anos (Duprez y
col., 2002). La Organizacion Mundial de la Salud estima que para 2020, las
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares habran superado a las
enfermedades infecciosas, para convertirse en la principal causa de muerte y

discapacidad en todo el mundo (Lopez y Murray, 1998). Modificaciones en la



dieta y/o en el estilo de vida son dos de las herramientas mas importantes
comunmente empleadas de modo eficaz para disminuir la presion sanguinea
(Hermansen, 2000). Por lo tanto, cualquier componente alimenticio que tenga
la habilidad de disminuir la presion sanguinea en humanos es un potencial
candidato para el uso en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades

cardiovasculares.

La enzima convertidora de angiotensina I (ECA, EC: 3.4.15.1) pertenece a una
clase de zinc proteasas y esta ampliamente distribuida en los tejidos de
mamiferos. Predominantemente se encuentra como una ecto-enzima (o enzima
extracelular) unida a la membrana en las células del endotelio vascular de los
pulmones y de otros organos tales como cerebro, higado, rinon, intestino y
placenta. También esta presente en otros tipos de células, incluyendo células

epiteliales, neuroepiteliales y germinales masculinas (Riordan, 2003).

Esta enzima es un factor clave para las terapias cardiovasculares, porque
dicha enzima juega un papel fundamental en la regulacion de la presion
sanguinea, via el sistema renina-angiotensina. La ECA actua hidrolizando
angiotensina-I, decapéptido inactivo, de secuencia DNVYIHPFHL, producido
por la accion de la renina. La hidrolisis conduce a la liberacion de
angiotensina-II y el dipéptido C-terminal His-Leu (Skeggs y col., 1956). La
angiotensina-II es un compuesto de elevada potencia vasoconstrictora. Su
accion provoca la contraccion rapida de las arteriolas, y por tanto, el
incremento de la presion arterial. Ademas, estimula la secrecion de
aldosterona por las glandulas suprarrenales, hormona que induce la retencion
de sodio y agua y la excrecion de potasio. La acumulacion de agua provoca el
incremento del volumen extracelular (Tirelli y col., 1997), el consecuente
aumento de la presion arterial y la neutralizacion de la produccion de renina.
La ECA actua simultaneamente en el sistema quinina-calicreina, catalizando
la degradacion de las bradiquininas (Erdoés, 1975; Soffer, 1976), compuestos
de potente accion vasodilatadora. Esta accion favorece el incremento de la

presion arterial (Figura 4).



Figura 4: Sistemas renina-angiotensina y quinina-calicreina. Accion de la

enzima convertidora de angiotensina
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convertidora de angiotensina (adaptado de Murphy, 2007).

Se ha demostrado que la inhibicion de la ECA provoca el descenso de la
presion arterial en el hombre y en animales (Laffan y col., 1978). Se han
identificado varios péptidos endogenos que actian como inhibidores y
sustratos competitivos de la ECA, como las encefalinas, las bradiquininas y la
sustancia P. Como primeros inhibidores exogenos se estudiaron los extractos
del veneno de la serpiente Bothrops jararaca. Estos extractos presentan un
doble efecto: potencian la actividad de la bradiquinina e inhiben la ECA, tanto
in vitro (Bakhle, 1968) como in vivo (Ng-Kwai-Hang y Vane, 1970). A partir de
estos extractos se han aislado distintos péptidos (Ferreira y col., 1970; Ondetti
y col., 1971). Actualmente, un derivado sintético, el Captopril (D-3-mercapto-
2-metilpropanoil-1-prolina; CI5S0= 0.006 pmol 1-1), obtenido tras el estudio del
modelo hipotético del sitio activo de la enzima, es el farmaco mas empleado en

el control de la hipertension (Unger y col., 1981; Wyvratt y Patchett, 1985).



La union de los péptidos a la ECA esta influida por la secuencia tripeptidica C-
terminal de los mismos, que puede interaccionar con tres regiones del centro
activo de la ECA (Ondetti y Cushman, 1982). Asi, los aminoacidos de caracter
hidrofébico, como Trp, Tyr, Phe o Pro, favorecen la union a estas zonas. El
péptido con secuencia C-terminal Phe-Ala-Pro, analogo al encontrado en el
inhibidor presente en el extracto del veneno de serpiente, es uno de los mas
favorables para unirse al centro catalitico. La carga positiva del grupo
guanidino de la Arg o del grupo e-amino de la Lys, contribuyen a la potencia
inhibidora (Cheung y col., 1980). La presencia de aminoacidos dicarboxilicos
en la secuencia peptidica, o de Pro como penultimo aminoacido, disminuye o
anula la actividad inhibitoria de la ECA (Erdés, 1976; Cushman y col., 1977).
El extremo N-terminal también influye en la actividad, y asi la presencia de
Val o de Ile en esta posicion incrementa en el péptido su actividad inhibitoria

de la ECA.

Por lo tanto, compuestos inhibidores de la ECA bloquean o reducen la
conversion de angiotensina I a II, lo cual reduce el nivel de los agentes
vasoconstrictores y por ende, genera una reduccion de la presion sanguinea.
La inhibiciéon de la actividad de ECA mejora ademas el nivel de bradiquinina,

lo que también ayuda a mantener normal la presion sanguinea.

El desarrollo inicial de inhibidores de la ECA ha sido enfocado en compuestos
sintéticos que tienen propiedades fisicoquimicas similares a las del péptido
original de veneno de serpiente (Cheung y Cushman, 1973; Cushman y col.,
1973). La gestion clinica actual de la hipertension y de desordenes metabdlicos
relacionados, involucra el uso de varias drogas (como captopril, lisinopril,
enalaprilat, etc.), que son variantes sintéticas de inhibidores peptidicos
naturales de la ECA. Sin embargo, estas drogas provocan efectos secundarios
tales como tos y edema angioneurotico, en pacientes sometidos a tratamiento
para varias enfermedades cardiovasculares (Israaili y Hall, 1992). Ademas,
tales inhibidores de la ECA no son seguros para mujeres embarazadas (Opie,

1996).

A fin de proporcionar un enfoque alternativo a las terapias de las
enfermedades relacionadas con la ECA, en la actualidad los esfuerzos se han
enfocado en la busqueda y desarrollo de agentes hipotensivos de origen

natural, tales como compuestos inhibitorios de la ECA derivados de plantas



y/o alimentos, que son mas seguros y baratos (aunque menos activos) que las

drogas sintéticas.

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. PAPEL DE LA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurologico que provoca la
muerte de las células nerviosas del cerebro. Por lo general, la EA comienza
paulatinamente y sus primeros sintomas pueden atribuirse a la vejez o al
olvido comun. A medida que avanza la enfermedad se van deteriorando las
capacidades cognitivas, entre ellas la capacidad para tomar decisiones y llevar
a cabo las tareas cotidianas, y pueden surgir modificaciones de la
personalidad, asi como conductas problematicas. En sus etapas avanzadas, la
EA conduce a la demencia y finalmente a la muerte. La demencia se define
como el deterioro adquirido en las capacidades cognitivas que entorpece la
realizacion satisfactoria de actividades de la vida diaria (Flint Beal y col.,
1998). El Alzheimer es una demencia progresiva que tiene al déficit de
memoria como uno de sus sintomas mas tempranos y pronunciados. Por lo
general, el paciente empeora progresivamente, mostrando problemas
perceptivos, del lenguaje y emocionales a medida que la enfermedad va
avanzando (Berciano Blanco, 2006). La EA se ha convertido en un problema
social muy grave para millones de familias y para los sistemas nacionales de
salud de todo el mundo. Es una causa importante de muerte en los paises
desarrollados, por detras de las enfermedades cardiovasculares y el cancer.
Sin embargo, lo que hace que esta demencia tenga un impacto tan fuerte en el
sistema sanitario y en el conjunto de la sociedad es, sin duda alguna, su
caracter irreversible, la falta de un tratamiento curativo y la carga que
representa para la familia de los afectados (Kettl, 2007). La enfermedad suele
tener una duracion media aproximada de 10-12 anos, aunque ello puede
variar mucho de un paciente a otro (Berciano Blanco, 2006). El Mal de
Alzheimer es la demencia mas frecuente en la poblacion anciana,
representando un 50 al 60 % de las demencias. Se calcula que en el mundo
hay mas de 35 millones de personas que la sufren. Segun la Asociacion de
Alzheimer Internacional, la enfermedad puede comenzar a una edad tan

temprana como los 50 anos (Eisendrath y Lichtmacher, 2006), aunque la



posibilidad de cada individuo de padecer de Alzheimer aumenta con la edad.
La incidencia de la enfermedad se duplica cada S anos después de los 65 anos
de edad. La EA no es necesariamente el resultado de envejecimiento (den
Dunnen y col., 2008); sin embargo, las probabilidades de recibir el diagnostico
de la EA después de los 85 anos de edad superan a uno de cada tres

individuos.

Existe una estrecha correlacion entre el grado de demencia y la densidad de
placas seniles y de neuronas con degeneracion neurofibrilar (Behrens y
Vergara, 2007). El tejido cerebral muestra "nudos neurofibrilares" (fragmentos
enrollados de proteina dentro de las neuronas, que las obstruyen), "placas
neuriticas" (aglomeraciones anormales de células nerviosas muertas y que
estan muriendo, otras células cerebrales y proteinas) y "placas seniles" (areas
donde se han acumulado productos de neuronas muertas alrededor de
proteinas). Aunque estos cambios ocurren en cierto grado en todos los
cerebros con la edad, se presentan mucho mas en los cerebros de las personas

con enfermedad de Alzheimer (Kantor, 2007).

El tratamiento se basa sobre todo en intentar mejorar la calidad de vida del
enfermo y retrasar el progreso de la enfermedad. Ciertas vitaminas ayudan al
mantenimiento de las funciones cognitivas en estos pacientes, tales como
vitaminas B12, B6, acido folico (Mahendra, 2004; Luchsinger, 2004). También
se ha probado la eficacia de farmacos anti-acetilcolinesterasicos que tienen
una accion inhibidora frente a la enzima acetilcolinesterasa (AChE). AChE
(E.C.: 3.1.1.7) es una proteina tetrameérica, cuyo sitio activo incluye un grupo
hidroxilo de un residuo de serina que realiza un ataque nucleofilico sobre el
carbono carbonilico de la acetilcolina, reaccion que transcurre a través de un
estado de transicion tetrahédrico dando como  producto intermediario
acetilserina- AChE y la liberacion de colina (Rhee y col., 2001). La acetilserina
de la AChE posteriormente se hidroliza liberando acetato. Esta enzima regula
la transmision del impulso nervioso en la sinapsis colinérgica mediante la
hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) a acido acético y colina
(Figura 5) (Keane y Ryan, 1999). El sitio activo de la AChE contiene una triada
catalizadora que consiste en Ser 200, His 440 y Glu 327, la cual es similar a la
tripsina y a otras proteasas de serina. Sin embargo, la triada de la AChE tiene

la estereoquimica opuesta a la de tripsina y contiene Glu en lugar de Asp de la



tripsina. La AChE es una de las enzimas mas eficaces, ya que hidroliza 5000

moléculas de ACh/molécula de enzima/seg (Kraut y col., 2000).

Figura 5: Inhibidores de acetilcolinesterasa (IAChE) en la transmision

colinérgica nerviosa
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Acetilcolina es producida en la neurona pre-sinaptica por la enzima
colinacetiltransferasa, a partir de acetil-coenzima A y colina, y luego es liberada en la
hendidura sinaptica, donde se une a los receptores de acetilcolina en la membrana
post-sinaptica, desencadenando una respuesta intracelular. La enzima
acetilcolinesterasa hidroliza acetilcolina en acetato y colina en orden para finalizar la
transmision sinaptica. Colina es transportada dentro de la membrana pre-sinaptica
por un transportador de colina y sirve como sustrato para la produccion descripta de
acetilcolina. IAChE inhiben a la enzima acetilcolinesterasa, lo que a su vez inhibe la
ruptura de acetilcolina en acetato y colina y prolonga su duracion de acciéon (adaptado

de Jeger, 2013).

Aunque los factores de iniciacion que sustentan esta patologia aun restan ser
elucidados, esta bien establecido que la EA esta asociada con una reduccion
de los niveles de ACh, el cual es el mayor neurotransmisor en el sistema

nervioso central (Singh, 2003). De acuerdo a la hipétesis colinérgica, la




restauracion de los niveles de ACh, los cuales son progresivamente perdidos
durante el progreso de la EA, retrasan la pérdida de la funcion cognitiva (Filho
y col.,, 2006). Estudios recientes han mostrado que inhibidores de AChE
alivian los sintomas neuropsiquiatricos en pacientes con EA, y proveen efectos
beneficiosos en la capacidad cognitiva incrementando los niveles de ACh
dentro de la region sinaptica (Zarotsky y col., 2003). La inhibicion de AChE
sirve también como una estrategia para el tratamiento de otros desordenes
neurologicos tales como demencia senil, ataxia, miastenia gravis y enfermedad
de Parkinson (Pulok y col., 2007). En este campo, las investigaciones han
logrado los mayores avances terapéuticos en el tratamiento de la EA mediante
la inhibicion de la AChE (Singh, 2003; Sramek y col., 2002) y por ende, se ha
mejorado el comportamiento del enfermo en cuanto a la apatia, la iniciativa y
la capacidad funcional y las alucinaciones, mejorando su calidad de vida. El
primer farmaco anticolinesterasico comercializado fue la tacrina, hoy no
empleada por su hepatotoxicidad. Existen otros farmacos disponibles como
por ejemplo: donepezilo, rivastigmina y galantamina. Presentan un perfil de
eficacia similar con parecidos efectos secundarios: alteraciones
gastrointestinales, anorexia y trastornos del ritmo cardiaco (Rodriguez y
Guerra Hernandez, 2007; Kantor, 2007). En la actualidad la busqueda de
otros inhibidores de esta enzima se ha intensificado notablemente. Muchos
investigadores esperan encontrar compuestos activos en plantas o en
alimentos para reemplazar total o parcialmente a dichos medicamentos
(Mukherjee y col., 2007). Recientemente, Okello y col. (2004) encontraron que
extractos acuosos de té verde, té negro y café mostraron buena actividad
contra AChE. Ademas, Custodio y col. (2012) encontraron actividad anti-
acetilcolinesterasa en extractos organicos de microalgas, y Ahn y col. (2010)
obtuvieron hidrolizados peptidicos a partir de higado de atun con similar
actividad. Esto abre un camino muy poco explorado, relativo al estudio de

propiedades anticolinesterasicas de productos naturales.



ENFERMEDADES DE TRANSMISION ALIMENTARIA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades de
transmision alimentaria (ETAs) son aquellas que se atribuyen a un alimento
especifico, a una sustancia que se le ha incorporado o a su contaminacion a
través de recipientes mientras se prepara o distribuye. Las enfermedades de
transmision alimentaria abarcan un amplio espectro de dolencias y
constituyen un problema de salud publica creciente en todo el mundo. Se
deben a la ingestion de alimentos contaminados por microorganismos, por
toxinas microbianas o por sustancias quimicas. La contaminacion de los
alimentos puede producirse en cualquier etapa del proceso que va desde la
produccion al consumo, y puede deberse a la contaminacion ambiental, ya sea

del agua, la tierra o el aire.

La manifestacion clinica mas comun de una enfermedad transmitida por
alimentos consiste en la aparicion de sintomas gastrointestinales, pero estas
enfermedades también pueden dar Ilugar a sintomas neurologicos,
ginecologicos, inmunologicos y de otro tipo. La ingestion de alimentos
contaminados puede provocar una insuficiencia multi-organica, incluso
enfermedades oncologicas, por lo que representa una carga considerable de

discapacidad, asi como de mortalidad.

Estas enfermedades constituyen uno de los problemas sanitarios crecientes de
mayor impacto sobre la salud de las personas en todo el mundo. Afectan
principalmente a la poblacion vulnerable (bebes, ninos, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos) y traen consigo perjuicios, no soélo para la salud
humana, sino también para el comercio, el turismo y el sector agroindustrial.
La OMS calcula que mas de dos millones de personas mueren cada ano a
causa de enfermedades diarreicas, muchas de las cuales se adquieren al
ingerir alimentos contaminados (Global Foodborne Infections Network (GFN)
Strategic Plan 2011-2015.WHO
http:/ /www.who.int/gfn /publications/gfn_strategic_plan_2011-2015.pd{).

Se estima que hay cerca de 48 millones de casos de enfermedades
transmitidas por los alimentos anualmente, lo que equivale a que 1 de cada 6
tan solo en los Estados Unidos se enfermen cada ano. Anualmente, estas
enfermedades provocan 128.000 hospitalizaciones y 3.000 muertes (Scallan y

col., 2011). Segun los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la



Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la OMS, se estima que, en la region
latinoamericana, enfermedades provocadas por los alimentos o el agua,
causaron unas 57.000 muertes en 2004 (FAO/OMS. World Health
Organization/Food and Agriculture Organization of the United Nation. Risk
assessment of Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods. Technical report.
Microbiological risk assessment series 5. Rome, Italy. 2004.

ftp:/ /ftp.fao.org/docrep/fao/010/y5394e /y5394e.pdi)

El control de patogenos microbianos, el incremento de la resistencia
bacteriana a antibioticos comerciales y la restriccion en el uso de conservantes
quimicos en los alimentos, constituyen en conjunto una preocupacion
importante en la actualidad. Esta situacion ha estimulado en gran medida la
busqueda de nuevos agentes antimicrobianos naturales, que posean un
amplio espectro de actividad inhibitoria. Ademas, una amplia variedad de
métodos han sido empleados para prevenir el crecimiento de bacterias
patogenas en los alimentos, incluyendo el uso de agentes antimicrobianos
sintéticos y naturales. Compuestos como lactoferrina, lisozima, bacteriocinas,
monolaurina, EDTA y acido lactico han sido evaluados, lograndose un grado
variable de éxito en el control de bacterias patogenas en los alimentos (Panitee

y Vanee, 2007).

Desde que el primer péptido antimicrobiano, obtenido de la polilla cecropia
(Hyatophora cecropia), fue identificado (Steiner y col., 1981), una variedad de
péptidos antimicrobianos (PAs) han sido detectados a partir de numerosos
origenes, tales como plantas, animales, insectos y microorganismos (Broekaert
y col.,, 1995; Mkrtchyan y col., 2010; Rajanbabu y Chen, 2011). Muchos de
estos PAs han demostrado poseer un amplio espectro de accion
antibacteriana, incluyendo a especies alterantes de los alimentos o causantes
de ETAs, tales como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio cholerae, Pseudomonas sp.,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Clostridium

tyrobutyricum, Clostridium sporogenes, etc.

La digestion enzimatica de proteinas también genera PAs. De hecho, muchos
PAs, incluyendo casecidinas, isracidina y casocidina I, fueron inicialmente
aislados de hidrolizados de caseina bovina (Hill y col., 1974; Jones y Simms,
1930; Zucht y col.,, 1995). Aunque los PAs son principalmente generados

desde hidrolizados de proteinas de leche, otros tipos de proteinas, luego de



una hidrolisis, tienen la potencial capacidad de liberar nuevos PAs o de
aumentar sus bioactividades, si se los compara con su forma intacta o nativa
(Liu y col., 2008; Mine y col., 2004; Pellegrini y col., 2004). Song y col. (2012)
obtuvieron una fraccion de PAs a partir de hidrolizados de proteinas de
pescado (Setipinna taty) tratados con la enzima pepsina activos frente a una
cepa de Escherichia coli Extractos de gelatina de atin y de calamar
hidrolizados con la enzima alcalasa generaron diferentes péptidos con
actividad antimicrobiana frente a diversas cepas patogénicas de bacterias
Gram (+) y Gram (-) (Gomez-Guillén y col., 2010). También se obtuvieron PAs a
partir de hidrolizados de proteinas de girasol (Taha y col., 2013), de semillas
de palmera (Tan y col., 2012) o de hemoglobina (Yaba Adje y col., 2011). Por lo
tanto, la digestion de proteinas para liberar PAs puede abrir una nueva
manera de producir compuestos antimicrobianos a gran escala (Bolscher y
col., 2006). Estos compuestos pueden ser candidatos promisorios para ser
incorporados a sistemas alimentarios, con el objeto de controlar el desarrollo
de microorganismos patogenos y alterantes. Esta propuesta tiene su principal
justificacion en que generalmente los PAs obtenidos presentan un amplio
espectro antimicrobiano, como asi también en que, en la mayoria de los casos,

son inocuos para los consumidores.






OBJETIVOS GENERALES

- Aprovechar la existencia de una numerosa coleccion de bacterias lacticas y
levaduras, obtenida a partir de distintos ecosistemas alimentarios de
diferentes regiones del pais, para realizar un exhaustivo estudio de su
capacidad para generar proteinas y péptidos con actividades biologicas de
interés para la formulacion de alimentos funcionales y para el aseguramiento

de la salud humana.

- Lograr, mediante el uso de herramientas biotecnologicas de gran interés
actual, alimentos mas seguros y saludables, conservados naturalmente e

innovativos en cuanto a sus propiedades funcionales.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar la capacidad de las cepas de bacterias acido lacticas integrantes de
la coleccion para producir, al ser propagadas en soluciones de caseina de
leche y del sustrato comercial NZ-Case Plus, péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (antihipertensivos) o de la acetilcolinesteresa

(prevencion y tratamiento del Alzheimer), asi como péptidos antibacterianos.

- Evaluar la capacidad de las cepas de levaduras de la coleccion para generar

manoproteinas.

- Determinar las propiedades bioactivas de esas manoproteinas o de los
péptidos obtenidos de ellas por hidrolisis enzimatica, tales como su capacidad
antimicrobiana y su aptitud como inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina y de la acetilcolinesterasa.

- Desarrollar y optimizar protocolos para el aislamiento, la purificacion y la
caracterizacion  de péptidos  antibacterianos, antihipertensivos y

anticolinesterasicos de origen microbiano.






MICROORGANISMOS

Levaduras

Se emplearon las siguientes cepas de levaduras, aisladas de productos
alimentarios de las regiones santafesina y patagonica: Saccharomyces
cerevisiae DBFIQ L2, Candida blankii LTW7, Candida famata DBFIQ L17,
Brettanomyces intermedius DBFIQ L12, Pichia anomala LTW6, Candida krusei
DBFIQ 1, Candida famata DBFIQ 24, Bretanomyces custersii DBFIQ 13,
Cryptococcus albidus DBFIQ 8, Candida incomunis LTW1, Dipodascus
macrosporus LTW4, Candida blankii LTW9, Candida inconspicua LTW11,
Candida bertae LTW14 y Cryptococcus neoformans LTW3. Todas estas cepas
pertenecen a la coleccion propia de las Catedras de Microbiologia y
Biotecnologia, Dto. de Ingenieria en Alimentos, Facultad de Ingenieria Quimica

(FIQ), Universidad Nacional del Litoral (UNL).

Bacterias acido lacticas

Se emplearon las siguientes cepas de bacterias acido lacticas (BAL), aisladas
de leche y productos lacteos provenientes de la region santafesina:
Enterococcus faecalis DBFIQ E24, Enterococcus faecium ETW4, Lactobacillus
dellbrueckii subsp. bulgaricus DBFIQ LB92, Lactobacillus helveticus DBFIQ LH
303 y Lactobacillus plantarum DBFIQ LP31. Todas las cepas de BAL
pertenecen a la coleccion propia de las Catedras de Microbiologia y
Biotecnologia, Dto. de Ingenieria en Alimentos, Facultad de Ingenieria Quimica

(FIQ), Universidad Nacional del Litoral (UNL).

Conservacion de los microorganismos

Las cepas de levaduras fueron activadas en caldo extracto de malta-extracto
de levadura (caldo YM) (Tabla 2), a 30 °C, mediante tres resiembras sucesivas
e incubaciones por periodos de 48 horas. Luego de la tercera resiembra, a 5 ml
de cada cultivo se los centrifugo durante 15 minutos a 3000 x g y se descarto
el sobrenadante en condiciones de esterilidad. A continuacion se re-

suspendieron las células en 5 ml de agua MilliQ estéril y se centrifugoé durante



15 minutos a 3000 x g, descartando nuevamente el sobrenadante en
condiciones de esterilidad. Este proceso se repitio dos veces. Por otro lado, se
preparo caldo YM con 15 % (v/v) de glicerol estéril. Se re-suspendieron las
células en 5 ml de este medio y se distribuyeron en crioviales estériles,
dispensando 2,5 ml de la suspension en cada criovial y almacenandolos a -20

y -80 °C.

Tabla 2: Composicion del caldo YM

Caldo extracto de malta-extracto de levadura

Componentes Cantidad
Extracto de malta 3g
Extracto de levadura 3g
Peptona de caseina Sg
Glucosa 10 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

c.s.p.: cantidad suficiente para.

Las cepas de Lactobacillus fueron activadas en Caldo M.R.S. (Biokar) y las de
Enterococcus en Caldo M17 (Biokar), a 37 °C, mediante tres resiembras
sucesivas e incubaciones por periodos de 24 horas. Luego de la tercera
resiembra, a S ml de cada cultivo se los centrifugoé durante 15 minutos a 3000
X g y se descarto el sobrenadante en condiciones de esterilidad. A
continuacion, se re-suspendieron las células en 5 ml de agua MilliQ estéril y
se centrifugo durante 15 minutos a 3000 x g, descartando nuevamente el
sobrenadante en condiciones de esterilidad. Este proceso se repitio dos veces.
Por otro lado, se prepar6 Caldo MRS (Biokar) y Caldo M17 (Biokar) con el
agregado de un 15 % (v/v) de glicerol estéril. Se re-suspendieron las células en
S ml del medio correspondiente y se distribuyeron en crioviales estériles,
dispensando 2,5 ml de la suspension en cada criovial y almacenandolos a -20

y -80 °C.



HIDROLIZADOS DE PROTEINAS (HP) A PARTIR DE CULTIVOS DE
CEPAS DE LEVADURAS Y DE BAL EN CASEINA Y EN EL
SUSTRATO COMERCIAL (HIDROLIZADO CASEINICO) NZ-CASE
PLUS

Soluciones de caseina

Las soluciones de caseina (Merck) se prepararon al 0,5y 1 % (p/v), utilizando
agua destilada a pH 8.0, a una temperatura de 40 °C para favorecer su
disolucion. Posteriormente, cada solucion de caseina se llevo a pH 7,0
utilizando HCI 6 mol 1-1. A las soluciones destinadas a efectuar ensayos con
cultivos de levadura se les agregd lactosa al 3 % (p/v) y a las destinadas a
ensayos con cultivos de BAL se les agrego sacarosa al 3 % (p/v). Todas las
soluciones se esterilizaron por filtracion, usando filtros de acetato de celulosa

de 0,45 nm de diametro de poros (Millipore).

Soluciones del sustrato comercial NZ-Case Plus

Las soluciones del sustrato comercial NZ-Case Plus (Sigma) se prepararon al
0,5y 1 % (p/v) en agua destilada, y se ajustaron a pH 7,0 utilizando HCl 6 mol
I'1. Para realizar ensayos con cultivos de levadura, a cada solucion se le agrego
lactosa al 3 % (p/v), y para los ensayos con cultivos de BAL se les agrego
sacarosa al 3 % (p/v). Todas las soluciones se esterilizaron por filtracion
usando filtros de acetato de celulosa de 0,45 pm de diametro de poros

(Millipore).

Cultivos de levaduras en caseina y en el sustrato comercial NZ-Case

Plus

A partir de los conservados, se activaron en caldo YM cada una de las cepas
de levaduras, incubandolas durante 48 horas a 30 °C. Posteriormente se
prepararon los cultivos iniciales incubando a una temperatura de 30 °C
durante 48 horas las distintas cepas en las soluciones de caseina 0,5y 1 %

(p/v) y en las soluciones del sustrato comercial NZ-Case Plus al 0,5y 1 %



(p/v), ambas con lactosa al 3 % (p/v). Un 1 % (v/v) de este cultivo inicial se
anadio a 50 ml de cada solucion y se propagé durante 48 horas a una
temperatura de 30 °C. El proceso de propagacion se detuvo mediante

pasteurizacion a una temperatura de 112 °C durante 10 minutos.

Para este ensayo se utilizaron las siguientes cepas de levaduras: Candida
krusei DBFIQ 1, Candida famata DBFIQ 24, Bretanomyces custersii DBFIQ 13,
Cryptococcus albidus DBFIQ 8, Candida incomunis LTW1, Dipodascus
macrosporus LTW4, Candida blankii LTW7, Candida blankii LTW9, Candida
inconspicua LTW11, Candida bertae LTW14 y Cryptococcus neoformans LTW3.

Cultivos de bacterias acido lacticas en caseina y en el sustrato

comercial NZ-Case Plus

A partir de los conservados, se activaron en Caldo Nutritivo (Merck) cada una
de las cepas de BAL, incubandolas durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente
se prepararon los cultivos iniciales incubando a una temperatura de 37 °C
durante 24 horas las distintas cepas en las soluciones de caseina al 0,5y 1 %
(p/v) y en las soluciones del sustrato comercial NZ-Case Plus al 0,5y 1 %
(p/v), ambas con sacarosa al 3 % (p/v). Un 1 % (v/v) de este cultivo inicial se
anadio a 50 ml de cada solucion y se propagé durante 48 horas a una
temperatura de 37 °C. El proceso de propagacion se detuvo mediante

pasteurizacion a una temperatura de 112 °C durante 10 minutos.

Para este ensayo se utilizaron las siguientes cepas de BAL: Enterococcus
faecalis DBFIQ E24, Enterococcus faecium ETW4, Lactobacillus dellbrueckii
subsp. bulgaricus DBFIQ LB92, Lactobacillus helveticus DBFIQ LH 303 y
Lactobacillus plantarum DBFIQ LP31.

Procedimiento de obtencion de los hidrolizados proteicos

A partir de cada cultivo obtenido tanto con cada cepa de levadura como con
cada cepa de BAL, se procedio a obtener los hidrolizados de proteina (HP)
libres de células. Para ello, cada cultivo se centrifugo a 20000 x g por 10
minutos a 10 °C. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de papel

Whatman N° 40. Se determino el pH y, por ultimo, cada sobrenadante de



cultivo se almaceno a -4 °C hasta su posterior utilizacion (Muguerza y col.

2006).

EXTRACTOS PEPTIDICOS DE MANOPROTEINAS

Extraccion térmica de manoproteinas

La extraccion de manoproteinas se realizo de acuerdo al método de Peat y col.
(1961) modificado por Cameron y col. (1988). A partir de cada conservado, las
cepas de levaduras se activaron mediante 3 siembras sucesivas en caldo YM,
incubando cada cultivo a 30 °C durante 48 horas. El cultivo final se obtuvo
sembrando 4 ml del ultimo pre-cultivo en 400 ml de caldo YM, e incubandolo
a 30 °C durante 48 horas, en agitacion. Luego del periodo de incubacion, las
células se centrifugaron a 3000 x g por 15 minutos y se lavaron 2 veces con
agua MilliQ. A continuacion, se re-suspendieron en una solucion al 20 % (v/v)
de buffer 0,1 mol I-! de citrato de potasio — 0,02 mol I-! de metabisulfito de
potasio. El pH de la suspension se ajusto a 7,0 con HCI 6 mol 11y la mezcla se
sometio a tratamiento térmico en autoclave, por 2 horas a 121 °C.
Posteriormente, la suspension resultante se centrifugo a 5000 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se mezclo con 3 volumenes
de etanol 95 % (v/v) conteniendo 1 % (v/v) de acido acético y se dejo toda la
noche a 4 °C. El precipitado se colecto por centrifugacion a 10000 x g por 10
minutos. Los extractos obtenidos se conservaron por liofilizacion y se

almacenaron a -4 °C hasta su utilizacion.

Purificacion de las manoproteinas por cromatografia de afinidad

La purificacion de cada extracto se llevo a cabo por cromatografia de afinidad
utilizando Concanavalina A (Con A)-Sefarosa 4B (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden). Con A es una metaloproteina tetramérica aislada de
Canavalia ensiformis (Jack bean). Con A une moléculas que contienen a-D-
manopiranoésido, a-D-glupiranésido y residuos estéricamente relacionados. La
union del azucar requiere de grupos hidroxilos en los carbonos C-3, C-4 y C-5
para reaccionar con Con A. Con A acoplada a Sefarosa es rutinariamente

usada para la separacion y purificacion de glicoproteinas, polisacaridos y



lipopéptidos. Para mantener las caracteristicas de union de Con A-Sefarosa
4B, la presencia de iones Mn2* y Ca2* es esencial. Estos estan presentes en
exceso en el medio suministrado, pero el complejo i6n metal-proteina

permanece activo y es estable a pH neutro, ain en ausencia de iones metales

libre.

Procedimiento:

La columna se cargo en total con 10 ml de gel, conteniendo aproximadamente
13 mg de Con A inmovilizada por mililitro de gel. Se lavo con 5 volumenes de
lecho de buffer de equilibrio (0,01 mol 1! Tris-HCI, pH 7,5, conteniendo 0,5
mol I’ NaCl, 1 mmol ' CaClzy 1 mmol I'! MnCl), con un flujo de 2,5 ml min-!.
Posteriormente, cada extracto de manoproteina disuelto en buffer de equilibrio
se aplico con un flujo de 1,0 ml min-1. A continuacion, la columna se lavo con
buffer de equilibrio hasta que la absorbancia a 280 nm fue de 0,05. Las
manoproteinas se eluyeron con 0,1 mol 1! de metil a-D-manopiranosido en
buffer de equilibrio, con un flujo de 1,0 ml min-1, y se detectaron midiendo la
absorbancia a 280 nm. Subsecuentemente, la columna se regenero para su re-
utilizacion con 10 volimenes de lecho con buffer Tris-HCl 20 mmol 1-! con 0,5
mol I-'1 NaCl, pH 8,5, seguido por re-equilibrio con buffer de equilibrio con un

flujo de 2,5 ml min-1.

En dicha cromatografia se utilizaron una columna de vidrio (Largo: 180 mm;
Diametro: 13 mm), una bomba peristaltica Econo Gradient Pump y un colector
de fracciones modelo 2110. Todos estos equipamientos fueron provistos por la
empresa Bio-Rad. La absorbancia se medio con un espectrofotometro marca

Metrolab, modelo 1700.

Dialisis

La dialisis de cada extracto de manoproteina obtenido se realizo con el fin de
eliminar las sales y restos de metil a-D-manopiranosido, y poder estimar mas

aproximadamente el peso molecular (PM) de la muestra.

El proceso de dialisis consiste en un intercambio molecular a través de una
membrana semipermeable con un tamano de poro inferior al tamano de la

proteina. De esta forma, si se introduce en una disolucion con el tampon final



deseado o H,O desionizada una membrana de dialisis rellena de la disolucion
de proteina, el tampon/H;O desionizada y las sales/azucares se
intercambiaran entre el interior y el exterior de la membrana, mientras que la
proteina permanecera en el interior, siempre que el PM de la misma sea mayor

que el cut off de la membrana utilizada.

Procedimiento:

Las muestras de manoproteinas obtenidas se sometieron a dialisis a través de
una membrana con un limite de exclusion de 1000 Da (Sigma), durante 24
horas a 4 °C y en agitacion, frente a agua MilliQ (un volumen 1000 veces
mayor al de la disolucion de proteina). Durante ese tiempo se realizd un
segundo cambio de la disolucion externa. Luego las fracciones retenidas

fueron liofilizadas y almacenadas a -4 °C.

Digestion enzimatica de manoproteinas
Enzimas utilizadas:

Tripsina: es una endoproteasa de origen pancreatico. Tripsina (E.C.: 3.4.21.4)
es secretada por el pancreas y participa de la digestion de proteinas
alimentarias y de otros procesos biologicos. Es una proteina globular de
tamano medio y es producida como una pro-enzima inactiva, tripsinogeno
(Chen y col.,, 2009). Tripsina es una serino-proteasa, con especificidad de
sustrato sobre la base de las cadenas laterales cargadas positivamente de los
aminoacidos lisina y arginina (Brown y Wold, 1973). Cliva péptidos en el
extremo C-terminal de dichos aminoacidos, excepto cuando el residuo
siguiente es una prolina. Ademas, si un residuo acidico esta a ambos lados del
sitio de clivaje, la velocidad de hidroélisis ha demostrado ser mas lenta. El peso
molecular de tripsina es de 23,3 kDa y tiene un pH optimo entre 7,5 y 8,5
(Koutsopoulos y col., 2007) y una temperatura optima de 37 °C (Havlis y col.,
2003).

Proteinasa K: es una endoproteasa de amplio espectro de accion, aislada a
partir de extractos del hongo Tritirachuimalbum limber. Proteinasa K (E.C.:

3.4.21.64) es una serino-endopeptidasa, la cual posee una amplia



especificidad de sustrato, clivando sobre el extremo C-terminal de aminoacidos
alifaticos, hidrofobicos y aromaticos, y especialmente de alanina (Ebeling y
col., 1974). El1 peso molecular de proteinasa K es de 28,9 kDa y tiene un pH
optimo entre 7,5y 12,0 y una temperatura optima entre 20 y 60 °C (Sweeney y
Walker, 1993a).

Pepsina: es la principal enzima proteolitica presente en el jugo gastrico de
vertebrados. Su forma de precursor inactivo, pepsinogeno, se produce en las
mucosas del estomago, y luego se hidroliza por efecto del pH acido y adquiere
su capacidad enzimatica. Pepsina (E.C.: 3.4.23.1) tiene especificidad con
preferencia hacia péptidos que contienen aminoacidos aromaticos o
carboxilicos. Preferentemente cliva en el extremo C-terminal de fenilalanina y
leucina y en menor medida sobre acido glutamico. No cliva sobre valina,
alanina o glicina (Sweeney y Walker, 1993b). El peso molecular de pepsina es
de 34,5 kDa y posee un pH optimo entre 2,0 y 4,0 (Fruton, 1971) y una
temperatura optima de 37 °C (Sweeney y Walker, 1993b).

Quimotripsina: es una serino-endopeptidasa producida por las células acinares
del pancreas. Quimotripsina (E.C.: 3.4.21.1) se activa luego de la proteolisis de
quimotripsinégeno por tripsina, y cliva selectivamente en el extremo C-
terminal de residuos hidrofobicos, tales como tirosina, fenilalanina, triptofano
y leucina (Sweeney y Walker, 1993b). Sin embargo, se han informado algunos
clivajes significantes en el extremo C-terminal de metionina, isoleucina,
serina, treonina, valina, histidina, glicina y alanina. Ademas, la naturaleza del
residuo vecino puede afectar la velocidad de clivaje de una union particular.
Independientemente de la naturaleza de x, la union x-prolina no puede ser
clivada (Baumann y col.,, 1970). Quimotripsina tiene un peso molecular de
25,6 kDa y posee un pH optimo entre 7,5 y 8,5 (Wilcox, 1970) y su rango de

temperatura varia entre 25y 35 °C.

Procedimiento:

En primer lugar se llevo a cabo la hidroélisis enzimatica de cada uno de los
extractos de manoproteinas con las enzimas tripsina, pepsina y proteinasa K,

utilizadas en forma individual. Adicionalmente, cada uno de estos extractos



hidrolizados fue tratado con la enzima quimotripsina. La digestion con cada
una de las enzimas se llevo a cabo a 37 °C durante 24 horas, excepto con
proteinasa K, enzima con la cual se llevo a cabo por 18 horas. En todos los
ensayos se utilizo una relacion proteina-enzima de S50:1. Para la hidrolisis
enzimatica con tripsina, proteinasa K y quimotripsina se utilizo buffer Tris-HCI
30 mmol I'!, pH 8,0, y para la hidrolisis con pepsina se utilizéo una solucion de
acido aceético al 5 % (v/v), pH 2.0. La hidrolisis enzimatica se interrumpio,
luego de transcurrido el tiempo determinado como optimo para cada caso, por
calentamiento a 100 °C durante 10 minutos. Todas las enzimas fueron

provistas por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

CARACTERIZACION PRIMARIA DE LOS HIDROLIZADOS DE
MANOPROTEINAS Y DE LOS HIDROLIZADOS PROTEICOS (HP) DE
LEVADURAS Y DE BAL

Determinacion del contenido de proteinas: Método del acido

bicinconinico

La concentracion de proteinas de cada uno de los extractos obtenidos se

determino por el método del acido bicinconinico (ABC) (Fujimoto y col., 1985).

Figura 6: Estructura del acido bicinconinico

(Adaptado de Smith y col., 1985)

La técnica se basa en la reduccion de Cu2+ a Cu* por accion de las proteinas o
péptidos, cuyos enlaces peptidicos se acomplejan con Cu2*, para luego
oxidarse bajo condiciones alcalinas (reaccion de Biuret). Posteriormente, el ion
Cu* forma un quelato con dos moléculas de ABC, desarrollando un color

purpura intenso con un maximo de absorbancia a A=562 nm (Figura 7). Este



complejo soluble en agua presenta una absorbancia lineal en un rango
comprendido entre 20 y 2000 pg ml-!l. Como el ABC es estable con estas
condiciones alcalinas, el ensayo puede ser efectuado en un solo paso. La
estructura macromolecular de la proteina, el niumero de enlaces peptidicos y
la presencia de cuatro aminoacidos particulares (cisteina, cistina, triptofano y
tirosina) son los responsables de la formacion del color con ABC. Otra ventaja
de este ensayo es que el mismo es tolerante a componentes que suelen
interferir con otros ensayos de determinacion de proteinas, tal como el ensayo
de Lowry. En particular, no resulta afectado por un conjunto de detergentes y
agentes desnaturalizantes tales como urea y cloruro de guanidinio. Ademas,
como la generacion de Cu* es dependiente de la concentracion de proteina y
del tiempo de incubacion, el contenido proteico de las muestras incognitas
debe determinarse espectrofotométricamente mediante la extrapolacion en
curvas realizadas con estandares de proteinas conocidas (Smith y col., 1985);
Wiechelman y col., 1988). El patron utilizado como proteina estandar en este
trabajo para construir la curva de referencia fue Albumina Bovina Estandar

(ABE) (Sigma).

Figura 7: Fundamento del método del acido bicinconinico para la

determinacion del contenido de proteinas

OH-
Paso 1: Proteina + Cu?+ — Cy 1t

Paso 2: Cul* + ABE > o

Complejo purpura ABC-Cul*

En condiciones alcalinas, los iones Cu?* reaccionan con la proteina, produciendo Cu*.
En la reaccion subsecuente, el Cu* reacciona con 2 moléculas de ABC, resultando un
complejo con un intenso color purpura, que se puede medir a 562 nm (adaptado de

Smith y col., 1985).



Procedimiento:

Se mezclaron 100 pl de muestra con 2 ml de Reactivo de Trabajo Estandar
(RTE) (Tabla 2). Se homogeneizo la mezcla y se incubo a 60 °C durante 30
minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Luego se midio el
incremento de la absorbancia en espectrofotometro Metrolab, modelo 1700, a
una A= 562 nm, utilizando como blanco de reactivo la solucion RTE incubada
en las mismas condiciones, aunque sin el agregado de muestra. El color es

estable durante 1 hora (Walker, 2002).

Tabla 3: Composicion de los reactivos utilizados en el método del ABC

Ensayo estandar

Reactivo A

Composicion Cantidad (g) Observaciones

ABC 0,10

NayCO3; anhidro 1,70

NaOH 0,40 Se llevo a 100 ml con H,O MilliQ. El

pH se ajusté a 11.25.

Tartrato de sodio 0,16

dihidratado

NaHCO3 0,95

Reactivo B

Composicion Cantidad (g) Observaciones

CuS04.5H,0 0,40 Se llevo a 10 ml con H,O MilliQ.

Reactivo de Trabajo Estandar (RTE)

Composicion Cantidad Observaciones

Reactivo A 100 volumenes (8 ml) Solucién color verde manzana y
estable a temperatura ambiente
Reactivo B 2 volumenes (160 pl) durante 1 semana.




DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

El grado de hidrolisis se determino mediante la reaccion de los grupos amino
libres con o-ftaladehido (OPA) en presencia de Ditiotreitol (DTT), formandose
un compuesto coloreado que se detecta a 340 nm, siguiendo el procedimiento
descripto por Nielsen y col. (2001). El numero total de aminos libres se
determino sobre cada extracto obtenido, luego de haberlo sometido a hidrolisis

enzimatica.

Figura 8: Reaccion de o-ftaldehido con una amina primaria en presencia de

un tiol

S/Rl

CHO
e
+ HS—R; + H,N—/R, =—= N—R, + 2 H,O
S

CHO

Reaccion de OPA con una amina primaria en presencia de ditiotreitol para producir 2-
tioalquil- 1-N-alquil-isoindol sustituido fluorescente, el cual se puede medir a 340 nm

(adaptado de Nielsen y col., 2001).

Preparacion del reactivo de color

En 75 ml de H2Ogest se disolvieron 0,9525 g de Na;B4O7H20 y 25 mg de dodecil
sulfato de sodio (SDS). Al mismo tiempo, se preparo una solucion con 20 mg
de OPA en 2 ml de etanol. Posteriormente se mezclaron las soluciones
anteriores y a continuacion se agregaron 22 mg de DTT, se agito suavemente
para su correcta disolucion y se enraso en matraz aforado de 100 ml con
H2Ogest. Los extractos hidrolizados de manoproteinas se prepararon a una
concentracion de 1 mg ml!, utilizando para los ensayos diluciones 1/10 y

1/20 de los mismos.



Preparacion de la curva estandar

El reactivo estandar se preparo disolviendo 11 mg de L-serina en 10 ml de
H2Odest. Se construyo la curva de calibrado (Tabla 4) utilizando una dilucion

1/10 de la solucion anterior.

Tabla 4: Curva de calibrado para grupos aminos libres

H20 dest (pl) Testigo (ul solucion L-serina)
Blanco 30 0
T1 25 )
T2 20 10
T3 10 20
T4 S 25
TS 0 30

Procedimiento:

En una microplaca de poliestireno de 96 pocillos con fondo en U, se cargaron
30 pl de los correspondientes volumenes del blanco, de la curva de calibrado y
de las diluciones apropiadas de cada extracto hidrolizado. Posteriormente se
agregaron 200 pl del reactivo de color. Se mezclo correctamente y se leyo a 340
nm luego de 10 minutos utilizando un lector de placas Asys UVM340
espectrofotométrico. Los aminos libres se calcularon a partir de la curva de

calibrado, expresada como: Absorbancia vs. mEq de L-serina.

Todos los extractos hidrolizados de manoproteinas se prepararon a una
concentracion de 1 mg ml!, utilizandose diluciones 1/10 y 1/20 de los

mismos.

Todos los extractos hidrolizados de caseina y del sustrato comercial NZ-Case
Plus se prepararon a una concentracion del 1 % (p/v), utilizandose diluciones

1/10y 1/20y 1/100 de los mismos.



Determinacion de mEq totales

Se pesaron S mg de cada muestra sin hidrolizar. Se agregaron 4 ml de HCI 6
mEq 11 y se dejo reposar 20 horas a 105 °C. Luego se evaporo el HCI en
rotavapor y se recolecto la muestra en S ml de SDS al 1 % (p/v) (concentracion
final de la muestra: 1 mg ml-!). Posteriormente las muestras fueron diluidas en
1/10 para la determinacion de los mEq totales por OPA, como fue descripto

anteriormente.

ANALISIS POR ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
CON DODECIL SULFATO DE SODIO

Esta técnica, descripta por Schagger y von Jagow (1987), permite separar
mezclas complejas de proteinas y polipéptidos en funcion de su tamano
molecular. E1 SDS es un detergente anionico que se acompleja por absorcion
inespecifica a las proteinas y péptidos (aproximadamente una molécula de
SDS cada dos aminoacidos, con una relacion maxima de 1,41 g de SDS/g de
proteina) y las desnaturaliza completamente, rompiendo las interacciones no
covalentes que determinan las estructuras terciarias y cuaternarias. Los
grupos alifaticos dodecil se colocan en el interior, mientras que los grupos
sulfato en la superficie, y todos los complejos SDS-proteina toman carga neta
negativa (que excede la carga intrinseca de las cadenas de aminoacidos). Las
proteinas reaccionan con SDS a relativamente alta concentracion, pero se ha
demostrado que 0,4 % (p/v) de SDS es el nivel minimo necesario para saturar
los sitios de union de la proteina; sin embargo, se emplea 1 % (p/v) para lograr
un margen de seguridad. La utilizacion de agentes reductores, como el -
mercaptoetanol, desnaturalizan las proteinas rompiendo los enlaces disulfuro
y separandolas en las subunidades proteicas que las constituyen. Por ultimo,
la aplicacion de calor permite la formacion de enlaces estables SDS-
proteina/péptido y, ademas, proporciona a las cadenas polipeptidicas una
densidad de carga similar. De esta forma, cuando el complejo SDS-polipéptido
se somete a electroforesis en un gel que contiene SDS, su velocidad de
migracion estara determinada principalmente por la masa de la particula SDS-
polipéptido, segun el principio de exclusion molecular. El campo eléctrico solo

suministra la fuerza impulsora.



Se trabajo con el sistema discontinuo o de Laemmli (1970). El mismo consta
de dos tipos de geles: un gel llamado concentrador, con un tamano de poro no
restrictivo (grande), que se forma sobre un segundo gel, llamado separador. En
este sistema cada uno de los geles se prepara con tampones de diferente pH y
fuerza ionica, y el tampon de electroforesis constituye un tercer tipo. La
movilidad de una proteina en el gel concentrador es intermedia entre la
movilidad de los iones cloruro Cl- del gel y la movilidad del i6n glicina Gly- del
tampon de muestra. Por tanto, entre ambos frentes existe una zona de baja
conductividad y gran diferencia de voltaje, de forma que las proteinas se
concentran en una zona muy reducida entre ambos iones. Una vez en el gel
separador, el pH basico favorece la ionizacion de la glicina de forma que sus
iones migran a través de los polipéptidos concentrados, justo por detras de los
iones cloruro. A partir de este momento las proteinas migran a través del gel
separador en una zona de voltaje y pH uniforme, de forma tal que se separan
en base a su tamano. La capacidad de este sistema para concentrar la

muestra mejora considerablemente la resolucion de los geles.

La concentracion de acrilamida, indicada como % T, representa el porcentaje
en peso del monomero total empleado (acrilamida + entrecruzador bis-
acrilamida en gramos por 100 ml), y determina la longitud promedio de la

cadena del polimero. A mayor % T disminuye el tamano del poro.

La concentracion de bis-acrilamida, indicada como % C, representa el
porcentaje de este monomero en el gel y determina el grado de

entrecruzamiento.

El persulfato de amonio (APS) es el agente oxidante y la N,N,N,N’-tetrametilen-

diamina (TEMED) es el agente reductor.

Preparacion de las muestras y siembra en los geles ya armados

Se mezclaron, en relacion 1:1 (v/v), el buffer de muestra y la muestra
propiamente dicha. Se colocaron las muestras en Bano de Maria a ebullicion
(100 °C) durante 5 minutos y luego se las dejo enfriar a temperatura ambiente.
Al trabajar en condiciones reductoras, se agrego al buffer de muestra 50 pl de
B-Mercaptoetanol por cada 950 pl de buffer antes de hervir. Se utiliz6 una

concentracion de 1 mg ml! de cada uno de los extractos hidrolizados de



manoproteinas y una concentracion de 1 % de cada uno de los HP de caseina

y del sustrato comercial NZ-Case Plus.

El volumen de sembrado dependera de la cantidad de proteina de cada
muestra, del volumen maximo que puede colocarse en cada pocillo, del método
de tincion seleccionado y de la utilidad final que se le dara al gel. Teniendo en
cuenta estos factores, durante el sembrado de los geles se depositaron 10 pl de
muestra en cada pocillo para la determinacion del patron proteico de las

diferentes muestras.

Como marcadores de peso molecular se utilizo un Kit de proteinas patron
(LowRange, Molecular Weight 6,5-66 kDa, Sigma) compuesto por las

siguientes proteinas estandares:

Albumina sérica bovina: 66 kDa; Ovoalbumina obtenida de huevo de gallina:
45 kDa; Gliceraldehido-3-fosfato Deshidrogenasa obtenida de musculo de
conejo: 36 kDa; Anidrasa carbonica obtenida de eritrocitos bovinos: 29 kDa;
Tripsinogeno obtenido de pancreas bovino: 24 kDa; Inhibidor de Tripsina
obtenido de soja: 20 kDa; a-Lactalbumina obtenida de leche bovina: 14,2 kDa;

Aprotinina de pulmon bovino: 6.5 kDa.

Condiciones de las determinaciones electroforéticas

El analisis en SDS-PAGE se realizo en geles discontinuos de poliacrilamida
(Gel de apilamiento: 4 % T, 2,7 % C; Gel de separacion: 16 % T, 2,7 % C) bajo
condiciones reductoras, de acuerdo al meétodo de Laemmli (1970). La
electroforesis se llevo a cabo con un equipo “Bio-Rad” modelo Mini-PROTEAN
3 Cell, con una fuente de poder “BIO-Rad” Power Pac Basic Power Suply. La
misma se desarrollo durante 150 minutos a temperatura ambiente, a voltaje
variable y amperaje constante de 15 mA. Finalizada la electroforesis, el gel se

extrajo de los vidrios de soporte.

Se agregaron las soluciones de los catalizadores de polimerizacion a la
preparacion desgasificada de la solucion del mondomero y se mezclaron
suavemente para homogeneizar e iniciar la polimerizacion. Para el gel de
resolucion: 50 pl de APS al 10 % (p/v) y 5 pl de TEMED, y para el gel de
apilamiento: 50 pl de APS al 10 % (p/v) y 10 pl de TEMED.



Tabla 5: Formulacion de los geles

Porcentaje de Soluqién rpadre Buffer de gel Solucién de SDS
1 (%) HoO(q) (ml) ' acr'llam'1da/ (m)* al 10 % (p/v)
£ bisacrilamida (ml) (m1)
4 6,1 1,3 2,5 0,1
S S,7 1,7 2,5 0,1
6 5,4 2,0 2,5 0,1
7 5,1 2,3 2,5 0,1
8 4,7 2,7 2,5 0,1
9 4,4 3,0 2,5 0,1
10 4,1 3,3 2,5 0,1
11 3,7 3,7 2,5 0,1
12 3,4 4,0 2,5 0,1
13 3,1 4,3 2,5 0,1
14 2,7 4,7 2,5 0,1
15 24 5,0 2,5 0,1
16 2,1 5,3 2,5 0,1
17 1,7 5,7 2,5 0,1
18 1,4 6,0 2,5 0,1
19 1,1 6,3 2,5 0,1

bl

o

bl

*Para el gel de apilamiento, el buffer a utilizar es TRIS-HC1 0,5 mol I'1, pH 6,8 y para
el gel de separacion el buffer es TRIS-HCI 1,5 mol 1’1, pH 8,8. Estos datos estan
calculados para 10 ml de gel.

Método de tincion con plata

La tincion argéntica de los geles se llevo a cabo utilizando el método propuesto
por Blum y col. (1987). La misma se aplico para los extractos manoproteinicos.

El procedimiento empleado se detalla a continuacion:

1- El gel extraido de los vidrios de soporte se lavo con HoOgest.
2- Luego se fijo con glutaraldehido al 5 % (v/v) durante 1 hora.
3- A continuacion se lavo nuevamente con HaOgest.

4- Luego se fijo con solucion fijadora compuesta por metanol 50 % (v/v), acido

aceético glacial 12 % (v/v) y 75 pl de formaldehido 37 % (v/v), durante 1 hora.

5- Se realizaron 3 lavados con metanol 30 % (v/v), de una duracion de 20

minutos cada uno.

0- Posteriormente, se sumergio en solucion de pre-tratamiento (0,02 % (p/v)

de tiosulfato de sodio pentahidratado) por un 1 minuto.

7- Se realizaron 3 lavados con H2Ogest, de 20 segundos cada uno.



8- El gel se sumergio en solucion de plata, durante 20 minutos.
9- Se realizaron 2 lavados con H2Ogest, de 20 segundos cada uno.

10- Luego se lo sumergio en la solucion de desarrollo, hasta que comenzo a

tenirse y no aparecieron mas manchas.

11- A continuacion se lo sumergio en solucion de finalizacion compuesta por
metanol/acido acético (10:12) en 100 ml de agua destilada, durante 10

minutos, para detener la reaccion.

12- Por ultimo se lo sumergio en solucion de metanol al 30 % (v/v), al menos

20 minutos.

Método de tincion empleando el colorante Coomassie Blue R-250
Solucion colorante:

Se preparo disolviendo 0,1 g de Azul Brillante de Coomassie R-250 en 100 ml
de solucion decolorante y filtrando con papel Whatman N° 1 para remover

particulas insolubles. Se almaceno a temperatura ambiente.

Uso: colorear durante 60 minutos

Solucion decolorante:

Consiste en una mezcla de metanol/acido acético/H20 en relacion (40:10:50)
400 ml de MeOH

100 ml de ACOOH 1000 ml

500 ml de HoOgest

Uso: decolorar el tiempo necesario hasta lograr la aparicion de las bandas

visibles.

Procedimiento:

Tenir el gel sumergiendo en la solucion colorante con agitacion suave u

ocasional durante 1 hora aproximadamente.

Luego, lavar el gel con agua para remover el exceso de colorante y luego

destenir con la solucion decolorante, con varios cambios de solucion hasta



disminuir lo suficientemente el background para ver las bandas. Un destenido
excesivo puede llevar a la pérdida de algunas de las bandas de peso molecular

pequeno o a la disminucion en la intensidad de las bandas.

Esta tincion se empleo para todos los HP obtenidos con caseina.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASA

La determinacion de la actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) se llevo a cabo empleando el método espectrofotomeétrico descripto por
Ellman y col. (1961), el cual se fundamenta en dos reacciones acopladas
(Figura 9):

1) Mediante la accion enzimatica de AChE, la acetiltiocolina genera tiocolina y

acetato.

2) La tiocolina y el acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) generan un
compuesto de coloracion amarillenta, el anion del acido tionitrobenzoico, cuya

absorbancia se lee espectrofomeétricamente a 405 nm.



Figura 9: Esquema de la reaccion enzimatica en que se basa el método

colorimétrico para determinar la actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa.

H20 + (CH3)sNCH2CH2SCOCH: _AC%E_ (CH3)sNCH2CHASS + CH3COO- + 2H
Acetiltiocolina Tiocolina Acetato

02N @— 5-8 QND:
“00C Coor

Ditiobisnitrobenzoato

['CHE.]JI.'JEH:CH:S'S —Q—Nﬂ: + S —Q—Nﬂ:
coor cCoo-

Anion del acido tionitrobenzoico

(color amarillo)

Representacion realizada con ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

Métodos empleados:

Método 1: Screening preliminar de todos los hidrolizados de
manoproteinas. Para ello, 100 pl de cada muestra se incubé con 7 pl de
lisado de globulos rojos humanos*, grupo “0” RH (+), fuente de la enzima
acetilcolinesterasa, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 0,9 ml de DTNB (0,29 mmol I-!) y 33,3 pl de
acetiltiocolina (156 mmol 1-!) a cada dilucion e inmediatamente se procedio a
realizar la lectura espectrofotomeétrica a 405 nm, obteniéndose como medida
cinética la velocidad inicial enzimatica (AAbsorbancia/30 seg). Como control
positivo de la inhibicion se utilizo Galantamina 200 pmol 11, y como control de

la actividad basal de la enzima se utilizo buffer fosfato pH 7,7.

*Se partio de sangre grupo “0” RH (+). Se centrifugé la sangre a fin de separar el suero
del paquete globular. Se lavo 3 veces con solucion fisiologica, centrifugando cada vez
la suspension y descartando los liquidos de levado. Se tomaron 100 pl del paquete
globular de la parte media del centrifugado, se los coloc6 en otro tubo y se le
agregaron 2,4 ml de Hy0 MilliQ a fin de obtener una dilucion 1/25. En estas

condiciones se produjo la hemolisis de los globulos rojos.



Calculos:

Actividad Enzimatica (U L''): (AAbsorbancia/30seg)*Factor
% Actividad Enzimatica (%AE): (AEM/AEB)*100
% Inhibicion: 1 - %AE

AEM: Actividad Enzimatica de la Muestra; AEB: Actividad Enzimatica Basal; Factor:
286764.
Factor: (105*Vol. final del ensayo (])* factor de dilucién)/ (¢* paso 6ptico (cm)* Vol. de

muestra (1)). : coeficiente de extincion molar: 13600 1 mol-! cm-!1.

Meétodo 2: Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (CI50) de los
extractos mas activos. Se realizo un microensayo utilizando microplacas de
96 pocillos y se uso la enzima acetilcolinesterasa provista por Sigma. A 50 pl
de cada muestra se les agregaron S0 pl de AChE (0,25 U ml-1) y se dejo reposar
la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 100 pl de la solucion sustrato conteniendo DTNB 0,2 mmol 11,
yoduro de acetiltiocolina 0,24 mmol 1-! y NapHPO4 0,04 mmol 1-1, a pH 7,5. A
continuacion se procedio a realizar la lectura espectrofotométrica a 405 nm
en detector ELISA, luego de S minutos. Como control positivo de la inhibicion
se utilizo Galantamina 200 pmol 11, y como control de la actividad basal de la

enzima se utilizo buffer fosfato salino pH 7.5 (Ortiz y col., 2012).

El porcentaje de inhibicion producido por cada extracto se calculo de la

siguiente manera:

901 leO—@xlOO

E: lectura muestra; C: lectura control; B: lectura blanco.

La actividad inhibitoria es expresada como la concentracion del hidrolizado de

manoproteina necesaria para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica basal



(CIS0). Las curvas actividad-concentracion fueron generadas para la
concentracion de muestra (Abcisa) versus % de la actividad inhibitoria
(ordenada). El rango de concentraciones ensayado de los extractos de
manoproteina fue de 0,5 a 80 mg ml-!. Los valores de CISO fueron obtenidos

por los parametros de la funciéon ajustada usando el programa Origin 8.

Y= mln + (maX - mln)/ 1 + 10(10g CI50-x)*hillslope

En esta ecuacion, Y representa la actividad inhibitoria de AChE (%) y X el
logaritmo de la concentracion del inhibidor (mg ml-!). El parametro min es
igual a la linea de base del 100 % de inhibicion y max el plato del 100 % de
actividad. El parametro CISO da el centro de la transicion. El hill Slope
determina la pendiente de la curva en el centro de transicion (Vermeirssen y

col., 2002).

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se
determindé en cada extracto hidrolizado, empleando el meétodo
espectrofotométrico descripto por Hayakari y col. (1978) con algunas
modificaciones. El mismo se fundamenta en la reaccion colorimétrica
especifica entre el acido hipurico liberado por ECA y la 2,4,6-tricloro 1,3,5-
triazina (TT), que genera un compuesto coloreado, cuya absorbancia se lee

espectrofométricamente a 382 nm.

Método:

Extraccion de ECA:

La enzima se extrajo a partir de pulmon de conejo. Para ello se homogeneizo
en frio (utilizando un bano de hielo molido) 1 g de pulmon con buffer fosfato
NaH;PO4 (JT Baker) 0,1 mol 1! pH 8,3 - sacarosa (Cicarelli) 0,25 mol I'! en
relacion 1:5, mezcla a la que se le agregaron S5 pl de fluoruro de

fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma) 0,1 mol 1-! (PMSF es un inhibidor de serina-



proteasas usado comunmente en la preparacion de lisados celulares, en los
que preserva a las proteinas celulares de su digestion por proteasas).

Posteriormente, se centrifugo a 10000 x g durante S minutos a 4 °C.

Ensayo de inhibicion de la ECA:

Tabla 6: Composicion de los reactivos utilizados en el ensayo de inhibicion de

la ECA

Blanco: Muestra + Blanco: Enzima +
Muestra + Enzima + Enzima + Sustrato
Enzima Sustrato Sustrato (ES)
(BME) (MES) (BES)
NaCl 5 mol 1I-1* (ul) 15 15 15 15
HHL (ul) - 20 20 20
TF1 (ul) 195 175 195 195
Muestra** (ul) 20 20 - -
Enzima (pl) 20 20 - 20

Incubacion a 37 °C por 45 minutos.

Enzima (pl) - - 20 -
TT (ul) 665 665 665 665
TF1(ul) 1100 1100 1100 1100

*Punto Critico: los 15 pl de NaCl deben colocarse bien en el fondo del tubo eppendorf,
pues de lo contrario la actividad de la enzima se ve afectada. **Se utilizo6 una
concentracion de 5; 2,5 y 1,25 mg ml! de cada uno de los extractos hidrolizados de
manoproteinas. Se utilizdo una concentracion de 0,5 y 1 % de cada uno de los

hidrolizados proteicos de caseina y del sustrato NZ-Case Plus.

HHL: Solucion de N-Hipuril-Histidil-Leucina (Sigma) de 10 mg en 3 ml de TF1; TF1:
Tampon fosfato 0,1 mol 11, pH: 8,3; TT: 2,4,6-tricloro 1,3,5-triazina.



En la Tabla 6 pueden observarse las cantidades de cada uno de los reactivos a
utilizar para el ensayo. Cada mezcla fue incubada a 37 °C durante 45 minutos
y la reaccion fue detenida por la adicion de 665 pl de TT en dioxano (30 mg
mll) y 1,1 ml de tampon fosfato NaH>PO4 0,1 mol I pH 8,3 (TF1). Se espero
durante S minutos para dar tiempo a la formacion de color y posteriormente
se centrifugo a 10000 x g por 10 minutos. A continuacion se procedio a leer a

382 nm.

El resultado se expreso como:

% Inhibicion= 100 - Actividad ECA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Ensayo de difusion en agar

Se emplearon como blancos las siguientes cepas bacterianas: Escherichia coli
DBFIQ Ec 9, Bacillus cereus DBFIQ B 28, Staphylococcus aureus DBFIQ S 21 y
Listeria monocytogenes DTUNLu 328, todas pertenecientes a la coleccion de
las Catedras de Microbiologia y Biotecnologia (FIQ-UNL). Para la deteccion de
actividad antimicrobiana se uso el ensayo de difusion en agar (Tagg y Mc
Given, 1971), segun el cual se agregaron 0,5 ml de un cultivo de 12-16 horas
de cada cepa blanco ensayada a 20 ml de Agar Nutritivo (Difco) fundido y
enfriado a 45 °C, vertiéndolos luego en una placa de Petri estéril. Después de
que la placa de medio agarizado solidifica a temperatura ambiente, se
realizaron pozos de 6 mm de diametro en las placas y se colocaron 50 pl de
solucion acuosa de cada muestra en cada pozo. Las placas se incubaron a 37
°C durante 24 horas y luego se midieron los diametros correspondientes a los

halos de inhibicion generados.

Se utilizo una concentracion de 1 mg ml! de cada uno de los extractos
hidrolizados de manoproteinas, y una concentracion de 1 % de cada uno de

los HP de caseina y del sustrato comercial NZ-Case Plus.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.



Determinacion del modo de accion

Como confirmacion de la actividad antagonistica de los extractos
manoproteinicos mas activos, se determino el efecto de los mismos sobre la
evolucion de poblaciones celulares proliferantes de las cepas sensibles
(determinacion de la cinética de crecimiento). Para ello se agrego 1 ml del
extracto manoproteinico a una concentracion de 10 mg ml-!1 a 9 ml de cultivos
en fase logaritmica de L. monocytogenes DTUNLu 328 y de B. cereus DBFIQ B
28, desarrollados en Caldo Nutritivo (Merck), y se incubaron a 37 °C durante
24 horas. A intervalos apropiados (horas: 0, 3, 6, 9, 12 y 24), se determino el
numero de ceélulas viables presentes en cada cultivo mediante conteos

microbiologicos en Agar Nutritivo (Merck) (Schillinger y Liicke, 1989).

Como control se realizo una experiencia idéntica con cada microorganismo
blanco utilizado, pero sin anadir a los cultivos de los mismos el extracto

manoproteinico correspondiente.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

CARACTERIZACION FINAL DE LOS HIDROLIZADOS DE
MANOPROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS

Cromatografia en fase reversa

La cromatografia liquida de fase reversa se basa en la separacion de solutos en
funcion de su distribucion entre una fase movil polar y una fase estacionaria
constituida por gel de silice quimicamente modificada con hidrocarburos
saturados, insaturados o aromaticos de diferentes tipo. Las columnas
cromatograficas mas ampliamente utilizadas para la separacion de péptidos y
proteinas son las de C2, C4, C8 y C18. La fase movil es polar, compuesta
principalmente por agua con adicion de solventes organicos polares tales
como: metanol, propanol, etanol y acetonitrilo, para promover el
desplazamiento del soluto desde la fase estacionaria a la fase movil (Harris y

Angal, 1989).

Las moléculas del soluto se retienen en la matriz en virtud de las interacciones
hidrofobicas que establecen con el gel de silice modificado. Aunque las

interacciones hidrofobicas son en general bastante débiles, son también a



menudo muy numerosas, y para eluir las moléculas es siempre necesario
disminuir la polaridad del disolvente, para lo cual se va incrementando la

concentracion del solvente organico en la mezcla de elucion.

En la separacion de aminoacidos y péptidos mediante fase reversa el soporte
mas comunmente empleado posee una cadena lineal de 18 carbonos y se
identifica como Cis |SiO2|-(CH2)17-CHs .La matriz esta formada por particulas
de gel de silice de 55-105 uym y tamano de poro de 125 A, permaneciendo el

soporte activo en un rango de pH entre 2,0 y 8,0.

Cromatografia liquida en fase reversa utilizando cartuchos Sep-

Pak C18 Plus en tandem
Procedimiento:

Se realizo un primer fraccionamiento de los extractos de manoproteinas mas
activos frente a AChE por cromatografia liquida en fase reversa. Para ello, tres
cartuchos cortos Sep-Pak C18 Plus (numero del producto: WAT023501,
Waters) se ensamblaron en tandem y fueron lavados, primero con metanol, y
posteriormente con acetonitrilo (ACN) 75 % (v/v) conteniendo acido
trifluoroacético (TFA) 0.1 % (v/v). Por ultimo, se equilibraron con ACN 2 %
(v/v) conteniendo TFA 0,1 % (v/v). Cada extracto de manoproteina fue disuelto
en ACN 2 % (v/v) conteniendo TFA 0,1 % (v/v) y se aplicaron 10 ml (2 veces)
de cada uno de ellos en una concentracion de 2 mg ml-1. El flujo utilizado fue
de 1 ml min-!, el cual se mantuvo constante durante toda la experiencia. Se
equilibro con ACN 2 % (v/v) conteniendo TFA 0,1 % (v/v) (10 volumenes de
columna) y se procedio a realizar la elucion de los péptidos con diferentes
concentraciones de ACN: 15, 30y 75 % (v/v) conteniendo TFA 0,1 % (v/v). Se
pasaron S volumenes de columna de cada mezcla. Se midié la absorbancia a
220 nm empleando un espectrofotometro marca Metrolab, modelo 1700. Los
volumenes de muestra recolectados se concentraron y se liofilizaron en un
equipo de la marca Rificor (modelo L-M10-A-ES50-CRT), equipado con bomba
de vacio Dosivac (modelo DVR 140).

Las cromatografias se efectuaron utilizando una bomba peristaltica Econo
Gradient Pump, de Bio-Rad. Las fracciones se recolectaron utilizando un

colector de fracciones de la marca Bio-Rad (modelo 2110).



Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Las fracciones obtenidas de los extractos de manoproteinas mas activos frente
a AChE se analizaron por HPLC en fase reversa. Se utilizo un equipo Water
(USA) y una columna analitica Beckman de C18 (5 pm, 4,6 mm x 260 mm). Se
empled un sistema de dos solventes: Solvente A: 0,1 % (v/v) de TFA en agua;
Solvente B: 0,08 % (v/v) de TFA en ACN. Tiempo de corrida: 20 minutos.
Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 220 nm.

Analisis por Espectrometria de Masas MALDI-TOF

La Espectrometria de Masas es una técnica analitica que permite realizar
determinaciones estructurales, identificaciones y analisis de trazas. En la
actualidad esta técnica constituye una alternativa a la Degradacion de Ellman
para el secuenciamiento de polipéptidos, y a métodos clasicos usados para la
identificacion de modificaciones post-transduccionales. Ademas es posible
estudiar interacciones no covalentes, por ejemplo la union antigeno-

anticuerpo, y determinar el peso molecular de péptidos y proteinas.

Existen diferentes meétodos suaves para la volatilizacion/ionizacion de
moléculas labiles. Uno de estos métodos es la Desorcion por laser asistida por
matriz (MALDI). En la ionizacion MALDI los analitos cocristalizados con una
matriz apropiada son convertidos a iones mediante la accion de un laser. Esta
fuente de ionizacion suele acoplarse a un analizador de tiempo de vuelo (Time
Of Flight, TOF), en el que lo iones se separan en funcion de su relacion masa-

carga, luego de ser acelerados en un campo eléctrico.

MALDI-TOF es hoy en dia un método estandar para el analisis de péptidos y
proteinas en general. El método se caracteriza por su sencillez de manejo, su
robustez y su capacidad de automatizacion, asi como por su alta sensibilidad

y su relativa tolerancia a sales y otras interferencias.
Procedimiento:

Las fracciones mas activas frente a AChE obtenidas por cromatografia en fase
reversa empleando cartuchos Sep-Pack C18 se analizaron por Espectrometria
de Masas MALDI-TOF. El rango de masas investigado fue desde 0 a 6000 Da.
Estos analisis fueron realizados en un equipo MALDI-TOF-TOF Ultraflex II



Bruker Daltonics, en el centro de Estudios Quimicos y Biologicos por

Espectrometria MALDI-TOF (CEQUIBIEM), UBA, Buenos Aires, Argentina.

Analisis por Cromatografia de Alto Rendimiento de Intercambio

Aniodnico con Deteccion Amperomeétrica Pulsada

La Cromatografia de Alto Rendimiento de Intercambio Anionico con Deteccion
Amperomeétrica Pulsada (HPAEC-PAD) es comunmente empleada para
determinar analitos anionicos sin derivatizacion, con alta selectividad y
sensibilidad en muestras de diversas matrices. Es la técnica mas conocida
para el analisis de carbohidratos, incluyendo mono-, di-, tri-, oligo- y
polisacaridos, alcoholes de azucares y amino azucares. Este tipo de
cromatografia esta basada en el hecho de que los carbohidratos en un medio
fuertemente alcalino se ionizan, lo que los +hace susceptibles de separacion en
una columna de intercambio ionico. Las columnas HPAEC usadas para
carbohidratos estan cubiertas con una resina de intercambio iénico. Por
ejemplo, la columna Dionex PA1l (Sunnyvale, CA), optimizada para la
separacion de mono-, di-, oligo-, y polisacaridos de bajo peso molecular, esta
compuesta de gotas no porosas, de 10 pm de diamentro, cubiertas de un
material de intercambio anionico amino cuaternario. Los sistemas HPAEC
usan normalmente hidroxido de sodio como eluyente para separar mono- y
disacaridos, mientras que eluyentes con mayor fuerza idonica, como ser acetato
de sodio, se emplea para moléculas de mayor tamano. El detector de eleccion
para HPAEC es el detector amperomeétrico pulsado (PAD). En general, la
amperometria mide el cambio en la corriente que resulta de la oxidacion o
reduccion de un compuesto en un electrodo. En PAD, esto es la medida del
cambio en la corriente que resulta de la oxidacion de carbohidratos en un
electrodo de platino u oro. La ventaja de PAD no es solo el bajo limite de
deteccion, reportado en el orden de los picomoles, sino también su idoneidad
para la elucion por gradiente, la cual provee un analisis con mayor flexibilidad

al optimizar las condiciones de separacion.



Procedimiento:
Hidrolisis
Las muestras se hidrolizaron con acido trifluoroacético 2 mol 1-! durante 2

horas a 100 °C. El acido se elimino por evaporacion y el hidrolizado se llevo a

sequedad y se re-suspendio en agua para ser analizado por HPAEC-PAD.

Andlisis de azucares por HPAEC-PAD

El analisis de los azucares se realizo en un sistema DX-500 Dionex BioLC
(Dionex Corporation) equipado con un detector de pulso amperomeétrico (PAD)
para la deteccion de azucares que utiliza un electrodo de referencia de AgCl y
un electrodo de trabajo de Au (Hardy y Townsend, 1994). Para el analisis de
monosacaridos se utilizé6 una columna Carbopack P-20 equipada con una pre-
columna P-20. El volumen de inyeccion para cada analisis fue de 20 pl. Se
utilizo una elucion isocratica con NaOH 16 mmol L1 y un flujo de 0,5 ml

min-1.

Estos analisis se llevaron a cabo en el marco de colaboraciones cientificas con
las Dras. Alicia Couto y Malena Landoni del Centro de Investigaciones en

Hidratos de Carbono (CIHIDECAR), CONICET-UBA, Buenos Aires, Argentina.

Cromatografia Liquida acoplada a Electrospray y Espectrometria de

Masas en tandem

Las fracciones peptidicas fueron se analizaron en un cromatografo liquido
nanoAcquity (Waters) acoplado a Espectrometro de Masas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Scientific). Las muestras se re-suspendieron en acido formico (AF) al
1 % (v/v) e inyectadas para la separacion cromatografica. Los péptidos fueron
atrapados en una columna Symmetry C18™ (5 pm x 180 pm x 20 mm;
Waters) y se separaron usando una columna de C18 de fase reversa (75 pm
@i, 25 cm, nanoAcquity, 1,7 pm columna BEH; Waters). Para la elucion de los
péptidos se utilizo un gradiente de 2 a 40 % de B en 20 min, seguido por
gradiente de 40 a 60 % en S min (A: 0,1 % AF en agua; B: 100 % ACN, 0,1 %

AF), con un flujo de 250 nl min-!.



Los péptidos eluidos fueron sometidos a ionizacion electrospray en una aguja
emisor (PicoTip™, New Objective) con un voltaje aplicado de 2000 voltios. Las
masas peptidicas (m/z 300 - 1700) se midieron en full Scan MS (en el Orbitrap
con una resolucion de 60000 FWHM a 400 m/z). Hasta 10 de los péptidos mas
abundantes (intensidad minima de 500 cuentas) se seleccionaron en cada
analisis MS para luego ser fragmentados en la trampa CID (Collision Induced
Dissociation) con Helio como gas de colision y con una energia de colision
normalizada del 38 %. Los tiempos de exploracion fueron: Full MS: 250 ms y
MSn: 120 ms. Los datos se adquirieron con el Software Thermo Xcalibur

(v.2.2) en formato de raw data.

Thermo Proteome Discoverer (v.1.4.1.14) se uso para la busqueda de la raw
data obtenida en los analisis de MS contra las bases de datos tanto de Uniprot
Saccharomycetales o Swiss Prot Saccharomyces con el motor de busqueda

SequestHT.

Tanto un objetivo como una base de dato senuelo se utilizaron para obtener
una tasa de falsos positivos (FDR, false discovery rate). Para mejorar la
sensibilidad de la busqueda en base de datos, se utilizo Percolator (maquina
de aprendizaje semi-supervisada) para discriminar los espectros peptidicos

correctos de los incorrectos.

Para todas las busquedas, se aplicaron los siguientes parametros de

busqueda:
Modificaciones variables de oxidacion (Metionina)

Tolerancia peptidica: 10 ppm y 0,6 Da (respectivamente para el espectro MS y

el espectro MS/MS)
Blanco Percolator FDR (estricto): 0,01; validacion basada en: q-value.

Los analisis de Espectrometria de masas y el secuenciamiento de novo de los
péptidos presentes en las diferentes fracciones se realizaron en el marco de
colaboraciones cientificas con las Dras. Eliandre de Oliveira y Antonia Odena

de la Plataforma de Proteomica, Parc Cientific de Barcelona, Espana.



CAPITULO I:
Manoproteinas de
levaduras como fuente
de péptidos y
glicopéptidos
biologicamente activos



RESULTADOS
Y
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EXTRACCION TERMICA DE MANOPROTEINAS. PURIFICACION
POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD Y DIALISIS

Se emplearon S5 cepas de levaduras pertenecientes a los géneros Candida,
Saccharomyces, Brettanomyces y Pichia. La extraccion de manoproteinas a
partir de cada cepa de levadura se realizd por tratamiento térmico en

autoclave a 121 °C por el término de 2 horas.

Las especies de levaduras empleadas fueron: Candida blankii LTW7, Candida
famata DBFIQ L17, Saccharomyces cerevisiae DBFIQ L2, Brettanomyces
intermedius DBFIQ L12 y Pichia anomala LTW6.

Dichas cepas forman parte de la coleccion propia de las Catedras de
Microbiologia y Biotecnologia, del Dto. de Ingenieria en Alimentos de la

Facultad de Ingenieria Quimica (FIQ) - UNL.

En la Tabla 7 se pueden ver los resultados obtenidos luego de cada etapa de
extraccion y posterior purificacion por Concanavalina A - Sefarosa 4B de los
extractos de manoproteinas. En la misma se detallan: el peso humedo de las
células, el peso humedo y seco de cada extracto crudo obtenido luego del
tratamiento térmico, la cantidad de proteina para cado uno de los extractos y

el porcentaje de manoproteinas para cada cepa de levadura en estudio.

Los resultados expuestos muestran que el procedimiento de extraccion
térmica permitio aislar manoproteinas a partir de las paredes celulares de
todas las cepas estudiadas. La cantidad de manoproteinas obtenida por cada
100 gramos de células (peso humedo) fue similar en todos los casos, excepto

para C. blankii LTW7, con la cual se obtuvo el mayor rendimiento (5,30 %).

Al comparar estos resultados con los publicados por Cameron y col. (1988), se
observa que estos autores obtuvieron, en general, porcentajes mas altos de
manoproteinas que los obtenidos en este estudio, con valores de rendimientos
comprendidos entre 2,9 % (para la cepa de Torulopsis ernobii NRCC 2663) y 18
% (para la cepa de Pichia abadieae NRCC 2644 y una cepa de Saccharomyces

cerevisiae).



Tabla 7: Rendimiento de las manoproteinas extraidas de las S cepas de

levaduras en estudio

Peso
. Cantidad de
hiamedo del Peso seco proteinas % de .
Peso extracto manoproteina
. del extracto (mg de
Cepas de Hamedo crudo crudo roteinas [g de
levaduras (células) (obtenido (liofilizado) tcl:tales /g de manoproteina/ 100
(2) luego del (mg) crudo seco g de células (peso
tratamiento liofilizado) himedol)]
térmico) (g)
P. anomala
8,3 1,90 499,5 330 3,41
LTW6
C. blankii
8,0 1,20 627,3 390 5,30
LTW7
C. famata
7,8 1,62 494.,8 410 3,52
DBFIQ L17
S. cerevisiae
9,3 2,20 514,8 360 3,55
DBFIQ L2
B.
intermedius 2,8 0,58 218,5 245 3,45
DBFIQ L12

En la actualidad se obtienen extractos de levaduras por procedimientos
enzimaticos o térmicos, o por combinacion de ambos métodos. El tipo de
meétodo usado puede tener una gran influencia en las caracteristicas de la
fraccion manoproteica obtenida (Nunez y col.,, 2006). Sin embargo, en un
estudio realizado por Cameron y col. (1988) se encontraron similares
resultados en la composicion de los extractos obtenidos por tratamiento

enzimatico (con la enzima zimoliasa) y por tratamiento térmico.

Por su parte Dupin y col. (2000) evaluaron diferentes métodos de extraccion y

observaron que el tratamiento mas efectivo para la liberacion de

manoproteinas fue el realizado con la enzima zimoliasa.

En estudios mas recientes, donde se utilizaron ambos métodos de extraccion
(térmico y enzimatico), se observaron diferencias en la composicion de
proteinas y de polisacaridos. Asi, el extracto de manoproteina enzimatico tuvo

una mayor proporcion de polisacaridos que el extracto de manoproteina



térmico, mientras que el contenido de proteinas fue mas alto en el extracto
térmico (aproximadamente 3 veces mas). Manosa fue el principal azucar
presente en las glicoproteinas de ambos extractos, confirmando que a pesar
del método utilizado, las manoproteinas fueron el principal componente de los
extractos. Se observo también que la extraccion térmica produjo fracciones
proteinicas mas heterogéneas que el procedimiento enzimatico (Nunez y col.,
2006; Ganan y col., 2009). Esto puede deberse a que los procedimientos de
extraccion térmica pueden facilitar la disrupcion de las uniones no covalentes,
mientras que la enzima zimoliasa so6lo tiene la capacidad de clivar los glucanos

en los puntos de anclaje con la pared celular (Dupin y col., 2000).

Las manoproteinas contenidas en los extractos crudos fueron aisladas por
cromatografia de afinidad, utilizando la lectina Concanavalina A. Las lectinas
son frecuentemente usadas para purificar glicoproteinas provenientes de
extractos biologicos porque, en contraste con los procedimientos de
purificacion convencionales (por ejemplo, cromatografia de intercambio iénico
o filtracion por gel), que aprovechan las propiedades fisicas generales de las
glicoproteinas, las lectinas reconocen estructuras tridimensionales especificas
creadas por un cluster de residuos de azucar. Los procedimientos de
purificacion convencionales son generalmente ensayados antes de la
aplicacion de la cromatografia de afinidad con lectinas (Freeze, 2001). Con A
inmovilizada ha sido usada en procedimientos de purificacion por
cromatografia de afinidad de diferentes manoproteinas de levaduras (Nunez y
col., 2006; Ganan y col., 2009; Goncalves y col., 2002; So y Goldstein, 1968 y
Huang y col., 2002), debido a su especificidad por los residuos de a-D-manosa
y a-D-glucosa y porque la union de glicoproteinas solubles en el gel es
facilmente reversible por la adicion de un carbohidrato de bajo peso molecular

o de sus derivados (So y Goldstein, 1968).

En la Figura 10 se muestran los perfiles cromatograficos obtenidos cuando se
empled Con A como matriz para la purificacion inicial de cada uno de los

extractos de manoproteinas.



Figura 10: Perfiles de elucion por cromatografia de afinidad para cada

extracto de manoproteinas.
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Fracciones de Muestra

Patrones cromatograficos de los extractos de manoproteinas utilizando Con A luego
del tratamiento con metil o-D-manopirandsido. Se observa que los picos de

manoproteinas eluyen entre las fracciones 12 y 26.

Puede observarse que los picos de manoproteinas aparecen en el intervalo de
muestras comprendido entre las fracciones (tubos) 12 y 26, cuando fueron
eluidos empleando el carbohidrato metil a-D-manopiranosido. Los picos
comprendidos entre las fracciones 0 y 10 corresponden al resto del extracto

crudo sin retener en la columna de afinidad.

Los extractos de manoproteinas resultantes fueron dializados, liofilizados y

almacenados a -4 °C para su posterior utilizacion.



ANALISIS POR SDS-PAGE

Las Figuras 11 Y 12 muestran que cuando los extractos crudos sin purificar
fueron analizados por SDS-PAGE, se obtuvieron manchas difusas en cada
calle correspondiente a cada uno de los mismos. En cambio, cuando las
fracciones de manoproteinas obtenidas por cromatografia de afinidad
utilizando Con A se sometieron al mismo analisis, se observaron bandas

correspondientes a diferentes pesos moleculares (PM).

Figuras 11 y 12: Resultados de los analisis por SDS-PAGE (porcentaje del gel

de separacion: 16 %) de cada uno de los 5 extractos sin purificar y purificados
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Figura 11: A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de P. anomala LTW6 sin purificar; C:
Extracto de manoproteinas de P. anomala LTW6 purificado por Con A; D: Extracto de manoproteinas
de C. blankii LTW7 sin purificar; E: Extracto de manoproteinas de C. blankii LTW7 purificado por Con
A; F: Extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2 sin purificar; G: Extracto de

manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2 purificado por Con A.

Figura 12: A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de B. intermedius DBFIQ L12 sin
purificar; C: Extracto de manoproteinas de B. intermedius DBFIQ L12 purificado por Con A; D:
Extracto de manoproteinas de C. famata DBFIQ L17 sin purificar; E: Extracto de manoproteinas de C.

famata DBFIQ L17 purificado por Con A.

Estas bandas indican, en general, que la extraccion térmica produce

fracciones proteinicas heterogéneas, y que los PM de las manoproteinas



separadas por cromatografia de afinidad, provenientes de cada cepa de
levadura estudiada, son similares en todos los casos. Dichos PM estuvieron

comprendidos entre aproximadamente 6,5y 30 kDa.

En un estudio realizado por Ganan y col. (2009) se detectaron bandas de
similar PM en un extracto obtenido de una cepa de Candida jejuni por el
proceso de extraccion térmica de manoproteinas. Ademas, Nunez y col. (2000),
luego de realizar la caracterizacion molecular por SDS-PAGE de un extracto de
manoproteinas obtenido por tratamiento térmico, detectaron la presencia de 4
bandas con PM comprendidos entre 10 y 30 kDa, valores coincidentes con los

obtenidos en el presente estudio.

Posteriormente, cada uno de los extractos de manoproteinas purificados por
Con A - sefarosa 4B fueron tratados con las enzimas proteoliticas tripsina,
pepsina y proteinasa K, tres serino-endopeptidasas con diferentes
especificidad de sustrato, para obtener diferentes extractos hidrolizados de
manoproteinas. En segundo lugar, cada uno de estos extractos hidrolizados de
manoproteinas fue hidrolizado por segunda vez con la enzima quimotripsina,
otra serino-endopeptidasa, para obtener extractos con un mayor grado de
hidrolisis.

Los resultados de la hidrolisis con las enzimas proteoliticas sobre cada uno de
los extractos de manoproteinas permitieron observar por SDS-PAGE
disminucion de las bandas proteicas. En las Figura 13 a 17 se pueden
apreciar los resultados obtenidos al efectuar los tratamientos de hidrolisis

enzimatica.

Para el extracto obtenido de la cepa S. cerevisiae DBFIQ L2 (Figura 13) se
comprobo una marcada reduccion de las bandas de manoproteinas luego del
tratamiento con tripsina, pepsina, proteinasa K y tripsina/quimotripsina, y
una desaparicion total de las mismas luego del tratamiento con

pepsina/quimotripsina y proteinasa K/quimotripsina.



Figura 13: Resultados de SDS-PAGE (porcentaje de gel de separacion: 16 %)
para los hidrolizados con distintas proteasas de las manoproteinas de la cepa

S. cerevisiae DBFIQ L2
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A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2 purificado por Con A; C:
Extracto hidrolizado con tripsina; D: Extracto hidrolizado con proteinasa K; E: Extracto hidrolizado
con pepsina; F: Extracto hidrolizado con tripsina/quimotripsina; G: Extracto hidrolizado con

pepsina/ quimotripsina; H: Extracto hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.

En lo que respecta a los hidrolizados del extracto de C. famata DBFIQ L17
(Figura 14) y del extracto de B. intermedius DBFIQ L12 (Figura 15) se puede
observar una disminucion considerable de la intensidad de las bandas de
manoproteinas luego del tratamiento enzimatico, con tripsina/quimotripsina,
pepsina/quimotripsina y proteinasa K/ quimotripsina. En cambio, para los
extractos hidrolizados con tripsina, pepsina y proteinasa K sélo se aprecia una

ligera reduccion de la intensidad de las diferentes bandas proteicas.



Figura 14: Resultados de SDS-PAGE (porcentaje de gel de separacion: 16 %)
para los hidrolizados con distintas proteasas de las manoproteinas de la cepa

C. famata DBFIQ L17
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A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de C. famata DBFIQ L17 purificado por Con A; C:
Extracto hidrolizado con tripsina; D: Extracto hidrolizado con pepsina; E: Extracto hidrolizado con
proteinasa K; F: Extracto hidrolizado con tripsina/quimotripsina; G: Extracto hidrolizado con

pepsina/quimotripsina; H: Extracto hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.

Figura 15: Resultados de SDS-PAGE (porcentaje de gel de separacion: 16 %)
para los hidrolizados con distintas proteasas de las manoproteinas de la cepa

B intermedius DBFIQ L12
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A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de B. intermedius DBFIQ L12 purificado por Con A;
C: Extracto hidrolizado con tripsina; D: Extracto hidrolizado con pepsina; E: Extracto hidrolizado con
proteinasa K; F: Extracto hidrolizado con tripsina/quimotripsina; G: Extracto hidrolizado con

pepsina/ quimotripsina; H: Extracto hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.



En las Figuras 16 y 17 se puede ver que los extractos hidrolizados de
manoproteinas de C. blankii LTW7 y P. anomala LTW6 también presentaron
similar comportamiento entre si. Se observa que la hidrolisis con tripsina,
pepsina y proteinasa K fue menos intensa, apreciandose una menor
disminucion de las bandas de manoproteinas en los geles de electroforesis. En
lo que respecta a los extractos doblemente hidrolizados, se aprecia que la
reduccion de las bandas de manoproteinas fue considerable y, en algunos

casos, dichas bandas resultaron casi imperceptibles.

Figura 16: Resultados de SDS-PAGE (porcentaje de gel de separacion: 16 %)
para los hidrolizados con distintas proteasas de las manoproteinas de la cepa

C. blankii LTW7

A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de C. blankii LTW7 purificado por Con A; C:
Extracto hidrolizado con tripsina; D: Extracto hidrolizado con pepsina; E: Extracto hidrolizado con

proteinasa K; F: Extracto hidrolizado con tripsina/quimotripsina; G: Extracto hidrolizado con

pepsina/quimotripsina; H: Extracto hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.



Figura 17: Resultados de SDS-PAGE (porcentaje de gel de separacion: 16 %) para los

hidrolizados con distintas proteasas de las manoproteinas de la cepa P. anomala LTW6

A: Patrones de PM; B: Extracto de manoproteinas de P. anomala LTW6 purificado por Con A; C:
Extracto hidrolizado con tripsina; D: Extracto hidrolizado con pepsina; E: Extracto hidrolizado con
proteinasa K; F: Extracto hidrolizado con tripsina/quimotripsina; G: Extracto hidrolizado con

pepsina/quimotripsina; H: Extracto hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.

Estos resultados observados permiten inferir indirectamente la potencial
formacion de una cierta cantidad y variedad de péptidos o glicopéptidos por
hidrolisis enzimatica de los distintos extractos de manoproteinas obtenidos de

las diferentes cepas de levaduras.

DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

La modificacion de la estructura de las proteinas alimentarias mediante
hidrolisis enzimatica permite mejorar las propiedades funcionales,
nutricionales e inmunologicas del alimento original, sin perder valor nutritivo.
Mediante hidrodlisis enzimatica se obtienen determinados péptidos con
actividad biologica demostrada, que se emplean en la formulacion de nuevos
productos proteicos de alto valor agregado (alimentos funcionales). En la
hidrolisis enzimatica de proteinas hasta péptidos o aminoacidos, por accion de
enzimas proteoliticas, la composicion final y, por tanto, el uso de los

hidrolizados, dependera principalmente de la fuente proteica, del tipo de



proteasa usada, de las condiciones de hidroélisis y del grado de hidrolisis

alcanzado en la reaccion.

Es por ello que se evaluo la capacidad proteolitica de las enzimas tripsina,
pepsina, proteinasa K y quimotripsina, a 37 °C y por un periodo de 24 horas
sobre manoproteinas aisladas de distintas cepas de levaduras de origen
alimentario. Para proteinasa K, el periodo de hidrolisis ensayado fue so6lo de 18
horas. La extension de la proteolisis fue cuantificada como grado de hidrolisis
(GH), utilizando el método del o-ftalaldehido (OPA). El mismo esta referido al
porcentaje de uniones peptidicas clivadas, segun fue descripto por Nielsen y
col. (2001). La Tabla 8 indica el grado de hidrolisis de los extractos de
manoproteinas. En la misma se aprecia que todos presentaron un aumento en
la cantidad de grupos aminos libres luego del tiempo de incubacion. Se puede
apreciar que el GH vario desde un valor minimo de 4,0 % para el extracto
obtenido de C. famata DBFIQ L17 hidrolizado con pepsina, y un valor maximo
con de 62,4 % para el extracto de manoproteinas obtenido de P. anomala
LTW6 hidrolizado con tripsina/quimotripsina. Ademas se aprecia que los
extractos doblemente hidrolizados (con quimotripsina mas una de la restantes
enzimas proteoliticas) presentaron mayor grado de hidrolisis que los extractos

hidrolizados con una sola enzima.



Tabla 8: Determinacion del grado de hidrolisis de las distintas manoproteinas

sometidas a diferentes tratamientos enzimaticos

Grado de hidrélisis porcentual (GH)

Enzimas proteoliticas

Extractos de tripsina pepsina proteinasa tripsina/ pepsina/ proteinasa K/

Manoproteinas K . .. . . . .
quimotripsina quimotripsina quimotripsina

P. anomala 9,3+3,1 10,1+0,6  17,1+23 62,4+83 60,0 + 6,4 61,4+5,7
LTW6
C. blankii 17,0+3,0 12,7+4,0 52+1,0 60,0 5,0 59,0+9,2 55,0 3,4
LTW7
S. cerevisiae ~ 14,2+1,0 145+0,8 11,0£2,5 358+54 48,7+9,0 50,0+ 7,0
DBFIQ L2
B.intermedius ~ 5,5+0,6  10,4+12  11,7+4,0 28,0+2,8 23,1+1,6 26,7%6,0
DBFIQ L12
C. famata 145+0,4 4,004 12,2 £ 0,6 25,7 +3,0 20,1+ 1,0 242+ 54
DBFIQ L17

Los porcentajes de hidrélisis fueron calculados con un intervalo de confianza del 95 %.

Los resultados representan medias £ SD de tres experimentos independientes.

Correlacionando estos datos con los presentados en las Figuras 4 a 8, donde
se muestran los resultados de SDS-PAGE para todos los extractos hidrolizados
de manoproteinas, se puede inferir la formacion de péptidos o glicopéptidos en

cada extracto hidrolizado con un PM menor a 6,5 kDa.

En funcion de los resultados detallados previamente, se considero importante
estudiar la potencial actividad biologica de los péptidos o glicopéptidos
resultantes de la hidrodlisis de las manoproteinas en ensayo. Para ello se
evaluo la actividad inhibitoria frente a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y
frente a la enzima convertidora de angiotensina (ECA), y también, se
determino la actividad antibacteriana empleando como blanco bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas causantes de enfermedades de transmision

alimentaria y/o alterantes de alimentos.



SCREENING DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA FRENTE A LA
ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La hipertension es uno de los mayores factores de riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (Kannel, 1996), que afectan a una
considerable parte de la poblacion adulta mundial. La busqueda de medidas
preventivas para la hipertension relacionadas con la dieta es de interés dentro
del alcance de los alimentos funcionales (Li y col., 2004). Los cientificos han
explorado diversos productos alimenticios desde la perspectiva de su
funcionalidad, como potenciales fuentes de compuestos bioactivos naturales
con beneficios fisiologicos que pueden reducir el riesgo de enfermedades
cronicas. Ciertos péptidos obtenidos a partir de hidrolizados de proteinas
alimentarias pueden tener actividad inhibitoria frente a la enzima convertidora
de angiotensina, lo que es un mecanismo clave para prevenir un incremento
en la presion sanguinea. Tales péptidos tienen un valor promisorio para ser

utilizados con fines terapéuticos para prevenir la hipertension.

En la Tabla 9 se observan los resultados de actividad inhibitoria frente a ECA
de todos los extractos de manoproteinas hidrolizados obtenidos en este

estudio, ensayados a tres concentraciones distintas (5; 2,5y 1,25 mg ml-1).



Tabla 9: Actividad inhibitoria frente a ECA de todos los hidrolizados de

manoproteinas

Inhibicion de ECA (%)

Extractos de

Enzimas proteoliticas

levaduras tripsina tripsina + quimotripsina
5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml! 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml!
P. anomala
+ + + +
LTW6 5,0£1,2 N.I. N.L 11,8+1,1 4,6+1,2 4,0+1,6
C. blankii
+ +
LTW?7 7,0+0,4 N.L 8,7+2,5 N.L N.I N.I
S. cerevisiae
+ +
DBFIQ L2 3,2+£0,8 2,9%0,3 N.I N.L N.I N.I
B. intermedius
+ +
DBFIQ L12 4,6+1,4 N.I N.I N.L N.L 3,2+£0,7
C. famata + + + + +
DBFIQL17 | 128%*07  73*18 3,108 134+24  38%14 N.L
Extractos de pepsina pepsina + quimotripsina
levaduras 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml! 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml!
P. anomala
+ + + +
LTW6 N.I N.L 0,9%0,2 5,4+£0,6 52t14 2,1£0,5
C. blankii
LTW?7 N.I N.L N.I N.I N.I N.I
S. cerevisiae
+ + +
DBFIQ L2 N.I N.L N.I 19,7+ 1,4 6,6 £ 0,4 5,7+ 2,3
B intermedius | 154108  47%04 N.I 129+20  14,8+0,5 N.I
DBFIQ L12 T = - 2 E 2, B X0, L
C. famata
DBFIQ L17 N.I N.L N.I N.L N.I N.I
Extractos de proteinasa K proteinasa K + quimotripsina
levaduras 5 mg ml! 2,5 mg ml-! 1,25 mg ml-! 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml-!
P. anomala
+ + +
LTW6 15,3+ 17 N.L N.I 16,2+1,3 5,3+1,7 N.I
C. blankii
+
LTW?7 2,1£0,6 N.I. N.I N.L N.I N.I
S. cerevisiae
DBFIQ L2 N.I N.L N.I N.L N.I N.I
B. intermedius
+
DBFIQ L12 N.I N.L N.I N.L 3,5+1,7 N.I
¢. famata 12,8+2,5 5614 N.I 13,4+1,0 8,026 7,8%3,1
DBFIQ L17 El - El bl - El i El - tl El - bl El - El

N.I.: No Inhibi6. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de

confianza del 95 %. Captopril 0,04 pmol I'1: actividad inhibitoria frente a ECA del 95 +

3,6 %.

En la Tabla precedente se puede apreciar que solo logro detectarse una ligera

inhibicion producida por algunos de los extractos peptidicos, con valores de



actividad que no superaron el 20 % de inhibicion. Estos resultados
demuestran que ninguno de los extractos hidrolizados de manoproteinas
obtenidos es un buen inhibidor de la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina.

Tampoco pudo establecerse ninguna correlacion entre las diferentes
concentraciones de hidrolizados ensayadas y la capacidad inhibitoria de la

ECA, dado que las relaciones observadas resultaron totalmente aleatorias.

Es importante destacar que en la bibliografia consultada no se han
encontrado trabajos cientificos que informen acerca de hidrolizados de

manoproteinas con actividad inhibitoria frente a ECA.

Por otra parte, si se han hallado estudios sobre otros péptidos obtenidos a
partir de levaduras que presentaron actividad inhibitoria frente a ECA.
Kanauchi y col. (2005) encontraron extractos peptidicos que inhibian in vitro a
ECA con valores comprendidos entre 40 y 60 %; los mismos fueron obtenidos
por hidrolisis con proteinasas alcalinas de la fraccion de la pared celular
insoluble obtenida por autolizado de levadura de cerveza. Kohama y col.
(1990) aislaron tres péptidos con buena actividad anti-ECA por hidrolisis acida
en caliente de la proteina gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, también
obtenida de levadura de cerveza. Por otro lado, Kim y col. (2004) purificaron y
caracterizaron un péptido anti-ECA proveniente del extracto libre de células de
un cultivo de S. cerevisiae hidrolizado con pepsina. Ni y col. (2012) aislaron e
identificaron un hexapéptido con actividad antihipertensiva obtenido a partir
de hidrolisis enzimatica de proteinas solubles en agua extraidas de una cepa

de S. cerevisiae.

Ademas, han sido exploradas muchas otras fuentes proteicas para la
produccion de péptidos con actividad anti-ECA, aplicando hidrolisis
enzimatica a distintas proteinas tales como: proteinas obtenidas de peces
(Raghavan y Kristinsson, 2009; Fahmi y col., 2004; Jung y col., 2006; Wu y
col., 2008, Curis y col.,, 2002), semillas de garbanzo (Yust y col., 2003),
gelatina bovina (Herregods y col., 2011), proteinas de ostra (Wang y col.,
2008), hidrolizados de gelatina de Acaudina molpadioidea (Zhao y col., 2009),
caseina (Kim y Chung, 1999; Tauzin y col., 2002), proteinas de lactosuero
(Pihlanto-Leppala y col., 2000; Hernandez-Ledesma y col., 2002), proteinas del
musculo esquelético porcino (Arihara y col.,, 2001; Nakashima y col., 2002),



proteinas de huevo de gallina (Yoshii y col., 2001), proteinas del plasma

sanguineo (Wanasundara y col., 2002), entre otras.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Ensayo de actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram (+) y

Gram (-)

El uso de proteinas alimentarias como fuente de péptidos antimicrobianos
aparece entre los temas de mayor interés actual en la investigacion de
moléculas naturales. Durante las ultimas décadas, varios estudios informaron
acerca de propiedades antimicrobianas de algunas proteinas alimentarias
(lisozima, lactoperoxidasa, lactoferrina, entre otras) (Kitts y Weiler, 2003;
Pellegrini, 2003), asi como de la posibilidad de generar péptidos
antimicrobianos por hidrolisis de la proteina precursora in vivo o in vitro (Clare

y col., 2003; Lopez-Exposito y Recio, 2006).

Se realizo la evaluacion de la capacidad para inhibir el crecimiento de
bacterias Gram (+) y Gram (-) de todos los extractos de manoproteinas

hidrolizados, aplicando el ensayo de difusion en agar (Tagg y McGiven, 1971).

En la Tabla 10 se pueden observar los resultados obtenidos, expresados como
diametros (medidos en mm), de los halos de inhibicion generados por los
extractos hidrolizados de manoproteinas, sobre la cepa de L. monocytogenes
tipo I DTUNLu 328. En dicha Tabla se aprecia que un unico extracto
hidrolizado con una sola enzima resulto activo frente a la cepa bacteriana
empleada como blanco, siendo el mismo el extracto de manoproteinas de la

cepa de P. anéomala LTW6 hidrolizado con tripsina.

Ademas, se observa que los extractos doblemente hidrolizados presentaron
una mayor actividad inhibitoria frente a L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328,
con valores de diametros de halos de inhibicion similares (entre 10 y 14 mm).
Estos extractos de manoproteinas fueron los de C. blankii LTW7, S. cerevisiae
DBFIQ L2 y B intermedius DBFIQ L12, hidrolizados con
tripsina/quimotripsina, y los de C. blankii LTW7, C. famata DBFIQ L17, P.
anomala LTW6 'y B. intermedius DBFIQ L12, hidrolizados con

pepsina/quimotripsina.



Tabla 10: Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos

hidrolizados de manoproteinas frente a L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328

Método de difusion en agar. Diametros de halos de inhibicion (mm)

Bacteria
blanco Listeria monocytogenes tipo I DTUNLu 328
Extractos hidrolizados con
Extractos de
tripsina / pepsina/ proteinasa proteinasa K/
levadura tripsina pepsina
quimotripsina quimotripsina K quimotripsina
P. anomala
7 N.L N.L 12 N.L N.L
LTW6
C. blankii
N.I 11 N.L 14 N.L N.L
LTW7
C. famata
N.I N.L N.L 10 N.L N.L
DBFIQ L17
S. cerevisiae
N.I 11 N.L N.I. N.L N.L
DBFIQ L2
B. intermedius
N.I 10 N.L 10 N.L N.L
DBFIQ L12

Diametro de los pozos: 6 mm. Concentracion de la muestra: 1 mg ml-!, disueltas en
agua MilliQ. N.I.: No Inhibié. Cada ensayo se realizé por triplicado y los resultados se

expresaron como promedio de los valores individuales obtenidos.

En la Tabla 11 se observan los resultados de la inhibicion lograda sobre la
cepa de Bacillus cereus DBFIQ B 28 por todos los hidrolizados de
manoproteinas ensayados. Se aprecia que dicha cepa blanco resulto
fuertemente inhibida por los hidrolizados obtenidos por la accion unica de
tripsina sobre todos los extractos de manoproteinas estudiados, con valores de
diametros de halos comprendidos entre 14 y 18 mm. En lo que respecta a los
extractos hidrolizados unicamente con pepsina y/o proteinasa K, no

produjeron ningun efecto inhibitorio sobre esta cepa.

En cambio, todos los extractos doblemente hidrolizados presentaron actividad
frente a la cepa de B. cereus DBFIQ B 28, pero la misma resulto, en la gran
mayoria de los casos, de menor intensidad, con valores de diametros de halos

comprendidos entre 8 y 15 mm.



Tabla 11: Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos

hidrolizados de manoproteinas frente a Bacillus cereus DBFIQ B 28

Método de difusion en agar. Diametros de halos de inhibicion (mm)

Bacteria .
Bacillus cereus DBFIQ B 28
blanco
Extractos hidrolizados con
Extractos de
tripsina/ pepsina/ proteinasa proteinasa K/
levadura tripsina pepsina
quimotripsina quimotripsina K quimotripsina
P. anomala
17 11 N.L 10 N.L 11
LTW6
C. blankii
18 12 N.L 11 N.L 11
LTW7
C. famata
17 9 N.L 8 N.L 13
DBFIQ L17
S. cerevisiae
17 12 N.L 14 N.L 9
DBFIQ L2
B. intermedius
14 14 N.L 13 N.L 15
DBFIQ L12

Diametro de los pozos: 6 mm. Concentracion de la muestra: 1 mg ml-!, disueltas en
agua MilliQ. N.I.: No Inhibié. Cada ensayo se realizé por triplicado y los resultados se

expresaron como promedio de los valores individuales obtenidos.

Las cepas de Escherichia coli DBFIQ Ec 9 y de Staphylococcus aureus DBFIQ S
21 no fueron inhibidas por ninguno de los extractos hidrolizados de
manoproteinas obtenidos con las diferentes enzimas proteoliticas empleadas

(datos no mostrados).

En la bibliografia consultada no se han encontrado informes relacionados a la
presencia de péptidos derivados de la hidrolisis de manoproteinas obtenidas

de cepas de levaduras que presentasen actividad antimicrobiana.

Determinacion del modo de accion

Para la determinacion del modo de accion mediante el estudio de la cinética de
crecimiento sobre poblaciones celulares proliferantes de las cepas sensibles, se

eligieron dos extractos manoproteinicos que presentaron actividad



antimicrobiana. Los mismos fueron el de la cepa de C. blankii LTW7 y el de la

cepa de P. anomala LTW6, ambos hidrolizados con tripsina.

Cinética de crecimiento de Bacillus cereus DBFIQ B 28

Se selecciono el extracto de manoproteinas de C. blankii LTW7 hidrolizado con
tripsina, que fue activo frente a la cepa de B. cereus DBFIQ B 28 en los
ensayos previamente efectuados por el método de difusion en agar, para
determinar la cinética de crecimiento, en ausencia y en presencia de dicho

extracto.

En la Tabla 12 y en la Figura 18 se observan los resultados obtenidos en estos

ensayos.

Tabla 12: Conteo de células viables por el método de diluciones sucesivas y

siembra en placas de Petri

B. cereus DBFIQ B 28 + extracto de
B. cereus DBFIQ B 28 manoproteinas de C. blankii LTW7

hidrolizado con tripsina

Hora Log UFC ml! Hora Log UFC ml!
0 5,5 0 5,5
3 7,4 3 6,3
6 8,3 6 7,1
9 8,8 9 8,3
12 10,3 12 9,5
24 10,2 24 9,5

El ensayo se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como promedio de los

valores individuales obtenidos.

En la Figura 18, asi como en la Tabla 12, se puede observar que hubo
inhibicion en el crecimiento de B. cereus DBFIQ B 28 cuando en el medio de
cultivo se agrego el extracto de manoproteinas de C. blankii LTW7 hidrolizado

con la enzima tripsina, en una concentracion de 1 mg ml-l. Se aprecia un



retardo en el crecimiento de la cepa blanco durante las primeras 12 h de
cultivo, siendo este retardo mas marcado hasta las 7 - 8 h de incubacion,
seguido de ausencia de crecimiento a partir de las 12 h y hasta las 24 h. Los
resultados obtenidos indican que este extracto presenta efecto inhibitorio

sobre la cepa de B. cereus DBFIQ B 28, si bien el mismo debe ser considerado

como bacteriostatico y no como bactericida.

Figura 18: Efecto del extracto de manoproteina de C. blankii LTW7 hidrolizado

con tripsina sobre el crecimiento de B. cereus DBFIQ B 28

Cultivo de B. cereus

=@ Cultivo de B. cereus + extracto de manoproteina

11 4

10

Log UFC ml’

0 3 6 9 12 15 18 21 24
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e Cultivo de B. cereus DBFIQ B 28 con el agregado del extracto hidrolizado de

manoproteina; m Cultivo de B. cereus DBFIQ B 28 control.



Cinética de crecimiento de Listeria monocytogenes tipo I DTUNLu

328

Se selecciono el extracto de manoproteinas de P. anomala LTW6 hidrolizado
con tripsina, que fue activo frente a Listeria monocytogenes tipo I DTUNLu 328
en los ensayos previamente efectuados por el método de difusion en agar, para
determinar la cinética de crecimiento, en ausencia y en presencia de dicho

extracto.

En la Tabla 13 y en la Figura 19 se observan los resultados obtenidos en estos

ensayos.

Tabla 13: Conteo de células viables por el método de diluciones sucesivas y

siembra en placas de Petri

L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328 +

Listeria monocytogenes tipo I DTUNLu extracto de manoproteinas de P. anomala

328 LTW®6 hidrolizado con tripsina

Hora Log UFC ml! Hora Log UFC ml!
0 4,3 0 4,0
3 5,5 3 5.4
6 6,7 6 6,5
9 7,9 9 6,8
12 8,5 12 8,0
24 8,6 24 8,1

El ensayo se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como promedio de los

valores individuales obtenidos.

En la Figura 19 y en la Tabla 13 se puede apreciar la cinética de crecimiento
para Listeria monocytogenes tipo I DTUNLu 328. De igual manera que para la
cinética de crecimiento de B. cereus DBFIQ B 28, se observa que hubo

inhibicion en el crecimiento de la cepa de L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328



cuando en el medio de cultivo se agrego el extracto de manoproteinas de P.
anomala LTW6 hidrolizado con la enzima tripsina, en una concentracion de 1
mg ml-1. El retardo en el crecimiento de la cepa blanco se manifesto entre las 6
h y las 12 h de cultivo, observandose ausencia de crecimiento a partir de este
tiempo y hasta el final del ensayo (24 h). Los resultados obtenidos indican que
este extracto presenta efecto inhibitorio sobre la cepa de L. monocytogenes tipo

I DTUNLu 328, siendo éste definidamente bacteriostatico.

Figura 19: Efecto del extracto de manoproteina de P. anomala LTWG6

hidrolizado con tripsina en el crecimiento de L. monocytogenes tipo I DTUNLu
328
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e Cultivo de L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328 con el agregado del extracto
hidrolizado de manoproteina; m Cultivo de L. monocytogenes tipo I DTUNLu 328

control.



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA FRENTE A LA
ENZIMA ACETILCOLINESTERASA

La actividad catalitica de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en la
degradacion de acetilcolina (ACh) a colina es de central importancia en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Como un sintoma general de esta
enfermedad, la neurotransmision colinérgica reducida es observada en el
cerebro de quienes la padecen (Price, 1986; Kasa y col., 1997). Esta deficiencia
observada puede ser causada por una actividad elevada de AChE, resultando
en bajos niveles de acetilcolina (Davies y Maloney, 1976; Sims y col., 1983;
Dekosky y col., 1992). Por ende, una de las estrategias usadas en el
tratamiento en pacientes que presentan la enfermedad de Alzheimer esta
dirigida a la potenciacion de la presencia de acetilcolina en el cerebro por
disminucion de su velocidad de degradacion. Para ello, en la actualidad son
ampliamente usados, en pacientes enfermos de Alzheimer, distintos
inhibidores de AChE, para evitar la hidrolisis de ACh, activando el sistema
colinérgico central y aliviando el déficit cognitivo (Devomoy y col., 2003). Sin
embargo, ciertos inhibidores sintetizados quimicamente parecen estar dando
lugar a efectos secundarios severos tales como nauseas, vomitos, bradicardia,
anorexia y sudoracion (Giacobini, 2004). Dado que el uso de inhibidores de
AChE es uno de los enfoques terapéuticos mas eficaces en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, la demanda de inhibidores alternativos es alta y es
asi que han comenzado a tener prioridad las investigaciones con productos

naturales, carentes de efectos secundarios.

En este estudio se determino la capacidad inhibitoria de la enzima
acetilcolinesterasa de todos los hidrolizados de manoproteinas obtenidos de

las distintas cepas de levaduras.

Como primer paso, se realizo un screening preliminar de la actividad anti-
acetilcolinesterasa, empleando el método espectrofotométrico descripto por
Ellman y col. (1961), que utiliza globulos rojos humanos “0” RH (+) como

fuente de AChE.

La actividad inhibitoria porcentual frente a AChE de los extractos fue
clasificada como potente (>50 % de inhibicion), moderada (30-50 % de
inhibicion), baja (<30 % de inhibicion) o nula (<5 % de inhibiciéon), como es

sugerido por Vinutha y col. (2007).



En las Tablas 14, 15y 16 se observan los valores de actividad inhibitoria de la
AChE que presentaron todos los extractos hidrolizados en las tres

concentraciones ensayadas (5; 2,5y 1,25 mg ml-1).

Tabla 14: Screening de la actividad inhibitoria frente a AChE de los

hidrolizados de manoproteinas con tripsina y tripsina/quimotripsina

Ensayo de inhibicion de AChE (%)

Enzimas proteoliticas

Extractos de

levaduras Tripsina tripsina + quimotripsina
5 mg ml! 2,5 mg ml-! 1,25 mg ml-! 5 mg ml! 2,5 mg ml-! 1,25 mg ml!
P ggv”éal“ N.L N.L N.L 163+2,2  156%3,8 18,4+3,8
C'L’%l\‘;v’;kﬁ 42,6 +6,0 N.L 9,0%2,5 39,3+3,2 11,2% 4,1 8,6 + 4,0
Sb‘éegfgsfge 8512 11,8+33 16014 N.L 13,3 % 28 N.L
Bbig;’é"icllg‘s NI NI NI NI NI 1,840,7
Dcég?gﬁ% N.L 4,3+3,38 1,1+0,4 33,8+3,7 13,8+24 232+1,7

N.I.: No Inhibi6. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de
confianza del 95 %. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1-1; actividad inhibitoria

frente a AChE: 94,0 * 4,5 %.

De los extractos hidrolizados con tripsina, solamente el de C. blankii LTW7
presento una actividad moderada, con un valor de inhibicion de 42,6 % a una
concentracion de S mg ml-!. Los restantes extractos presentaron baja (< al 20
%) o nula actividad frente a AChE. Ademas, cuando el extracto de
manoproteinas de C. blankii LTW7 se hidrolizo con las enzimas
tripsina/quimotripsina, su actividad fue ligeramente inferior (39,3 % a 5 mg
mll). De los restantes extractos que fueron hidrolizados con
tripsina/quimotripsina, solo uno de ellos, el de C. famata DBFIQ L17, presento
actividad moderada (33,8 %), a una concentracion de 5 mg ml-1, mientras que

cuando fue hidrolizado sdlo con tripsina no mostro actividad. Por ende, la



actividad inhibitoria de este extracto se vio aumentada por la doble hidrolisis
enzimatica. Este aumento de la actividad inhibitoria también se observo en el
extracto de P. anomala LTW6, pero dicha actividad fue baja a las

concentraciones ensayadas (< al 20 %).

Tabla 15: Screening de la actividad inhibitoria frente a AChE de los

hidrolizados de manoproteinas con pepsina y pepsina/quimotripsina

Ensayo de inhibicion de AChE (%)

Enzimas proteoliticas

Extractos de

levaduras pepsina pepsina + quimotripsina
5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml! 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml!
P i?gv”éala N.L N.L 6,9+22 21,5+32 292%44 41,1+5,7
C'L’%l\;‘,’;k” 7,2+5,7 N.IL 12,1+2,6 59,0+4,2 31,6+3,8 46,6 + 4,2
S. cerevisiae
+ + + + +
DBFIO L2 76+36 N.L 9,6 +3,5 463+22  464%34 38,7+ 4,3
B. intermedius 50 ¢4 5 N.I 0,104 1,7+1,7 14,8+0,5 149+25
DBFIQ L12 El - El ok El - El El - El El - El El - El
C. famata + + +
DBFIO L17 N.L N.L N.L 346+50 309+*1,0 19,3+3,4

N.I.: No Inhibi6. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de
confianza del 95 %. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1-1; actividad inhibitoria

frente a AChE: 94,0 * 4,5 %.

En lo que respecta a los extractos hidrolizados con la enzima pepsina, solo el
de la cepa de B. intermedius DBFIQ L12 presenté una actividad inhibitoria
considerable frente a AChE, con un valor del 30,6 %, a una concentracion de 5
mg mll. En cambio, este mismo extracto hidrolizado con
pepsina/quimotripsina disminuyo su valor a menos del 2 % de inhibicion, a la
misma concentracion, por lo que en este caso la actividad anti-

acetilcolinesterasa no se vio favorecida por la doble hidroélisis enzimatica.

Los restantes extractos presentaron mayor actividad cuando fueron

doblemente hidrolizados con pepsina/quimotripsina que cuando lo fueron con



pepsina solamente. El extracto de P. anomala LTW6 aumento su actividad a
medida que disminuia su concentracion (21,5 %, 29,2 % y 41,1 % a 5; 2,5y
1,25 mg ml!, respectivamente), lo que podria deberse a problemas de
solubilidad o de agregacion de los péptidos presentes en este extracto. Este
tipo de resultados se observo también en otros extractos de manoproteinas,
como los de B. intermedius DBFIQ L12 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
y con proteinasa K/quimotripsina, el de P. anomala LTW6 hidrolizado con
tripsina/quimotripsina, el de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con tripsina y

el de C. blankii LTW7 hidrolizado con proteinasa K/quimotripsina.

En el caso del extracto de C. blankii LTW7, su actividad inhibitoria fue dispar,
presentando un valor elevado a una concentracion de 5 mg ml! (59 % de
inhibicion), disminuyendo a 31,6 % a una concentracion de 2,5 mg ml-! y
aumentando a 46,6 % a la concentracion mas baja ensayada (1,25 mg ml-1).
En el caso del extracto de S. cerevisiae DBFIQ L2, se puede apreciar que su
actividad fue buena y similar en todo el rango de concentraciones ensayadas
(46,3 %, 46,4 % y 38,7 % a 5; 2,5y 1,25 mg ml-1, respectivamente). Por
ultimo, el extracto de C. famata DBFIQ L17 presento valores ligeramente
superiores al 30 % a las concentraciones de S y 2,5 mg ml-!, cuando fue
sometido al doble tratamiento enzimatico, mostrando en cambio actividad nula

luego del tratamiento con pepsina sola.



Tabla 16: Screening de la actividad inhibitoria frente a AChE de los

hidrolizados de manoproteinas con proteinasa K y proteinasa K/quimotripsina

Ensayo de inhibicion de AChE (%)

Enzimas proteoliticas

Extractos de

levaduras proteinasa K proteinasa K + quimotripsina
5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml! 5 mg ml! 2,5 mg ml! 1,25 mg ml!
P i?%v”éala N.L N.L N.L 21,042 16,3%5,1 19.4+1,3
C'LI%Z\‘;‘V’;’C” N.L N.L 53+1,3 1,7+0,7 83+0,8 13,1£5,0
Sb‘éegfgsﬁge 544+3,1 37,1+3,4 18,5+ 6,0 32,1+4,5 1,1+ 04 6,7+2,5
B’Sgﬁ’é"ifg‘s 75+1,0 N.L N.L 58+3,0 9,5+3,7 19,2+2,0
lfég?gﬁ% 37,3+3,9 N.L 9,8+2,0 N.L 9,0+2,5 9,8+4,0

N.I.: No Inhibi6. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de

confianza del 95 %. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1-1; actividad inhibitoria

frente a AChE: 94,0 = 4,5 %.

En lo que concierne a los extractos hidrolizados con la enzima proteinasa K, se
obtuvieron valores importantes de inhibicion frente a AChE con los de S.
cerevisiae DBFIQ L2 (54,5 %y 37,1 % a S5y 2,5 mg ml-!, respectivamente) y de
C. famata DBFIQ L17 (37,3 % a 5 mg ml!). Cuando estos extractos fueron
doblemente hidrolizados con proteinasa K/quimotripsina, su actividad
inhibitoria disminuyo considerablemente. En lo que respecta al de S.
cerevisiae DBFIQ L2, su actividad disminuy6 a valores de 32,1 y 1,1 % a las
concentraciones de Sy 2,5 mg ml-!, mientras que la actividad del de C. famata

DBFIQ L17 resulto nula.

Los extractos de P. anomala LTW6, C. blankii LTW7 y B. intermedius DBFIQ
L12 no presentaron una actividad inhibitoria importante, con valores que no

superaron el 21 %.

A partir de los resultados obtenidos en el screening preliminar de los extractos
hidrolizados de manoproteinas, se seleccionaron los que presentaron mayor
actividad inhibitoria frente a AChE y se procedio a determinar su

concentracion inhibitoria 50 (CIS50). Para este ensayo se empleo la enzima



acetilcolinesterasa de origen comercial (Sigma, USA) y se utilizo un

micrométodo en microplacas de 96 pocillos.

Previamente se comprobo que los resultados obtenidos empleando el
micrométodo fueron practicamente coincidentes con los logrados aplicando el
meétodo descrito anteriormente, donde se emplean globulos rojos humanos “0”
RH (+) como fuente de la enzima acetilcolinesterasa (datos no mostrados). Por
esta razon se decidié utilizar el micrométodo para la determinacion de CISO,
debido a que los resultados son mas reproducibles que los obtenidos

aplicando el método probado en primera instancia.

Los extractos seleccionados fueron los de C. blankii LTW7 hidrolizados con
tripsina (42,6 % de inhibicion), con tripsina/quimotripsina (39,3 % de
inhibicion) y con pepsina/quimotripsina (59 % de inhibicion); S. cerevisiae
DBFIQ L2 <con proteinasa K (54,4 % de inhibicion) y con
pepsina/quimotripsina (46,4 % de inhibicion); y el de P. anomala LTW6

hidrolizado con pepsina/quimotripsina (41,1 % de inhibicion).

En la Tabla 17 se detallan los resultados de las determinaciones de CI50.

Tabla 17: Valores de CI50 de la actividad inhibitoria frente a AChE

Extracto de levaduras Enzimas proteoliticas CISO (mg ml-)

tripsina 12,3+£0,3
C. blankii LTW7 .. . .

tripsina/quimotripsina 14,4 £ 0,8
pepsina/quimotripsina 11,2£0,6
S. cerevisiae DBFIQ L2 proteinasa K 13,0+ 0,4
pepsina/quimotripsina 6,8+0,6
P. anomala LTW6 pepsina/quimotripsina 7,7%+0,3

Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de confianza del 95
%. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1'!; actividad inhibitoria frente a AChE:

91,5+ 2,7 %.



Como se observa en la Tabla 17, los valores de CIS0 variaron entre 6,8 y 14,4
mg ml-!, siendo el extracto de Saccharomyces cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado
con pepsina/quimotripsina el que presenté el menor valor de CISO frente a

AChE.

En la actualidad, existen muy pocos estudios previos de inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa utilizando hidrolizados enzimaticos de proteinas
alimentarias. Ahn y col. (2010), tuvieron buenos resultados de actividad
inhibitoria in vitro frente a AChE a partir de diferentes hidrolizados
enzimaticos obtenidos de proteinas de higado de tuna, producidos por enzimas
comerciales tales como alcalasa, neutrasa, protamex o flavourzyme. En otro
estudio se investigd la actividad inhibitoria del “douchi”, un tradicional
alimento de soja chino fermentado, y se observo inhibicion frente a AChE, la
que en parte fue atribuida a péptidos generados desde las proteinas de soja
luego de la fermentacion (Liu y col., 2009). De manera similar, Chen y col.
(2012) determinaron la existencia de actividad inhibitoria frente a AChE
empleando “sufu” chino (fermentado de “tofu”). En un estudio adicional, en el
cual se examino el efecto anti-Alzheimer del salvado de arroz, fueron

identificados péptidos bioactivos menores a 5 kDa (Kannan y col., 2012).

Por su parte Mallender y col. (1999) encontraron un péptido neurotoxico
presente en el veneno de serpiente, denominado Fasiculina, que inhibe a la

enzima acetilcolinesterasa.

Asimismo, Zhang y col. (2006) obtuvieron una serie de péptidos con actividad
inhibitoria frente a AChE a partir de una biblioteca de péptidos al azar

proveniente de fagos.

FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS MAS ACTIVOS FRENTE
A AChE POR CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA Y
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA

Como primer paso para el fraccionamiento de cada extracto, se realizo una
cromatografia liquida en fase reversa, empleando 4 cartuchos Sep Pack C18
agrupados en tandem. Cada extracto fue eluido a diferentes porcentajes de

acetonitrilo (ACN) (2, 15 y 30 %) y posteriormente, cada fraccion obtenida fue



concentrada por evaporacion en evaporador rotatorio bajo vacio. Por ultimo,

las fracciones fueron liofilizadas y conservadas a -4 °C.

A cada una de las 3 fracciones obtenidas para cada extracto de manoproteinas
se le determino la actividad inhibitoria frente a la enzima acetilcolinesterasa.

En la Tabla 18 se pueden observar los resultados de dicha inhibicion.

Tabla 18: Actividad inhibitoria frente a AChE de las fracciones obtenidas por

cromatografia en fase reversa

Actividad Inhibitoria (%)

Extractos de Enzimas proteoliticas 2% ACN 15 % ACN 30 % ACN

levaduras
tripsina 8,0+0,2 64,0+£1,3 N.I.
Candifir%/glankii tripsina/quimotripsina N.I. 46,0 £ 0,7 N.L
pepsina/quimotripsina 25,0x0,5 64,0+0,6 15,0+ 0,2
Saccharomyces proteinasa K 28,0£0,3 59,0x0,8 16,0 £ 0,7
cerevisiae DBFIQ L2

pepsina/quimotripsina 17,0 0,4 51,0x0,6 27,0+£0,5

Pichia anomala

. . . . + + +
LTW6 pepsina/quimotripsina 59,0%+1,1 35,0%1,0 11,0£0,4

N.I.: No inhibi6. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de
confianza del 95 %. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1I'!; actividad inhibitoria

frente a AChE: 92,0 = 1,4 %. Concentracion de cada fraccion: 5 mg ml-1.

Puede apreciarse en la Tabla 18 que las fracciones mas activas fueron las
obtenidas por elucion con 15 % de ACN, a excepcion de la fraccion obtenida al
2 % de ACN para el extracto de manoproteinas de P. anomala LTWG6
hidrolizado con pepsina/quimotripsina. Los valores de inhibicion para las
fracciones mas activas estuvieron comprendidos entre 46 y 64 %, siendo los
mas activos los extractos de manoproteinas de C. blankii LTW7 hidrolizados

tanto con tripsina como con pepsina/quimotripsina.



ANALISIS DE LAS FRACCIONES MAS ACTIVAS POR HPLC, HPAEC-
PAD Y ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

Las fracciones que presentaron mayores valores de inhibicion frente a la
enzima acetilcolinesterasa, obtenidas por cromatografia liquida en fase reversa
utilizando columnas Sep Pack C18 en tandem, fueron analizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Performance, Cromatografia de Alto
Rendimiento de Intercambio Anionico con Deteccion Amperomeétrica Pulsada y

por Espectrometria de Masas MALDI-TOF.

Las fracciones fueron las siguientes: los extractos de manoproteinas de C.
blankii LTW7 hidrolizados con tripsina, tripsina/quimotripsina y
pepsina/quimotripsina, eluidos al 15 % de ACN; los extractos de
manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizados con proteinasa K y
pepsina/quimotripsina, eluidos al 15 % de ACN, y el extracto de
manoproteinas de P. anomala LTW6 hidrolizado con pepsina/quimotripsina,

eluido al 2 % de ACN.

Fraccion del extracto de manoproteinas de Candida blankii LTW7

hidrolizado con tripsina, eluido al 15 % (v/v) de acetonitrilo

En la Figura 20 se puede observar el perfil cromatografico obtenido para la
fraccion eluida al 15 % (v/v) con ACN del extracto de manoproteinas de C.

blankii LTW7 hidrolizado con tripsina.



Figura 20: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion
obtenida utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida con ACN al 15 % (v/v), del
extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado con tripsina

Absorbancia 280nm
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 260 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.

En el perfil cromatografico se puede apreciar la presencia de un pico
mayoritario que eluye al 40 % de ACN con un tiempo de retencion (t;) de 16,5
minutos. Ademas, se percibe una serie de picos al inicio del cromatograma que
eluyen con un 5 % de ACN, con un t: de entre 4 y 5,5 minutos. Esta fraccion

no es retenida, es decir que no interacciona con la columna de C18.



Figura 21: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion eluida al 15 % de
ACN del extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado con tripsina
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Se observa la presencia de 6 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 825,179 Da;

855,143 Da; 861,160 Da; 877,129 Da; 1066,188 Day 1572,976 Da.

La fraccion eluida al 15 % de ACN del extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado
con tripsina fue analizada por Espectrometria de Masas MALDI-TOF (Figura
21). Como se aprecia en la Figura, se detecto la presencia de 6 iones
mayoritarios con los siguientes m/z: 825,179 Da; 855,143 Da; 861,160 Da;
877,129 Da; 1066,188 Day 1572,976 Da.



Fraccion del extracto de manoproteinas de Candida blankii LTW7
hidrolizado con tripsina/quimotripsina, eluido al 15 % de

acetonitrilo

En la Figura 22 se puede observar el perfil cromatografico obtenido para la
fraccion eluida con el 15 % (v/v) de ACN del extracto de manoproteinas de C.

blankii LTW7 doblemente hidrolizado con las enzimas tripsina/quimotripsina.

Figura 22: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion
obtenida utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida con ACN al 15 % (v/v), del

extracto C. blankii LTW7 hidrolizado con tripsina/quimotripsina
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 260 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.

En la Figura se puede apreciar la presencia de un pico mayoritario que eluye
al 40 % de ACN con un t; de 16,5 minutos. Este pico es similar al encontrado
en la fraccion al 15 % (v/v) con ACN del extracto de manoproteinas de C.
blankii LTW7 hidrolizado con tripsina (ver Figura 9). Esto sugeriria que este
pico podria pertenecer a una fraccion peptidica obtenida de la hidrolisis tinica

de tripsina sobre el extracto manoproteinico de esta levadura.



También se observan una serie de picos al inicio del cromatograma que eluyen
con un 5 % de ACN con un t; de entre 4 y 5,5 min, los cuales no fueron
retenidos por la columna. Esta fraccion también es similar a la encontrada en
la fraccion eluida al 15 % (v/v) con ACN del extracto de manoproteinas de C.
blankii LTW7 hidrolizado con tripsina. Esto también confirma la sugerencia de
que esta fraccion podria pertenecer a fragmentos peptidicos obtenidos de la

hidrolisis Gnica de tripsina sobre el extracto manoproteinico de esta levadura.

Otra fraccion con pequenos picos no muy bien definidos puede verse con un t:
de entre 11 y 15 min, comenzando a eluir con un porcentaje de ACN del 25 %.
Estos picos se pueden deber a la presencia de agregados peptidicos en la

fraccion.

Figura 23: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion eluida al 15 % de
ACN del extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado con tripsina/quimotripsina
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Se observa la presencia de 6 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 841,194 Da;

1105,698 Da; 1257,772 Da; 1341,804 Da; 1637,985 Da 'y 1691,888 Da.



La fraccion eluida al 15 % de ACN del extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado
con tripsina/quimotripsina fue analizada por Espectrometria de Masas
MALDI-TOF (Figura 23). Se detecto la presencia de 6 iones mayoritarios con
los siguientes m/z: 841,194 Da; 1105,698 Da; 1257,772 Da; 1341,804 Da;
1637,985 Day 1691,888 Da.

Fraccion del extracto de manoproteinas de Candida blankii LTW7
hidrolizado con pepsina/quimotripsina eluido al 15 % (v/v) de

acetonitrilo

En la figura 24 se puede observar el perfil cromatografico obtenido por HPLC
para la fraccion eluida con el 15 % de ACN, proveniente del extracto de C.

blankii LTW7 hidrolizado con pepsina/quimotripsina.

Figura 24: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion
obtenida utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida con ACN al 15 % (v/v), del

extracto C. blankii LTW7 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 260 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.



Se aprecian 3 principales fracciones con varios picos. La primera fraccion, con
4 picos principales, posee un t; entre 4 y 5,5 min y eluye con un porcentaje de

ACN del 5 %. Esta fraccion no interacciona con la columna de C18.

La segunda fraccion presenta dos picos, tiene un t: entre 6 y 7,2 min y
comienza a eluir al 8 % de ACN. La tercera fraccion, con picos menos
definidos, presenta un t: entre 11 y 13,5 min y comienza a eluir a un

porcentaje de ACN del 25 %.

Figura 25: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion eluida al 15 % de
ACN del extracto de C. blankii LTW7 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
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Se observa la presencia de 9 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 877,142 Da;

1105,754 Da; 1257,802 Da; 1314,838 Da; 1385,874 Da; 1435,860 Da; 1586,959 Da;
1931,099 Day 2884,659 Da.



La fraccion eluida al 15 % de ACN fue analizada por Espectrometria de Masas
MALDI-TOF (Figura 25), detectandose la presencia de 9 iones mayoritarios con
los siguientes m/z: 877,142 Da; 1105,754 Da; 1257,802 Da; 1314,838 Da;
1385,874 Da; 1435,860 Da; 1586,959 Da; 1931,099 Day 2884,659 Da.

Fraccion del extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2

hidrolizado con proteinasa K eluido al 15 % (v/v) de acetonitrilo

En la figura 26 se observa el perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de
la fraccion del extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2

hidrolizado con proteinasa K y eluido con el 15 % de ACN.

Figura 26: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion obtenida
utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida con ACN al 15 % (v/v), del extracto S.

cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con proteinasa K
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 280 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.

Se destaca la presencia de 2 picos principales. El primero posee un t. de 13,25
min y eluye con un porcentaje de ACN del 30 %. El segundo pico tiene un t; de

17 min y eluye con un porcentaje de ACN del 42 %. Ademas, se observan



diferentes zonas con picos mas pequenos. La primera con t; entre 4 y 5,5 min,
eluyendo con 5 % de ACN (fraccion no retenida por la columna). La segunda
zona posee un t: entre 10,5 y 13 min y eluye entre 20 y 28 % de ACN y, por

ultimo, la tercera zona tiene un t: entre 13,5 y 16,5 min y eluye entre 33 y 40

% de ACN.

Figura 27: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion eluida al 15 % de
ACN del extracto de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con proteinasa K
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Se observa la presencia de 7 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 776,515 Da;

958,590 Da; 1157,712 Da; 1255,843 Da; 1527,938 Da; 1956,199 Da y 2853,606 Da.

El espectro de Masas MALDI-TOF correspondiente a la fraccion eluida al 15 %
de ACN del extracto de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con proteinasa K



permitio detectar la presencia de 7 iones mayoritarios con los siguientes m/z:
776,515 Da; 958,590 Da; 1157,712 Da; 1255,843 Da; 1527,938 Da; 1956,199
Da y 2853,606 Da (Figura 27).

Fraccion del extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2
hidrolizado con pepsina/quimotripsina, eluido al 15 (v/v) % de

acetonitrilo

El perfil cromatografico obtenido por HPLC para la fraccion eluida al 15 %
(v/v) de ACN del extracto de manoproteinas de S. cerevisiae DBFIQ L2

hidrolizado con pepsina/quimotripsina se muestra en la Figura 28.

Figura 28: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion
obtenida utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida con ACN al 15 % (v/v), del

extracto S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 260 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.

En el cromatograma se puede observar una fraccion pequena no retenida por
la columna, que sale con tr entre 4 y 5,5 min, con un porcentaje de elucion del

S % (v/v) de ACN. Luego se aprecia una zona mas amplia, con varios picos no



muy bien definidos, que posee un tr entre 11 y 18 min, que comienza a eluir

con 24 % de ACN y finaliza con 45 % de ACN.

Figura 29: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion eluida al 15 % de
ACN del extracto de S. cerevisine DBFIQ L2 hidrolizado con

pepsina/quimotripsina
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Se observa la presencia de 9 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 1105 Da;
1257,736 Da; 1309,630 Da; 1454,856 Da; 1523,948 Da; 1637,966 Da; 1691,864 Da;
1721,032 Day 1739,067 Da.

El espectro de Masas MALDI-TOF correspondiente a la fraccion eluida al 15 %
de ACN del extracto de S. -cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con
pepsina/quimotripsina permitio detectar la presencia de 9 iones mayoritarios

con los siguientes m/z: 1105 Da; 1257,736 Da; 1309,630 Da; 1454,856 Da;



1523,948 Da; 1637,966 Da; 1691,864 Da; 1721,032 Da y 1739,067 Da
(Figura 29).

Fraccion del extracto de manoproteinas de P. anomala LTW6
hidrolizado con pepsina/quimotripsina, eluido al 2 % (v/v) de

acetonitrilo

En la Figura 30 se puede ver el cromatograma de HPLC en fase reversa de la
fraccion eluida al 2 % (sin retener) del extracto de P. anomala hidrolizado con

pepsina/quimotripsina.

Figura 30: Perfil cromatografico de HPLC en fase reversa de la fraccion
obtenida utilizando cartuchos Sep Pack C18, eluida al 2 % de ACN (sin

retener), del extracto P. anomala LTW6 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
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Columna: Beckman C18, 5 pm, 4,6 mm x 260 mm. Tiempo de corrida: 20 min.

Gradiente 5-50 % ACN. Deteccion UV a 280 nm.

En la Figura se aprecia una zona con varios picos principales, con t; entre 2 y
7 min, comenzando a eluir con un porcentaje de ACN del S % y finalizando con

12 % de ACN. De esta fraccion se puede decir que los compuestos peptidicos



son mayormente hidrofilicos y que no interaccionaron con la columna de C18,
por eso eluyen a muy bajos porcentajes de ACN. Ademas se puede observar un

pequeno pico con un tr de 13,4 min y que eluye con 32 % de ACN.

Figura 31: Espectro de Masas de MALDI-TOF de la fraccion “sin retener” del
extracto de P. anomala LTW6 hidrolizado con pepsina/quimotripsina
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Se observa la presencia de 5 iones mayoritarios con los siguientes m/z: 871,060 Da;

877,082 Da; 893,058 Da; 909,030 Da y 1105,642 Da.

El espectro de Masas MALDI-TOF correspondiente a la fraccion eluida al 2 %
de ACN del extracto de P. anomala LTW6 hidrolizado con
pepsina/quimotripsina permitio detectar la presencia de S iones mayoritarios
con los siguientes m/z: 871,060 Da; 877,082 Da; 893,058 Da; 909,030 Da y
1105,642 Da (Figura 31).



Analisis por Cromatografia de Alto Rendimiento de Intercambio

Aniodnico con Deteccion Amperomeétrica Pulsada

En la Tabla 19 se pueden apreciar los resultados obtenidos por cromatografia
HPAEC-PAD, realizada para verificar la presencia de diferentes carbohidratos

en las fracciones que resultaron activas frente a la enzima acetilcolinesterasa.

Tabla 19: Determinacion de presencia/ausencia de carbohidratos

Carbohidratos
Extractos de
Enzimas proteoliticas Manosa Glucosa Glucosamina
levaduras
tripsina +++ ++ +
Candida blankii o ' o
tripsina/quimotripsina +++ ++ +
LTW7
pepsina/quimotripsina +++ ++ n
Saccharomyces proteinasa K +++ ++ +
cerevisiae DBFIQ
L2 pepsina/quimotripsina +++ ++ _
Pichia anomala ) ' o
pepsina/quimotripsina +++ ++ _

LTW6

++ Compuesto mayoritario; ** Presencia; * Proporcion muy minoritaria; - Ausencia

Aplicando esta metodologia se determino la presencia de manosa como
compuesto mayoritario, como asi también algo de glucosa, ambas presentes
en todos los extractos analizados, y de una proporcion muy minoritaria del
azucar glucosamina. Este ultimo compuesto se detecto solamente en cuatro
extractos manoproteinicos: los tres obtenidos a partir de la cepa de C. blankii

LTW7 y el extracto de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizado con proteinasa K.

Diferentes autores obtuvieron resultados consistente con los aqui expuestos
cuando determinaron el contenido de residuos de azuicares presente en las
manoproteinas obtenidas luego de una extraccion térmica. Manosa fue el

carbohidrato que encontraron en mayor medida (Cameron y col., 1988;



Lukondeh y col., 2003; Ganan y col., 2009; Dikit y col., 2010 y glucosa en
cantidad menor (Ganan y col.,, 2009). A diferencia de los resultados del
presente trabajo, los otros investigadores no detectaron la presencia de

glucosamina.

SEPARACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD, EMPLEANDO
CONCANAVALINA A, DE LAS FRACCIONES MAS ACTIVAS FRENTE
A ACHE Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA

Luego de efectuar los analisis cromatografico y espectroscopico, las 6
fracciones manoproteinicas mas activas frente a la enzima acetilcolinesterasa
obtenidas por cromatografia en fase reversa fueron separadas nuevamente, en
esta oportunidad por cromatografia de afinidad empleando Concanavalina A,
obteniéndose dos nuevas fracciones: una fraccion peptidica (FP) y una fraccion

glicopeptidica (FGP).

A cada una de estas fracciones se les volvio a determinar la actividad

inhibitoria frente a AChE. Los resultados se pueden apreciar en la Tabla 20.

Tabla 20: Actividad inhibitoria frente a AChE de las fracciones obtenidas por

cromatografia de afinidad

Actividad Inhibitoria (%)

Extractos de Enzimas Actividad fraccion Fraccion Fraccion
levaduras proteoliticas completa peptidica glicopeptidica

tripsina 64,0+ 1,3 27,114 66,6 £ 0,8

C. blankii | cina/quimotripsina 46,0+ 0,7 41,6 0,9 49,3+ 1,1

LTW7 p q p b - b b - b b - b

pepsina/quimotripsina 64,0+ 0,6 36,8+ 1,5 77,8+ 1,6

S cerevisiae proteinasa K 59,0+ 0,8 26,2 £1,2 62,5 1,0

DBFIQL2 e nsina/quimotripsina 51,0 + 0,6 46,7 + 0,6 57,8+ 0,7

P anomala o quimotripsina 59,0 £ 1,1 14,1+0,4 63,3+ 0,9

LTW6

Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con un intervalo de confianza del 95
%. Control positivo: Galantamina 200 mmol 1'!; actividad inhibitoria frente a AChE:

89,5 + 0,7 %. Concentracion de cada fraccion: 5 mg ml-1.



Los resultados muestran que todas las fracciones, tanto las peptidicas como
las glicopeptidicas, presentaron actividad inhibitoria frente a AChE. Se puede
observar que las FGPs presentaron mayor inhibicion frente a la enzima
acetilcolinesterasa que las FPs, con valores de actividad comprendidos entre
493 y 77,8 %, siendo la FGP de C. blankii LTW7 hidrolizada con
pepsina/quimotripsina la que presento el mayor porcentaje de inhibicion. En
cambio, los valores de inhibicion de las FPs estuvieron comprendidos entre
14,1 y 46,7 %, siendo la FP de S. cerevisiae DBFIQ L2 hidrolizada con
pepsina/quimotripsina la que presento mayor actividad anti-AChE. Asimismo,
comparando con la fraccion completa correspondiente, todas las FGPs
presentaron mayores valores de inhibicion, mientras que las FPs mostraron
menores porcentajes de actividad anti-acetilcolinesterasa. Por ende, estos
resultados nos permiten concluir que los glicopéptidos presentes en cada una
de las fracciones obtenidas son los que ejercen accion frente a la enzima

acetilcolinesterasa en mayor proporcion y con valores altos de inhibicion.

Sin embargo, dos de las fracciones peptidicas obtenidas, las de C. blankii
LTW7 hidrolizada con tripsina/quimotripsina y la de S. cerevisiae DBFIQ L2
hidrolizada con pepsina/quimotripsina, presentaron también buenos
resultados de actividad, con valores de inhibicion de 41,6 y 46,7 %,
respectivamente. Estos resultados indican que ciertos péptidos originados por
hidrolisis de los diferentes extractos de manoproteinas también pueden inhibir
a AChE en buena medida y deben ser tenidos en cuenta como potenciales

agentes anti-AChE.

ANALISIS PEPTIDOMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASAS DE
LAS FRACCIONES PEPTIDICAS ACTIVAS FRENTE A LA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASA

Las 6 fracciones peptidicas obtenidas por cromatografia de afinidad que
resultaron activas frente a AChE fueron analizadas empleando un
cromatografo liquido nanoAcquity (Waters) acoplado a un Espectrofotometro
de Masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific). Los resultados obtenidos se

observan en las Tablas 21 a 26.



Tabla 21: Secuencias obtenidas de la fraccion peptidica de C. blankii LTW7

hidrolizada con tripsina

Prediccion
Secuencia** Nr Carga* MH+[Da] T:[min] ;:ctﬂilzt:;iz %Hde

(PSIPREP)
GGEEDGVNNEHVEK 14 -3 1512,66 15,78 Coil 14,29
SSNDEDSSSSIPK 13 -2 1352,58 16,61 Coil 15,38
SNDEDSSSSIPK 12 -2 1265,55 16,62 Coil 16,67
YCEFACSST 9 -1 1010,36 16,97 - 55,56
SGGGGGGGLGSGGSIR 16 +1 1232,60 17,47 Coil 12,50
ATAGDTHLGGEDFDNR 16 -2 1675,73 18,53 Coil 25,00
GNVGDEGGVAPDIK 14 -2 1327,65 18,79 Coil 35,71
VGDEGGVAPDIK 12 -2 1156,59 18,84 Coil 41,67
GQSAGNVGDEGGVAPDIK 18 -2 1670,80 18,95 Coil 33,33
SAGNVGDEGGVAPDIK 16 -2 1485,72 19,00 Coil 37,50
VPDGELGDKIQ 11 -2 1170,60 19,04 Coil 36,36
SEGDTLIIDGHK 12 -1 1284,65 19,14 Hoja B (Ts-Is) 25,00
YGQSAGNVGDEGGVAPDIK 19 -2 1833,86 19,50 Coil 36,84
GELEDQFIDR 10 -3 1221,58 20,29 Hélice o (E2-Is) 30,00
VDGAADDIFEK 11 -3 1179,55 20,60 Hélic};:l((:; (- 45,45
SEGDTLIIDGH 11 -2 1156,55 20,77 Hoja B (Ts-Is) 27,27
SIGDSLFDEDGAK 13 -3 1353,62 21,89 Coil 30,77
VAPEEHPVLLTEAPLNPK 18 -1 1954,06 21,92 Hoja B (Vs-E12) 61,11

** Determinada por LC-MS-MS. T,: tiempo de retencion. Nr: niimero de residuos.
*Carga neta a pH: 7. Los péptidos de mayor tamano fueron analizados con el método
predictivo PSIPREP (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). % de H: % de aminoacidos
hidrofébicos, calculado con el programa Heliquest (http://heliquest.impc.cnrs.fr/).

Para la FP de C. blankii LTW7 hidrolizada con tripsina se obtuvieron 18
secuencias peptidicas. Se pueden ver en dicha Tabla cinco secuencias que
comparten la region aminoacidica de 12 residuos que se detalla a

continuacion: VGDEGGVAPDIK



YGQSAGNVGDEGGVAPDIK
GQSAGNVGDEGGVAPDIK
SAGNVGDEGGVAPDIK
GNVGDEGGVAPDIK
VGDEGGVAPDIK

También existen otras dos secuencias que presentan una region aminoacidica

en comun:

SSNDEDSSSSIPK
SNDEDSSSSIPK

Se observa un predominio de secuencias anionicas, de caracter acido,
conteniendo entre 9 y 19 residuos aminoacidicos. Solamente una de las 18
secuencias obtenidas fue cationica (carga neta +1) y con caracter basico,
siendo la misma la secuencia SGGGGGGGLGSGGSIR, rica en el aminoacido
glicina. Poseen porcentajes de aminoacidos hidrofobicos que van desde 12,50

% a 61,11 %, calculado en base al total de aminoacidos en cada secuencia.

Asimismo, dos secuencias presentan tendencia a la formacion de estructuras

Hélices a y tres a la formacion de estructuras Hoja f.



Tabla 22: Secuencias obtenidas de la fraccion peptidica de C. blankii LTW7

hidrolizada con tripsina/quimotripsina

Prediccion
Secuencia** Nr Carga* MH+ [Da] T [min] ;:ctﬂilzt:;iz %Hde
(PSIPREP)
GDEGGVAPDIK 11 -2 1057,51 17,67 Coil 36,36
GQSAGNVGDEGGVAPDIK 18 -2 1670,80 18,36 Coil 33,33
YGQSAGNVGDEGGVAPDIK 19 -2 1833,86 18,92 Coil 36,84
GFSIGISDVTPSESLE 16 -3 1637,79 27,57 1o BS;Q‘I“; le= 3750
TCSIMKGKISQGEQI 15 +1 1638,81 27,79 Coil 33,33
FINSNSSNLTDVSKL 15 0 1638,82 30,79  Hojap (Ti0-Di1) 33,33
ADSIDDEEAKDVVNRSYANA 20 -4 2181,98 45,44  Hélice o (Ds-A1s) 40,00

**Determinada por LC-MS-MS. T;: tiempo de retencion. Nr: ntmero de residuos.
*Carga neta a pH: 7. Los péptidos de mayor tamano fueron analizados con el método
predictivo PSIPREP (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). % de H: % de aminoacidos
hidrofébicos, calculado con el programa Heliquest (http:/ /heliquest.impc.cnrs.fr/).

Se pueden observar las secuencias obtenidas para la FP de C. blankii LTW7
hidrolizada con tripsina/quimotripsina. Se obtuvieron 7 secuencias
peptidicas, principalmente anidnicas, con una carga neta variable entre -2 y -
4. Estas secuencias contienen entre 11 y 20 aminoacidos y poseen porcentajes
de aminoac<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>