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ABREVIATURAS

BSG... Corresponde a las letras iniciales de la frase en inglés “Brewer’s spent grain”,

denominacién genérica del grano gastado de cerveceria

GRAS... Corresponde a las letras iniciales de la frase en inglés “Generally Recognized

As Safe”, Generalmente reconocido como seguro.
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RESUMEN.

El grano gastado de cerveceria (BSG) se compone principalmente de las glumas o
cascaras y pericarpio de la caridpside revestida de la cebada. Es el principal subproducto
de la industria cervecera. Representa alrededor del 85% del total de subproductos
generados. Se producen alrededor de 20 kg de BSG himedo por cada 100 litros de
cerveza. La utilizacién de este material de desecho podria verse favorecida por las
aplicaciones biotecnoldgicas. Para esto, se evaluaron Streptomyces setonni, Aspergillus
oryzae, Pleurotus ostreatus y Trichoderma harzianum. Todas ellas probaron producir
enzimas relacionadas con la degradacion de materiales lignoceluldsicos, como son:
actividades endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y pectinasa. Tomando en
consideracién la naturaleza del material del que partirfamos y el perfil enzimético
expresado, se decidié continuar trabajando con Aspergillus oryzae. Este microorganismo
se inoculd al 1% p/p de micelio fresco en grano gastado de cerveceria y se evalud su
cinética de crecimiento, asi como la producciéon de enzimas: o-amilasa, P-amilasa,
amiloglucosidasa, pululanasa, exoglucanasa, endoglucanasa, y xilanasa. La fermentacién
en sustrato solido con Aspergillus oryzae proporciona la bateria enzimdtica necesaria
para sacarificar parcialmente el grano gastado de cerveceria. Posteriormente, se recupero
el grano gastado hidrolizado y se utiliz6 como un adjunto cervecero incorpordndolo
como un sustituto del almidén de maiz a un nivel del 50%, en una mezcla de cocimiento
en la que se emplearon 60% de malta de cebada, 20% de almid6n de maiz y 20% de grits
de maiz. Al comparar el mosto obtenido con el adjunto hidrolizado contra el mosto
control se observa: un mosto con 6% menos rendimiento en volumen; un perfil de
carbohidratos fermentables similar; un contenido de amino nitrégeno libre casi 9% mas
alto y notoriamente mds oscuro; y que pudo fermentarse exitosamente bajo las mismas
condiciones. Se produjo una cerveza con: mayor gravedad especifica, menor atenuacion,
con 4% menos de concentracion de etanol, produccién similar de alcoholes superiores,
un descenso en la produccién de compuestos volétiles. Se concluye que este adjunto
hidrolizado puede reemplazar parcialmente adjuntos amildceos sin impactar fuertemente
en los niveles de produccion y contenido de alcohol de la cerveza obtenida. Por lo tanto,
la implementacion de esta tecnologia sencilla y directa permitird a los cerveceros la

utilizacién de su subproducto.
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ABSTRACT.

Brewer’s spent grain (BSG) is mainly composed of the husks and pericarp of the
covered caryopsis of barley. It is the main byproduct of the brewing industry. It
represents around 85% of total byproducts generated by this industry. For every 100
liters of beer 20kg of BSG are produced. Four different microorganisms were
tested: Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus and Trichoderma
harzianum. All of them showed to produce enzymes related to lignocellulose
degradation such as: endocellulase, exocellulase, celobiohidrolase, xylanase and
pectinase. Considering the expressed enzymatic profile, it was decided to continue
working with Aspergillus oryzae. The fresh mycelium of the microorganism was
inoculated at 1% w/w in BSG. Growth kinetics was evaluated, as well as enzymes
production of: a-amylase, B-amylase, amyloglucosidase, pullulanase, exoglucanase,
endoglucanase, and xylanase. Solid state fermentation with Aspergillus oryzae provides
the enzymatic battery needed to partially saccharify the BSG. Subsequently, the
hydrolyzed BSG was recovered and used as a beer adjunct. It was incorporated in a
mixture of 60% barley malt, 10% corn starch, 20% corn grits and 10% hydrolyzed BSG.
Comparing the must obtained with the hydrolyzed adjunct against the control wort, it
was observed: 6% less yield; similar fermentable carbohydrate profile; free amino
nitrogen content almost 9% higher and darker color; and it could be fermented
successfully under the same conditions. The produced beer had: higher specific gravity,
lower attenuation, with 4% less concentration of ethanol, similar production of higher
alcohols, and a decreased volatile compounds production. It is concluded that this
hydrolyzed adjunct can partially replace amylaceous adjuncts without strongly
impacting the yield and alcohol content of the obtained beer. Therefore, the

implementation of this simple technology will allow brewers to use this byproduct.
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INTRODUCCION.

Durante la elaboracion de la cerveza el principal subproducto en funcién al volumen de
generacién es el denominado grano gastado de cerveceria (BSG). Este corresponde a la
fraccion de solidos insolubles que se generan después del filtrado del mosto dulce una
vez que los procesos de cocimiento se llevaron a cabo. Es un material lignoceluldsico
con un alto contenido de proteina y una humedad muy alta, lo que lo vuelve inestable
durante el almacenamiento. La producciéon mundial anual promedio se estima en 39
millones de toneladas, con alrededor de 3,4 millones de toneladas producidas en la
Union Europea, de las cuales 2 millones se producen en Alemania solamente (FAO
2016). Se producen alrededor de 20 kg de BSG en humedo por cada 100 litros de
cerveza elaborada (Musatto 2014). Se espera que esta industria continde creciendo, lo
que por consiguiente provocard la generacion de mayores cantidades de este
subproducto. Las plantas de elaboracion de la cerveza en todo el mundo generan gran
cantidad de subproductos sélidos en forma de salvado de malta y levadura. Actualmente,
la mayoria del grano usado producido se utiliza como alimento para animales de bajo
valor, con un valor de mercado de alrededor de € 35 por tonelada (Buffington 2014).
También son utilizados como fertilizantes 0 como materia prima para algunos aditivos.
Estos subproductos estan disponibles en grandes cantidades, por lo que la combinacion
de su gran suministro continuo, costo relativamente bajo y potencial valor agregado, lo
vuelven un objetivo ideal para futuras aplicaciones industriales. La disposicion
inadecuada de estos residuos produce contaminacion ambiental y la pérdida de utiles
recursos biolégicos como carbohidratos, proteinas y lipidos. La utilizacion del material
de desecho podria verse favorecida por las aplicaciones biotecnoldgicas originalmente
ideadas para solucionar otras problemdticas como la obtencién de energéticos. Un
ejemplo de esto es el caso del bioetanol de segunda generacion, que busca la obtencion
de etanol a partir de material lignocelulésico de forrajes o desechos agroindustriales. En
esta linea de pensamiento, el grano gastado de cerveceria proviene de una matriz
alimentaria, por lo que reincorporarlo a su proceso una vez sacarificado es factible
siempre y cuando sean utilizadas cepas GRAS (generalmente reconocido como seguro)
durante su tratamiento bioldgico. Este estudio se centra en la evaluacion de tratamientos

1



bioldgicos para la sacarificacion del grano gastado de cerveceria y busca seleccionar e
integrar metodologias que permitan su utilizacién como adjunto en el proceso de

elaboracion de cerveza tipo lager.



ANTECEDENTES

Consumo mundial de cerveza.

La cerveza es la principal bebida alcohdlica consumida en todo el mundo y se ha
disfrutado por mas de 8,000 afios. En 2013, alrededor de 1,900 millones de hectolitros se
fabricaron en todo el mundo, lo que representa un aumento del 35% del consumo desde
2003. El valor global de la cerveza y las ventas por volumen crecieron un 7% y un 2%,
respectivamente, en 2010. Se espera que continte creciendo alrededor del 1.2% en los
préximos afios. El consumo de cerveza representa el 1.5% del consumo total de calorias
en todo el mundo (FAO 2016). El uso de cereales como materia prima por la industria
cervecera se puede dividir en dos principales categorias: malta y adjuntos. La malta se
produce generalmente a partir de cebada debido a su alta actividad diastdsica o
produccién de actividad de la amilasa, asi como las ventajas tecnoldgicas que ofrece
durante los pasos del lavado del grano. Los adjuntos de elaboracién de la cerveza se
producen a partir de la mayoria de los cereales y generalmente consisten en almidones
de refinados que en fraccion o maceracion molidas se hidrolizan en dextrinas y
carbohidratos fermentables. La primera imparte el cuerpo de la cerveza tipica y la
segunda azucares que se transforman durante la fermentacién de la levadura en etanol y

otros compuestos de aroma y sabor caracteristicos.

Cerveza lager

La palabra lager viene del verbo alemdn lagern, que significa reposar o almacenar. Para
producir cerveza tipo lager, la cerveza verde se almacena una vez que la fermentacién ha
sido concluida para permitir la maduracién del sabor, separacion de la levadura y otros
cambios que mejoran la calidad de la cerveza (Hardwick 1995). En México, casi la
totalidad de las cervezas producidas son del tipo lager (Lopez et al. 2002). Las cervezas
tipo lager se llaman cervezas de “fermentacion baja” debido al comportamiento de la
levadura, la cual se asienta al fondo del fermentador conforme se alenta la fermentacion

y la evoluciéon del CO; no provee suficiente agitacion para mantenerla a flote (Hardwick



1995). Las levaduras empleadas para elaborar este tipo de cerveza son S. carlsbergensis
y S. uvarum (Iserentant 1994). Las cervezas tipo lager se elaboran con maltas secadas a
menores temperaturas, en comparacion con las ales. El cardcter lupulado se favorece por
la aromatizacién tardia, etapa en la cual se adiciona més ldpulo una vez concluida la fase
de calentamiento en ebulliciébn con esta planta, lo cual permite que una cantidad

adecuada de aceites permanezcan en el mosto (Bamforth 2000).

Adjuntos cerveceros

Los adjuntos cerveceros son cualquier fuente de almid6n o azucares fermentables que se
adicionan al mosto; generalmente son granos sin germinar como cebada, trigo (7riticum
aestivum), centeno (Secale cereale) y triticale (Triticum secale), al igual que la papa
(Solanum tuberosum) y tapioca (Manhiot suculenta) (Briggs et al. 1981; Lopez et al.
2002). También se utilizan derivados de cereales como sémola, harina, granos
precocidos y jarabes (Briggs et al. 1981). Su adicion aumenta el rendimiento de alcohol
en la fermentacion, disminuye el costo de produccién y contribuye en el color, sabor,
aroma, contenido de proteina y retenciéon de espuma de la cerveza (Owuama 1997;
Lopez et al. 2002). Los grits refinados son preferidos como adjuntos cerveceros debido a
que contienen mds carbohidratos convertibles, menos pigmentos, menos aceite y mejor
color. Las cervezas resultantes son menos propensas a oxidacién y tienen mejor sabor y
color (Serna-Saldivar 2010). En Estados Unidos, el uso de adjuntos promedia 38% del
total de materiales usados excluyendo el lupulo. Los adjuntos mas utilizados en este pais
son grits de maiz (46.5%), seguido por el arroz (31.4%), cebada (0.7%) y jarabes (Serna-
Saldivar 1996).

Grits de maiz

Los grits de maiz se producen por molienda seca de maiz amarillo, proceso con el que se
remueve el pericarpio y germen dejando unicamente fragmentos de endospermo (Briggs
et al. 1981). Estos fragmentos son molidos y clasificados. La temperatura de

gelatinizacion del almidén de maiz se encuentra entre 62 a 74°C, y es ligeramente menor



al asociado a los grits de arroz que va de 64 a 78°C. La sustitucién por un 30% de grits
de maiz, produce compuestos aromdticos similares a los de cerveza elaborada
Unicamente con malta. Sin embargo, los grits de maiz tienen una extraccidn ligeramente
menor en comparaciéon a otros adjuntos sin procesar, ademds de tener una mayor

cantidad de proteina y grasa (Hardwick 1995).

Grits de arroz

Los grits de arroz son producto de la molienda seca de arroz, en la cual se eliminan las
glumas, pericarpio, capas de aleurona y germen. Tras estas operaciones, el arroz es
clasificado por tamafo. Aproximadamente un 30% de los granos son fracturados durante
la molienda, produciendo fracciones pequefias de endospermo, las cuales son
posteriormente reducidos en tamafio y clasificadas para la produccién de grits
cerveceros. El arroz es preferido por algunos productores de cerveza debido a que
contiene una menor cantidad de aceite comparado con los grits de maiz. El arroz ademds
tiene un aroma y sabor neutral y no influye en el color de la cerveza por lo que son
preferidos en la produccién de cervezas claras. La desventaja del arroz es su alta
temperatura de gelatinizacion y que es extremadamente viscoso antes de la licuefaccion
en el cocimiento de los adjuntos. Ademds, los adjuntos de arroz son aproximadamente

25% maés caros que los grits de maiz (Hardwick1995).

Proceso industrial de produccion de cerveza.

Las cervezas regulares se producen tipicamente a partir de cinco ingredientes
principales: agua, malta de la cebada, adjuntos, lipulo y levadura. El procesamiento es
complejo e incluye diversas operaciones unitarias como son: malteo, maceracion,

lavado, cocimiento y fermentacion (Serna-Saldivar 2010).



Malteo.

El objetivo del malteo es lograr el méximo porcentaje de germinacién y actividad
diastdtica de la cebada y concluir el proceso con la menor pérdida posible de materia
seca. El malteo se divide en tres operaciones secundarias: remojo, germinacién y secado.
El objetivo del remojo es hidratar el grano en condiciones aerdbicas para activar la
sintesis de 4cido giberélico que controlard todo el proceso de germinacion.
Generalmente, la operacion se realiza simplemente sumergiendo o asperjando agua
sobre los granos durante 24 a 80 horas para aumentar la humedad del grano hasta 42 a
48%. La mayoria de las operaciones tienen lugar en tanques verticales con una base
conica o cilindros verticales. Estos recipientes tienen tuberias perforadas para inyectar
aire. La temperatura del agua juega un papel critico porque afecta la tasa de hidratacion
y la estabilidad microbioldgica del grano. En general, la cebada se hidrata y germina a
15 °C. Una vez alcanzada la humedad deseada se procede a germinar, este proceso se
lleva a cabo habitualmente en camas colocadas dentro de habitaciones especiales con
controles estrictos de temperatura y humedad relativa. Este proceso dura de 4 a 6 dias.
Los procesos se ajustan para lograr la actividad diastdtica deseada, la division celular y
con la menor pérdida de materia seca. El secado detiene el proceso de malteado y el
crecimiento. Las condiciones de secado son criticas para producir diferentes tipos de
maltas con diferentes actividades enzimaéticas, colores y sabores. Las maltas destinadas a
cervezas tipo Lager son tratadas con menos color y producen mostos de color &mbar
palido o paja. Una alta temperatura de secado produce melanoidinas a partir de azicares
solubles y aminoécidos, y compuestos complejos que eventualmente afectan el sabor, el
color y el aroma del mosto y la cerveza. Generalmente estas maltas se destinan a la
produccion de cerveza tipo Ale. Las maltas se deshidratan generalmente hasta un
contenido de humedad final de aproximadamente 5%. Después del secado, la malta se
enfria con aire fresco y las raices y tallos son desprendidas. Los brotes se separan porque
imparten sabores amargos, contienen alta concentracion de compuestos nitrogenados,
tales como las nitrosaminas (Serna-Saldivar 2010). Los dispositivos utilizados para
remover los brotes, constan normalmente de una pantalla cilindrica de rotacién lenta

equipada con un conjunto de batidores que separan los brotes de la malta o equipos



neumaticos que impactan la malta para liberar las raicillas que se levantan por aspiracion

de aire (Briggs 1998).

Maceracion.

La cebada es ampliamente usada para producir cerveza y en algunos paises como
Alemania es, por ley, empleada como unica fuente de carbohidratos fermentables. Se
han utilizado otras fuentes de carbohidratos principalmente por su bajo costo y en otros
casos por ventajas como la produccién de mayor delicadeza en el sabor, color més claro
y mayor uniformidad (Lépez et al. 2002). Algunas cervecerias agregan grits o almid6n
de algin cereal no malteado y gelatinizado como el maiz, arroz o sorgo (Hallgren 1995).
La mayoria de las cervezas tipo Lager elaboradas en el continente americano se
producen por el procedimiento de doble maceraciéon porque las formulaciones de grano
suelen contener una gran cantidad de aditivos amildceos, como grits de maiz, almidén de
maiz o harina de arroz. Estos materiales almidonados requieren coccion para conseguir
la gelatinizacion completa del almidon. La maceracion consiste en dos etapas separadas.
En la primera, cominmente conocida como maceracion de adjuntos, los adjuntos
almidonosos y una fraccion pequeia de la malta de cebada se mezclan con agua y se
calientan a 35 °C. Después de 30 a 60 minutos, se calienta primero a 70 °C durante
aproximadamente 30 minutos y luego a 100 °C durante 30 a 45 min y se deja enfriar
hasta los 65 °C. El objetivo es hidratar primero los adjuntos y la malta y después
promueve la gelatinizacion y conversion del almidén ya que la mayoria de los almidones
de cereal se gelatinizan a temperaturas superiores a 65 °C. La ebullicion se requiere para
desnaturalizar las proteinas y para inactivar todos los microorganismos y enzimas. Una
vez que la maceracion de los adjuntos estd en curso, el segundo macerado se prepara
mezclando y calentando a 35 °C la mayor parte de la malta y el agua. A continuacion, se
mezclan los contenidos de los dos recipientes. El objetivo de la segunda etapa de
maceracién es convertir el almidén y las proteinas en carbohidratos mds simples y
proteinas o péptidos solubles. Esto se consigue dptimamente programando un aumento
gradual de temperatura que comienza a 35 °C durante aproximadamente 30 min. La

temperatura sigue generalmente una rampa de 10 a 15 °C hasta lograr 70 °C. El aumento



secuencial de la temperatura favorece las enzimas proteoliticas, seguido de B-amilasa
que tiene una temperatura Optima de 60 °C, y a-amilasa que tiene una temperatura
optima de 70 °C. La alta temperatura de la dltima etapa de maceracion detiene la mayor
parte de la actividad enzimatica, reduce la viscosidad y mejora la fluidez y la capacidad
de filtracién del mosto resultante. Durante esta operacion, se agita para conseguir una
mejor solubilizacién de la malta y para mejorar la exposicion de los adjuntos a la
hidrélisis enzimdtica. También es frecuente afiadir enzimas extrinsecas tales como
amilasas, amiloglucosidasas y proteasas para mejorar la extraccién y reducir los tiempos
de trituracion. Los diferentes tipos de enzimas requieren diferentes temperaturas optimas
para que el programa de temperatura se deba ajustar en consecuencia (Serna-Saldivar

2010).

Lavado.

Después de terminar el macerado, el mosto es transferido al tinel del lavado, donde el
mosto dulce se separa de los granos gastados de cerveceria. El tunel del lavado es un
aparato relativamente poco profundo con un piso de malla doble que estd equipado con
rastrillos que aflojan la estructura del lecho filtrante minimizando la compactacion. Se
deja que los contenidos de masa se precipiten durante 30 minutos para mejorar la
formacion del lecho de filtracion natural rico en cdscaras. El mosto dulce se separa por
filtracion a través del suelo de malla doble. En general, en la primera etapa de
tratamiento, el mosto se recircula a través del lecho de granos gastados con el fin de
disminuir la turbidez del mosto. El filtrado se lleva a cabo generalmente a temperaturas
de 65 a 70 °C y los granos gastados se rocian con agua caliente de entre 75 a 80 °C. La
temperatura alta del agua usada para rociar es util para arrastrar mas eficientemente los
sOlidos. El objetivo del lavado es obtener tanto del mosto dulce o extracto con la minima
contaminacion insoluble. La operacién del lavado es considerada el cuello de botella del
proceso de elaboracion de la cerveza. Cuanto mds rdpidamente se filtre, mds cerveza se

pueden producir diariamente (Serna-Saldivar 2010).



Cocimiento.

El proceso de cocimiento implica la adicién de lipulo a las cervezas. El ldpulo se afiade
al mosto dulce con el fin de impartir el sabor y el olor caracteristico. El tipo y la cantidad
utilizada afectardn de forma importante el sabor, aroma y sensacién en boca final de la
cerveza. El proceso consiste simplemente en agregar el ldpulo al mosto para promover la
extraccion de solubles por ebullicién y lixiviacion durante 1.5 a 2.5 horas. Por lo
general, de la mitad a dos tercios del lipulo se afiaden al comienzo del cocimiento y el
resto al final del proceso con el objetivo de mantener compuestos volatiles clave que
realzan el sabor y el aroma de la cerveza. Durante la ebullicion, las enzimas se inactivan,
el mosto se vuelve mds oscuro debido a compuestos de mosto intrinsecos y reacciones
de caramelizacion y el mosto se vuelve estéril. Durante este tratamiento térmico de 4 a
12% de agua se pierde debido a la evaporacion. Ademas, algunas proteinas solubles se
unen a los taninos y precipitan mejorando la claridad. Los ldpulos gastados se eliminan
del mosto usando el principio de hidromasaje. El mosto de ebullicién se hace pasar
tangencialmente en una gran bafiera de hidromasaje equipada con un colector cénico
situado en la parte central de la base del aparato. El mosto se enfria en un intercambiador
de calor a aproximadamente 6 °C para cervezas Lager tradicionales. El mosto también es
aireado con aire estéril con el fin de aumentar su contenido de oxigeno, que es de
importancia critica para el crecimiento de la levadura, especialmente durante la fase
temprana de la fermentacion. Durante el enfriamiento, mds proteinas se vuelven

insolubles y se eliminan por centrifugacién (Serna-Saldivar 2010).

Fermentacion.

El mosto es fermentado en tanques especiales o reactores equipados con serpentines de
refrigeracion o chaquetas. El mosto es inoculado con 1.5 a 2.5 g de levadura seca/L.
Durante la primera etapa de fermentacion, la levadura se reproduce asexualmente por
gemacion aumentando la biomasa de 4 a 5 veces y utilizando el oxigeno disponible. Asi,
las condiciones cambian gradualmente de aerdbico a anaerdbico. Se considera que
después de 12 a 24 horas de fermentacion las condiciones del reactor son anaerdbicas.

Durante esta fase, la levadura metaboliza los carbohidratos fermentables y el aminodcido



libre para producir etanol y alcoholes de fusel, respectivamente. Los alcoholes de fusel
principales son isopropanol, amilico, isoamilico y butanol. Durante esta etapa, también
se produce diéxido de carbono y productos organicos intermedios que ayudan a impartir
el sabor caracteristico de la cerveza (Priest y Stewart 2006). El proceso de fermentacion
se lleva a cabo a baja temperatura de 7 a 15 °C durante 8 a 10 dias para cervezas tipo
Lager. Durante la fermentacion, las células de levadura transforman la maltosa y la
maltotriosa en glucosa que se metaboliza adicionalmente en diéxido de carbono, energia,
etanol y otros metabolitos orgdnicos tales como dcidos orgdnicos y compuestos voltiles.
Aproximadamente un tercio de los aziicares fermentables se transforman en didxido de
carbono. En el progreso de la fermentacién se suele seguir usando un refractometro que
mide la densidad de la cerveza. La densidad inicial del mosto es de aproximadamente
1,040 y el producto acabado entre 1,008 y 1,010 g/cm3 . La produccion de 4cido orgénico
disminuye el pH a un nivel de 4.2. El cambio en la acidez coagula algunas proteinas y
disminuye ain mds la solubilidad de algunas resinas 4cidas del lipulo. También durante
la fermentacion cantidades importantes de nitrogeno soluble se metabolizan en alcoholes
de fusel que afectan las propiedades organolépticas de la cerveza. Ademas, la dulzura de
las cervezas se debe a los aziicares residuales que no se han fermentado a alcohol. La
mayoria de las cervezas se mantienen en tanques cerrados a una temperatura de 0 °C
durante 4 a 6 semanas adicionales con el fin de reducir aun mas el oxigeno a un nivel de
menos de 0.2 ppm y mejorar el aroma, debido a cambios quimicos tales como la

generacion de diacetilo, dimetilsulfuro y sulfuro de hidrégeno (Bamforth 2003).

Subproductos cerveceros.

Las plantas de elaboracion de la cerveza en todo el mundo generan gran cantidad de
subproductos solidos en forma de salvado de malta generalmente llamado grano gastado
de cerveceria y pasta de levadura de desecho. Estos residuos son a menudo
transformados en alimento para ganado o fertilizantes. Estos subproductos son
generados en grandes cantidades por lo que la disposicion inadecuada de estos residuos

produce contaminacion ambiental y la pérdida de utiles recursos bioldgicos.
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Grano gastado de cerveceria (BSG).

Es el principal subproducto de la industria cervecera, que representa alrededor del 85%
del total de subproductos generados. El BSG es generado durante el macerado dentro de
la elaboracion de cerveza, en este proceso ocurre una conversion enzimatica que libera
los azucares disponible en la malta a un liquido dulce conocido como mosto. La parte
insoluble se deja sedimentar y se realizan repetidos lavados para terminar de extraer la
totalidad de los azucares fermentables en un proceso conocido como lavado, el mosto
dulce es el sustrato para la elaboraciéon de cerveza, mientas la fraccioén solida residual
corresponde al grano gastado de cerveceria (Mussatto et al. 2008). El grano gastado de
cerveceria se compone principalmente de la cdscara, pericarpio y cubiertas de la semilla
de la cebada. Dependiendo del tipo de cerveza del que procede el grano gastado de
cerveceria puede contener residuos de malta de cebada y adjuntos, es decir, fuentes de
azucares fermentables que no corresponden a la malta, como pueden ser trigo, arroz o
maiz (Mussatto et al. 2008). Dependiendo de la uniformidad del malteado, pueden
quedar en mayor o menor cantidad restos de almidon en el endospermo y restos de pared
celular. Aun asi, el contenido de almid6n es insignificante comparado a los compuestos
de las paredes celulares de la cascara, pericarpio y cubiertas de la semilla, las cuales son
abundantes en polisacdridos de celulosa y no-celulosa, lignina, algunas proteinas y
lipidos. La cdscara a su vez presenta altos contenidos de silicio y polifenoles (Mussatto
et al. 2006). La composicion quimica del BSG varia dependiendo del tipo de malta,
tiempo de cosecha, condiciones de malteo y macerado, ademds del tipo y cantidad de
adjuntos adicionados para la elaboraciéon del mosto (Santos et al. 2003). Pero de manera
general el BSG es considerado un material lignoceluldsico rico en proteina y fibra, que
puede alcanzar un 20 y un 70% de estos compuestos respectivamente (Huige 1994;

Santos et al. 2003).

Composicion de materiales lignoceluldsicos.

Compuestos principalmente de tres tipos diferentes de polimeros, celulosa, hemicelulosa
y lignina (Fengel y Wegener 1984), envueltos en una compleja estructura. Este tipo de

materiales son los mas abundantes en la naturaleza.
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Celulosa.

Est4 conformada por subunidades de D-glucosa, unidas por b-1,4 glicosidicos (Fengel y
Wegener 1984), monosacarido de gran importancia en la fermentacién. La celulosa
posee dos estructuras una cristalina (organizada) y otra amorfa. Las cepas de celulosa
son “empaquetados” denominados fibrillas de celulosa. Estas fibrillas de celulosa son en
su mayoria independientes y débilmente vinculados a través de uniones de hidrégeno

(Laureano-Pérez et al. 2005).

Hemicelulosa.

Carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su estructura posee diferentes polimeros
como pentosas: xilosa y arabinosa; hexosas: como manosa, glucosa y galactosa; y dcidos
entrelazados entre si glucosidicamente. Muchas de ellas, en la degradacién hidrolitica
dan, junto a glucosa, manosa, galactosa, etc (Palacio 1956). La hemicelulosa sirve de
conexion entre la lignina y las fibras de celulosa y da toda la rigidez a la red de celulosa,

hemicelulosa y lignina (Laureano-Pérez et al. 2005).

Lignina.

Heteropolimero amorfo que consta de tres diferentes unidades de fenilpropano
(pcoumaril, coniferil y sinapil alcohol) que se mantienen unidos por diferentes enlaces.
El heteropolimero amorfo no es soluble en agua y es dpticamente inactivo; todo esto

hace que la degradacion de la lignina sea muy complicada (Fengel y Wegener 1984).

Degradacion de material lignocelulésico.

Su objetivo es maximizar el potencial de uso de subproductos agroindustriales, cuya
disposicion final es un gran problema ambiental. La biomasa lignocelulosica rica en
polimeros de celulosa y hemicelulosa se encuentra entre 75-80%, los cuales, pese a su

dificultosa degradacion, es posible desdoblarlos a azucares monosacdridos mediante
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procesos quimicos, fisicos y biolégicos para su posterior conversion a etanol. La
hidrolisis enzimdtica de los carbohidratos complejos se considera como la tecnologia
mds ecoldgicamente amigable para el tratamiento de esta biomasa. Desde el punto de
vista microbiano, la biomasa lignoceluldsica representa un ecosistema complejo en el
que las condiciones afectan el desarrollo de la microbiota y favorece el crecimiento de
aquellos microorganismos que posean las enzimas capaces de degradar moléculas
complejas como la celulosa y la hemicelulosa presente en esta biomasa y que podria ser
utilizada como fuente de carbohidratos fermentable para la obtencién de alcohol (Soares
et al. 2012). Generalmente, a nivel industrial, la bioconversién del material celulésico a
azucares fermentables se realiza utilizando un mix de reaccién complejo compuesto de
multiples enzimas que puedan realizar la hidrdlisis completa. El coste de la produccion
de dichos mixes sigue siendo elevado debido a las multiples operaciones unitarias, de
aireacion, bombeo, agitacion, neutralizacién y purificacién (Maki, et al. 2009). Diversos
organismos capaces de producir enzimas hemiceluloliticas capaces de realizar la
hidrolisis total de los diferentes biopolimeros se han podido aislar de diferentes fuentes
ambientales naturales, como el compost (Amore et al. 2013; Sizova, et al. 2011).
Pertenecen a grupo de microorganismos especificos capaces de sintetizar celulasas,
xilanasas y otros biocatalizadores necesarios para la completa hidrdlisis de los
componentes recalcitrantes de la biomasa lignocelulosica (Taherzadeh y Karimi 2007)
Los microorganismos celuloliticos pueden sintetizar diversas enzimas como
endoglucanasas, exoglucanasas, incluyendo D-celodextrinasas, celobiohidrolasas y 8-
glicosidasa, las cuales cooperan en la degradacién de la celulosa. De hecho, los
microorganismos hemiceluloliticos producen xilanasas para degradar xilano en xilosa,
entre estas enzimas estdn las endo-B-1,4-xilanasas y P-xilosidasas asi como otras
enzimas auxiliares como las a-glucuronidasas, a-arabinofuranosidasas, acetilesterasas y

acetil-xilan-esterasas (Saini y Tewari 2012.).

Tratamientos biologicos.

En este tratamiento el material lignoceluldsico se somete a la accion de determinadas

enzimas o microorganismos, como los hongos de la podredumbre blanca, marrén o
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blanda. El objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras que
protegen la celulosa y haciéndola més accesible al posterior ataque enzimético, por lo
que generalmente se hace necesario hacer primero un tratamiento con hongos y
posteriormente con las enzimas. Tratamiento con hongos: Utiliza microorganismos
como hongos de podredumbre marrén, blanco y suave se para degradar lignina y
hemicelulosa en los materiales de desecho. La podredumbre marrén ataca la celulosa,
mientras que la podredumbre blanca y suave ataca tanto la celulosa como la lignina.
Hongos de pudricién blanca (basidiomicetos) son los mds eficaces para el pretratamiento
biologico de materiales lignoceluldsicos. Los hongos usados fueron Ceriporiopsis
subvermispora, Dichomitus squalens, Pleurotus ostreatus, y Coriolus versicolor (Fan et

al. 1987).

Streptomyces setonni.

Las actinobacterias, principalmente Streptomyces, son conocidas como los principales
microbios que degradan la biomasa vegetal en los bosques pantanosos, estdn
involucrados en la degradacion de glucosidos complejos como la quitina y la celulosa y
son fundamentales en la degradacion de lignina y polifendlicos (Castillo et al. 2013). La
degradacion de la biomasa en el proceso de compostaje, incluida la deconstruccion de la

lignocelulosa recalcitrante, se realiza completamente mediante enzimas bacterianas.

(Martins et al. 2013).

Trichoderma harzianum.

Este es un hongo filamentoso, amorfo y asexual, cominmente recolectado en suelos de
todas las latitudes, en la rizosfera y en materia orgdnica herbicea en descomposicion.
Trichoderma sp secreta enzimas que son capaces de degradar polisacdridos como
quitina, celulosa y hemicelulosa. Las enzimas secretadas por este hongo han sido bien
caracterizadas por diversos grupos y han sido utilizadas durante las dltimas seis décadas
en diferentes aplicaciones en las industrias textiles, de papel, de alimentos y bebidas. Su

gran potencial para la degradacion le han hecho acreedor de aplicaciones como la

14



conversion de biomasa de plantas a azucares fermentables para la produccién de

bioetanol de segunda generacion (Cologna et al. 2018).

Pleurotus ostreatus.

Pleurotus spp., cominmente conocido como hongo de la ostra, es un descomponedor
primario comun de madera y vegetal residuos (Zadrazil y Kurtzman 1981). Puede ser
naturalmente encontrado en selvas tropicales y subtropicales, y puede ser cultivado
artificialmente (Maziero et al. 1992). Apreciado por su delicioso sabor, este hongo tiene
altas cantidades de proteinas, carbohidratos y minerales como calcio, fésforo y hierro.
También posee vitaminas como tiamina, riboflavina y niacina, asi como baja grasa
(Sturion y Oetterer 1995). Por muchas razones, los hongos del género Pleurotus se han
estudiado intensamente en muchas partes diferentes en el mundo: tienen un alto valor
gastronOdmico, son capaz de colonizar y degradar una gran variedad de residuos
lignoceluldsicos, requieren un tiempo de crecimiento mds corto cuando se los compara
con otros hongos comestibles, demandan pocos controles ambientales, sus cuerpos
fructiferos no son muy a menudo atacados por enfermedades y plagas y se pueden

cultivar de una manera simple y barata (Patrabansh y Madan 1997).

Aspergillus oryzae.

Aspergillus oryzae, cominmente conocido como koji, ha sido utilizado histéricamente
en fermentaciones alimentarias asidticas como la salsa de soja, miso, sake y otros
productos japoneses tradicionales. Naturalmente produce enzimas amiloliticas y
proteoliticas (Machida et al 2008). A pesar de estar relacionado con Aspergillus flavus
productor de aflatoxina, Aspergillus oryzae se clasifica como GRAS a pesar de contener
homdlogos de varios genes de la ruta de biosintesis de las aflatoxinas no las produce
debido a mutaciones en su genoma como deleciones y otros defectos genéticos que han
llevado a silenciar la via de la aflatoxina en Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae

(Kiyota et al 2011).
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JUSTIFICACION.

La producciéon mundial anual promedio de cerveza se estima en 39 millones de
toneladas. Al finalizar el proceso de produccién de cerveza, el principal subproducto,
que representa alrededor del 85% del total de subproductos generados, es el denominado
grano gastado de cerveceria, del cual se producen alrededor de 20 kg por cada 100 litros
de cerveza elaborada. Este subproducto es generado en gran cantidad por lo que su
disposicion inadecuada produce contaminacion ambiental y pérdida de recursos

bioldgicos.

Se espera que la industria cervecera continde creciendo, lo que por consiguiente
provocard la generacion de mayores cantidades de BSG. Este subproducto ha sido
pobremente explotado, a menudo transformado en alimento para ganado o fertilizantes.
Se busca maximizar su potencial de uso, al tratarse de un material rico en carbohidratos
complejos que podrian ser utilizados en la obtencion de productos de valor agregado si
son tratados de la forma adecuada. La utilizacion de este material de desecho podria
verse favorecida por las aplicaciones biotecnoldgicas.

Este estudio se centra en la evaluacién de tratamientos biolégicos, como es la
fermentacion en sustrato sélido utilizando diversos microorganismos con actividades
lignoceluloliticas previamente reportadas para la sacarificacion del grano gastado de
cerveceria (Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus y Trichoderma
harzianum). Ademds, busca seleccionar e integrar metodologias que permitan la
utilizacién del BSG como adjunto en el proceso de elaboracion de cerveza tipo lager.
Este proyecto determinard cudl de los tratamientos a probar es el mas efectivo,
recolectando datos que sirvan de evidencia para la posterior introduccién de un proceso
a industrias cerveceras locales, mejorando la produccién, ahorrando costos y reduciendo
la contaminacion ambiental y desperdicio de recursos naturales basados en un esquema

de economia verde.
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HIPOTESIS.

El tratamiento del grano gastado de cerveceria mediante un proceso de fermentacién en
sustrato sélido con un microorganismo, permite obtener un producto que funcione como
fuente de carbohidratos fermentables y enzimas exdgenas para un proceso de

elaboracion de cerveza tipo Lager.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Generar un adjunto cervecero a partir de grano gastado de cerveceria, mediante

tratamientos bioldgicos de fermentacién en sustrato sélido, que sea una fuente de

azucares fermentables y enzimas exdgenas para la produccidn de una cerveza tipo lager

de buena calidad.

Objetivos especificos.

1.

Seleccionar el microorganismo que tenga un perfil de produccién enzimatica mas
adecuado para la hidrdlisis de material lignocelulésico a partir de los
microorganismos Streptomyces setonni, Aspergillus oryzae, Pleurotus ostreatus y

Trichoderma harzianum.

Evaluar la cinética de crecimiento del microorganismo elegido, asi como la
produccion de enzimas (0-amilasa, -amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa, exo-
glucanasa, endo-glucanasa, y xilanasa) durante la fermentacion en sustrato sélido

sobre el grano gastado de cerveceria.

Obtener y caracterizar fisicoquimicamente mostos dulces utilizando el adjunto

hidrolizado.

Obtener, caracterizar y comparar las propiedades de cerveza lager con adjunto

hidrolizado contra una cerveza lager regular.
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MATERIAL Y METODOS.

Estrategia general.

La metodologia se puede dividir en seis pasos principales: A) la selecciéon de una cepa
microbiana que sea capaz de generar enzimas que degraden el material lignoceluldsico
B) la caracterizacion del grano gastado de cerveceria, C) la deslignificacién del grano
mediante fermentacion sustrato sélido, D) la caracterizacion del producto hidrolizado E)
la produccion del mosto dulce y F) la fermentacion del mosto lupulado a cerveza. El

esquema general se muestra en la Figura 1.

s Mosto control: ‘

‘ 4 gg‘:/maulon:e mzstc;): 60% malta de cebada .i/
i Fa’ eicebace 20% almidénde maiz
10% almiddén de maiz P
: 5 20% grits de maiz
20% grits de maiz
10% BSC fermentado

Caracterizacion

del BSG Monitoreo de la produccién
l enzimatica |
3 ] :
Fermentacion del BSG ‘ Obtencién del mosto dulce ’
con moos elegidos l

T | Lupulado del mosto
Q Caracterizacién del mosto
l 6
Evaluaciéndela Caracterizaciénde la o
actividad enzimatica de cerveza (0 «—— | Fermentacién i

cuatro cepas de moos

Figura 1. Estrategia general de trabajo. 1) Seleccién de una cepa microbiana que sea capaz de generar
enzimas que degraden el material lignoceluldsico. 2) Caracterizacion del grano gastado de cerveceria, 3)
Deslignificaciéon del grano mediante fermentacidon sustrato sélido, 4) Caracterizaciéon del producto

hidrolizado 5) Produccién del mosto lupulado y 6) Fermentacién del mosto lupulado a cerveza.
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Evaluacion de la actividad enzimatica en medio solido.

Se evaluaron cuatro cepas de diferentes microorganismos: Streptomyces setonni,
Trichoderma reesi, Pleurotus ostreatus y Aspergillus oryzae. Después de ajustar la
turbidez de la suspensiéon de microorganismos a 0.5 unidades de McFarland, los
microorganismos se inocularon en los agares recomendados para cada cepa. Todas las
cepas fueron analizadas para actividades endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y
pectinasa. La actividad fue registrada como Indice de actividad enzimitica relativa

(Saini y Tewari 2012.):

Lenzima= diametro del halo /diametro de la colonia

Actividad endocelulolitica.

Se evalu6 de forma semi cuantitativa por método de difusién en agar CMC. El contenido
del agar fue: 5 g de carboximetilcelulosa [Sigma—Aldrich], 1 g (NH4)NO3, 1 g de
extracto de levadura, 50 ml de solucion estandar de sales, 1 ml de solucion de elementos
trazas y 950 ml de agua destilada. Después de 4 dias de incubacion a 28°C las placas
fueron tefiidas con una solucién de Rojo de Congo al 0.1% por 30 minutos, seguido de

un lavado con solucién de NaCl 5M (Pepe et al. 2013).
Actividad exocelulolitica.

Fue estimada al inocular las bacterias en agar Avicel, es decir utilizando celulosa
microcristalina como Unica fuente de carbono. El contenido del agar fue: 5 g de Avicel
[Sigma—Aldrich], 1 g (NH4)NOs, 1 g de extracto de levadura, 50 ml de solucién estandar
de sales, 1 ml de solucién de elementos trazas y 950 ml de agua destilada. Se midi6 el

crecimiento de las colonias después de 4 dias a 28°C (Pepe et al. 2013).
Actividad celobiohidrolasa.

Se realiz6 en agar celobiosa. El contenido del agar fue: 10 g de peptona, 15 g de agar
[Oxoid], 7.5 g de celobiosa, 0.06 g de azul de bromotimol [Sigma-Aldrich] y 950 ml de
agua destilada. Después de la incubacion a 28°C por 3 dias, la actividad enzimdtica fue
determinada por la medicion de halos amarillos alrededor de la colonia (Ventorino et al.

2015).
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Actividad xilanasa.

Se realiz6 en agar LB [Oxoid] adicionando con 0.05% de remazol azul brillante y 0.5%
de xilano [Sigma-Aldrich]. Después de 4 dias de incubacién a 28°C se determiné la

hidrélisis del xilano al observar el halo claro alrededor de las colonias (Ko et al. 2012).
Actividad pectinasa.

Se midi6 en agar cuyo contenido fue: 2 g de pectina [Sigma—Aldrich], 1 g de extracto de
levadura, 50 ml de solucién estdndar de sales, 1 ml de solucién de elementos trazas, 5 g
de CaCOj; y 950 ml de agua destilada. Después de 4 dias a 28 °C las placas fueron
reveladas con una solucién al 1% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Después de

30 min, se midi6 el halo decolorado alrededor de las colonias (Pepe et al. 2013).

Caracterizacion quimica y fisica del grano gastado.

El grano gastado fue proporcionado por la cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken

(Monterrey, México).
Humedad.

Fue analizada por un método de ensayo gravimétrico 44-15 (AACC 2000) donde las
muestras de se secaba en un horno a 100 ° C. Las muestras fueron molidas usando un

molino ciclén UDY.
Contenido de proteina.

Fue obtenido mediante la determinacién del contenido de nitrégeno total por el
procedimiento Kjeldhal basado en método 46-13.01 (AACC 2000). Brevemente, las
muestras fueron digeridas con é4cido sulfirico y catalizadores. Luego, el hidrolizado fue
destilado con exceso de alcali (NaOH) para convertir NH4 a NH3. El NH3 fue recuperado
por destilacion del producto reaccion. Posterior titulacion con una solucién de acido
clorhidrico normal cuantificando la cantidad de amoniaco en la solucidn receptora con
un cambio de color. El nitrégeno fue convertido a proteina multiplicando por el factor de

6.25.
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Contenido de lipidos

Fue determinado mediante el método Goldfish de extraccion continua con solvente. La
muestra pulverizada se colocé en un dedal filtrante cerdmico y se mantuvo por 4 horas
en el equipo utilizando éter etilico anhidro como solvente, el cual fue retirado y la grasa

fue determinada gravimétricamente (Nielsen S. 2003).

Contenido de fibra

Fue obtenido mediante la determinaciéon del contenido de fibra dietética total
correspondiente a las determinaciones conjuntas de fibra dietética soluble e insoluble.
Se determind utilizando un kit de Megazyme® Total dietary fiber, K-TDFR-100.
AOAC. Método 985.29. En material desgrasado (contenido de grasa > 10%). Las
muestras se trataron a ~ 100 © C con o-amilasa termoestable para gelatinizar, hidrolizar y
despolimerizar el almidon; seguido de incubacion a 60 ° C con proteasa (para solubilizar
y despolimerizar proteinas) y amiloglucosidasa (para hidrolizar fragmentos de almid6n a
glucosa); y tratado con cuatro volimenes de etanol para precipitar la fibra soluble y
eliminar proteina y glucosa (de almidén). El residuo fue filtrado; lavado con etanol al
78%, etanol al 95% y acetona; secado y pesado. Un duplicado se analizé en busca de
proteinas y el otro se calciné a 525 °C para determinar la ceniza. El contenido de fibra
dietaria total es el peso del filtrado y residuo seco menos el peso de la proteina y la

ceniza (AOAC 2007)

Contenido de almidon.

El procedimiento se llevd a cabo con el kit de Megazyme que utiliza o amilasa
termoestable y amiloglucosidasa para convertir almidéon en glucosa. La glucosa se
cuantifico después de la reaccion de oxidasa de glucosa en un espectrofotometro a 510

nm (AOAC 1980).
Contenido de ceniza.

El contenido de cenizas se determiné utilizando el método gravimétrico en el que las
muestras son incineradas en un horno de mufla a 550°C. El procedimiento utilizado se

baso en el método 08-01 (AACC 2000).
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Fermentacion del grano gastado

Se cultivé en placas de agar papa dextrosa a 30 °C durante cinco dias. Entonces se
recogieron las esporas y se contaron en una cidmara de Neubauer y se inocularon en
caldo de papa dextrosa y se dejaron crecer durante cinco dias adicionales en una
incubadora con agitacién a 30 °C y 200 rpm. El medio se centrifugé a 1000 g durante 10
minutos en tubos estériles para concentrar micelio. Se inoculé el grano gastado de
cerveceria con el micelio fresco de Aspergillus oryzae equivalente al 1% del peso del
grano gastado. La cinética de crecimiento se realiz6 monitoreando el crecimiento del
hongo en el grano gastado de cerveceria con el fin de determinar la viabilidad y el
crecimiento de Aspergillus oryzae durante todo el proceso. Las muestras se tomaron
todos los dias. La preparacion de la muestra fue de acuerdo con las disposiciones del
método 995.21 para cuenta de hongos y levaduras en alimentos (AOAC 1980). La
muestra fue diluida en tampodn salino fosfato primario para obtener una distribucién
uniforme. La dilucién luego se inoculd en medio PDA acidificado a un 3.5 pH usando
acido tartdrico de 1%. Después de incubaciéon a 25 °C, las colonias fueron contadas
después de 72 horas mediante un contador de colonias manual. El peso de los matraces
junto con la matriz era medido diariamente a partir de 0 dias (inmediatamente después
de la inoculacién) durante un periodo de 12 dias. Diferencia en el peso de planos en
intervalo diario y el tiempo de O dias indica la pérdida de agua y fue reemplazado
asépticamente con adicion de agua estéril para mantenimiento del 50% de contenido de

humedad.
Monitoreo de la produccion de enzimas
a-amilasa.

La actividad enzimatica de o amilasas en el BSG tratado con A. oryzae, se determind
utilizando un kit de Megazyme® Ceralpha, K-Cera 02/17, basado en colorimetria
utilizando como sustrato, el oligosacarido "P-nitrofenil maltoheptadsido bloqueado en el
extremo no reductor" (BPNPG7) en presencia de niveles excesivos de una a glucosidasa
termoestable. En la hidrdlisis del oligosacarido por accion de las a-amilasa, la o-
glucosidasa presentes en la mezcla da hidrdlisis instantdnea y cuantitativa del sustrato a

glucosa y p-nitrofenol libre. La reaccidon finaliza y los iones fenolato se desarrollan
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mediante la adicion de dlcali diluido. La absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido

se correlaciona directamente con la actividad o-amilasa.
p-amilasa.

La actividad enzimatica de B amilasas en el BSG tratado con A. oryzae, se determiné
utilizando un kit de Megazyme Betamyl-3, K-Beta3 10/10, basado en colorimetria
utilizando como sustrato el oligosacarido p-nitrofenil-B-D-maltotriosida (PNPB-G3). En
la hidrolisis del PNPB-G3 a maltosa y p-nitrofenil-B-Dglucosa por B-amilasa, la p-
nitrofenil-B-D-glucosa es inmediatamente escindido a D-glucosa y p-nitrofenol libre por
la B-glucosidasa presente en la mezcla de reaccion. La reaccién finaliza y los iones
fenolato se desarrollan mediante la adicién de dlcali diluido. La absorbancia se lee a 400
nm Yy el valor obtenido se correlaciona directamente con la actividad - amilasa (Santos

y Riss 1996)
Amiloglucosidasa.

La actividad enzimatica de amiloglucosidasa en el BSG tratado con Aspergillus oryzae
se determiné mediante el ensayo colorimétrico de Megazyme R-AMGR3. El método
utiliza el p-nitrofenil B-D-maltosido, B-glucosidasa que en presencia de
amiloglucosidasa permiten la degradacion hasta D-glucosa y p-nitrofenol libre. La
reaccion finaliza y los iones fenolato se desarrollan mediante la adicion de alcali diluido.
La absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido se correlaciona directamente con

actividad amiloglucosidasa (McCleary et al. 1991).

Pululanasa.

La actividad enzimatica de pululanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determin6
utilizando un kit de Megazyme PullG6, K-PullG6 06/17, basado en colorimetria
utilizando como sustrato el  4,6-O-bencilideno-4-nitrofenil-6-o-D-maltotriosil-
maltotriosa (BPNPG3G3), junto con las enzimas auxiliares o-glucosidasa y JB-
glucosidasa. Tras la hidrdlisis del sustrato en el enlace 1,6-a mediante pululanasa, el 4-
nitrofenil-B-maltotriosido liberado se hidroliza inmediatamente a glucosa y 4-nitrofenol
por la accion de la a-glucosidasa y B-glucosidasa de la mezcla de reactivos. La reaccion

finaliza y los iones fenolato se desarrollan mediante la adicion de dlcali diluido. La
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absorbancia se lee a 400 nm y el valor obtenido se correlaciona directamente con la

actividad pululanasa (Mangan et al. 2015).
Betaglucanasa.

La actividad enzimadtica de betaglucanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determin6
utilizando un kit de Megazyme Azo-Barley Glucan Method, K-MBGL 03/11. El método
utiliza el sustrato de Azo- glucano de malta, el cual se despolimeriza mediante -
glucanasa a fragmentos que son solubles en presencia de una solucién precipitante. Se
centrifuga la mezcla de reaccidn, y se mide la absorbancia a 590 nm del sobrenadante, la

cual esté directamente relacionada con el nivel de betaglucanasa (Rotter et al. 1990).
Celulasa.

La actividad enzimdtica de celulasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determiné
utilizando un kit de Megazyme AZO-CM-Cellulose. S-ACMCL 09/12. El método utiliza
el sustrato AZO-CMC, el polisacdrido se tifie con azul brillante Remazol hasta una
extension de aproximadamente una molécula de colorante por cada 20 residuos de
azucares, el cual es despolimerizado para producir fragmentos de bajo peso molecular
tefildos que permanecen en solucion al agregarse una solucién precipitante a la mezcla
de reaccion. El material de alto peso molecular se elimina por centrifugacion y el color

del sobrenadante se mide y se compara a una curva estandar.
Xilanasa.

La actividad enzimdtica de xilanasa en el BSG tratado con A. oryzae, se determind
utilizando un kit de Megazyme AZO-WAX. K-AZOWAX 09/04. El método utiliza el
sustrato de Azo- arabinoxilano de trigo el cual se despolimeriza mediante xilanasa a
fragmentos que son solubles en presencia de una solucidn precipitante. Se centrifuga la
mezcla de reaccién, y se mide la absorbancia a 590 nm del sobrenadante, la cual estd

directamente relacionada con el nivel de xilanasa (McCleary, 1999).

Produccion del mosto a partir del grano gastado inoculado

Para la produccion del mosto se utilizé una mezcla de 60% malta de cebada, 10% de

almidon de maiz, 20% de grits de maiz y 10% de grano gastado inoculado con
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Aspergillus oryzae. Como mosto control se utilizé una mezcla de 60% malta de cebada,
20% almidén de maiz y 20% grits de maiz. La malta de cebada utilizada fue malta de
cebada diastdtica y desglumada deshidratada fue proporcionada por la cerveceria
Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken (Monterrey, México). El almidén nativo de maiz se
obtuvo de Industrias Mexstarch SAPI de CV (Monterrey, México). Se obtuvieron los
grits de maiz amarillo de Agroindustrias Integradas del Norte SA de CV (Guadalupe,

México) con un tamafio de particula de malla de 40-60.
Proceso de maceracion.

Los adjuntos se mezclaron con 10% de la cantidad total de malta, luego se mezcl6 con
agua desionizada en una relacion 1: 2,3 y se calent6 primero a 50°C durante 30 minutos
y luego se aumento la temperatura hasta la ebullicion. Después de alcanzar de ebullicion,

el calor se interrumpid y el contenido se dejo enfriar a 67 °C.
Etapa de conversion.

El resto de la malta se mezcl6 con agua desionizada en una relacién 1: 2.7 y se calent6 a
45 °C. A continuacion, el contenido del puré de malta adjunto se mezclé con la
suspension y se incubaron a una temperatura de 55 °C durante 30 minutos. Después, la
temperatura de la mezcla se elevd a 76 °C y se mantuvo durante 30 minutos para el
control de malta de cebada 45 min para el tratamiento. Posteriormente, la temperatura se

aumento hasta la ebullicion y el contenido se dej6 enfriar.
Lavado.

El puré se filtr6 primero a través de un tamiz de malla 20 que retiene las particulas
gruesas. El filtrado resultante se hizo pasar ademds a través de una malla 60 para
eliminar las particulas finas insolubles. Los granos cerveceros gastados se rociaron tres
veces con agua caliente a 80 °C para maximizar la recuperacion de compuestos solubles.
Los grados Plato y el volumen del mosto resultante se midieron con el fin de calcular la
cantidad de agua necesaria para ajustar el mosto a 15 °P. el grado plato fue medido con
un refractometro manual con 0 a 30° escala de Plato. El volumen final ajustado se

registré6 como rendimiento de mosto.
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Adicion de Luapulo.

Los ldpulos fueron donados por la cerveceria de Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken
(Monterrey, México). La variedad utilizada fue cascada en forma de pellets y con 15
unidades de amargor. Esta variedad de ldpulo contiene 5.5 a 9% de 4cido alfa y 6-7.5%
de 4cido beta. El contenido de aceite esencial total es de 0.8-2.5 mL/100 g. Los granulos
de ldpulo Cascade se afiadieron al mosto dulce ajustado a 15° Plato en una relacién de
0.35 g / 50. En un recipiente, el 90% del lipulo se afiadieron al mosto dulce antes de
calentar a ebulliciéon durante 50 minutos. Los restantes 10% lipulo se afadieron 10
minutos antes de suspender calor. El mosto lupulado se centrifugé a 1,800 x G durante
10 minutos a fin de eliminar los ldpulos gastados y los sélidos Trub por decantacién, y

luego se ajustd con agua estéril a 15 °P.
Caracterizacion de los mostos.

Amino nitrégeno libre (FAN).

Se determin6 por un método de espectrofotometria mediante colorimetria después de la
reaccion de la ninhidrina. El procedimiento de mostos se basaba en el método 8.10 (EBC
2008) da una estimaciéon de los aminodcidos, amoniaco y ademads, los grupos del

nitrégeno amino alfa terminal de péptidos y proteinas.

Carbohidratos fermentables.

El contenido de fructosa, glucosa y azucares con 2 y 3 grado de polimerizacion se
determinaron mediante cromatografia liquida alta en rendimiento (HPLC) con detector

de indice de refraccién. Se utilizé el método 8.7 (EBC 2008).

Color.

Este fue determinado por espectrofotometria (IM) y se midi6 a 430 nm. ElI método

utilizado fue el 8.5 (EBC 2008).

pH.

Se midi6 con un potencidometro previamente calibrado con tampones de pH 4.0 y 7.0.
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Rendimiento.

El rendimiento ajustado se midié volumétricamente; mientras que el grano gastado y los

s6lidos perdidos por centrifugacion se analizaron gravimétricamente.
Fermentacion del mosto a cerveza
Oxigenacion.

El mosto que se transporta en jarras de litro esterilizado se vierte en un matraz de 6 litros
dentro de una campana microbioldgica equipada con un mechero de Bunsen alimentadas
a gas para evitar la contaminacién cruzada. Un oxigenador previamente esterilizado fue
introducido en el mosto, a través de un tubo esterilizado con una valvula. El tiempo de
oxigenacion se establecié en 5 minutos. Dentro del drea estéril, el mosto oxigenado fue

trasladado al reactor de fermentacion
Inoculacion.

Una vez que el mosto llegd a la temperatura de 12 °C, se agregd levadura en un
equivalente a 6 x 10° células/ml. Se utiliz6 levadura tipo lager fresca de Saccharomyces
spp. Esta fue proporcionada por la cerveceria de Cuauhtémoc Moctezuma/Heineken

(Monterrey, México).
Fermentacion.

La fermentacion lager duré 120 horas. Las primeras 24 horas fueron fijadas en 12 °C y
luego a 15 °C para las restantes 96 horas. Se tomaron muestras a las 0 y 120 horas para

los andlisis de mosto y cerveza.
Maduracion.

Después de 120 horas de fermentacion, el procedimiento de maduracién tuvo lugar. La
temperatura de los tanques de fermentacion se {ij6 en 2 °C durante 24 horas. Concluido

el proceso de maduracion, el sedimento de levadura fue removido.
Almacenamiento.

La cerveza se almacend en jarras de vidrio estéril a 2°C hasta su posterior andlisis. Las
jarras fueron cubiertas con papel de aluminio y una cantidad minima de espacio fue

dejada para prevenir oxidacién y deterioro.
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Analisis de la cerveza.

El andlisis de la cerveza se basa en el European Brewing Convention (EBC 2008) y la

sociedad americana de quimicos en elaboracion de la cerveza (ASBC 1994).

Amino nitrégeno libre (FAN).

Se determiné por un método de Espectrofotometria mediante colorimetria después de la
reaccion de la ninhidrina. El procedimiento en cervezas se basaba método 9.10 (EBC
2008). Da una estimacién de los aminoacidos, amonifaco y ademds, los grupos del

nitrégeno amino alfa terminal de péptidos y proteinas.

Densidad.

Los valores de gravedad especifica densidad de la cerveza fueron obtenidos usando
metros de densidad digital del tipo de oscilacion. En cervezas el método utilizado fue

9.43.2 (EBC 2008).

pH.

El pH de la cerveza se determind utilizando un sensor potenciémetro instalado en el
tanque de fermentacion. Las mediciones se realizaron cada minuto durante las 120 horas

de la fermentacion.

Carbohidratos fermentables.

El contenido de fructosa, glucosa y azucares con 2 y 3 grado de polimerizacion se
determinaron mediante cromatografia liquida alta en rendimiento (HPLC) con detector

de indice de refraccion. En cervezas el método empleado fue el 9.27 (EBC 2008).

Extracto.

En cervezas, se calcularon el extracto real y aparente, y su gravedad original (EBC

2008).

Atenuacion.

La atenuacion aparente es el porcentaje de aziicar que se convierte en alcohol y CO; por

levadura. La atenuacién aparente se obtiene de la gravedad especifica convertida al
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extracto original como se muestra en la ecuacion. Mediante la obtencion de extracto real,

atenuacion real puede calcularse con la siguiente ecuacion:
Atenuacion aparente = (Extracto original — Extracto aparente) / (Extracto original * 100)

Atenuacion real = (Extracto original — Extracto real) / (Extracto original * 100)

Contenido de etanol.

El etanol en la cerveza se determind por espectroscopia de infrarrojo. El1 método EBC
9.2.6 consiste en la determinacion ripida del contenido de alcohol, utilizando un

instrumento automatizado basado en NIR.

Determinacion de compuestos volatiles.

La determinacién de compuestos volatiles de bajo punto de ebullicién en la cerveza
(alcoholes, ésteres, acetaldehido y dimetil sulfuro) fue medida por cromatografia de
gases headspace automdtico. El método 9.39 (EBC 2008) se basa en estindares
internacionales, una columna capilar de silice fundida quimicamente consolidado y

deteccidn de ionizacion de llama.

Color.

Este fue determinado por espectrofotometria (IM) y se midi6 a 430 nm. El método 8.5

(EBC 2008) utilizado por hierba y método de cerveza 9.6 (EBC 2008).

Analisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de las pruebas realizadas, se evaluaron las diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos por medio de un Modelo Lineal General
(Minitab 16 2010), cuando los resultados fueron significativos (a 0.05), la comparacion

de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (Montgomery 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del perfil enzimatico.

El uso de recursos renovables para diferentes aplicaciones biotecnoldgicas, como la
produccién de biocombustibles de segunda generacion o la obtencién de otros productos
de alto valor agregado, ha estimulado la investigacién en el descubrimiento de nuevos
biocatalizadores para la conversion eficiente de biomasa lignocelulésica. Esto debido a
que esta biomasa representa ecosistemas complejos en los que las condiciones influyen
en los microorganismos vivos. Como consecuencia, solo las comunidades microbianas
con capacidad de producir enzimas implicadas en la degradacion de celulosas y
hemicelulosas pueden prevalecer sobre otros microorganismos en este entorno

(Ventorino et al. 2016).

Se evaluaron cepas de Streptomyces setonni, Trichoderma reesei, Pleurotus
ostreatus 'y Aspergillus oryzae. Para todas ellas se analizaron las actividades
endocelulasa, exocelulasa, celobiasa, xilanasa y pectinasa. Los microorganismos se
inocularon en los diferentes agares en los cuales se utiliz6 su sustrato especifico como
unica fuente de carbono. La actividad fue registrada como indice de actividad enzimética
relativa. En la tabla 1, se pueden apreciar los diferentes indices de produccion de las
principales enzimas encargadas de la degradacion del material lignoceluldsico. Cada
microorganismo posee un perfil diferente que se puede entender por su ecologia, ya que

cada microorganismo cumple una funcién bioldgica diversa en su estado silvestre.

En la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a los indices
de actividad enzimdtica relativa para cada una de las enzimas analizadas producidas por
cada uno de los microorganismos estudiamos, se marcan las diferencias significativas
con letra, podemos apreciar que de forma general Trichoderma harzianum y Aspergillus
oryzae presentan los indices de actividad enzimdtica mas altos y mds variados, teniendo
buena actividad para las cinco enzimas analizadas, no siendo asi con Streptomyces
setonni que presenta actividades principalmente relacionadas con la degradacién de la

celulosa pero no del xilano, y siendo el caso inverso el de Pleurotus ostreatus.
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Tabla 1. Indices de actividad enzimética relativa. *

Endoglucanasa | Exoglucanasa Celobiasa Xilanasa Pectinasa
Streptomyces | 1.61£0.3b 1.32£0.11b | 1.18£0.18b | 0.02+£0.02c | 0.1£0.1b
setonni.
Trichoderma | 2.11+0.14a | 2.03+0.09 a 1.82+03a | 0.55+0.16b | 0.68+0.2a
harzianum.
Pleurotus 0.38+0.2¢ 049+0.16 ¢ 0.19+£0.1¢ 1.13£02a | 0.55+£0.19a
ostreatus.
Aspergillus 1.31+0.22b 1.48 +£0.06 b 1.59+02a | 069+0.1b | 049+03a
oryzae.

*Promedios + error estdndar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia

significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05).

Trabajos anteriores han informado sobre la produccion de enzimas en diferentes

Actinobacterias, como Cellulomonas, Thermobifida y Microbispora, aisladas de
diferentes residuos agroindustriales (Saini et al. 2015). Diversos estudios se han centrado
en el género Streptomyces buscando detectar celulasas tanto endoglucanasas,
exoglucanasas, como celobiosas (Alani et al. 2008; Hsu et al. 2011; Amore et al. 2012),
aunque en la mayoria de los estudios Streptomyces ha sido reconocida por su capacidad
de produccién de hemicelulasa (Beg et al. 2000). Recientemente, se descubrié que un
gen de Streptomyces coelicolor recombinantemente expresado en Streptomyces lividans
TK24, codifica una proteina con una fuerte actividad hidrolizante hacia Avicel y papel
de filtro, produciendo celobiosa como producto final y con actividad moderada hacia la
carboximetilcelulosa (Lim et al. 2016). El- El-Naggar et al. (2014) probaron el
sobrenadante del cultivo de la fermentacion sumergida de Streptomyces albogriseolus
subsp. cellulolyticus en condiciones optimizadas para la capacidad de producir
endoglucanasa y liberar azicares reductores de residuos agroindustriales como sustratos.
Franco-Cirigliano y colaboradores (2013) seleccionaron la cepa PESB-25 de
Streptomyces misionensis por su capacidad para secretar celulasas. Se observo un pico
de acumulacién de endoglucanasa en condiciones de fermentacién optimizadas en
presencia de MnSQO,4. Ademds, Amore y colaboradores (2012) identificaron, expresaron
de forma recombinante en Escherichia coli y caracterizaron la endocelulasa CelStrep de

la cepa celulolitica Streptomyces sp. GI12 aislado del compost. Se han desarrollado
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varias estrategias para mejorar la produccion de celulasa de Stremptomyces. La
integracion de las estrategias de control constante de cambio de pH y oxigeno disuelto
aumentd la produccién de celulasa y xilanasa de la cepa Streptomyces griseorubens
JSD-1 (Zhang et al. 2016). Se utiliz6 un disefio compuesto central de superficie de
respuesta para optimizar la produccion de endoglucanasa de la cepa Stotherptomyces
DSK59 acidotermofila aislada del suelo, adherida a la corteza del arbol en

descomposicion (Budihal et al. 2016).

El hongo Pleurotus ostreatus ha sido ampliamente estudiado por su actividad
ligninolitica debido a la expresion de una familia de multigenes codificantes para lacasa
(Pezzella et al. 2009). Recientemente, su capacidad hemicelulolitica ha sido reportada
con deteccion de actividad de xilanasa durante la fermentacion en estado sélido en
bagazo de tomate. La correlacion observada entre los tiempos de produccion de las
actividades de xilanasa y lacasa sugieren una accion sinérgica en la transformacién de
residuos (Iandolo et al. 2011). En estudios anteriores se ha apreciado que no se
alcanzaron niveles detectables de celulasa. En lo que respecta a la produccién de
actividad de xilanasa, se alcanz6 una actividad méaxima de alrededor de 9 U g-1 en el
segundo dia de fermentacién de Pleurotus ostreatus en sustrato solido en bagazo de
tomate. Pleurotus ostreatus parece no ser capaz de metabolizar los monosacaridos
presentes en los desechos. La ausencia de azucares que puedan ser directamente
metabolizados podria desencadenar en el hongo la produccién de xilanasas en un tiempo
mds corto. (Iandolo et al. 2011) La correlacion entre los tiempos de produccion de lacasa
y xilanasa sugieren su accidn sinérgica en la transformacién de desechos. La produccion
de enzimas ligninoceluliticas por Pleurotus ostreatus se ve afectada principalmente por
la cepa, composicién del sustrato y condiciones de cultivo (Cilerdzi¢ et al 2017). Kerem
y colaboradores (1992) informaron una produccién méxima de actividad lacasa de 0.03
U g ael sexto dia de fermentacién en sustrato sélido en tallos de algodén, y valores de
0.040 U g han sido logrados por Membrillo et al. (2008) al octavo dia de fermentacién

en sustrato en bagazo de cafia de azucar.

33



Los sistemas completos de enzimas celulasa pueden ser producidos por una gran
diversidad de microorganismos. Entre los mejor caracterizados y el mas ampliamente
estudiado de estos sistemas son las celulasas inducibles del hongo filamentoso
Trichoderma reesei (Dos-Santos et al. 2014). Las celulasas producidas por este hongo
filamentoso tienen un alto interés industrial. Son ampliamente utilizados en las
industrias de alimentos. Recientemente, también han sido utilizados en las industrias
textiles y de pulpa de papel (Do Vale et al. 2012) Su sistema de celulasa consiste en tres
clases generales de enzimas: celobiohidrolasas, endo-1,4-b-D-glucanasas y 1,4-bD-

glucosidasa (Rocha et al. 2016).

En términos de condiciones de crecimiento, Aspergillus oryzae tiene la capacidad
de adaptarse a diferentes condiciones de humedad y temperatura. Se ha informado de
que una alta produccion de a-amilasa se encuentra cuando la humedad supera el 35%
(Narahara et al. 1984). En el caso de la inoculacién del arroz para la produccién de sake,
las condiciones de incubacién se fijan regularmente a 27 °C y de 35 a 40% de humedad
(Battaglino et al. 1991). Sin embargo, tiene una produccion favorable de enzimas cuando
la temperatura supera los 38°C (Kitano et al. 2002). Ademas de la produccioén de o-
amilasa y proteasa, Aspergillus oryzae tiene la capacidad de sintetizar a-glucosidasas y
amiloglucosidasas (Hata et al. 1997; Sugimoto y Shoji 2012). La produccién de enzimas
se ve afectada por la naturaleza del sustrato debido a la presencia de dextrinas no

digeribles que reducen el crecimiento de la biomasa.

Basados en los resultados de la capacidad de expresion de enzimas implicadas en
la degradacién del material lignocelulésico, aunado a la categoria GRAS con las que
cuenta la cepa de Aspergillus oryzae, se decidi6 seleccionar esta cepa para realizar el
resto de las pruebas de fermentacién en sustrato solido sobre grano gastado de

cerveceria.
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Caracterizacion del BSG.

Como parte de la estrategia para dar cumplimiento a este objetivo se realiz6 la
caracterizacion fisicoquimica del grano gastado de cerveceria para entender mejor el
desarrollo del microorganismo en este. En reportes anteriores se pueden observar
comportamientos variables dependiendo de factores como son el tipo de cerveza
producida y los adjuntos utilizados. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
experimentalmente sobre la composicion proximal del grano gastado de cerveceria con

el que se trabajé para la realizacidn de este proyecto.

Tabla 2. Composicién proximal del BSG empleado.

Porcentaje

Proteinas 153+0.8
Lipidos™ 6.2 +0.6
Cenizas 3.6+0.3

Fibra dietaria soluble 13.73 1.2

Fibra dietaria insoluble 48.63 +0.7
Almidén” 1.8+0.1

*Promedios % error estdndar (EE). ** Datos expresados en base seca

En la Tabla 2 se muestra la composicion proximal obtenida experimentalmente del
grano gastado de cerveceria que se utiliz6 durante el presente estudio. Se observé un
contenido de proteina relativamente bajo de 15.3 %, alto contenido de grasa 6.2% y fibra
dietética total que ronda el 62 %, ademds de presentar un contenido relativamente
elevado de almidon considerando que debid haber sido eliminado en su totalidad en su
procesamiento. Se ha reportado anteriormente que se trata de un material lignocelulésico
que contiene aproximadamente 17% de celulosa, 28% de polisacaridos no celulésicos,
principalmente arabinoxilanos y 28% de lignina (Mussatto et al. 2008). Anélisis de BSG
por Santos et al. (2003) reportaron valores 24.2%, de proteina 3.9%, de lipidos, 3.4%
de ceniza en BSG secada al horno. Estos resultados difieren de los obtenidos

experimentalmente principalmente en los pardmetros de proteina y grasa, en contraste
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con estudios de otros autores el contenido de proteina es inferior, mientras que el de
lipidos se mantiene dentro de los rangos previamente reportados ya que Hyun-Wook K.
et al. (2013) reportan contenidos de lipidos de 13.37+£0.45 y proteina de 19.60+0.15.
Estudios en diferentes paises se han realizado para promover el aprovechamiento de este
subproducto y lograr obtener productos de valor agregado, observando datos muy
diferentes entre si. Estos varian en rangos muy amplios: en el pardmetro del contenido
de proteina 31%, 24% y 15.2%; Lignina 16%, 11.9% y 27.8%; Celulosa 9%, 25.4% y
16.8%; y ceniza 4%, 2.4% y 4.6% (Lynch. 2016). El almidén es considerado un residuo
ya que de forma idonea debid haber sido totalmente extraido durante el proceso de
maceracion; sin embargo, estudios reportan contenidos que varian del 1%, 2.7%, 8% y
hasta 10% (Celus et al. 2006; Jay et al. 2008; Robertson et al. 2010; Meneses et al.
2013). Es evidente que las condiciones de elaboracion afectan la composicion de grano
gastado de cerveceria, particularmente cuando se considera el tipo de malta de cebada, la
adicion de adjuntos, el esquema de cocimiento, la temporada de cosecha e incluso el
origen geografico de la muestra. En cuanto a la fibra dietaria total estudios realizados
por Hyun-Wook K. et al. (2013) mencionan contenidos de fibra cruda que varian entre
58.11£0.07 y 68.57+0.29 dependiendo del tratamiento que ha tenido el material. Aqui se
aprecian claramente las variaciones en la composicién quimica de esta materia prima
como consecuencia de los factores mencionados anteriormente. De forma general el alto
contenido de fibra y proteina hace que BSG sea una materia prima interesante tanto para
aplicaciones alimentarias como no alimentarias. Los monosacdridos mds abundantes en
el grano gastado de cerveceria son xilosa, glucosa y arabinosa, mientras que también se
han encontrado rastros de ramnosa y galactosa (Forssell et al. 2008) que bien podrian ser

utilizados durante la fermentacion.
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Cinética de crecimiento de A. oryzae en BSG.

Una vez caracterizado el substrato se realizd el inoculo y el seguimiento del
crecimiento de Aspergillus oryzae en el grano gastado de cerveceria, asi como la
produccién de enzimas relacionadas con la hidrolisis del material almidonoso y
celuldsico. La cinética de crecimiento se comportd como se muestra en la Figura 2,
donde se muestra el recuento total de UFC de hongos por gramo de grano gastado de

cerveceria con una medicion cada 24 horas por un total de 12 dias.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de Aspergillus oryzae sobre BSG.

El Aspergillus oryzae es un hongo filamentoso, que tiene la capacidad de secretar
grandes cantidades de enzimas hidroliticas. Las proteinas extracelulares de Aspergillus
oryzae contienen diferentes perfiles de proteinas que incluyen proteasa neutra y alcalina,
amilasa, glutaminasa y metalopeptidasa (Liang et al. 2009). La fermentacién en estado
sOlido es adecuada para el crecimiento de hongos debido a su bajo contenido de
humedad y a la penetracién del micelio de los hongos a través de los sustratos sélidos. El

micelio fungico puede penetrar en el sustrato sélido como 4 capas de penetracion de
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micelio. La primera capa es de hifas areales, seguida de hifas himedas aerébicas e hifas
himedas anaerdbicas, la ultima capa es de hifas penetrantes (Biesebeke et al. 2002). La
baja humedad en una fermentacién en estado sélido hace que los microorganismos
aumenten su capacidad de producir ciertas enzimas y metabolitos que generalmente no
se producirian en una fermentacion sumergida (Imanaka et al. 2010). El crecimiento del
moho también mostré una relacién de contraste con el contenido de humedad, la
disminucién del contenido de humedad se debe a la utilizacién de agua en el sustrato
para generar micelios (Narahara et al. 1982). En comparativa, cuando se crece el hongo
en una matriz con un alto contenido de almidén disponible, el crecimiento es
notoriamente mds rdpido. En los resultados obtenidos se aprecia una tipica cinética de
crecimiento, con un crecimiento lento, probablemente debido al bajo contenido de

azucares fermentable libres, lo que provoca un retraso en el repunte del crecimiento.
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Produccion de enzimas por A. oryzae en BSG.
En esta seccion se presentan las graficas correspondientes a los resultados
experimentales de las cinéticas de produccién de cada una de las enzimas evaluadas a lo

largo de doce dias de fermentacién en sustrato sélido.
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Figura 3. Cinética de produccion de a-amilasa por A. oryzae en BSG.
La Figura 3 muestra la produccion de a-amilasa, esta enzima actia sobre almidon,

glucégeno y otros oligosacaridos relacionados, son enzimas extracelulares que
hidrolizan aleatoriamente enlaces o- (1, 4) entre unidades de glucosa adyacentes y en
ultima instancia generan oligosacdridos cortos y diferentes dextrinas de limite o
(Goesaert et al. 2009). Es una de las enzimas con mds alta demanda de aplicaciones
industriales. La despolimerizacion del almidon por las amilasas es la base de varios
procesos, como la produccion de jarabes de glucosa, la fabricacion de pan y la
elaboraciéon de cerveza. También se utiliza como un aditivo en jabones, detergentes y
alimentos para animales, y en el tratamiento de papel, textiles, etc. (Bhanja-Dey y
Banerjee 2015). En estudios anteriores la amilasa secretada por A. oryzae ha
demostrado que su actividad méxima es a 55 ° C y a pH 4,5. (Kariya et al. 2003). El
grano usado de cerveceria (Hashemi et al. 2011), el mijo perlado (Haq et al. 2005) y el
desecho de naranjo en polvo son materiales valiosos para la produccién de amilasa a

bajo costo (Bennamoun L et al. 2004).
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La Figura 4 muestra la produccién de [P-amilasa, esta enzima estd igualmente
relacionada con la hidrdlisis de almidén y ha demostrado que su produccién esta
fuertemente vinculada con la secrecion de a-amilasa, en el caso de Aspergillus oryzae
EI212 se describe que dependiendo de la composicidon del medio y las condiciones de

crecimiento el hongo secreta a- o B-amilasa o ambas. (Kundu y Das 1970).
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Figura 4. Cinética de produccion de -amilasa por A. oryzae en BSG.

En el presente estudio se presentd actividad de B-amilasa en concentraciones similares a
las de o-amilasa, ademas de que los picos de produccion fueron coincidentes. Estudios
anteriores han demostrado que la fermentacién en sustrato solido logra altos niveles de
produccién tanto en proteinas totales como en enzimas (alfa-amilasa, beta-amilasa y
glucoamilasa) probablemente debido a las caracteristicas estructurales del hongo y su
respuesta fisiologica de los micelios fingicos incrementando la produccién de proteinas

y enzimas (Sahnoun et al. 2015).
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La Figura 5 muestra la produccién de amiloglucosidasa, esta enzima es utilizada
industrialmente en el procesamiento de los jarabes e hidrolizados de almid6n para lograr
la sacarificacion de este, generalmente es aplicada después de un tratamiento térmico
que permita la gelatinizacion de los almidones, estas enzimas han sido reportadas en

diferentes hongos (Mamo y Gessesse 1999.) y bacteriana (Okalo et al 1996)

Las amiloglucosidasas hasta ahora se han producido utilizando fermentaciones
sumergidas (Pandey1995) asi como las fermentaciones en estado sélido (Pandey 1996)
Sin embargo, se ha encontrado que el uso de fermentaciones en estado sélido es mds
ventajoso y permite la produccién mds barata de esta enzima (Pandey et al. 2000) La
Figura 5, muestra que en el lapso entre el dia 5 y el 10 de fermentacion se producen los
mayores niveles de amiloglucosidasa. Singh y Soni (2001) repostan el pico de
produccion de esta enzima a las 96 horas, y ademds reportan que su produccion puede
incrementarse de forma muy significativamente cuidando el balance de sales disponibles

en el sustrato.
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Figura 5. Cinética de produccion de amiloglucosidasa por A. oryzae en BSG.
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La Figura 6 muestra la produccién de pululanasa, que es una enzima amilolitica también
conocida como dextrinasa limitante, es una enzima desramificante que hidroliza
especificamente enlaces a-(1-6) en amilopectina o en dextrinas ramificadas derivadas
por las acciones de a- o P-amilasas. La accién hidrolitica de esta enzima da como
resultado la formaciéon de cadenas lineales enlazadas con a-(1-4) que pueden
despolimerizarse extensamente a glucosa y maltosa mediante las acciones combinadas
de a- y f-amilasas. La cebada madura contiene bajos niveles de la enzima, pero durante
la germinacion, la actividad de la enzima aumenta debido a la sintesis de novo en la
aleurona. Sin embargo, la cebada contiene una proteina termoestable que inhibe la
enzima. Este inhibidor disminuye en cantidad durante el malteado, pero queda una
cantidad suficiente en la malta para inhibir la mayor parte de la enzima (Izydorczyk, y
Edney 2003.). En la industria cervecera se utiliza esta enzima sintetizada por diversas
especies del género Bacillus para disminuir la turbidez producida por las dextrinas, asi

como aumentar el contenido de azucares fermentables. (Huang y Tang 2007.)

Concentracion U/g

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tiempo en horas

Figura 6. Cinética de produccion de pululanasa por A. oryzae en BSG.
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Las celulasas son un complejo de enzimas cuyos componentes tienen una accién
sinérgica durante la degradacion de las cadenas poliméricas de la celulosa. Dentro de
estas enzimas encargadas de la degradaciéon de la celulosa podemos marcar dos
principales, la betaglucosidasa, la betaglucanasa y la endoglucanasa, genéricamente
deniominada celulasa (Pirota et al. 2016). La betaglucanasa de Aspergillus oryzae ha
sido reportada por tener un buen perfil de tolerancia a temperatura y pH, sin embargo no
es facil la sobreproduccién para su uso industrial, por lo que existen la mayoria de las
preparaciones comerciales se generan por medios biotecnoldgicos, mediante la
expresion de genes codificantes propios de Aspergillus oryzae en otros microorganismos

como Pichia pastoris 'y Saccharomyces.(Gao et al 2008).
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Figura 7. Cinética de produccion de betaglucanasa por A. oryzae en BSG.

La Figura 7. Muestra la cinética de produccion de betaglucanasa producida por
Aspergillus oryzae creciendo sobre sobre grano gastado de cerveceria, se observd una
mayor produccién de la enzima durante los primeros dias de cultivo, siendo el pico

méaximo al cuarto dia.
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Los estudios de la producciéon de celulasa son de importancia critica debido a la
influencia de estas enzimas en la economia de bioconversion de biomasa en
combustibles y otros productos quimicos (Klein-Marcuschamer et al., 2012) La mayoria
de las celulasas comerciales son producidas por hongos filamentosos de los géneros
Trichoderma y Aspergillus (Bhat, 2000; Gusakov, 2011). Entre los géneros de
Aspergillus, A. niger junto con A. oryzae son los dos hongos mds importantes a nivel
mundial para aplicaciones biotecnoldgicas (Hu et al., 2011). Sin embargo, los hallazgos
recientes sobre la gendmica de A. oryzae han revelado que estd altamente enriquecido
con genes implicados en la degradacion de la biomasa (Kobayashi et al., 2007). Ademds
de las aplicaciones bien establecidas de A. oryzae en la industria alimentaria, este hongo
tiene un gran potencial para la produccion de enzimas industriales. Se han realizado
unos pocos estudios sobre la produccidn de celulasa por A. oryzae desde el punto de
vista del desarrollo de bioprocesos en fermentacion en sustrato sélido (Lio y Wang,
2012; Sandhu et al., 2012). Demostrando que las mejores condiciones para su
produccion implican una produccion de hasta 123.64 U g'l, consiguiéndose a 28 °C, con
una humedad del substrato del 70%, con flujo de aire humedo al 80%, en un flujo de 20

mL min™. (Pirota et al. 2016).
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Figura 8. Cinética de produccion de celulasa por A. oryzae en BSG.
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Una de las aplicaciones biotecnoldgicas a gran escala mds importantes de los dltimos
afios es el uso de xilanasas como agentes blanqueadores en la industria de la pasta y el
papel (Viikari et al. 1994). El uso de la fermentacién en estado sélido como método de
produccién de xilanasa podria ofrecer ventajas econdmicas y de proceso, estudios
anteriores evaluaron la produccién de enzimas in situ en dos sustratos, eucalipto y
bagazo de cafia de azdcar, usando Aspergillus oryzae como el productor microbiano de
xilanasa. Cuando el hongo se cultivé en medios optimizados, el pico en la produccién de
xilanasa en eucalipto y bagazo de cana de azicar fue en el dia 4. Las actividades de
enzimas medidas fueron 3200 y 2675 UI g (Szendefy et al. 2006) poseyendo unas
condiciones de funcionalidad méxima a pH 5 (Bailey et al. 1991), y una temperatura
optima de 55 °C (Golubev et al 1993) La Figura 9 muestra la cinética de produccion de
xilanasa, en donde se pueden apreciar niveles estables de produccion entre el dia 3 y el

dia 8.

Concentracién U/g

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tiempo en horas

Figura 9. Cinética de produccién de xilanasa por A. oryzae en BSG.
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En la Tabla 3. Se muestras los picos de produccién correspondientes al mayor contenido

de la enzima, asi como el tiempo de generacion de cada una de ellas.

Tabla 3. Niveles de expresiéon maxima y tiempo de fermentacién para cada enzima.

Mixima actividad * | Horas de cultivo
a-amilasa. 7.49 £0.13 216
B - amilasa. 9.56 + (.26 216
Amiloglucosidasa. 4.29 £0.78 216
Pululanasa. 9.52+£0.11 192
Betaglucanasa. 16.89 + 0.21 96
Celulasa. 18.00 £ 0.85 144
Xilanasa. 17.72 £0.19 144

*Promedios + error estandar (EE).

La Tabla 3 muestra el pico maximo de produccion de cada enzima con su
correspondiente tiempo de fermentacion. Se puede observar una tendencia en la
generacion de enzimas, ocurriendo primero la sintesis de aquellas enzimas relacionadas
con la degradacion del material celuldsico, como son la betaglucanasa, seguida de la
celulasa y xilanasa, y posteriormente las enzimas encargadas de degradar los polimeros

mads simples como la amiloglucosidasa, y las amilasas.

La fermentacion en estado sélido se utiliza con éxito para la produccién a gran
escala de metabolitos fiingicos y la bioconversion de residuos vegetales y animales en
productos utiles (Pandey et al. 1999). Es un proceso altamente atractivo y alternativo
para la generacion de enzimas celuloliticas con el uso de residuos lignoceluldsicos de
bajo precio y bajo consumo energético (Pandey 2003). Los avances en la biotecnologia
industrial ofrecen oportunidades potenciales para la utilizacién econémica de sustratos
lignoceluldsicos (Pandey et al. 2000). La fermentacion en estado s6lido es un proceso
microbiano en el cual los microorganismos crecen en condiciones mds cercanas a su
hébitat natural y producen mayores cantidades de enzimas extracelulares y otras enzimas

que en la fermentacion sumergida (Sato y Sudo 1990). Los materiales lignoceluldsicos
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son insolubles en agua, por lo que su utilizacion puede mejorarse fructiferamente
mediante bioconversiones de estado solido. La formacion de azicares solubles a partir
de celulosa en residuos agricolas se basa en la accién secuencial y coordinada de
componentes individuales tales como exoglucanasa, endoglucanasa y glucosidasa (Lynd

et al. 2002).

Las celulasas son uno de los sistemas de enzimas multicomponente mas
investigados debido a su capacidad para descomponer la biomasa celuldsica en glucosa,
que se puede convertir a otros productos quimicos, alimenticios, o energéticos
(Mukataka et al. 1998). Los hongos A. niger, A. flavus y Penicillium sp. se han reportado
como las principales fuentes de celulasa, hemicelulasa, pectinasa y xilanasa (Hamlyn
1998) en los polisacaridos no almidonosos, incluida la celulosa. En un estudio similar al
presente en el que se utilizo Aspergillus niger, este se cultivo en fermentacion en estado
sOlido sobre una variedad de materiales lignocelulésicos como el aserrin, salvado de
trigo, forraje de mani y el salvado de arroz. La produccién de celulasa en los sustratos
lignoceluldsicos se monitoreé durante un periodo de 5 dias. La actividad médxima de
celulasa se registro el tercer dia de incubacion en todos los materiales lignoceluldsicos,
excepto en aserrin. El crecimiento de Aspergillus niger en salvado de trigo dio la mayor
actividad de celulasa de 2.9 U / g de soporte s6lido, mientras que el forraje de mani y el
salvado de arroz dieron 2.09 y 1.62 U / g de soporte solido, respectivamente. El aserrin
apoy6 débilmente la actividad de celulasa como se refleja por la recuperacion de 0.28
FPU / g de soporte sé6lido. La disminucién de la actividad de celulasa en el salvado de
trigo, el forraje de mani y el salvado de arroz se produjo a partir del cuarto dia en
adelante. Por lo tanto, el salvado de trigo es el mds adecuado para la produccién de

celulasa seguida de forraje de mani.

De forma similar se registrd la actividad endoglucanasa en todos los materiales
lignocelulésicos, excepto el aserrin debido al pobre crecimiento de A. niger. El salvado
de trigo produjo niveles mads altos de 3.24 U / g de endoglucanasa en la fermentacion en
estado solido contra 1.36 U / g por el forraje de mani y 1.09 U / g por el salvado de
arroz. La actividad de endoglucanasa en todos los sustratos disminuy¢ el segundo dia en
adelante. El salvado de trigo es el méds adecuado para la produccién de endoglucanasa

entre todos los sélidos lignocelulésicos probados en ese estudio. El patrén de secrecion
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de glucosidasa sigui6 la tendencia inversa con respecto a la endoglucanasa y celulasa, la
produccion de glucosidasa en aserrin fue mds alta en comparacién con otros sustratos
sOlidos en sus respectivos intervalos de tiempo de produccién maxima (Subhosh-

Chandra et al. 2007).

Estudios anteriores realizados sobre Aspergillus oryzae han mostrado que la
produccion de enziméticas amiloliticas estd fuertemente relacionada con la fuente de
carbono utilizada, en el estudio de Toshikazu y Hiroshi (Toshikazu y Hiroshi 2012) se
aprecian las notables diferencias en la sintesis de enzimas relacionadas con la
degradacion de almidén al utilizar glucosa como dnica fuente de carbono. Los niveles de
produccién fueron de 1.5 + 0.5, 0.1 £ 0.1 y 1.8 + 0.2 miliunidades por mililitro para
glucoamilasa, a-glucosidasa y o- amilasa respectivamente. En este mismo estudio, al
utilizar dextrinas indigeribles, los niveles de estas mismas enzimas incrementaron a 301
+ 12, 7 £0.5 y 27.7 £ 1.9. Es sabido que la sintesis de estas enzimas es fuertemente
reprimida por la glucosa a través de la proteina CreA (Agger et al. 2001). Para lograr
una produccién industrial eficiente de las enzimas amiloliticas es necesario un bajo nivel
de glucosa. El almidon y otros oligosacaridos relacionados, tales como la maltosa y las
dextrinas, inducen la produccién de enzimas amiloliticas. La isomaltosa también actia
como desencadenante de la producciéon de enzimas amiloliticas a través del activador
transcripcional AmyR (Agger et al. 2001). Sin embargo, es dificil lograr una alta tasa de
produccion de enzimas debido al rdpido metabolismo de tales oligosacaridos inducibles

en células que producen glucosa y la posterior represion catabdlica por glucosa.

En cuanto a las enzimas encargadas de la degradaciéon de hemicelulosa
Aspergillus oryzae produce enzimas degradadoras de la pared celular vegetal, esto
reportado cuando crece en granos de trigo y soya. Tiene una gran eficiencia para
degradar matrices ricas en hemicelulosa, compuesta a su vez de xilano, arabinano,
galactano y manano. Entre estos elementos es el xilano el que se encuentra en mayor
proporcién y las enzimas sintetizadas por este hongo has sido ampliamente estudiadas.
Actualmente, estas enzimas se encuentran caracterizadas y secuenciadas. Multiples
trabajos buscan su sobreexpresion y clonacién para produccion industrial. Algunas
especies de Aspergillus oryzae probaron tener altas actividades xilanasas, de 500 a 4300

U por gramo de materia seca, creciendo en substrato solido con condiciones 6ptimas de
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humedad del 83% y pH 8.3 durante cuatro dias. Estas fueron las mejores condiciones
para la produccidn de xilanasa, siendo que esta enzima tenia su punto 6ptimo a 6.5 pH y

65°C (Faulds et al 2006).

El uso directo de enzimas substrato especificas en fermentacion en sustrato
sOlidos sin tratamientos posteriores representa un método innovador el blanqueo de
pulpa para producir papel, y significa una reduccién del consumo de quimicos
blanqueadores que pueden significar un impacto econdmico y medioambiental positivo
en la industria, siguiendo este mismo paradigma se pueden aprovechar las enzimas
generadas durante el crecimiento para la posterior bioconversion del material en otros

procesos, como es el caso de la produccién de mosto.

Produccion y caracterizacion de mostos dulces.

La transformacién de maltas en mosto se realiz6 mediante el procedimiento de
maceracion. La hidrataciéon de la malta, las adecuadas curvas de calentamiento y la
adicion de lapulo, generan cambios importantes en el mosto. Se puede usar una serie de
indicadores de composicion para reconocer el mosto de buena calidad y por consiguiente
una fermentacion de buena calidad. Los mostos de gravedad especifica dentro del rango
1.03 a 1.06, es decir de 7.5 a 15° Plato, contienen aproximadamente 7.5 a 15% de s6lidos
disueltos (Boulton y Quan 2001). Como se muestra en la Tabla 4 ambos mostos estan

dentro de estos rangos reportados para gravedad especifica.

En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a las
caracteristicas fisicoquimicas y de rendimientos de los diferentes mostos analizados,
tanto el mosto control, como aquel obtenido utilizando el adjunto hidrolizado. Se marcan
las diferencias significativas con letra, se puede observar que en cuestiones de
Rendimiento, contenido total de azucares fermentables y pH se obtuvieron valores
mayores para el mosto control, y un mayor contenido de amino nitrégeno libre y mayor

color en el mostro obtenido utilizando el adjunto hidrolizado.
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Tabla 4. Comparativa de las caracteristicas de los mostos. *

Mosto control Moitﬁlfsl?zz(jlj;lmo

Rendimiento ajustado a 15° P (L) 4.021 £0.08 a 378 +0.074 b

Grano gastado producido (g/s6lidos/Kg 151 032 b 161.57 + 022 a
grano)

Pérdida de sélidos gr(;rn f;;ntrifugacién (g /kg 148 + 0.89 a 139 + 0.66 b

Gravedad especifica (g/mL) 1.0611 £0.0 a 1.04 £0.06 a

pH 5.81 +£0.08 a 542 +0.09b

Extracto original (%) 15a 15a
Carbohidratos:

Fructosa (%p/p) 0.039 £ 0.004 b 0.047 £0.003 a

Glucosa (%p/p) 1.895+0.01b 1.966 + 0.01 a

Maltosa (%p/p) 7.661 £0.03 a 7.499 £0.02 b
Maltotriosa (%p/p) 1.456 £0.018 a 1.367 £0.023 b
Azucares fermentables totales (%p/p) 11.051 £0.016 a 10.879 £ 0.022 b

Amino nitrégeno libre (mg/L) 173.9+0.0b 189.3+0.2a

Color (°EBC) 8.65b 104 a

*Promedios + error estdndar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia

significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05).

El pH del mosto esta tipicamente en el rango pH 5.0 -5.3 (Boulton y Quan 2001).
Los mostos comenzaron con valores mas altos, siendo el mosto control el mas alto a

5.81. No hubo diferencias significativas en el pH de los tres mostos.

Los componentes nitrogenados estdn presentes en forma de aminodcidos,
péptidos pequefios y proteinas. Las concentraciones recomendadas de nitrégeno, como
nitrogeno libre en el mosto son del orden de 150 a 200 mg / L (Boulton y Quan 2001).
La Tabla 3 se muestra como el mosto control estd en los rangos reportados de FAN, y el
tratamiento tiene una concentracién mas alta. El hecho de que el mosto obtenido con el
grano gastado hidrolizado tenga la mayor concentracién de FAN y su diferencia con el
mosto de cebada se atribuye a la accién de las proteasas

(principalmente

carboxipeptidasas) producidas durante la fermentacion con la presencia de Aspergillus.
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Las carboxipeptidasas de malta tienen actividad médxima a temperaturas entre 40-60% y
se inactivan a 70°C. Puede apreciarse que la temperatura a la que se realiza la
maceracion tiene un impacto crucial en el contenido de FAN de los mostos (Boulton y

Quan 2001).

Como muestra la Tabla 4, la maltosa fue el carbohidrato mas abundante en todos
los mostos generados. Esto se debe a la accién enzimdtica de las a y B-amilasas. El
mosto con el adjunto hidrolizado contenia mds glucosa y menos maltotriosa que el
mosto de cebada. Esto esta relacionado con la mayor actividad de -amilasa. Aunque los
mostos se ajustaron a 15°Plato, la cantidad total de azicares fermentables no coincide
con el 15% debido a la presencia de dextrinas. Las dextrinas representan el 90% del
carbohidrato residual de la cerveza. Alrededor del 40-50% de las dextrinas son
oligosacaridos que contienen 4-9 unidades de glucosa, y el 50-60% restante son
dextrinas mds altas con 10 o més unidades de glucosa (Boulton y Quan 2001). Estas
dextrinas son hidrolizables por las enzimas exdgenas afiadidas desde el cultivo de

Aspergillus oryzae utilizado como adjunto.

El color de los mostos que se muestra en la Tabla 4 indica una diferencia en los
valores, principalmente de los diferentes granos utilizados para maltear. La diferencia de
color entre el mosto que contiene el adjunto hidrolizado y el mosto control se atribuye a
las caracteristicas del grano, al pigmento que se pudo liberar de las cascarillas del grano

gastado hidrolizado, por lo que es un color més oscuro.

El volumen de mosto generado se usé como un indicador para cuantificar la
diferencia en los rendimientos de los mostos. La relacién entre un kilogramo de granos y
el volumen de mosto producido es un parametro que puede usarse para calificar la malta
en términos de extraccion y rendimiento. Los valores se ajustan a 15°Plato para tener
una comparacion justa. Como se muestra en la Tabla 4, el mosto que se elabor6 con el
adjunto hidrolizado tuvo un rendimiento de volumen menor que el mosto control. El
control tuvo un 6 % maés de rendimiento en volumen de mosto en comparacién con el
equivalente de mosto elaborado con el adjunto hidrolizado. Tomando en consideracién
el bajo contenido inicial de almidén del grano gastado de cerveceria, haber logrado una

diferencia tan pequefia con respecto al mosto control en el aspecto de rendimiento indica
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un efecto positivo en el tratamiento de grano gastado con Aspergillus oryzae, ya que
permiti6 aumentar la cantidad de azucares fermentables disponibles debido a su

produccién de enzimas encargadas de la degradacion del material lignoceluldsico.

Es bien sabido que Aspergillus oryzae es un hongo que produce altas cantidades
de enzimas amiloliticas, proteoliticas y lipoliticas. De hecho, los cultivos comerciales se
utilizan para producir y aislar enzimas ampliamente utilizadas por las industrias
alimentarias. Se sabe que Aspergillus oryzae expresa altas cantidades de
amiloglucosidasas que convierten las dextrinas lineales y ramificadas en glucosa

(Nielsen y Schmidt 1985).
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Produccion y caracterizacion de cervezas.

La medida mas comiin, préictica y util para determinar el progreso de la fermentacion y
determinar las propiedades finales de la cerveza es la gravedad especifica. A medida que
se consumen carbohidratos fermentables y se produce alcohol, cae la gravedad
especifica. Una indicaciéon del final de la fermentacion de carbohidratos es que la
gravedad especifica deja de disminuir. La Tabla 5 muestra los valores finales de

gravedad especifica para cada cerveza después de 120 horas de fermentacion.

Tabla 5. Comparativa de las caracteristicas de las cervezas. *

Mosto control Mosto con adjunto hidrolizado
Gravedad especifica (g/ml) 1.0162+0.0a 1.0206 +0.013 a
pH 4.08+0.05a 404+04a
Atenuacion aparente (%) 72.76 £0.09 b 70.98+0.12a
Atenuacion real (%) 60.09+0.0a 59.88+0.23 a
Etanol (% v/v) 5.25+0.07 a 5.09+0.04 b
FAN (mg/ml) 56.18 +3.45 b 61.02 +1.26 a
Alcoholes superiores:
Propanol (ppm) 13.778 £ 0.0 a 13.699+0.1a
Isobutanol (ppm) 13.143+0.2 a 13.12+0.2a
Alcohol isoamilico (ppm) 85.553+1.86 a 86.13+1.22a
Compuestos volatiles:
Acetaldehido (ppm) 3.127+0.69 a 2.76+0.1b
Acetato de etilo (ppm) 13.241+0.2a 11.66+1.33b
Acetato de isoamilo (ppm) 0.977+0.0a 0.917+0.04 b
Etil hexanoato (ppm) 0.0684 +0.0 a 0.0366 £ 0.02 b
Color (°EBC) 6.36154 £ 0.09 b 8.45+0.3a

*Promedios + error estdndar (EE). Promedios por columnas con letras diferentes muestran diferencia

significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (P <0.05).

En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos correspondientes a las
caracteristicas fisicoquimicas y de rendimientos de las diferentes cervezas obtenidas,
tanto la del mosto control, como aquella obtenida utilizando el adjunto hidrolizado. Se
marcan las diferencias significativas con letra. Se puede observar que Las principales
diferencias se encuentran en el contenido de alcohol, siendo estadisticamente mayor en
la cerveza control, que a la vez presenta menos contenido de amino nitrégeno libre. No
hay diferencias significativas en la produccion de alcoholes superiores, y en el caso de

todos los compuestos volatiles la produccidn en la cerveza obtenida utilizando el adjunto
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hidrolizado es estadisticamente menor. El valor final de la gravedad especifica estd
estrechamente relacionado con el contenido final de etanol (Esslinger 2009). Como se
esperaba, la cerveza elaborada con el adjunto hidrolizado, que contenia menos de etanol
en comparacion con las otras cervezas, tenia el valor de gravedad especifica final més
alto. La cerveza control tenfa un valor de gravedad especifica similar al que corresponde

a cervezas lager que contienen alrededor de 5% de etanol (v / v).

Esslinger (Esslinger 2009) informa un valor de atenuacidn final para cervezas de
cebada de 82.1%. Se obtuvieron datos experimentales inferiores para ambas cervezas,
probablemente debido a la utilizaciéon de adjuntos y la presencia de dextrinas no
fermentables, la atenuacion obtenida de las diferentes cervezas fue mas alta en cerveza

control y menor en la elaborada con el adjunto hidrolizado.

La fermentacion causa la degradacion de los componentes del grano,
especialmente los azucares solubles y los componentes FAN por las enzimas que la
levadura genera durante su crecimiento. Como se esperaba, la maltosa era el azicar mds
abundante. Este disacdrido generalmente representa del 60 al 65% del total de azicares
fermentables. La glucosa fue el segundo hidrato de carbono fermentable mas abundante
en todos los mostos. El tercer hidrato de carbono fermentable méds abundante en todos
los mostos fue maltotriosa, que constituia del 13 al 14% del total de carbohidratos
fermentables. Ademdas de estos tres carbohidratos, los mostos también contienen
fructosa, sacarosa, maltotriosa y dextrinas de mayor peso (Esslinger 2009). Las dextrinas
lineales y ramificadas no fermentables permanecen en la cerveza y afectan la viscosidad
o el cuerpo de la cerveza y también contribuyen al valor caldrico (Nielsen y Schmidt
1985). La clave para la produccién de cervezas light o reducidas en calorias es la
conversion de dextrinas en carbohidratos fermentables mediante la utilizacién de [-
amilasa exdgena, pululanasa o con mayor frecuencia amiloglucosidasas exdgenas
(Serna-Saldivar y Rubio-Flores 2016). Al final de la fermentacion se consumid
practicamente toda la maltosa, mientras que pequefias cantidades de maltotriosa
permanecieron en la cerveza. Para la fructosa, se visualiz6 un incremento en su
concentracion después de 15 horas de fermentacion. Esto es probablemente debido a la

isomerizacion de glucosa a fructosa por la levadura mediante la enzima glucosa
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isomerasa. Durante la fermentaciéon hay cambios progresivos en las tasas de produccion
de etanol. Hay una fase de retraso inicial, que se correspondia con el paso de la levadura
del retraso al crecimiento exponencial cuando el mosto oxigenado se volvid
gradualmente anaerébico (Hough 1991). En el udltimo periodo, la tasa de formacién de
etanol alcanza un maximo. A partir de entonces, la tasa de produccién de etanol
disminuye debido a la baja disponibilidad de carbohidratos fermentables que cesaron la
actividad y el crecimiento de la levadura (Garcia-Garibay et al. 2004). La disminucién
en las tasas de produccion de etanol es consecuencia de una combinacién de
agotamiento de nutrientes y efectos toxicos del etanol. La capacidad de la levadura para
soportar altas concentraciones de etanol es obviamente clave para una fermentacion
exitosa, particularmente cuando se usan mostos concentrados (Boulton y Quan 2001). La
cerveza control presenta un contenido de alcohol ligeramente superior al obtenido en la
cerveza elaborada con el adjunto hidrolizado, sin embargo, no se trata de un decremento
tan grande como para significar una falta de factibilidad de la utilizacién del producto.
Este hecho, junto con el rendimiento del volumen de mosto indica que el uso propuesto
del adjunto hidrolizado es tecnoldgicamente posible. La fermentacion en sustrato sélido
con Aspergillus oryzae aumentd la cantidad de azucares fermentables provenientes del
grano gastado de cerveceria, por lo que este puede reemplazar parcialmente adjuntos
amilaceos sin impactar fuertemente en los niveles de produccion. Por lo tanto, la
implementacion de esta tecnologia sencilla y directa permitird a los cerveceros la
utilizacién de su subproducto, a fin de buscar una economia circular ecolégicamente

responsable.

Los alcoholes superiores representan la fraccion mds grande de los compuestos
responsables del aroma de cerveza. Estos compuestos se forman durante los primeros 2 a
3 dias de fermentacién a partir de compuestos nitrogenados solubles, por ejemplo, se
generan alcoholes iso-amilicos a partir del metabolismo de la leucina (Garcia-Garibay et
al. 2004) Estas concentraciones de alcoholes superiores a 100 ppm afectan el sabor y la
calidad de la cerveza. La Tabla 5 muestra que la cerveza control y la elaborada a partir
del adjunto hidrolizado no presentan diferencias significativas en la producciéon de
ninguno de los alcoholes superiores. A pesar de existir una diferencia en el FAN de los

mostos de los que se elaboraron, el que no exista diferencia puede deberse directamente
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a las caracteristicas metabdlicas de la levadura utilizada durante la fermentacién, ademas
de que la produccion de alcoholes superiores se reduce por las bajas temperaturas de

fermentacién (Esslinger 2009).

El acetaldehido es cuantitativamente el compuesto de carbonilo mas importante
en la cerveza. Se forma en la cerveza durante los primeros 3 dias e imparte a la cerveza
un sabor inmaduro y desequilibrado. Como desaparece en etapas de fermentacion
posteriores, no presenta dificultades tecnoldgicas. En la fase inicial de la cerveza, el
contenido de acetaldehido varia de 20 a 40 ppm, mientras que en las cervezas terminadas
de 8 a 10 ppm. La presencia de aldehido es a menudo una indicacién de contaminacién
microbiana, ya sea por levadura o bacterias (Garcia-Garibay et al. 2004). Como se
muestra en la Tabla 5, todas las cervezas contenian valores inferiores a los umbrales
informados que afectan significativamente el sabor. La cerveza control tuvo el valor mas
alto. La cerveza contiene mds de 50 ésteres diferentes, de los cuales tres son de mayor
relevancia porque afectan en gran medida el sabor de la cerveza: acetato de etilo, acetato
de isoamilo, acetato de isobutilo. Los €steres son los productos de la catalisis enzimética
de 4cidos orgdnicos, etanol y alcoholes superiores. Su formacién estd estrechamente
relacionada con la propagacién de la levadura y el metabolismo de los lipidos. Los
ésteres activos de aroma se forman intracelularmente mediante la fermentacion de
células de levadura. Como son solubles en lipidos, los ésteres de etilo pueden difundirse
a través de la membrana celular en el medio de fermentacién. A diferencia de la
excrecion de éster de acetato, que es rdpida y completa, la transferencia de ésteres de
etilo al medio de fermentacion disminuye drdsticamente al aumentar la longitud de
cadena, desde 100% para hexanoato de etilo hasta 54 a 68% para octanoato de etiloy 8 a
17% para decanoato de etilo. La velocidad de formacion del éster de etilo depende de
tres factores: las concentraciones de los dos cosustratos (acetil CoA y el etanol) y la
actividad de las enzimas implicadas en su sintesis e hidrdlisis. Por lo tanto, todos los
parametros que influyen en las concentraciones de sustrato o la actividad enzimatica
pueden afectar la produccion de éster etilico (Saerens et al. 2007). El hexanoato de etilo
es caracteristico por su aroma a manzana. La presencia de etilhexanoato, fue

particularmente baja en ambas cervezas.
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CONCLUSIONES

Las cuatro cepas evaluadas probaron producir enzimas relacionadas con la degradacion
de materiales lignocelulésicos, tal como estaba reportado, considerando la naturaleza del

material objeto de este estudio, se eligid utilizar Aspergillus oryzae.

La fermentaciéon en sustrato sélido con Aspergillus oryzae proporciona la bateria

enzimdtica necesaria para sacarificar parcialmente el grano gastado de cerveceria.

El adjunto elaborado con BSG hidrolizado por Aspergillus oryzae utilizado en un
procesamiento de cocimiento de mosto proporciona azucares fermentables, por lo que
este puede reemplazar parcialmente adjuntos amildceos sin impactar fuertemente en los

niveles de produccion.

El mosto elaborado con el adjunto hidrolizado por Aspergillus oryzae puede ser
fermentado exitosamente por Saccharomyces spp obteniendo una cerveza con

caracteristicas similares a una cerveza tipo lager.
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PERSPECTIVAS

Otros estudios se han centrado en la realizacion de pretratamientos fisicos o quimicos
que han demostrado aumentar el grado de sacarificacion del grano gastado de cerveceria.
Sin embargo, la mayoria de estos tratamientos utilizan 4cidos o dlcalis concentrados que
no podrian aplicarse directamente para la obtencién de un producto para consumo

humano, lo que abre un campo de investigacion a nuevos esquemas de tratamiento.

El presente proyecto responde a una tendencia global de conciencia ecoldgica, se
fundamenta en la economia circular, buscando un aprovechamiento de los subproductos
industriales, para tratar de reducir lo mds posible la generacion de residuos y asi
disminuir el impacto medio ambiental de las operaciones comerciales, buscando un
desarrollo industrial sustentable, por lo que al buscar optimizar estos procesos implicaria
una aplicacion directa de un subproducto en su industria generadora, con un alto impacto

ecologico.
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