MANOPROTEINAS AISLADAS DE DIFERENTES ESPECIES DE LEVADURAS COMO
NUEVAS FUENTES DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Pablo Sponton'?, Georgina Tonarelli?, Arturo Simonetta’.
'Catedras de Microbiologia y Biotecnologia, Dto. de Ingenieria en Alimentos, FIQ-UNL.
’Departamento de Quimica Organica, FBCB-UNL.
E-mail: psponton@fbcb.unl.edu.ar

Introduccion

Actualmente han irrumpido con fuerza en el sector alimentario los alimentos funcionales.
Los mismos se definen como alimentos y componentes alimentarios que proporcionan
beneficios mas alla de sus valores nutricionales tradicionales, bien sea mejorando una
funcion del organismo o reduciendo el riesgo de enfermedad'. La investigaciones
realizadas para disefiar y elaborar estos alimentos han dedicado especial atencion al
estudio del papel fisiologico de las proteinas de la dieta. Péptidos bioactivos encriptados
en las estructuras de las proteinas, se generan usualmente in vivo por accion de las
enzimas gastrointestinales, pero pueden también obtenerse in vitro con enzimas
especificas, o producirse durante los procesos biotecnolégicos de elaboracion de
determinados alimentos. Se han descrito péptidos bioactivos con diferentes actividades,
las que incluyen propiedades antimicrobianas, efectos anti-hipertensivos, capacidad para
reducir el nivel de colesterol, actividades antioxidantes y antitrombaticas, efectos cito o
inmunomodulatorios y actividades opiodes?.

Se han obtenido péptidos bioactivos a partir de diferentes matrices alimentarias de origen
animal y vegetal. Un grupo microbiano de interés y que participa en la maduracién de
diversos tipos de alimentos es el constituido por las levaduras. Estas poseen
manoproteinas en sus paredes celulares, compuestos hasta ahora muy poco
investigados, pero ya reconocidos como los mejores bioemulsificantes®. La utilizacion de
levaduras o de extractos provenientes de sus paredes celulares en las dietas de pollo
produjo la disminucion de la adhesion sobre las paredes intestinales de distintas especies
y cepas de Salmonella, Escherichia coli y Campylobacter jejuni*. Por otro lado, existen
evidencias de que péptidos obtenidos de dichas manoproteinas por hidrolisis enzimatica
pueden actuar como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)°.

La enzima Acetilcolinesterasa (AChE) hidroliza al neurotransmisor acetilcolina, dando
acido aceético y colina. Desde la aprobacion de galantamina para el tratamiento del
Alzheimer, que actia mediante el bloqueo de la degradacion de la acetilcolina, la
busqueda de otros inhibidores de esta enzima se ha intensificado notablemente.

Se analizaron manoproteinas de levaduras aisladas de productos lacteos. Dichas
manoproteinas se hidrolizaron utilizando enzimas proteoliticas comerciales, y a los
extractos peptidicos originados se les determind su actividad antimicrobiana y su
capacidad inhibitoria frente a la AChE.

Resultados y discusion

En este estudio fueron analizadas manoproteinas de cinco cepas de levaduras aisladas
de productos lacteos de las regiones patagdnica y santafesina, pertenecientes a los
géneros Brettanomyces, Candida, Pichia y Saccharomyces. Las manoproteinas se
extrajeron mediante tratamiento en autoclave de una suspension de células en buffer
citrato®, obteniéndose significativas cantidades de extractos no purificados de las paredes
celulares, a partir de cultivos de cada una de las cepas de levaduras ensayadas.



Posteriormente, los mismos se purificaron parcialmente por cromatografia de afinidad,
utilizando Concanavalina A-Sepharose 4B como ligando, y por didlisis. La presencia y
concentracion de proteinas totales se evalué por el método del acido bicinconinico,
obteniéndose valores comprendidos entre 50 y 200 pg/ml. Los pesos moleculares de las
manoproteinas purificadas se determinaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecilsulfato de sodio y en todos los casos estuvieron comprendidos entre
aproximadamente 6.5 y 30 kDa.

Cada extracto de manoproteina se hidrolizé con tres enzimas proteoliticas (Tripsina,
Pepsina y Proteinasa K) por 24h a 37°C, originandose péptidos de menor peso molecular.
A dichos hidrolizados se les evalud posteriormente la actividad antimicrobiana por el
método de difusién en agar frente a bacterias Gram (+) y Gram (-) causantes de ETAs y/o
alterantes de alimentos. También se investigd su actividad inhibitoria frente a AChE por el
método de Ellman (1961)°.

Con respecto a la actividad antimicrobiana, todos los extractos hidrolizados con Tripsina
fueron activos contra Bacillus cereus, con diametros de halos comprendidos entre 14 y
18mm. Ademas, se comprobd actividad inhibitoria del extracto de manoproteinas de
Pichia anomala hidrolizado con Tripsina frente a Listeria monocytogenes, con un didmetro
de halo de 7mm. Los extractos hidrolizados con las enzimas Pepsina y Proteinasa K no
produjeron inhibicion de las cepas bacterianas utilizadas como blanco en los ensayos.

Se comprobdé también actividad inhibitoria frente a AChE por parte de cinco extractos
hidrolizados. Dichos extractos fueron los hidrolizados de las manoproteinas de
Saccharomyces cerevisiae con Proteinasa K y Pepsina, de Candida blankii con Tripsina,
de Brettanomyces intermedius con Pepsina y de Candida famata con Proteinasa K, dando
valores de inhibicion comprendidos entre 27 y 60%.

Estos resultados indican la potencial formacion de una gran cantidad y variedad de
péptidos, los cuales presentan una interesante actividad bioldgica.

Conclusiones

El conjunto de datos obtenidos en este trabajo confirman la posibilidad de aislar y purificar
parcialmente distintas manoproteinas de cepas de levaduras obtenidas de ecosistemas
alimentarios regionales. En lo que respecta a la actividad antimicrobiana, se observd que
la hidrdlisis enzimatica con tripsina gener6 péptidos antibacterianos especialmente activos
contra B. cereus y L. monocytogenes. Por otra parte, cinco de los extractos hidrolizados
con las tres enzimas proteoliticas ensayadas presentaron importante actividad inhibitoria
frente a la AChE. Por lo tanto, se concluye que pueden generarse péptidos bioactivos a
partir de la hidrolisis enzimatica in vitro de manoproteinas de levaduras, que pueden llegar
a ser de gran interés para la formulacion de alimentos con potenciales propiedades
funcionales.
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