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Resumen:

Se ha estudiado la actividad inhibitoria de la ECA (IECA) y la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC-
FL) de los péptidos aislados en un vino modelo durante la autolisis acelerada. Se ha empleado una cepa de S. cerevisiae y se
ha realizado la toma de muestras a las 6, 24, 48, 121y 144 horas de autolisis. La concentracion de péptidos aumenta durante
la autolisis, mientras que las bioactividades aumentan durante las primeras 121 h, disminuyendo posteriormente. Para
comprender mejor la implicacion de los péptidos en las dos bioactividades estudiadas, estos han sido separados en dos
fracciones: F1, constituida por los péptidos hidrofilicos y F2, constituida por los péptidos hidrofobicos. Los péptidos de la fraccion
F2 han resultado ser los maximos responsables de la actividad IECA y ORAC-FL.
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1. INTRODUCCION

En la elaboracién de vinos espumosos y de vinos
envejecidos sobre lias, hay un tiempo de envejecimiento del
vino con las células de levadura. Durante ese tiempo tiene
lugar la autolisis de las levaduras [1-2]. Los compuestos ni-
trogenados son los compuestos mayoritarios que se liberan
durante ese proceso [3-4].

En los ultimos afios, se han identificado péptidos
con actividad biolégica en diferentes alimentos. Muchos de
estos trabajos se basan en el estudio de péptidos con activi-
dad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA) [5-7], enzima implicada en el control de la presion ar-
terial. Sin embargo, tan solo existen dos trabajos sobre la ac-
tividad IECA de los péptidos del vino [8-9], y se desconoce si
los péptidos liberados por las levaduras durante la autolisis
pueden presentar actividad IECA.

Los péptidos presentes en los alimentos también
pueden presentar actividad antioxidante [10-11] y algunos au-
tores han encontrado péptidos en alimentos con ambas acti-
vidades [5, 12]. Los polifenoles son los compuestos con
actividad antioxidante que se encuentran en mayor propor-
cién en los vinos. Pero algunos autores han encontrado que
péptidos provenientes de hidrolizados de levaduras también
presentan actividad antioxidante [13-14].

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad
I[ECAYy la actividad antioxidante (ORAC-FL) de los péptidos
liberados por las levaduras durante la autolisis acelerada en
un medio vinico modelo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepa de levadura y condiciones de autolisis

Se ha utilizado la cepa comercial de levadura Sac-
charomyces cerevisiae EC1118, suministrada por Lallemand
(Madrid, Espafia) en forma de levadura seca activa. La hi-
dratacion de las levaduras, el lavado de las mismas, el medio
vinico modelo utilizado y las condiciones de incubacién para

llevar a cabo la autolisis de las levaduras han sido descritos
por Martinez-Rodriguez y Polo. [15]. La toma de muestra se
llevo a cabo a las 6, 24, 48, 121 y 144 horas.

2.2. Determinaciones analiticas

La concentracién de los amino&cidos libres y de
aminodcidos libres mas péptidos se determind siguiendo el
método de ninhidrina-Cd y de ninhidrina convencional, res-
pectivamente [16, métodos 5 y 1]. Los péptidos se cuantifi-
caron por la diferencia entre los resultados obtenidos con los
dos métodos de ninhidrina utilizados.

2.3. Fraccionamiento de los autolisados

El fraccionamiento de los autolisados se llevo a
cabo siguiendo la metodologia descrita por Takayanagi and
Yokotsuka [8] usando una columna abierta de 10 X 300 mm
de Cosmosil 140 C1g-OPN (Nacalai Tesque Inc., Kyoto,
Japan). Se inyectaron 50 mL de muestra eluyendo la fraccion
F1 con aguay la fraccion F2 con etanol al 10 %, a un flujo de
2 mL/min. La deteccidn se llevé a cabo a 280 nm. Las frac-
ciones se concentraron a un volumen de 25 mL.

2.4. Actividad inhibitoria de la ECAy antioxidante

La actividad IECA fue determinada siguiendo el mé-
todo de Cushman y Cheung [17], modificado por Hernandez-
Ledesma y col. [18]. El ensayo ORAC-fluoresceina
(ORAC-FL) se llevé a cabo siguiendo el método de Ou'y col.
[19], modificado por Davalos y col. [11].

2.5. Estadistica

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
Se ha llevado a cabo el analisis de la varianza para la com-
paracién de los valores medios. Se ha utilizado el programa
SPSS 14.0 para Windows, version 14.0.1 (Dec. 2005) para
procesar los datos.
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3. RESULTADOS

En la figura 1 se muestra los cambios en la con-
centracién de péptidos durante el proceso de autolisis en la
muestra completa y en las dos fracciones estudiadas, F1y
F2. En todos los casos la concentracién de péptidos au-
mentd durante la autolisis, excepto en la fraccion F1 que ex-
perimentd una disminucion a las 144 horas. Este
comportamiento se debe a hidrdlisis de los péptidos previa-
mentes liberados al medio vinico modelo por las enzimas
proteoliticas que pasan al medio extracelular en etapas tar-
dias de la autolisis, y ha sido descrito anteriormente por otros
autores [3, 15, 20]. Durante toda la autolisis, la concentracién
de péptidos en la fraccion F2 fue significativamente menor
(p<0,05) que en la fraccion F1.

Fig. 1. Evolucion del nitrégeno petidico durante la autolisis
acelerada.
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En la figura 2a se muestra la actividad IECA obte-
nida para el autolisado completo, asi como en las dos frac-
ciones estudiadas, a lo largo de todo el experimento. La
actividad IECA en el autolisado completo, aumenta hasta un
65 % en las primeras 121 h, disminuyendo hasta un 60 % a
las 144 horas. Este comportamiento demuestra que aunque
los péptidos aumentan a lo largo de todo el proceso, los res-
ponsables de la actividad IECA disminuyen a las 144 h. La
contribucién de la fraccidn F1 a la actividad IECA es signifi-
cativamente menor (p<0,05) que la de la fraccidn F2, a pesar
de que esta presenta una concentracién menor de péptidos,
y apenas se modifica desde las 24 horas de autolisis indu-
cida. La fraccién F2 experimenta una evolucion de la IECA
semejante a la experimentada por el autolisado completo,
siendo esta fraccion la maxima responsable de la actividad.
El incremento de péptidos a las 144 horas en la fraccion F2
contribuye de forma negativa sobre la actividad IECA, dismi-
nuyendo los péptidos activos e incrementandose la concen-
tracién de péptidos inactivos.

En la figura 2b se muestran los valores de ORAC-
FL obtenidos para el autolisado completo, asi como en las
dos fracciones estudiadas, a lo largo de todo el experimento.
Se observa que en este caso los que presentan un perfil si-
milar son el autolisado total y la fraccién F1, aumentando
hasta las 121 horas y disminuyendo posteriormente. Sin em-
bargo, es la fraccion F2 la que presenta valores mayores de
ORAC-FL y un comportamiento semejante al obtenido para la

actividad IECA, por lo que puede decirse que los péptidos
mas hidrofébicos liberados por las levaduras son los maxi-
mos responsables de ambas biactividades.

Fig. 2. Evolucion de las bioactividades estudiadas durante la
autolisis acelerada a) Actividad IECA, b) ORAC-FL.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos han demostrado que los
péptidos liberados por las levaduras durante la autolisis en
un medio vinico modelo presentan actividades multifuncio-
nales, siendo los mas activos los péptidos mas hidrofébicos.
Los resultados obtenidos son de gran interés, sobre todo en
vinos elaborados mediante envejecimiento con las levaduras
y en vinos blancos donde el contenido fendlico es muy infe-
rior.
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