UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

“Obtencion de metabolitos de alto valor mediante un proceso tipo
biorrefineria a partir de S. cerevisiae (Mayen Ex E. C. Hansen)
generada como subproducto del proceso cervecero”

Por:

L.C.A. ARNULFO RICARDO GARCIA ARELLANO

Como requisito parcial para obtener el grado de

Maestro en Ciencias

con Acentuacion en Microbiologia

Ciudad Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L. Septiembre de 2014



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

“Obtencion de metabolitos de alto valor mediante un proceso tipo
biorrefineria a partir de S. cerevisiae (Mayen Ex E. C. Hansen)
generada como subproducto del proceso cervecero”

Por:

L.C.A. ARNULFO RICARDO GARCIA ARELLANO

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS CON ACENTUACION EN MICROBIOLOGIA

COMISION DE TESIS

Dra. Katiushka Arevalo Nifio

DIRECTOR
Dr. Luis C. Damas Buenrostro Dra. Martha Guerrero Olazaran
DIRECTOR EXTERNO VOCAL 2
Dr. Carlos A. Amaya Guerra Dra. M. Guadalupe Alanis Guzman
SECRETARIO VOCAL 3
Dr. Carlos E. Hernandez Luna Dr. Juan Gabriel Bdez Gonzalez
VOCAL 1 SUPLENTE

Ciudad Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L. Septiembre de 2014.

i



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

LUGAR DE TRABAJO

El presente trabajo se realizé en las instalaciones y con los equipos del Departamento de
Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autdnoma de Nuevo
Ledn, en colaboracion con el Laboratorio de Microbiologia de Cuauhtémoc Moctezuma

Heineken México.

il



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

AGRADECIMIENTOS

A mi Alma mater, la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, en especial a la
subdireccion de Posgrado de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y a todos sus
integrantes por su apoyo para lograr mi desarrollo académico.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por su apoyo sin el cual no hubiese
sido posible este logro.

A Cuauhtémoc Moctezuma Heineken por permitirme colaborar con su equipo de
trabajo.

A la empresa Grupo Plasset en especial a Analy Ruvalcaba por su apoyo para la
realizacion del proyecto.

A mis maestros que con sus lecciones y experiencias me han ayudado a formarme
en la ciencia con ética y profesionalismo.

A las personas involucradas de alguna u otra forma en la realizacion de esta tesis,
especialmente al M.C. Juan Antonio Rodriguez Arzave, a la QBP Cristina
Gonzélez, la LCA Minerva Bautista y al MC José Rodriguez Rodriguez.

A mis amigos y comparieros que me aguantaron y bien aconsejaron cuando las
cosas no salian como planeaba.

Gracias a esas personas importantes en mi vida, que siempre estuvieron listas para

brindarme toda su ayuda
J GT’M.

v



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

DEDICATORIA

S uis preachios com doch smé cnisics @ aklocis g Hosionon lock frons



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

TABLA DE CONTENIDO
Seccion Pagina

AGRADE CIMIENT OS .o et iv
(D] = D] [OF AN KO 1 = I TR \Y;
LISTA DE TABLAS ..ot iX
LISTA DE FIGURAS ... oo et a e X
AB REV LA T UR AS ... et Xi
L RESUMEN ..o ettt e e e e e e aaee 1
L. L AB ST R A CT e e 2
2. INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt 3
3. ANT E CEDENTES . ... oo et 5
3.1 SacCharOmMYyCeS CEIBVISIAL. ......ccuiiireiiieiiiiesieesiee sttt 5
3.0 GNEIAIAAAES ... et 5
3.1.2 ProCes0 FEIrMENTATIVO ....ueeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e ee s 6
3.2 BIOIT O INEITAS vt ettt ettt e e e et e e e et r e e e e e e e e e aaas 7
3.3 Tecnologias de SECATD .........cceiviiiiiiiiie e 9
3.3, GNEIAIAAUES ... e 9
3.3.2 Secador de doS Plantas..........cccuveiiireiiire i 9
3.3.3.5CadOr AE TUNCI ...t 9
3.3.4 SeCador de TAMDON ... e 10
3.3 5 LIOTHHZACION ..ot 10
20 I 1 o] 1o oL RSSO 10
34.1 Qeneralidades .................................................................................... 10
3.4.2 Acidos grasos de las Series 0mega ..., 11
3.4.3 Acido HNOICICO. .o 13
3.4.4 ACido dOCOSANEXAENOICO ... ceeveeeeeeee et e e e 14
B D ESIOIRS. ..o 15
3.4.6 FOSTOIPIUOS. ...eeeiiee et 16
3.5 PAred CIUIAT. ...ttt 18
3.5.1 GENEIAIAAAES. ... oot 18
3.5.2 POLISACAITAOS ... ettt 19
TS TR I 1Y, F= T 110 1T 20
3.5.4 B-GIUCANOS. ...vveeeiiie ettt 20
3.5.5 QUILING. .o 21

A HIP O T SIS ..o e 23
B OBUIET IV S ..o et 24
5.1 ODJetiVO GENEIAL.......ccviieiiie et 24
5.2 Objetivos ESPECITICOS. .........oiiiiiiiii 25
6. MATERIAL Y METODOS ...ttt 26

vi



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

6.1 Material DIOIOGICO. ....ccvviiiieiii e 26
6.2 Tratamientos de lisis celular. ..........ccccooviiiiiiii e, 26
6.2.1 ChOQUE TEIMICO. ...evieiieiieie ettt e 26
6.2.2 Congelado RAPIAO. .......cooviiiiiiiiie e 26
6.2.3 CoNGelado LENTO. ....eeeieiiiiieiii e 26
6.2.4 URIaSONIAO.....ccoiuiiieiiii et e e e e e eneeas 27
LT S T=Tov: o [0 SRRSO 27
6.3.1 Secado en secador de dos plantas............ccceeveiiieiiiiii 27
6.3.2 Secado en secador de tUNEL. .......ccvevveiiiecie e 27
6.3.3 Secador de tambOr. .........cuviiiie e 27
6.3.4 LIOTIHIZACION. ...oeoeie e 28
6.4 EXtracCion de lipidos. ........ccvoiiiiiiieiieie e 28
6.4.1 Extraccion cruda método de Soxhlet.........ccoovvvivieiiieie e 28
6.4.2 HIdrOlisis ACIAA.........c.eciveeiiecie et 29
6.4.3 Via saponificacion acidifiCacion ............ccocceevieiiiniiniieiie e 29
6.4.4 Hidrolisis alcaling............ccccoouve e 29
6.4.5 Extraccion directa cloroformo metanol ...........ccccocoeveeiiie e, 30
6.5 Separacion de Familias lipidiCas ........ccccooveiiiiriiiie i 30
6.5.1 Obtencion de FOSTOlPIAOS ..........coviiiiiiiiiie e 30
6.5.2 Separacion segun carga eleCtriCa.........cccocvvveriieeiriresiee e 30
6.6 Caracterizacion fiSICOQUIMICA ........c.ceevieeiiiie e 31
6.6.1 HUMEBAAA ......cviiiiieiiie e 31
6.6.2 INAICE 08 ACIHRZ ........veveeeceeveeeieeeeeee e, 31
6.6.3 INAICE 0E PEIOXIAO ......cvveeeeerer et 32
6.6.4 INAICE U8 YOUO ...t 32
6.6.5 Indice de SAPONITICACION .......c.vvveveeececceee et 32
6.6.6 Materia Insaponificable .............ccccooviieiiii e, 32
6.7 ldentificacion y cuantificacion de compuestos lipidicos ..........ccccvevvvvrennen. 33
6.7.1 Cuantificacion de &cidos grasos y esteroles..........coocvvvvveeviveeiiineennnnn. 33
6.7.2 Cuantificacion de fosfolipidos ..........cccceeviiieiiiii i, 33
6.8 Obtencion de poliSaCAridos ..........ccvveeiieeiiii e 33
6.8.1 Obtencidn de paredes celulares..........cccooovveiiiie i, 34
6.8.2 Obtencion de Manan0s ............coovieiiieiiieiie e 34
6.8.2.1 Extraccion hidrolitiCa ..........cccocevrvriiiiiiiiiie e 34
6.8.2.2 EXIraCcCiOn CONSEIVALIVA .......ccveviieiiieiiieiee e siee e 34

6.8.3 Obtencidn de B-GIUCANOS...........cccoiieiiieiiieiie e 35
6.8.3.1 Extraccion hidrolitiCa ...........ccccovvveiieiiiiiieie e 35
6.8.3.2 EXIracCiOn CONSEIVALIVA ........ccueviuveiiieiieeiieesiee e siee e 35

6.8.4 Obtencidon de QUILING..........ccvvveeeiiiiiie et 36
6.8.4.1 DesmINeralizaCion............cccueiieiiieiiiesiie e 36
6.8.4.2 Desproteinizacion qUIMICa ..........cccveeivieeiiiiee e 36
6.8.4.3 BlanqUeado ...........c.ueeeiiiiiiii i 36



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

7. RESULTADOS Y DISCUSION ......coovviiiieieeeeeeeees e 37
7.1 Impacto de la integridad celular sobre la extraccion de lipidos. ................. 37
7.1.1 Porcentaje de MUEITE ......cocveeiiieiiieie e 37
7.1.2 Efecto del dafio celular sobre extraccion lipidica............cccceovvrriennen. 38
7.2 Efecto del método de secado sobre la extraccion de lipidos. ...................... 40
7.3 Efecto del método de extraccion sobre la recuperacion de lipidos.............. 42
7.4 Separacion de las familias lipidicas. ........ccccovveiiiiiiiiii e 46
7.4.1 FOSTONPIAOS. ... 46
7.4.2 Caracterizacion y cuantificacion de fosfolipidos............ccccevveiinnnen 47
7.4.3 Separacion segun carga eleCtriCa. ........coooveverieiieenieeiiee e, 49
7.4.4 Caracterizacion FiSiCOQUIMICA ........coovvereiieiieiie e 50
7.4.5 Perfil de ACIA0S graS0S .......couvieiiieiieiieeie e 52
T = (=] (0] USSP 54
7.5 Obtencion y cuantificacion de poliSaCAridos. ..........ccocvervieiieiiieiiieiieee 56
7.5, 1 MANANOS. ...ttt e et e e e e e s a s 56
7.5.3 B-GIUCANO ..ottt 58
7.5.4 QUILING ...eeeeeiiee ettt e e e e et e e et a e et eenneeeeennes 60
7.6 Evaluacion de la factibilidad ..............cccooiiiiiii 61
8 CONCLUSIONES ...ttt 66
9 PERSPECTIVAS FUTURAS ... 67
10 LITERATURA CITADA ...ttt 68

viii



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del aceite. ........c.ccccvevvveveeiiieevie e 50
Tabla 2. Contenido de &cidos grasos en los lipidos de
SACCNAIOMYCES CEIBVISIAR .. .eevvieeiiiiieeiieeeiieeeeteeesteeeatee e e tee e s snaee e snaee e snteeeenees 53
Tabla 3. Rendimiento de las fracciones de Saccharomyces
CEreViSIAE €N DASE SECA. ...uvvieiriiieiiiieeiiie et ettt et e et e et e et e e e ee e et e e enees 64

X



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

LISTA DE FIGURAS

Figura Pégina

Figura 1. Porcentaje de mortalidad contra tratamientos de

LY =] (1 OSSR 38
Figura 2. Porcentaje de lipidos obtenido por cada

tratamiento dE lISIS. .....c.ueee et 39
Figura 3. Recuperacién de lipidos totales contra método de

=072 1o o PSR SPR 42
Figura 4. Obtencidn de lipidos totales por diferentes

MELOAOIOGIAS. ... e 45
Figura 5. Porcentaje de fosfolipidos totales con respecto a

10S 1IPIAOS TOLAIES ... 47
Figura 6. Porcentaje de fracciones de fosfolipidos. ..........cccoviiviiiiiiieiiieniene, 48
Figura 7. Relacion de lipidos polares y neutros segun el tipo

o[ R 1  TTod [o] P PSSO 50
Figura 8. Relacion del contenido de manano contra el peso

e 1A PATEU. ... e 57
Figura 9. Relacion del contenido de B-glucano contra el peso

de lapared CEIUIAr. ..........ccvii e 59
Figura 10. Esquema de procesamiento obtencion de -

0] L8> PSSR 62
Figura 11. Esquema de procesamiento obtencion de Quitina ............ccccceveenne. 62
Figue 12. Esquema de procesamiento obtencion de Mananos.................c.c........ 62
Figura. 13. Esquema integrado para obtencién de

METADOTITOS. ... 63



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano

2014

ABREVIATURAS

Simbolo Significado
HCL acido clorhidrico
DNA acido desoxirribonucleico
DHA acido docosahexaenoico
EPA acido eicosapentaenoico
AF acido fosfatidico
PUFAs acidos grasos poliinsaturados
AOAC asociacion de las comunidades analiticas
NaHCO3 bicarbonato de sodio
cm centimetros
HPLC cromatografia liquida de alta eficiencia
CO2 dioxido de carbono
FC Fosfatidilcolina
FE Fosfatidiletanolamina
Fl Fosfatidilinositol
°C grado centigrado
°P grado plato
G Gramos
G Gravedades
KOH hidroxido de potasio
NaOH hidroxido de sodio
Kg Kilogramos
LDL lipoproteinas de baja densidad
mBar milibares
meq Miliequivalente
mg Miligramos
ml Mililitro
mm Milimetros
M. Molar
N. Normalidad
FAO organizacion de alimentos y agricultura
% Porciento
pH potencial de hidrdgeno
rpm revoluciones por minuto
AOCS sociedad americana de quimica de aceites
v/v volumen por volumen

X1



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

1 RESUMEN

La levadura Saccharomyces cerevisiae se utiliza industrialmente para la produccion
de cerveza, siendo el segundo subproducto por volumen generado por esta industria,
si bien las partes internas de las células se aislan y se utilizan posteriormente como
complementos alimenticios y potenciadores del sabor debido a sus altas cantidades
de proteinas y nucle6tidos; las partes externas de las células, quedan como residuos,
de los que hasta el momento ningln uso comercial se ha establecido, excepto como
un suplemento para la alimentacion animal. El presente trabajo se centra en el estudio
de esa fraccion poco explotada, por lo que se busca encontrar procesos que sea factible
concatenar para obtener el mayor provecho de este subproducto. Se analizaron pre-
tratamientos de lisis celular, diferentes procesos de secado y métodos de extraccion
lipidica, para posteriormente caracterizar las grasas obtenidas, y de igual forma se
analizaron los polisacaridos encontrados en la pared celular. Los resultados obtenidos
demuestran que la letalidad de los pre-tatamientos varia significativamente, sin
embargo a pesar de las diferencias en la letalidad, no se aprecian diferencias
significativas en la extraccion de lipidos por el método soxhlet de las muestras de los
diferentes tratamientos. Al comparar diferentes procesos de secado contra la
extraccion de lipidos por el método soxhlet se observa que de la muestra deshidratada
mediante secador de tambor y por liofilizacion no presentan diferencia significativa
entre si, pero si es un incremento notorio respecto a los otros tratamientos.
Posteriormente se compararon metodologias de extraccion obteniendo rendimientos
mayores por las técnicas destructivas en este caso la hidrolisis alcalina, mientras que
de las metodologias que conservan la muestra, el método soxhlet fue el que presentd
mayor recuperacion. Se selecciono la metodologia soxhlet por y de esta grasa total se
realizé un HPLC para obtener el perfil de acidos grasos encontrando que los presentes
en mayor concentracion fueron el acido palmitico en 32.5%, el acido palmitoléico en
15.82%, el acido oleico con 15.49%, el &cido estedrico con 13.61% y el acido
linoleico 7.56%, de igual forma se observo que el esterol mas abundante fue el
escualeno representando el 2.99% de los lipidos totales. Posteriormente se separaron
los fosfolipidos resultando en un 37.36%z=1.66 de los lipidos totales, de dichos
fosfolipidos se observé que el 20.48%0.51 es fosfatidiletanolamina, el 23.07+1.12
fosfatidilonositol, el 6.17%+0.25 &cido fosfatidico y el 34.42% fosfatidilcolina.
Siguiendo una metodologia integrada se purificaron paredes celulares representando
35% de la masa desgrasada de levadura, de esta fraccion se obtuvieron 13.49%=+0.92
de mananos y 25.13%+1.47 de B-glucano, valores inferiores a las metodologias
destructivas que permiten recuperar 20.72%+0,89 y 45.88%+2.35 para cada
biomolécula respectivamente. Se evalué el contenido de quitina y se observo que esta
presente en un 2.99% del peso seco de la pared celular. Los rendimientos obtenidos
aunados a la alta generacion del subproducto lo vuelven una buena fuente de estas
moléculas para futuras aplicaciones industriales.
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1.1 ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is used industrially for beer production, being the second most
important byproduct generated by this industry. The inner parts of the cells are isolated and
then used as dietary supplements and flavor enhancers because of their high amounts of
nucleotides and protein ; the external parts of the cells are left as waste , of which so far no
commercial use has been established, else than supplement for animal feeding. This paper
focuses on the study of this unexploited fraction, so it seeks to find feasible concatenated
process to get the most out of this product. Pretreatments that cause cell lysis, different drying
methods and lipid extraction methods were analyzed, also characterized the fat and
polysaccharides found in the cell wall. The results demonstrate that the lethality of the
pretreatments varies significantly, however, despite the differences in the mortality; there
was no significant difference in lipid extraction by the Soxhlet method. When comparing
different drying processes against lipid extraction by Soxhlet method shows that the sample
dehydrated by drum dryer and lyophilization are not significantly different from each other,
but they have a significant increase compared to the other treatments. Later we compared
extraction methodologies for obtaining higher yields, destructive techniques such as alkaline
hydrolysis shown to be better, while the methodologies that preserve the sample, the Soxhlet
method presented the highest recovery. HPLC was performed to obtain the profile of fatty
acids finding that higher concentrations were 32.5 % palmitic acid , palmitoleic acid in the
15.82 % , oleic acid 15.49 % was selected , stearic acid with 13.61 % and 7.56 % linoleic
acid , likewise observed that the most abundant sterol was squalene representing 2.99 % of
the total lipids. Subsequently, the phospholipids were separated resulting in a 37.36 % * 1.66
of total lipids, of said phospholipids was found that 20.48 % + 0.51 is
phosphatidylethanolamine, 23.07+1.12 phosphatidilinositol, 6.17%+0.25 phosphatidic acid
and 34.42% phosphatidylcholine. Cell walls were purified from of defatted yeast
representing 35 % of the weight. Of this fraction were obtained 13.49 % + 0.92 of mannans
and 25.13 % =+ 1.47 of B -glucan following an integrated approach being values below
destructive methodologies that recover 20.72 % + 0.89 and 45.88 + 2.35 % respectively for
each biomolecule . The chitin content was evaluated and found to be present in a 2.99 % dry
weight of the cell wall. The obtained yields coupled with high generation of the byproduct
become a good source of these molecules for future industrial applications.
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2. INTRODUCCION

Durante la elaboracién de la cerveza el segundo subproducto de mayor generacion es
la pasta de levadura, ya que en el proceso cerca del 10 % de los carbohidratos del
mosto se convierten en biomasa de levadura (Ward, 1991). Es decir por lo general se
producen de 1.7 a 2.3 gramos por litro de cerveza (Pinto et al., 2014). Para 1996 la
produccion mundial anual de cerveza ascendia a 720 millones de hectolitros, lo que
implicaba la generacién de 12.6 millones de hectolitros de pasta de levadura
(Burgstaller, 1997), ya para el 2009 la produccion mundial de cerveza era de més de
1800 millones de hectolitros (Plato, 2010) y se espera que esta industria continie
creciendo, lo que por consiguiente provocara 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. Estos residuos son a
menudo transformados en alimento para ganado, fertilizantes 0 como materia prima
para algunos aditivos. Estos subproductos estan disponibles en grandes cantidades,
por lo que la combinacién de su gran suministro continuo, costo relativamente bajo y
potencial valor nutricional lo hacen complemento atractivo para la alimentacion
humana. La disposicion inadecuada de estos residuos produce contaminacion
ambiental y la pérdida de dtiles recursos bioldgicos como proteinas, enzimas y
lipidos. Los métodos de utilizacion que aprovechan de estos componentes bioldgicos

para la generacion de productos de valor afiadido en lugar de la utilizacion directa del

3
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material de desecho real podria ser otra opcién viable para hacer frente a estos
residuos. Esta linea de pensamiento en consecuencia, ha dado lugar a investigaciones
sobre estos residuos como fuente de &cidos grasos poliinsaturados, otros compuestos
de naturaleza lipidica asi como polisacéridos, por su amplia capacidad de aplicacion
en maultiples ramas de la ciencia y la industria. Esta levadura tiene la categoria
generalmente reconocidos como seguros (Garcia-Garibay et al., 2005) por lo que sus
derivados son facilmente comercializables en las industrias alimentaria,
farmacoldgica y cosmética. Este estudio se centra en los compuestos encontrados en
la pared y la membrana celular de S. cerevisiae y busca seleccionar e integrar
metodologias que permitan el aprovechamiento de compuestos con alto valor. Sin
embargo uno de los principales problemas que dificultan su utilizacion es el hecho de
que la pasta de levadura contiene una muy alta concentracion de agua, por lo que su
estabilidad y vida de anaquel se ven muy reducidas, a la vez que se disminuye la

eficiencia de los procesos de extraccion de compuestos a partir de ella.

Las biorefinerias que utilizan biomasa residual como materia prima para la
produccién de combustibles y productos quimicos podria ser la Unica solucién para

la sostenibilidad del ser humano en el futuro.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Saccharomyces cerevisiae.

3.1.1 Generalidades

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que ha sido
ampliamente estudiado debido a su importancia en la industria cervecera, panadera y
vitivinicola, se utiliza industrialmente para obtener enzimas invertasas, glicerol
(Folch-Mallol et al., 2004), asi como etanol; aproximadamente el 96% del etanol
obtenido por fermentacion se lleva a cabo mediante cepas de S. cerevisiae 0 especies

relacionadas, particularmente S. uvarum. (Varnam y Sutherland, 1994).

En la elaboracion de cerveza, la levadura es facilmente separada ya que ésta flocula
al final del proceso, sin embargo la pasta que se obtiene es muy fluida ya que contiene
aun un gran volumen de cerveza, por lo que debe centrifugarse para concentrarla
(Bairgian, 2006). Incluso la levadura concentrada cuenta con un alto contenido de
agua, lo que provoca dificultades técnicas para su utilizacion. El secado de la levadura
de cerveza debe realizarse cuidadosamente, para no dafiar las vitaminas termolabiles
0 a algunos aminoacidos. Un color claro indica casi siempre un secado cuidadoso. La
levadura es altamente higroscdpica; asi que requiere de un almacenamiento adecuado
para poder conservarse. La levadura de cerveza deshidratada ha sido durante mucho

tiempo un ingrediente de los alimentos fabricados industrialmente para aves y cerdos.
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De esta manera fue incluido no solamente como ingrediente proteico en las férmulas,
sino que su valor nutritivo-fisiologico también se basaba en el alto contenido de
vitaminas del complejo B (Romanin et al.,2010). Sin embargo se ha observado que
no puede utilizarse Unicamente la pasta de levadura en sus dietas ya que se asocia con
desnutricion y raquitismo debido al efecto quelante que posee el &cido fitico que se
encuentra en alta concentracion (Ferket et al., 2002). Por lo que es preferible obtener
aislados de los compuestos de intereés.

Las partes internas de las células se aislan y se utilizan posteriormente como
complementos alimenticios y potenciadores del sabor debido a sus altas cantidades
de proteinas y nucleotidos. Las partes externas de las células de levadura, las paredes
de las células, quedan como residuos de los que hasta el momento ningun uso
comercial se ha establecido, excepto como un suplemento para la alimentacion

animal. (Freimud et al., 2003).

3.1.2 Proceso Fermentativo

En la elaboracion de cerveza S. cerevisiae utiliza los azucares sacarosa, fructosa,
maltosa y maltotriosa en este orden. Son incapaces de hidrolizar el almidén y las
dextrinas por lo que el mosto pasa por procesos anteriores como el de malteo que
debe volver disponibles los azucares, por la accién de enzimas exdgenas.

Los azucares fermentables del mosto constituyen entre el 70 y el 80% de los

carbohidratos totales, y seran transformados a etanol, diéxido de carbono y biomasa,
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el porcentaje restante consiste principalmente en dextrinas superiores que no pueden
ser fermentadas.

Aunque las fermentaciones alcohdlicas son en gran medida anaerobias, las levaduras
necesitan algo de oxigeno para sintetizar algunos esteroles y acidos grasos insaturados
componentes de la membrana, el mosto de cerveza contiene ya niveles sub-6ptimos
de estos nutrientes por lo que es necesario suplementarlo o realizarle una inyeccién
de oxigeno al inicio de la fermentacion.

El mosto se inocula con levaduras hasta un recuento de aproximadamente 107
células por mililitro o mayor si se necesita una velocidad de fermentacion mas
elevada. Para las cervezas tipo lager, es decir de fermentacion baja, como son la
mayor parte de las producidas en México. EI mosto tiene una concentracion inicial
después de cinco dias de fermentacion.

La fermentacion se inicia con temperatura de entre los 8 y los 15 °C, el proceso
tiende a producir un aumento de temperatura, por lo que es necesario enfriarlo, si la
temperatura es mantenida alrededor de los 10 °C la fermentacion durara alrededor de
10 dias despues de los cuales la levadura flocula y se separa de la cerveza de

carbohidratos de 12 °P, que descienden hasta 2 0 2.5 °P (Ward, 1991).

3.2 Biorrefinerias

Entendemos como biorrefineria la evolucion de las tecnologias basadas en biomasa
como materia prima, que combina procesos biolégicos, térmicos y quimicos y

aprovecha las sinergias existentes entre las distintas tecnologias, dando como
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resultado un completo abanico de productos.

Abordan el concepto de la conversion de biomasa en biocombustibles o productos
quimicos a través de la fusion de biotecnologias y tecnologias fisico-quimicas, han
surgido como alternativas sostenibles a las refinerias petroquimicas. La materia prima
con mas potencial para las biorrefinerias es la biomasa agroindustrial. Convertir la
materia prima disponible en productos requiere del desarrollar y empleo de una
variedad de tecnologias y procesos, como pre-tratamientos, fermentaciones o

modificaciones fisicoquimicas.

El concepto surge principalmente en la obtencion de biocombustible, primeramente
a partir de material celulésico y lignocelulésico de desecho (Park, Kondo, Chang,
Perry Chou, & Monsan, 2013), en afios recientes otras materias primas prometedoras
han sido las micro y macro algas, que crecen mas rapido y fijar CO2 con mayor

eficiencia que las plantas terrestres.

En Brasil, se obtiene etanol a partir de biomasa de bagazo de cafia de azucar (Osakabe
2002); y poli-acido-3-hidroxibutirico de forma barata y con menor produccién de
dioxido de carbono (Nonato et al. 2001). Sin embargo, este plastico biodegradable no
ha sustituido los plasticos comerciales porque no es transparente y tiene un olor
caracteristico. Por otro lado el polilactato, plastico producido a partir de suero de
leche, ya cuenta comercial aplicaciones. Las posibilidades son inmensas,

considerando solamente las fermentaciones lacticas y etandlicas es posible producir,

8
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energia, etanol, &cido lactico, polilactato, etil-lactato, proteina, materiales

biolégicamente activos y fertilizantes. (Ohara, 2003)

3.3 Tecnologias de secado

3.3.1 Generalidades

El agua presente en los alimentos no se encuentra en estado puro sino que puede estar
en forma de solucion de so6lidos, de gel, en emulsion o ligada de diversos modos a los
constituyentes solidos. Ademas, la naturaleza celular también afecta la conducta de
este tipo de muestras durante la desecacion. Algunas dificultades comunes durante
los procesos de secado son el movimiento de solutos, la retraccion y el

endurecimiento superficial (Brennan et al., 1980).

3.3.2 Secador de dos plantas

El secador de dos plantas consiste basicamente en un equipo de dos plantas, la planta
inferior donde se situa un horno o quemador y en ella el aire caliente y los productos
de combustion ascienden, por conveccion natural o forzada, y penetran a través del
piso enrejillado de la segunda planta sobre el que se esparce el producto himedo en
forma de una capa uniforme. El aire hiUmedo se elimina por una chimenea ubicada en

la planta superior (Brennan et al., 1980).

3.3.3 Secador de tanel
Consiste en un tanel que cubre la totalidad del producto, que se coloca en charolas
extendido en capas uniformes, se dejan espacios entre las bandejas para dejar que el

aire circule, el aire se mueve mediante un ventilador que lo hace pasar a través de
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3.4

calentadores y posteriormente fluye de forma horizontal entre las bandejas (Brennan

et al., 1980).

3.3.4 Secador de tambor

Este tipo de secadores constan de uno o mas cilindros metalicos huecos que giran
sobre ejes horizontales y son intermitentemente calentados con vapor, agua u otro
meétodo de calentamiento. A la superficie del tambor se agrega una pelicula del
producto liquido de espesor uniforme. Al girar el tambor el liquido se deseca y el
producto desecado se desprende de la superficie del tambor mediante una cuchilla

rascadora (Brennan et al., 1980).

3.3.5 Liofilizacion
En este método el producto se congela primero y se sublima el hielo, mediante la
creacion de un gradiente de presion de vapor entre el entorno inmediato al producto

y el interior del producto (Brennan et al., 1980).

Lipidos

3.4.1 Generalidades
Los lipidos son moléculas de almacenamiento de energia y componentes
estructurales importantes en la membrana plasmatica de las células. Otras funciones

que poseen estas moléculas son como biocatalizadores, en donde favorecen o facilitan

10
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las reacciones quimicas que se producen en los seres vivos, estas funciones la
cumplen las vitaminas lipidicas, las hormonas esteroideas y las prostaglandinas.
Adicionalmente poseen actividad transportadora. El transporte de lipidos que se lleva
a cabo en los organismos superiores desde el intestino hasta su lugar de destino, se
realiza mediante su emulsion gracias a los acidos biliares y a los proteolipidos
(Horton, 2008). Los &cidos grasos esenciales en la dieta humana son aquellos que no
pueden ser sintetizados por el ser humano. Son moléculas que pertenecen a las
familias omega-3 y omega-6 que son una serie de sustancias grasas categorizadas
dentro del grupo de los &cidos grasos poliinsaturados, PUFAs. Estos acidos grasos
son cadenas de 16 o mas carbonos y contienen dos o mas dobles enlaces. Los PUFASs
son necesarios para el funcionamiento normal de las células, estan directamente
involucrados en la fluidez de la membrana lipidica y la sefializacion intercelular (Von
Schacky y Dyerberg, 2001). Los PUFAs compuestos por cadenas entre 18 y 22
carbonos también son considerados de interés (Watkins et al., 2001). Otras moléculas
de naturaleza lipidica de importancia industrial son los fosfolipidos y los esteroles,
apreciados por sus caracteristicas como emulsificantes o a su potencial farmacéutico

y nutracéeutico (Watkins et al., 2001).

3.4.2 Acidos grasos de las series omega

Los &cidos grasos omega-3 y omega-6 son considerados esenciales debido a que los
mamiferos no pueden incorporar dobles enlaces en las posiciones 3 y 6 por lo cual
estos acidos grasos, 0 sus precursores mas importantes, el cido linoleico en el caso

11
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de los omega-6 y el &cido alfa-linolénico para los omega-3, deben estar presentes en

nuestra dieta (Koletzko et al., 2008).

La familia de los llamados omega-3 es nombrada asi porque su primer doble enlace
se ubica en el carbono 3, contando desde el extremo més alejado del grupo funcional
acido, es decir el grupo carboxilo. Los &cidos grasos omega-3 son derivados del acido
alfa-linolénico, que es el mas simple de ellos y su precursor biosintético (Valenzuela
y Nieto, 2003), la desaturasa-A6 actua sobre el acido alfa-linolénico para producir
acido estearidonico, el primer metabolito de los de la via omega-3 (Parker-Barnes et
al., 2000). A este grupo pertenecen el acido docosahexaenoico al igual que el acido
eicosapentaenoico. Los omega-3 estan implicados en la maduracion y el crecimiento
cerebral y retiniano, ademas intervienen en los procesos de inflamacidn, coagulacion,
presion arterial, organos reproductivos y metabolismo graso en el ser humano

(Neuringer et al., 1988).

La familia de acidos grasos omega-6, en la cual el primer doble enlace se ubica en
el carbono 6 comprende al acido linoleico, el &cido araquidonico y el acido
docosapentaenoico (Valenzuela y Nieto, 2001). Todos estos acidos grasos son
derivados de acido linoléico por una serie alternada de las reacciones de desaturacion
y elongacién utilizando los mismo complejos enzimaticos para los omega- 3 y 6
(Parker-Barnes et al., 2000). El primer metabolito de la ruta omega-6 en los
mamiferos es gamma-linolénico producido por la enzima desaturasa-A6 (Ratnayake

y Galli, 2009).
12
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La familia de los omega-9, denominada asi debido a la ubicacion del primer doble
enlace en el carbono 9, tiene como representante mas importante al &cido oleico. Estos
si pueden ser sintetizados a partir de acidos grasos de menor complejidad estructural
producidos por el propio organismo, y aunque se le atribuyen muchas propiedades
derivadas de su consumo habitual no son é&cidos grasos esenciales (Neuringer et al.,

1988).

3.4.3 Acido linoleico.
Como se menciono con anterioridad el &cido linoleico es el mas simple de los acidos
grasos pertenecientes a la serie de los denominados omega-6 y es a la vez su precursor

biosintético en organismos superiores. Lo que lo convierte en un &cido graso esencial.

Algunos estudios atribuyen propiedades cardio protectoras a los acidos grasos
omega-6 (Russo, 2009) y otras relacionadas con el buen funcionamiento del musculo
liso de los vasos sanguineos (Engler, 1992) ademas de propiedades reductoras del

colesterol (Makni et al., 2008).

Dentro de esta familia, el cido linoleico se ha asociado con reduccion del proceso
inflamatorio e incluso una actividad anticancerigena (Kapoor y Huang, 2006).
Deficiencias en la ingesta de &cidos grasos esenciales omega-6 se correlacionan con

la gravedad de la dermatitis atopica que afectan la funcion de barrera de la piel y

13
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provoca inflamacion (Yen et al., 2008).

La inclusién de este acido graso a la levadura de indculo utilizada en el proceso
cervecero, permite la revitalizacion de la cepa de proceso, mejorando las
caracteristicas de fluidez de la membrana. Lo que permite reducir la concentracion de
oxigeno adicionada al mosto, favoreciendo la calidad del producto. (Smart et al.,

1995)

3.4.4 Acido docosahexaenoico

El DHA (cis-4,7,10,13,16,19 docosahexaenoico), es el acido graso con mayor
numero de dobles enlaces que es posible encontrar en cantidades apreciables en los
tejidos de los mamiferos (Cunnane, 1999). Posee una estructura molecular muy
particular debido al alto nimero de dobles enlaces que presenta. Su estructura espacial
semeja un helicoide, similar al de las proteinas o al de una cadena sencilla de DNA 'y
su punto de fusion es muy bajo, inferior a -20°C, por lo cual, es un liquido bajo toda
condicién biologica (Crawford, 1999). No se encuentra libre en la naturaleza, ya
forma parte de los triglicéridos y de los fosfolipidos, moléculas que constituyen las
estructuras de depdsito y las membranas de las células, respectivamente. EI DHA no
esta presente en las fuentes nutricionales de &cidos grasos de origen terrestre, aunque
si lo esta su precursor mas importante, el acido linolenico, quien se encuentra en

relativa cantidad en los aceites vegetales extraidos de ciertas semillas, como es el caso
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de la soja, la canola o la linaza. La fuente mas importante de DHA son los organismos
vegetales y animales de origen marino. Los componentes del fitoplancton,
especialmente aquellos fotosintéticos, lo sintetizan con mucha eficiencia. Los peces
y los animales marinos en general lo incorporan a sus estructuras celulares como parte
de la cadena alimentaria, aunque no se descarta que éstos tengan la capacidad de
biosintetizarlo a partir de precursores mas simples. Desde el punto de vista de la
alimentacion humana, los peces, especialmente aquellos de constitucion mas grasa
constituyen la principal fuente nutricional de DHA (Valenzuela et al., 2000). EI DHA
proveniente de la dieta o de la sintesis endogena, se encuentra practicamente en todos
los tejidos, lo cual es indicativo de su importancia, es particularmente abundante en
tejido cerebral, en los conos y bastoncitos de la retina y en las gonadas, especialmente
en los espermatozoides, tejidos en los que puede constituir el 40%-60% de los acidos
grasos poliinsaturados (Connor et al., 1993). También se le puede identificar en el
plasma sanguineo y en la membrana de los eritrocitos, que se consideran como buenos

marcadores del estado nutricional general (Innis et al., 1994).

3.4.5 Esteroles.

Los esteroles son componentes estructurales y reguladores esenciales en las
membranas de las células eucaridticas (Volkman, 2003). Muchos intermediaros de la
ruta de generacion de esteroles tienen un importante valor comercial (Arnezeder y

Hampel, 1990).
15
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El primer esterol en la ruta es el lanosterol, que es usado como un emulsificante no
i6nico para gelificar carbohidratos y se aplica en la industria cosmética en labiales y
cremas (Veen et al., 2003) Los esteroles también sirven como precursores para la
sintesis quimica de derivados tetraciclicos de triterpenoides (Sjostrom et al. 1993) y

de hormonas esteroideas (Stach et al. 1997).

Se ha demostrado in vitro el efecto anticancerigeno del ergosterol en las células de
cancer de mama (Subbiah y Abplanalp, 2003). Ademas productos metilados de
intermediarios de la sintesis de esteroles, como el 4,4-dimetil-zymosterol, han

demostrado tener la actividad de promover la meiosis (Xu et al., 2002).

Estudios sobre el efecto fisiolégico provocado por otros esteroles como el
zymosterol, el 24 etil-estrol (Heiderpriem et al., 1992) y el 24 etilideno-esterol,
demostraron que estas moléculas presentan una actividad hipocolesterolemiante. (Nes

et al., 1999).

3.4.6 Fosfolipidos.

Los fosfolipidos son componentes de naturaleza lipidica presentes en la membrana
celular que tienen fosforo asociado a los glicéridos (Horton, 2008), siendo diésteres

de acidos grasos y del sn-glicerol-3-fosfato en los cuales el grupo fosfato esta ademas

16



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

esterificado por un grupo hidrofilico como puede ser la colina, etanolamina, inositol
0 serina. La composicion de los fosfolipidos varia dependiendo de su origen, sin
embargo por lo general tienen actividad surfactante y emulsificante, lo que les da
valor comercial (Badui-Sergal, 1993). Como la fosfatidilcolina, es uno de los
principales fosfolipidos presentes en la membrana celular de Saccharomyces

cerevisiae, y de manera purificada tiene un elevado valor comercial.

En la legislacion mexicana y el comercio, se llama lecitina a las mezclas de
diferentes lipidos polares, esencialmente fosfolipidos y glicolipidos, acompafados de
cantidades variables de triglicéridos. Las lecitinas se extraen por medio de solventes

a partir de aceites vegetales, principalmente de soya (NMX-F-047-SCFI-2006).

Los principales componentes activos de la lecitina son fosfolipidos entre los que se
encuentran la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol en
proporciones casi iguales. La fosfatidilcolina tiene propiedades de estabilizacion de
emulsiones aceite en agua, mientras que la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol
tienen capacidad de emulsiona agua en aceite. Se conocen protocolos para la
separacion de las diferentes fracciones para incrementar su eficiencia como
emulsificante, basados en la solubilidad en fase alcoholica caracteristica de la
fosfatidilcolina. Posteriormente pueden modificarse mediante acetilacion o
hidroxilacién para aumentar su poder emulsionante. Esta caracteristica funcional les
otorga una amplia variedad de aplicaciones en la industria alimentaria, en productos

tan variados como margarinas, chocolate, productos de panificacion e incluso

17
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encapsulacién de grasas y texturizantes (Diaz-Casafas et al., 2012).

Desde el punto de vista nutricional en alimentacion humana y animal presentan
interés por el aporte de acidos grasos esenciales y de fosfatidilcolina, compuesto que
ha probado mejorar la digestibilidad, poseer efecto sobre el metabolismo del
colesterol y la biosintesis de acetilcolina, por lo que es usada en farmacia. Los
fosfolipidos son utilizados en la industria farmacéutica para la produccion de

soluciones de perfusion y la fabricacion de liposomas (Diaz-Casafias et al., 2012).

3.5 Pared Celular.

3.5.1 Generalidades.

La funcién de la pared celular es mantener la estructura celular, es el exoesqueleto
rigido que protege a la célula, condiciona la nutricién absortiva ya que no permite la

endocitosis (Bracker, 1967).

La pared celular representa del 15-30 % del peso seco de la célula. Estd compuesta
primariamente por 2 capas. Una capa externa formada por un complejo de
manoproteinas que representan aproximadamente 25-50 % del peso seco de la pared
y corresponde a una asociacion de polisacaridos de a-D-manosa con proteinas
(manano-oligosacéridos). Estas se unen a través de extremos no reductores en forma

directa con los 1-3 B-glucanos o, indirectamente, con los 1-6 B-glucanos. Los
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mamano-oligosacaridos contienen abundantes polipéptidos glucosados que salen

como fimbrias afuera de la pared celular.

La capa interna que estd constituida por un complejo de glucomananos que
representan aproximadamente el 25-30 % del peso seco de la pared y que son f3-
glucanos asociados a una pequefia cantidad de quitina. Las cadenas de quitina se unen
por los extremos no reductores a las cadenas de B-glucanos 1-3 y 1-6 formando una
pared celular insoluble. (Magnelli et al. 2002).

En anos recientes la utilizacion industrial de estos compuestos ha ido aumentando;

sin embargo, para poder utilizarlos en la industria es necesaria su purificacion previa.

3.5.2 Polisacaridos

Los polisacaridos son una clase muy importante de biopolimeros, que consisten en
cadenas largas de repeticion de unidades de azlcar. Estos estructuralmente se
caracterizan principalmente por el tipo de unidad de monémero, la longitud de la
cadena, el tipo de la enlace glicosidico y el grado de ramificacion. La naturaleza
sintetiza continuamente grandes cantidades de polisacaridos, que sirven sobre todo
como andamios estructurales como la celulosa de las plantas y la quitina en los
animales o como carbohidratos de almacenamiento como el almidon y el glucégeno

(Horton, 2008).
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3.5.3 Mananos.

Los manano-oligosacaridos son un tipo de carbohidratos derivados de la pared celular
de levaduras. Estos oligosacaridos estdn compuestas por varias subunidades del
azucar manosa unidas por enlaces glucosidicos. Los glucomananos presentes en la
pared celular de las levaduras son activos funcionalmente. Sus propiedades radican
en la modificacion de la respuesta bioldgica del huésped, pues la transforman
mediante la estimulacion de los mecanismos de defensa del sistema inmune, frenando
todo cambio producido por una agresion bacteriana, viral o fungica (Hooge D. 2004).
Los Manano-oligosacaridos tienen la capacidad de aglutinar las micotoxinas
presentes en el tracto intestinal animal. (Ferket et al., 2002) Asi pues, se las puede
utilizar como sustituto de coccidiostaticos y/o antibidticos usados como promotores
de crecimiento en las aves y otros animales, ya que se ha descubierto que su accion
central consiste en el bloqueo competitivo de las lectinas bacterianas debido a que las
fimbrias tipo 1 de la superficie de las bacterias patégenas reconocen especificamente
las glucoproteinas de la pared celular y las aglutinan (Dominguez-Vergara et al.,

2009).

3.5.4 p-Glucanos.

El B-glucano es un polisacarido, formado por cadenas homopoliméricas de glucosa,

que se encuentran en las paredes celulares de diferentes organismos, bacterias,
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levaduras, algas, hongos y plantas superiores. (Naumann et al., 2006) Existen
diferentes tipos de B-glucanos dependiendo de la cantidad de mondémeros que los

conforman y el carbono en el que se encuentra el enlace.

Un grupo especial de b-1,3-poli-glucosas, usualmente llamado glucano o b- glucano,
que estd muy extendida en muchas bacterias, hongos, algas y plantas superiores y ha
atraido la atencién debido a bioactivas y medicinales propiedades, como
antiinflamatorios, antimicrobianos, antivirales, antitumorales y radio protectores

(Cox y Dalloula 2010)

Algunas de las caracteristicas méas interesantes de estos compuestos son Sus
propiedades como modificadores de la respuesta inmune, y que pueden reducir la
concentracion de LDL en el suero (Thanardkit et al., 2002). Ademas de esto su
aplicacion directa en la industria es a traves de su aplicacion en la produccion de
alimentos, como sustitutos de grasa, fuente de fibra dietética, agentes espesantes,

emulsificantes y formadores de peliculas.

3.5.5 Quitina.

La quitina esun compuesto insoluble enaguay soluble en la mayoria de solventes
organicos (Hansen y Llanes 1994). Es el segundo polimero mas abundante de la
naturaleza después de la celulosa (Deshpande et al., 1986). Es un

homopolisacérido constituido por moléculas de N-acetil-D-glucosamina, unidas por
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enlaces glucosidicos p-1,4. Esta se encuentra ampliamente distribuida,
particularmente en animales como artropodos, moluscos, anélidos, braquidpodos,
asi como en la pared celular de hongos 'y en algunas algas cloroficeas (Flach y
col., 1992). Los materiales quitinosos en estos organismos se encuentran integrados
a diferentes estructuras y organelos, en proporciones tan variadas que pueden
representar desde trazas hasta el 80% del peso seco (Shirai, 1999)

Tiene numerosas aplicaciones en la industria de alimentos, cosmética vy
farmacéutica como agente espesante, estabilizante y gelificante, asi como en la
elaboracion de pinturas y textiles. Las ventajas del uso de este polimero es su

condicion de aditivo natural, no toxico y biodegradable. (Hanseny Llanes, 1994).
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4. HIPOTESIS

Es posible desarrollar un sistema de procesamiento tipo biorrefineria para el
aprovechamiento de las fracciones lipidicas y glucidicas de la biomasa de

Saccharomyces cerevisiae generada como subproducto del proceso cervecero.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar diferentes procesos de obtencién de fracciones lipidicas y glucidicas, para de
esta forma integrarlos en una metodologia que permita un mejor aprovechamiento de
la pasta de levadura Saccharomyces cerevisiae generada como subproducto de la

industria cervecera.
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5.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Determinar el impacto de la integridad celular sobre la extraccion de lipidos totales

a partir de biomasa de Saccharomyces cerevisiae.

Determinar el método 6ptimo de secado para la extraccion de lipidos totales a partir

de biomasa de Saccharomyces cerevisiae.

Seleccionar el método de extraccion mas apropiado para la extraccion lipidica en

Saccharomyces cerevisiae.

Separacion de las familias lipidicas obtenidas a partir de los lipidos totales de

Saccharomyces cerevisiae.

Obtener y cuantificar los diferentes polisacaridos estructurales a partir de

Saccharomyces cerevisiae.

Evaluar la factibilidad economica y tecnoldgica de la concatenacion de procesos

para la obtencidn de metabolitos de alto valor a partir de Saccharomyces cerevisiae.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material bioldgico.

La biomasa de Saccharomyces cerevisiae fue proporcionada por la cerveceria
Cuauhtémoc Moctezuma. Tratdndose de levadura de cosecha que ha cumplido su

ciclo de utilizacion y ya no sera reincorporada al proceso.

6.2 Tratamientos de lisis celular.

Previo al tratamiento, se ajusté la pasta de levadura a una densidad celular de 10%°

células por mililitro.

6.2.1 Choque térmico.
Se sometio a la pasta de levadura a un calentamiento progresivo con agitacion a 63°C

por 30 minutos y posteriormente se enfrio en bafio con hielo hasta 4°C.

6.2.2 Congelado Réapido.
Se sometio la pasta de levadura a congelacion con un bafio de CO; hasta observar

cristales uniformes y corroborar que la temperatura interna era menor a -15°C.

6.2.3 Congelado Lento.
La levadura liquida se mantuvo a -18°C hasta obtener cristales uniformes y corroborar

que la temperatura interna era menor a -15°C.
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6.2.4 Ultrasonido
Se sometid la levadura liquida a un proceso de sonicacioén a 200 Hertz durante 15

minutos en un equipo Sonic Ruptor 250 de la marca Omni international.

Todos los tratamientos se evaluaron mediante una técnica de conteo directo en cAmara
de Neubauer al microscopio Optico en tincion de contraste con azul de metileno.
Posteriormente se secaron las muestras por liofilizacion y se realizaron extracciones

por el método de soxhlet.

6.3 Secado

6.3.1 Secado en secador de dos plantas
Se colocd la muestra himeda en charolas de aluminio de forma uniforme en una capa
con profundidad no mayor a 0.5 cm, que se colocaron en la parte superior de un horno

de conveccion natural a 130°C por 6 horas.

6.3.2 Secado en secador de tunel.

Se depositd la muestra himeda en charolas de aluminio de forma uniforme en una
capa con profundidad no mayor a 0.5 cm, y se colocaron las charolas en un secador
de tanel Procmex modelo LQOO01 con el motor al 70% de capacidad y en la

temperatura 8, es decir a 130°C por 4 horas.

6.3.3 Secador de tambor.

Se realizé en colaboracién con la empresa grupo Plasset en un secador de tambor en
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condiciones protegidas por propiedad industrial.

6.3.4 Liofilizacion.

En frascos de 150 ml marca Labconco, se depositaron 50 ml de muestra,
posteriormente fueron congelados con ayuda de CO2 para proceder a realizar la
liofilizacion en un equipo Telstar LyoQuest por 4 horas a -48°C con 0.19 mBar de

vacio.

6.4 Extraccion de lipidos.

Anterior a la extraccion se realizaron dos lavados con agua y uno con una solucion de
NaHCOs al 0.1 % centrifugando a 3000g por 5 min entre cada lavado. Esto con el fin

de eliminar los &cidos del lGpulo y los residuos de cerveza.

6.4.1 Extraccion cruda método de Soxhlet

Se coloco la muestra en un dedal de celulosa, que se instalo en la corneta del equipo
de extraccion soxhlet, en el matraz bola se adicion6 hexano como solvente asi como
perlas de ebullicién, se mantuvo funcionando el sistema durante 4 horas, controlando
la temperatura del refrigerante alrededor de 4°C, y la del solvente en 67 °C. (AOAC

Am 5-04)
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6.4.2 Hidrolisis acida

Se pesaron 10 gramos de muestra seca, Yy se disolvieron en 50 ml de una solucion de
HCI 1.2M en un embudo de separacién de 250ml, se dejaron en reposo durante toda
la noche a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 100ml de una mezcla
de éter de petroleo — éter etilico en proporcion 1:1, se homogenizaron y se dejaron
separar las fases, se realizaron tres lavados, y la fraccion organica se recuper6 en un
matraz bola en donde se separ6 de la fraccion lipidica mediante rotavapor a presion

reducida. (AOAC 954.02)

6.4.3 Via saponificacion acidificacion

Se tomaron 120g de muestra, se adicionaron 900ml de etanol y 100ml de KOH 50%,
se mantuvieron en reflujo durante 2 horas a 85°C, para posteriormente evaporar el
solvente hasta un volumen final de 200ml, se adiciono6 el HCI 0.01N necesario para
alcanzar pH final de 2.1, se adicionaron 300 ml de éter de petréleo, y se dejaron
reposar para permitir la separacion de fases, se recuperd la fase organica y se hicieron
2 lavados mas, finalmente la grasa se obtuvo por evaporacion del solvente. (AOAC

932.06)

6.4.4 Hidrolisis alcalina

Se agregaron 10 gr de muestra, 15 ml de amoniaco y 100ml de etanol al 95%, se
agitaron vigorosamente, se afiadieron 250ml de éter etilico y 250ml de éter de
petréleo, se dejaron separar las fases, se decant6 recuperando la fraccion organica, y

se repitio el procedimiento en tres lavados mas.
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6.4.5 Extraccion directa cloroformo metanol

Los lipidos fueron extraidos al pesar 1 gr de muestra se adicionaron 3.75 ml de una
mezcla cloroformo-metanol 1:2 (v/v). Esta mezcla se homogeniz6 vigorosamente.
Después, se agregaron 1.25 ml de cloroformo y 1.25 ml de agua y se agitd
vigorosamente después de cada adicion. Por Gltimo, se permitié la separacion de fases
y la fase orgénica se extrajo con una pipeta Pasteur. Se evaporo6 el solvente y se

determina el contenido de lipidos gravimétricamente (Folch et al., 1957).

6.5 Separacion de Familias lipidicas

6.5.1 Obtencién de Fosfolipidos

La muestra lipidica obtenida anteriormente se sometié a calentamiento a 90 °C se
pasd a un embudo de separacion, se adiciond un volumen igual a la mitad de la
muestra de agua destilada, se agitd vigorosamente y se dejaron separar las fases.

La fraccion acuosa obtenida se pasé a un embudo de separacion, se adiciond un
volumen igual de alcohol etilico absoluto, se agit6 vigorosamente y se dejaron separar

las fases. (Dynska-Kukulska , y Ciesielski, 2012)

6.5.2 Separacion segun carga eléctrica
Los lipidos neutros y polares fueron separados del extracto total por cromatografia en

capa fina. (Blagovic, et al., 2001) En una placa con silica gel de 20 x 10 cm, y un
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grosor de 0.2 mm se us6 como fase movil una solucion de éter de petrdleo - éter di
etilico — &cido acético (70:30:2) Se dejé correr la cromatografia hasta los 8 cm para
que se separasen correctamente las fracciones. Se revelaron las bandas asperjando
acido sulfarico al 50% y calentando 30 minutos a 120°C. Posteriormente las
fracciones fueron raspadas de la placa, las diferentes bandas de lipidos neutros fueron
puestas juntas. Los lipidos fueron recuperados con cloroformo-metanol (2:1) y se

determinaron gravimétricamente después de remover la silica gel y los solventes.

6.6 Caracterizacion fisicoquimica

Estos analisis se realizaron a la muestra grasa obtenida después del desgomado del

aceite obtenido de la pasta de levadura

6.6.1 Humedad
Una porcién de ensayo se calenté a 105 °C hasta que la humedad y las sustancias
volatiles se eliminan por completo, y se determind la pérdida de masa (AOAC

926.12).

6.6.2 indice de acidez
Se pesaron 5 g de aceite y se adiciona una solucion alcohdlica que se titula con
hidroxido de sodio. Expresando los acidos grasos libres como &cido oleico. (AOCS

Ca 5a —40., 1997).

31



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

6.6.3 Indice de perdxido
Se pesaron 5 gramos de aceite y se diluyeron en una solucion de éacido acético-
cloroformo 3:2; se agregaron yoduro de potasio y agua, luego se titul6 con tiosulfato

de sodio 0.1N, hasta que el color amarillo desaparezca (AOCS Cd 8-53., 2003).

6.6.4 Indice de yodo

Se pesaron 5 gramos de aceite y se disolvieron en tetracloruro de carbono, luego se le
agregaron 25 ml del reactivo de Wijs, dejando reposar la solucion en la oscuridad, se
le agregdé solucién de yoduro de potasio y se tituld, luego se adiciona almidon y se
continua titulando hasta que el color azul desaparezca (AOCS Cd

1-25., 1997).

6.6.5 Indice de saponificacion

Se pesaron 5 gramos de aceite y se agrega una solucién alcohdlica de hidréxido de
potasio, se prepard un blanco simultaneamente, se colocaron el blanco y la muestra
en el condensador hasta completar la saponificacion luego se titularon con solucion

de &cido clorhidrico (AOCS Cd 3-25., 2003).

6.6.6 Materia Insaponificable
Se cuantifican mediante la determinacion gravimétrica de la materia no saponificada

posterior al tratamiento con hidréxido de potasio (AOAC 933.08)
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6.7 Identificacion y cuantificacion de compuestos lipidicos

6.7.1 Cuantificacion de acidos grasos y esteroles

Se pes6 0.1g de muestra, se agregdé 1ml de una solucién de estandar interno
(Triundecanoin) de 5,000mg/L. Se afiadieron 2ml de hexano y 2 ml de una solucién
de &cido sulfurico al 5% en metanol. Se coloco en un bafio maria a 85°C por una hora,
se dejo enfriar, se afiadieron 5ml de hexano y se agit6 por 1 minuto, se dejo reposar
para la separacion de fases, se trasvaso la fase superior a un matraz de aforacion de
10ml. Se realiz6 una cromatografia liquida de alta eficiencia siguiendo la metodologia

de la AOCS Ce 1C-89., 1997

6.7.2 Cuantificacion de fosfolipidos
Una vez separadas las fracciones de fosfolipidos se realizaron cromatografias en capa
fina para separarlos por su afinidad a solventes y posteriormente se cuantific el

fésforo de acuerdo a la metodologia descrita por AOAC (AOAC Ja 7-86)

6.8 Obtencion de polisacaridos

Todas las muestras que se trabajen para extraer polisacaridos provienen del proceso
de obtencidn de lipidos, es decir se trata de muestras desgrasadas a las que se elimind
el solvente por evaporacion en estufa de conveccion de aire.

Anterior a la extraccion se realizaran dos lavados con agua y uno con una solucion de
0.1 % NaHCOs centrifugando a 3000g por 5 min entre cada lavado. Esto con el fin

de eliminar los &cidos del lGpulo y los residuos de cerveza.
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6.8.1 Obtencidon de paredes celulares

Para obtener un pellet que contenga Unicamente las paredes celulares, el paquete
celular obtenido fue sometido a lisis a través del uso de sonicador a 200 Watts durante
2 minutos en frio a 4°C, se realizaron 3 sesiones de sonicado. La solucion sonicada
se centrifugd 15 minutos a 27000g y se descartd el sobrenadante, los pellets se
resuspendieron en una solucién al 8M de urea, y se sonicaron nuevamente durante 15
segundos. Se centrifugd otros 10 minutos a 27000g repitiendo este proceso 5 veces.
Finalmente se realizaron un lavado con agua destilada. Y se liofilizaron. (Reid y

Bartnicki, 1976).

6.8.2 Obtencién de Mananos

6.8.2.1 Extraccion hidrolitica

Se pesard muestra y se colocara en un matraz conteniendo una solucion NaOH al 50%
en una relacion 1:4 solido-liquido, por 2 horas a 60°C, sera tratada con solucién de
Fehling, se dejard precipitar, sera decantada y el precipitado sera tratado con HCI
0.6N en una relacién 1:11 sélido-liquido a una temperatura de 30°C durante 3 horas.
Se precipitan los mananos adicionando un igual volumen de alcohol etilico. Se

decantard, se evaporara el solvente y se determinara el contenido gravimétricamente.

6.8.2.2 Extraccion conservativa
Se realiz6 una suspension de la muestra en agua destilada en proporcion 1.3:8.8, se

ajusté a pH 7 con NaOH. La suspension agitada se calentd a 125°C en un recipiente
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apropiado. Después de 5 horas, la suspension se enfrié a 45°C. El residuo insoluble
se separ0 por centrifugacion y se lavo dos veces con agua, reservandolo para el
proceso posterior. A partir del sobrenadante se precipitaron manoproteinas mediante
la adicion de etanol hasta que se lleg6 a una concentracién de 70%, se conservé en
refrigeracion toda la noche a 5°C permitiendo la precipitacion se llevo a sequedad
mediante evaporacién a presién reducida a 70°C y se cuantificé gravimétricamente

(Freimund et al., 2003).

6.8.3 Obtencién de B-Glucanos

6.8.3.1 Extraccion hidrolitica

La muestra fue sometida a una solucion de NaOH 1M a 90°C durante 2 horas, seguido
de una centrifugacion a 6000rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante. El
sedimento se lavo tres veces con agua destilada bajo mismas condiciones de
centrifugado, posteriormente se sometid a un tratamiento acido con acido fosforico al
4% a temperatura ambiente por 2 horas. EI material sedimentado se lavé nuevamente
tres veces y se separara por centrifugacion bajo las mismas condiciones. La muestra
se secd en estufa de conveccion de aire a 100°C por toda la noche. (Zechner-Karpan

et al., 2010)

6.8.3.2 Extraccion conservativa
A partir del sedimento obtenido en el protocolo descrito en el punto 6.7.1.2 este se

rehidratdé en agua destilada y se calent6 a 45°C y se ajust6 el pH a 10.5 con NaOH y
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se agregd la enzima proteolitica savinasa bajo agitacion, después de 5 horas se
neutraliz6 el pH con &cido acético, el residuo insoluble fue separado por
centrifugacion y lavado dos veces con agua destilada, posteriormente fue tratado con
un excedente de acetona y se evapord la acetona a presion reducida. (Freimund et al.,

2003).

6.8.4 Obtencidén de Quitina

6.8.4.1 Desmineralizacion

La muestra fue mezclada con &cido clorhidrico 1.2 M en agitacion continua a 25° C
durante 1 hora, en una proporcion de 1:15. Posteriormente se lavo con agua hasta
neutralidad. Se filtré al vacio con papel Whatman nimero 1. El sélido se sec6 a 60°C

(Zakaria, 1997).

6.8.4.2 Desproteinizacion quimica
El sedimento obtenido después de la desmineralizacion fue mezclado con hidroxido
de sodio 1M durante 2 horas a 25°C. Se lavé hasta neutralidad, filtrandolo al vacio en

papel Whatman niimero 1. El sélido se secé a 60°C (Zakaria, 1997).

6.8.4.3 Blanqueado
Una vez desmineralizado y desproteinizado, se afiadio al residuo una solucion de
hipoclorito de sodio al 5%, para ser posteriormente lavado y filtrado, para recuperar

el sedimento. El s6lido se seco a 60°C (Zakaria, 1997).

36



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Impacto de la integridad celular sobre la extraccion de lipidos.

7.1.1 Porcentaje de muerte

Como un pre tratamiento a las extracciones lipidicas se busco algin mecanismo de
dafio celular que facilitara la extraccion al comprometer la integridad de la matriz, en
este apartado se trata sobre el impacto que tuvieron los diferentes tratamientos sobre
la viabilidad celular medida por una técnica de microscopia directa con tincion
diferencial con azul de metileno, técnica basada en la capacidad metabolica de las
células vivas, ya que al tener un contenido intracelular metabolicamente funcional se
caracteriza por ser reductor, por lo que es de esperar que las células viables se
presenten incoloras, comparadas con aquellas cuyas membranas estén comprometidas
permitiendo la secrecion de los fluidos intracelulares o cuya herramienta metabolica
se encuentre inactiva que se espera sean de color azul. En el presente trabajo
observamos que las células de levadura Saccharomyces cerevisiae, que se obtuvo
como subproducto de proceso cervecero, se trata de una levadura estresada que cuenta
con un elevado porcentaje de células muertas en este caso de 17.83% + 1.76, ademas
se pudo apreciar que las levaduras son mas sensibles a los tratamientos de choque
térmico que produjo una letalidad de 93.57% + 0.96 y el ultrasonido que causa una
letalidad de 89.87% = 2.45, probablemente debido a que en ambos tratamientos

ocurre un calentamiento, lo que podria inactivar proteinas vitales para la levadura. En
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el caso de los tratamientos de congelado lento que produce una letalidad de 46.87%
+ 1.79 y congelado rapido de 64.13% * 1.5 la considerable menor letalidad podria
deberse al tamafio de la célula que le permite esquivar los cristales de hielo, ademas
se ha sugerido que este organismo se adapta incrementando la cantidad de residuos
de &cidos grasos insaturados en la membrana lipidica para adaptarse a la baja
temperatura (Hunter y Rose, 1972), este efecto es también producido por la presencia
de etanol en el medio (Carman y Zeimetz, 1996). La presencia de acidos grasos
insaturados podria aumentar la flexibilidad de las membranas favoreciendo la
supervivencia en ambientes frios y permitiendo una congelacion progresiva sin

ruptura celular.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad contra tratamientos de lisis celular.

7.1.2 Efecto del dafio celular sobre extraccion lipidica.
Se ha observado en matrices complejas que la alteracion de su estructura puede
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favorecer la remocidn de compuestos de interés, es por ello que se esperaba encontrar

un tendencia con correlacion positiva entre la muerte celular y la extraccion de lipidos

sin embargo esto no fue asi probablemente debido a que la muerte celular no se debia

a la destruccion total del organismo, sino que se estaba favoreciendo la inactivacion

enzimatica mediada por calor y la mayor parte de las células de levadura conservaban

su estructura celular bien delimitada.

Si bien se presentaron pequefias diferencias entre cada método de extraccion estas no

fueron estadisticamente significativas al estar demasiado cercanas entre si. Siendo

estas de 3.63% x 0.09 para choque térmico, 3.62% + 0.08 para congelado lento, 3.62%

+ 0.1 para congelado répido, 3.66% + 0.12 para ultrasonido y 3.61% + 0.08 para el

control.
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Figura 2. Porcentaje de lipidos obtenido por cada tratamiento de lisis.
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7.2 Efecto del método de secado sobre la extraccion de lipidos.

Los experimentos realizados hasta este punto se realizaron con muestras
deshidratadas por liofilizacion, un proceso de lo més ventajoso para la conservacion
de muestras sin embargo, es un proceso costoso, lento y con bajo rendimiento, por lo
que se evaluaron diferentes tecnologias para sustituirlo, y se evalu6 el efecto del
secado contra la recuperacion de lipidos totales por el método soxhlet.

De estos experimentos podemos observar que, en efecto la liofilizacion es el método
que permitié una mayor recuperacion de lipidos con 3.66% =* 0.12 probablemente
esto sea debido a que al suceder la deshidratacion en tres etapas, siendo la primera
de ellas la congelacion donde el agua se separa para formar cristales de hielo o
mezclas eutécticas y que como apreciamos anteriormente no somete a un estres muy
importante a la levadura en un ambiente con elevada humedad, este estrés debe ser
menor en las condiciones en las que se realizaron estas pruebas. Despues, la
sublimacion de los cristales elimina agua del seno del producto, esto permite obtener
un producto ligero, de estructura porosa que conserva el tamafio y forma del producto
original, muchos de los problemas propios de otros sistemas de secado no se presentan
durante la liofilizacién la retraccion es despreciable, el movimiento de solutos es
limitado y el dafio por el calor es minimo. También es alta la retencion de compuestos
volatiles responsables de aroma y sabor (Brennan et al.,, 1980), moléculas
generalmente con comportamiento de lipidos.

La siguiente muestra con mayor recuperacion de lipidos fue la obtenida del secador
de tambor que permite una recuperacion de 3.52% + 0.09 de lipidos y no presenta

diferencia significativa con la liofilizacion, esto es congruente con el comportamiento
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apreciado en otras matrices y evaluaciones, generalmente este tipo de secadores son
utilizados como una opcidén més rentable a la liofilizacion, debido al menor costo de
los equipos y la operacion y las buenas caracteristicas de los productos obtenidos por
este procesamiento, se emplea para desecar productos tan sensibles leche, sopa,
alimento para bebe y puré de papa. Otra ventaja son las altas velocidades de
desecacion y la eficiencia del uso del calor, ya que el producto estd expuesto
solamente entre 2 y 30 segundos segun el tamafio del tambor.

A partir de la levadura deshidratada en el secador de tunel se pudieron recuperar hasta
2.89% £ 0.11 de lipidos Este tipo de equipo permite desecar con una gran capacidad
de produccidn ya que se pueden utilizar temperaturas relativamente elevadas del aire
sin riesgo de sobrecalentar el producto, ya que conforme el aire avanza en el tinel va
ganando humedad y perdiendo temperatura, lo que evita el dafio, lo que permite
obtener un producto de baja densidad ya que la retraccion que se produce es pequefia.
Sin embargo se favorece el movimiento de solutos, y el endurecimiento superficial
(Brennan et al., 1980), lo que podria asociarse a la baja recuperacion que presento
este procesamiento.

Finalmente la levadura deshidratada en el secador de dos plantas fue la que permitio
una menor recuperacion de lipidos quedando hasta un 50% por debajo de la muestra
liofilizada con un rendimiento de 1.86% + 0.1 de lipidos. Los principales
inconvenientes de estos secadores son los largos tiempos de desecacidn y la falta de
control de las condiciones de desecacion lo que puede producir tanto el movimiento
de solutos, la retraccion y el endurecimiento superficial, lo que dificulta el

fraccionamiento.
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Figura 3. Recuperacion de lipidos totales contra método de secado.

7.3 Efecto del método de extraccion sobre la recuperacion de lipidos.

Hasta este punto todos los experimentos se habian realizado usando la técnica de
extraccion por reflujo con solvente soxhlet utilizando hexano, se realizaron pruebas
para evaluar el efecto de diferentes técnicas de extraccion de lipidos totales utilizando
como base levadura deshidratada por secador de tambor.

Se evaluaron cinco técnicas, dos de ellas que conservan el sustrato para posteriores
andlisis y tres de ellas que degradan la muestra para observar si es posible obtener un
mayor contenido de lipidos de esta.

De las técnicas que degradan la muestra se tratan de hidrélisis alcalina la que consigue
extraer mas lipidos obteniendo un 4.2% £ 0.19 de lipidos, esto probablemente es
debido a que en esta metodologia el efecto de la adicidn de alcohol etilico y la mezcla

de solvente permiten gque exista una mayor interaccién con las grasas y sean mas
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facilmente solubilizadas, a la vez que el etanol permite que las proteinas se solubilicen
y sean méas facilmente degradadas por el hidréxido de amonio permitiendo que se
desintegren los envoltorios celulares en los que se encuentran atrapados los lipidos.
Sin embargo tanto en esta técnica como en la hidrolisis &cida el éter de petroleo reduce
la solubilidad del agua en el éter etilico y previene la extraccion de materiales
hidrosolubles, por lo que la recuperacion de moléculas anfifilicas puede verse
reducido. La hidrolisis acida obtuvo 4.07% + 0.18 de lipidos este método se diferencia
del anterior fundamentalmente en que la digestion se realiza con &cido clorhidrico,
también en medio alcoholico, e incluye el calentamiento del material para disolver las
proteinas en el medio &cido y separar la porcion lipidica de igual forma que el método
de hidrolisis alcalina con las mismas dificultades que presenta la mezcla de solventes.
El ultimo método destructivo evaluado fue por la via de saponificacion acidificacion,
este método consiste en hacer reaccionar la muestra en un medio alcohdlico con
hidroxido de potasio, para formar jabones, posteriormente acidificando el medio para
poder recuperar la estructura y de esta forma recuperarlos en el solvente organico, sin
embargo como se puede apreciar por el bajo rendimiento obtenido en este caso que
es de 2,15% = 0.09 podemos inducir que los triglicéridos necesarios para realizar la
saponificacion o bien no estan presentes como tal en la muestra o se encuentran
atrapados en la matriz celular y no estan disponibles para la reaccion.

En estudios anteriores evaluaron otras técnicas analiticas de mayor complejidad sobre
levaduras cerveceras y obtuvieron resultados superiores. Evaluaron el método de
Bligh and Dyer (1959) es decir una digestion con HCI y extraccion con metanol-

cloroformo-agua (2:1:0.8) en S. cerevisiae cepa CCY-22-3-46 y obtuvieron un 4.37%
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+0.11 yen S. cerevisiae cepa E7 5.5% + 0.15. Ademas de digestion acida con HCI
y reflujo con tetracloruro de carbono seguida de extraccion con éter di etilico- éter
de petroleo en S. cerevisiae cepa CCY-22-3-46 obteniendo 6.99% + 0.28 y 8.3% *
0.36 para S. cerevisiae cepa E7 (Lamacka, Sajbidor, & Bohov, 1998).

Los métodos que conservan la muestra se evalud el método de Folch que es uno de
los métodos mas utilizados para estudiar la fraccion lipidica de Saccharomyces
cerevisiae por diversos equipos de trabajo y tiene la particularidad de utilizar una
mezcla de solvente de diferente polaridad para extraer un rango amplio de
compuestos, estos solventes son cloroformo metanol, sin embargo, se trata de una
extraccion directa sin reflujo ni accion mecanica sobre la muestra por lo que la
recuperacion lipidica es baja en este caso obtuvimos 1.06% + 0.07. Por este mismo
método obtuvieron a partir de S. cerevisiae cepa CCY-22-3-46 0.425% + 0.09 y de S.
cerevisiae cepa E7 0.53% + 0.05 (Lamacka et al., 1998).

El otro método utilizado fue el método de soxhlet pero con la modificacion de utilizar
hexano como solvente esto debido a que el hexano al no poseer grupos funcionales
en su estructura quimica como ocurre con el éter y facilite la liberacion y recuperacion
del aceite durante el proceso, ademas de ser un solvente ampliamente utilizado en la
industria aceitera y que puede utilizarse de forma segura en productos alimenticios si
es eliminado del producto final. Por esta técnica obtuvimos un 3.66% = 0.07 de lipidos
totales.

Entre métodos no destructivos con que han trabajado incluye una modificacion del
método de Bligh and Dyer (1959) consistente extraccién con metanol-cloroformo-

agua (2:1:0.8) al vacio obteniendo 1.52% % 0.1 para S. cerevisiae cepa CCY-22-3-46
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y 3.52% + 0.13 para S. cerevisiae cepa E7.(Lamacka et al., 1998)
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Figura 4. Obtencion de lipidos totales por diferentes metodologias.

El contenido de lipidos totales en S. cerevisiae se fluctda entre 3,5 y 14,7%
dependiendo de la etapa de crecimiento y condiciones de cultivo (Alexandre et al.,
1994). Por otra parte se analizaron los lipidos de dos cepas de levadura de cerveza
que pertenecen a la especie S. cerevisiae cultivadas en el fermentador de laboratorio
en condiciones aerobicas y descubrieron que contenian 6,6% de lipidos en la biomasa
seca (Vendramin-Pintar et al., 1995). El contenido de lipidos totales en el S. uvarum
fue de 4,4% (Blagovic et al., 2001). Lo podria ser explicado por una disminucion de
la tasa de sintesis de lipidos debido a la bajada de ATP / ADP-relacion de (16,17), ya
que se obtuvo como un subproducto de la fermentacion de la cerveza anaerdbica.
Como también fue el caso de nuestro trabajo. En forma general se puede apreciar que
en Saccharomyces cerevisiae el contenido de lipidos es muy bajo por lo que no es

comparable con otras fuentes industriales de aceites.
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7.4 Separacion de las familias lipidicas.

7.4.1 Fosfolipidos

A partir de los lipidos totales se realizaron fraccionamientos basado en la solubilidad,
se realiz6 el desgomado de la muestra, en este proceso se busca extraer los
fosfolipidos de forma cruda. En la legislacién y el comercio, se llama lecitina a las
mezclas de diferentes lipidos polares, esencialmente fosfolipidos y glicolipidos,
acomparfiados de cantidades variables de triglicéridos. Las lecitinas se extraen por
medio de solventes a partir de aceites vegetales, principalmente de soja. Los
principales componentes activos de la lecitina son fosfolipidos entre los que se
encuentran la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol en
proporciones casi iguales. La fosfatidilcolina tiene propiedades de estabilizacion de
emulsiones aceite en agua, mientras que la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol
tienen capacidad de emulsiona agua en aceite. Posteriormente pueden modificarse
mediante acetilacion o hidroxilacion para aumentar su poder emulsionante. Esta
caracteristica funcional les otorga una amplia variedad de aplicaciones en la industria
alimentaria, en productos tan variados como margarinas, chocolate, productos de
panificacion e incluso encapsulacion de grasas y texturizantes (Dynska-Kukulska , y
Ciesielski, 2012)

Desde el punto de vista nutricional en alimentacion humana y animal presentan
interés por el aporte de &cidos grasos esenciales y de fosfatildilcolina, compuesto que
ha probado mejorar la digestibilidad, poseer efecto sobre el metabolismo del

colesterol y la biosintesis de acetilcolina, por lo que es usada en farmacia. Los
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fosfolipidos son utilizados en la industria farmacéutica para la produccion de

soluciones de perfusion y la fabricacion de liposomas.
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Figura 5. Porcentaje de fosfolipidos totales con respecto a los lipidos totales

Se analizaron las fracciones lipidicas obtenidas de las técnicas de soxhlet y de Folch
resultando 37.36% = 1.66 de los lipidos polares del extracto hexanico de soxhlet y
18% =+ 1.5 del extracto crudo del método de Folch. Los resultados obtenidos por el
método soxhlet concuerdan con el 31% de fosfolipidos respecto a los lipidos totales
de levadura cervecera reportado anteriormente (Blagovic et al., 2001). Sin embargo
la recuperacion de fosfolipidos presentada en el método de Folch es mucho menor,
probablemente debido a la poca eficiencia de la mezcla de solventes para extraer este

tipo de moléculas.

7.4.2 Caracterizacion y cuantificacion de fosfolipidos
Se conocen protocolos para la separacion de las diferentes fracciones para
incrementar su eficiencia como emulsificante, basados en la solubilidad en fase

alcohodlica caracteristica de la fosfatidilcolina (Dynska-Kukulska y Ciesielski, 2012).
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Utilizando este principio ademés de la solubilidad en diferentes solventes de las
facciones fosfolipidicas mediante una cromatografia de capa fina esta forma es
posible hacer una aproximacion de los principales fosfolipidos usando su solubilidad
y su contenido de fosforo. De esta forma utilizando una técnica de cuantificacion de
fésforo por espectrofotometria y una separacion por cromatografia de capa fina
siguiendo los protocolos de la AOCS se observd que la fosfatidilcilona es el
fosfolipido més abundante representando el 20.48 % + 0.51de los fosfatidos totales,
seguida de la fosfatidiletanolamina que representa el 23.07 % + 1.12, acido fosfatidico

en un 15.87 % + 0.37 y fosfatidilinositol con 6.17 % + 0.25.
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Figura 6. Porcentaje de fracciones de fosfolipidos.

Se ha observado en cepas utilizadas en proceso cervecero que existe una
variacién pronunciada en la relacién fosfatidilcolina: fosfatidiletanolamina, conforme
la levadura se ha reincorporado un mayor nimero de veces al proceso. Dichas

variaciones fueron acompafiadas por una fraccion mayor de 4&cidos grasos

48



Arnulfo Ricardo Garcia Arellano 2014

insaturados en las dos especies de fosfolipidos. Lo que sugiere que ambas especies de
fosfolipidos (Juresi¢ et al., 2009), e incluso los &acidos grasos (Beaven et al.,
1982), estan altamente involucrados en la adaptacion de la levadura de cerveza a las
condiciones de estrés durante la fermentacion. Estas proporciones de fosfatidos
concuerdan con los antecedentes bibliograficos al trabajar con cepas cerveceras, en

las que se habia observado tendencias parecidas (Blagovic et al., 2001)

7.4.3 Separacion segun carga eléctrica.

Estas pruebas se realizaron de acuerdo a la afinidad a solventes que presentan las
diferentes familias lipidicas en una cromatografia en capa fina, por lo que los lipidos
polares se mantuvieron en la linea de salida, mientras que los lipidos neutros se
tomaron a lo largo de la placa. Las bandas se rasparon de la placa y los lipidos neutros
se agruparon. Los lipidos se recuperaron en cloroformo / metanol (2:1) y se
determinaron gravimétricamente después de la eliminacion de gel de silice y
disolventes. Los resultados obtenidos para el método de soxhlet son de 59.32% + 2.12
para lipidos neutros y 46.68% + 2.12 para lipidos polares lo que concuerda con los
resultados reportados de 58% lipidos neutros y 42 % lipidos polares (Blagovic et al.,
2001), sin embargo en el método de soxhlet los valores difieres de forma significativa
resultando en 45.7% =+ 2.59 para lipidos neutros y 54.3% +2.59 para lipidos polares.
Estas diferencias podrias deberse a las afinidades de los solventes o a cambios

especificos en la levadura debido a condiciones de cultivo
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Figura 7. Relacion de lipidos polares y neutros segun el tipo de extraccion.

7.4.4 Caracterizacion Fisicoquimica

Se realizaron los ensayos para determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite
desgomado de Saccharomyces cerevisiae, los resultados se muestran en la Tabla 1.
Se puede observar que los resultados son congruentes con el tipo de aceite obtenido
se trata de una grasa clara de olor caracteristico a levadura que tiende a cristalizar a

temperatura ambiente.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del aceite.

Parametro Resultado
Humedad 0.93 £0.03
Densidad 0.91 +£0.05
indice de perdxidos 4.61 +0.10
indice de acidez 5.22 +0.09
indice de yodo 33.27+1.76
Materia Insaponificable 9.55 +0.37
Indice de saponificacion 203 £1.22
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Estos resultados son favorables para la mayoria de los criterios al compararlos con
los pardmetros de calidad de la FAO para aceites comestibles, en esta normativa se
designa un valor de humedad o volatiles de 0.2%, en este caso la humedad es mayor,
probablemente debido a una falta de purificacion después del proceso de desgomado.
El indice de acidez es superior al estipulado para aceites prensados en frio y virgenes
que es de 4.0 mg/g, sin embargo el valor obtenido experimentalmente que es de 5.22
+ 0.09 mg/g es inferior al limite de aceites de palma que es de 10.0 mg/g, por lo que
aun podria considerarsele un valor satisfactorio. A la vez que el indice de peroxidos
4.61 = 0.1 es menor que el limite estipulado para aceites refinados que es de 10 meq.
En cuanto al indice de saponificacion 203 mg/g £ 1.22, indice de yodo 33.27 + 1.76
tiene un comportamiento parecido al del aceite de coco paraguayo para el que se
reporta un indice de yodo de 26 a 32 y un indice de saponificacion de 230 a 242, este
aceite en especifico difiere del aceite de coco estandar delimitado por la normativa de
la FAO con parametros de indice de yodo de 6.3 a 10.6 y un indice de saponificacion
de 248 a 265 estas diferencias podrian derivarse de diferencias adaptativas, ya que el
aceite de coco se obtiene de Acrocomia aculeata y el de coco paraguayo de
Acrocomia totai y se ha observado que esta Ultima especie tiene una mayor resistencia
al frio y a las heladas. En cuanto a la materia insaponificable se obtuvo un resultado
de 9.55% + 0.37, es un valor muy alto, la normativa marca un promedio de 1.5% para
la mayoria de los aceites, siendo la excepcidn el de maiz que admite hasta 2.8%, para
los casos previamente mencionados del aceite de coco paraguayo se estima un valor
de materia insaponificable de 0.7% y para el aceite de coco segun la FAO presenta

un valor de materia insaponificable de 1.5%. La materia insaponificable incluye
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aquellas substancias que se encuentran frecuentemente disueltas en grasas y aceites y
las cuales no pueden ser saponificadas por el tratamiento custico normal, pero que
son solubles en solventes de aceites y grasas. Incluidas en este grupo de compuestos
estan los alcoholes alifaticos de cadena larga, esteroles, pigmentos e hidrocarburos

(NMX-K-306-SCFI1-2006). Por lo que se asume que el contenido de estos es elevado.

7.4.5 Perfil de &cidos grasos

Se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia obteniendo los resultados
mostrados en la tabla 2. Donde se puede apreciar la concentracion de los diferentes
acidos grasos expresada en porcentaje con respecto a los lipidos totales. Fue posible
apreciar que los lipidos encontrados en mayor concentracion fueron el acido palmitico
en 32.5%, el &cido palmitoléico en 15.82%, el acido oleico con 15.49%, el &cido

estearico con 13.61% y el &cido linoleico 7.56%.

Estos resultados concuerdan con los observado anteriormente que estos mismos
lipidos estaban presentes en mayor abundancia en esta levadura obteniendo &cido
palmitico en 44.2%, el &cido palmitoléico en 16.9%, el acido oleico con 7.3%, el &cido
estedrico con 13.9% y el &cido linoleico 2.9% (Blagovic et al., 2001).

Aproximadamente el 70% de los acidos grasos de la membrana lipidica de S.
cerevisiae cultivada en condiciones normales de laboratorio consiste en &cidos
monoinsaturados principalmente palmitoléico y oleico. El resto de los acidos grasos
son saturados, principalmente palmitico, y bajas cantidades de acidos estearico y

miristico y no se presentan acidos poliinsaturados (Henry, 1982).
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Tabla 2. Contenido de acidos grasos en los lipidos de Saccharomyces cerevisiae

Nombre Formula %
Octanoico C8:0 1.33
Decanoico C10:0 3.41
Undecanoico C11:0 0.38
Laurico C12:0 1.66
Miristico C14:0 0.66
Pentadecanoico C15:.0 0.29

C15:1 (CIS 7) 0.02
Palmitico C16:0 32.50
Palmitoléico C16:1 (CIS7) 0.09
Palmitoléico C16:1 (CIS9) 15.82
Margarico C17:0 0.14
Margaroleico Ci7:1 0.02
Estearico C18:0 13.61
C18:1(TRANS 11) 0.01
Elaidico C18:1 (TRANS 9) 0.02
Oleico C18:1 (CIS9) 15.49
Vaccénico C18:1 (CIS 11) 0.24
C18:1 (CIS 12) 0.07
C18:1 (CIS 15) 0.00
C18:2 (TRANS9, TRANS12) 0.00
C18:2 (CIS 9, TRANS 12) 0.00
C18:2 (TRANS 9, CIS 12) 0.00
Linoleico C18:2 (CIS 9, CIS 12) 7.56
Linoleico Conjugado | C18:2 CONJUGADO 0.00
C18:3 (TRANS 9, CIS 12, TRANS 15) 0.00
C18:3 (CIS 9, TRANS 12, TRANS 15) 0.00
C18:3 (CIS 9, TRANS 12, CIS 15) 0.00
C18:3 (TRANS 9, CIS 12, CIS 15) 0.00
Alfa Linolénico C18:3 (CIS 9, CIS 12, CIS 15) 0.26
Araquidonico C20:0 2.65
Godoico C20:1 (CIS 11) 0.00
Eicosapentaenoico C20:5(CIS5,CIS8,CIS 11,CIS 14, CIS 17) 3.03
Behénico C22:0 0.05
Tricosénico C23:.0 0.00
Lignocérico C24:00 0.00
Docosahexaenoico C22:6 (CIS4,CIS 7, CIS 10, CIS 13, CIS 16, CIS 19) 0.68
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Sin embargo, el estrés provocado por la baja temperatura reduce la fluidez de la
membrana (Suutari y Laakso, 1994) y se ha sugerido que este organismo se adapta
incrementando la cantidad de residuos de acidos grasos insaturados en la membrana
lipidica para adaptarse a la baja temperatura (Hunter y Rose, 1972), este efecto es

también producido por la presencia de etanol en el medio (Carman y Zeimetz, 1996).

A la vez cabe destacar la presencia de lipidos insaturados como son el acido
eicosapentaenoico con 3.03%, el acido araquidonico con 2.65% el acido
docosahexaenoico con 0.68% el &cido alfa linolénico con 0.26% vy el acido
palmitoléico con 0.09%. Es importante remarcar que el 43.31% de los acidos grasos
son insaturados, en estudios anteriores ya se habia encontrado la presencia de acidos
grasos de cadena larga con multiples instauraciones como el eicosadienoico

(Lamacka et al. 1998).

7.4.6 Esteroles

Los esteroles fueron cuantificados por cromatografia liquida de alta eficiencia
resultando en un contenido de escualeno de 2.99% de los lipidos totales lo que
contrasta con lo apreciable en estudios anteriores donde se puede observar que el
ergosterol es el esterol mas abundante en Saccharomyces cerevisiae (Parks y Casey,
1995). El ergosterol es un precursor de la vitamina D, y es usado en la produccién de

corisona y flavona (VVolkman, 2003) Es comercialmente producido por fermentacion.
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Sus sintesis puede ser incrementada hasta el 3% de la biomasa por modificaciones en
el medio de cultivo (Parks y Casey, 1995) Se ha reportado que su sintesis no depende
del crecimiento, si no de la tasa de consumo de oxigeno y el contenido de ergosterol
se incrementa cuando la tasa de crecimiento disminuye y los pardmetros fisiolégicos
como el oxigeno disuelto, la tasa de absorcion de oxigeno de las células tienen
influencia directa en la acumulacion de ergosterol en levaduras. (Gibson et al., 2007)
Esta molécula es responsable de la fluidez y permeabilidad de la membrana, de forma
similar en que ocurre con el colesterol acta en los mamiferos. Se ha apreciado que
cuando el nitrégeno es limitado, las células ya no son capaces de producir biomasa,
pero sigue sintetizando lipidos. Esto conduce a una acumulacion de esteroles y otros
lipidos en la célula. (Behalova et al., 1992). Dichas condiciones se presentan durante
la produccion de cerveza, por lo que al tratarse de levadura obtenida como
subproducto cervecero se podia esperar este comportamiento, como fue el caso de la
levadura Saccharomyces uvarum en la que se pudo observar una concentracion de
32.6% de escualeno y 9.5% de ergosterol de los lipidos totales. (Blagovic et al., 2001)
Las diferencias tan importantes con estos valores podria deberse a que se trata de uno
de los precursorores mas estables durante la biosintesis de ergosterol (Mizoguchi
y Hara, 1997). O probablemente a que las técnicas de extraccion empleadas no
favorecen una extraccion completa del ergosterol, como lo harian técnicas basadas en
la saponificacién con KOH 8M, vy la extraccion de la fraccién no saponificable

seguida de cuantifiacion por HPLC fase reversa ( Lamacka y Sajbidor, 1997).
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7.5 Obtencion y cuantificacion de polisacaridos.

Para la separacion de polisacéaridos se obtuvieron previamente las paredes celulares a
partir de la muestra desgrasada mediante sonicacion y centrifugacién, obteniendo un

rendimiento del 35% de la masa inicial de S. cerevisiae.

Entre un 80 y 90% del peso seco de la pared son carbohidratos poliméricos, estos son
responsable de organizar la pared celular, ya que se interconectan simultdneamente
glucanos, manoproteinas de la capa externa y quitina dando estructura a la célula
(Magnelli P et al., 2002). Diversos factores como la cepa con que se trabaje, las
condiciones de fermentacion y la edad del cultivo afectan el contenido de

carbohidratos presentes en la pared (Reisinger et al. 1980).

La remodelacion de la pared celular es importante en el contexto elaboracion de la
cerveza, ya que se ha demostrado que el potencial de la floculacion de las cepas de
levadura cervecera se altera por el crecimiento en condiciones aerdbicas vy
anaerdbicas (Lawrence y Smart, 2007 ). La expresion modificada de genes puede
alterar la composicion de la pared celular y la estructura, favoreciendo las

interacciones de los receptores de lectina durante la floculacion (Smart, 2003).

7.5.1 Mananos
Dentro del grupo de mananos se enlistan dos clases principales de biomoléculas los
mananooligosacaridos y las mananoproteinas, moléculas de comportamiento similar

en cuanto a sus procesos de extraccion. No se dispone de mucha informacion del
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contenido de mananos presente en la pared de la levadura de cerveza.

Los resultados obtenidos experimentalmente fueron de 20.42 % + 0.89 para el método
destructivo de extraccion y de 13.49 % + 0.92 para el método conservativo, si bien la
diferencia entre ambos es estadisticamente significativa es relevante considerar que
es factible recuperar otro tipo de biomoléculas a partir del efluente obtenido en este
proceso. En estudios anteriores se pudieron encontrar contenidos de manano en una
cepa de laboratorio de la levadura Saccharomyces cerevisiae de 19 por ciento de

manano ( DiCarlo y Fiore , 1958 ).
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Figura 8. Relacion del contenido de manano contra el peso de la pared.

La pared celular de la levadura representa un organulo dinamico que modifica la
composicion y la funcionalidad en respuesta a estimulos externos (Lesage y Bussey,
2006). Bajo condiciones de crecimiento aerdbicas, Cwplp y Cwp2p son las
mananoproteinas mas abundantes de la pared celular y estdn implicadas en la

biosintesis de la pared celular durante la replicacion celular (Van der Vaart et al.,
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1995). Durante el estrés ambiental la composicién de las mananoproteinas de las
celulas cambia reduciendo los niveles de expresion de Cwplp Cwp2p. La respuesta
mas comun es la induccion de varios mananoproteinas homologas como son Danlp,

Tiplp, Tirlp y Tir2p, durante el crecimiento anaerdbico (Abramova et al., 2001).

7.5.3 p-Glucano

Los resultados obtenidos experimentalmente fueron de 45.88 % + 2.35 para el método
destructivo y de 25.13 % + 1.47, estos niveles concuerdan con lo encontrado por
grupos de investigacion anteriores en los que se concluye que las paredes celulares
son, por tanto, una materia prima ideal para la fabricacion de 1,3- B- glucano. Son
baratos y muestran un contenido suficientemente elevado de glucano, que representa
el 30 - 60 % del peso seco (Magnelli et al, 2002). En 1973, Modales et al. Encontrado
la presencia de dos diferentes glucanos en la pared celular de la levadura : 1,3- B-
glucano que contiene 3 % de B - 1 ,6 - glucosidicos vinculos como el componente
principal representando un 85 % vy 1,6 -B- glucano trivialmente llamado pustulano

con b- 1 ,3- glucosidicos sucursales en pequefias cantidades de alrededor del 15%
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Figura 9. Relacion del contenido de B-glucano contra el peso de la pared celular.

Los 1-3 B-glucanos son moléculas helicoidales de aproximadamente 1500 glucosas,
que representan el 30-35 % de la masa celular. Su funcién es mantener la estructura
mecanica de la pared celular. Mientras que los 1-6 B-glucanos son moléculas lineales
de aproximadamente 150 glucosas, que representan el 10 % de la masa celular.
(Magnelli et al., 2002). Desde el descubrimiento de que glucano de la levadura tiene
propiedades beneficiosas para el ser humano (Wasser y Weis, 1999) y animales
(Dalmo, 2000) se han desarrollado muchos procesos para el aislamiento y
purificacion del polisacarido. La mayoria de ellos utilizan alcalino caliente, acidos o
una combinacion de ambos, que solubilizan las proteinas y otros polisacaridos. El
residuo insoluble restante se designa como ‘glucano de levadura’, pero a partir de la
quimica de carbohidratos es bien sabido que las condiciones acidas, asi como
alcalinas conducen a una degradacion mas o menos fuerte de las cadenas de glucosa,

particularmente si el oxigeno esta implicado. Por lo tanto, los rendimientos suelen ser
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bajos que resultan en precios altos, o la pureza de glucano es limitada. Con el fin de
mantener la estructura nativa del glucano garantizar un minimo de degradacion de la
cadena, ha habido una necesidad de un proceso de fabricacién suave, en el que se
evitan, las condiciones de glucano-destruyendo drésticas, pero que son eficientes en
términos de la produccion de glucano y la eliminacion de los componentes

indeseables como las proteinas, lipidos y otros polisacaridos.

Las primeras preparaciones de levadura de panaderia arrojaron un glucano
enriquecido llamado zymosan, que mostro propiedades promotoras de la salud y los
cuales se analizaron para contener aproximadamente 55 % de D - glucano , 19 % de

manano , 15 % de proteina'y 7 % de lipidos ( DiCarlo y Fiore , 1958 ).

7.5.4 Quitina

La unica metodologia evaluada para la extraccion de quitina fue una técnica
degradativa de la matriz que se basa en la destruccion del resto de los componentes
celulares, los resultados obtenidos fueron de 2.88 % + 0.18 del peso de la pared celular
para la levadura caso de Saccharomyces cerevisiae se reporta un contenido del 2.9%
de quitina en el peso seco de la pared celular. (Shirai, 1999), si bien no se trata de un
contenido muy alto, al compararlo contra otras fuentes industriales ain al tratarse de
material de subproducto, como es el caso del exoesqueleto de camaron del cual se

puede obtener hasta un 48% de quitina.
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7.6 Evaluacion de la factibilidad

En cuanto a la factibilidad técnica, se lograron disefiar cuatro esquemas de
procesamiento para la obtencion de diferentes metabolitos de interés industrial.

Para todos ellos, dados los resultados observados en los experimentos realizados se
pudo descartar la necesidad de técnicas de lisis celular previa a los procesos de
extraccion, ya que se demostro que no ejerce ningun efecto sobre la recuperacion de
biomoléculas de interés, a la vez que representa operaciones unitarias costosas en
tiempo y energia. De igual forma se decidi6 trabajar por la metodologia de secado por
tambor, al ser una tecnologia que presenta un bajo costo energético y tiempo de
procesamiento, ademas que las caracteristicas de la materia seca obtenida son idéneas
para su inclusion en los diferentes procesos de extraccion a los que se sometid la
muestra.

Las primeras metodologias desarrolladas se centran en la recuparecion de una sola
fraccion de polisacaridos y emplean técnicas destructivas de la muestra, por lo que la
operacion de recuperacion y aislamiento de paredes celulares no fue necesaria,
reduciendo el costo por esta operacion unitaria, sin embargo, al recuperar solo un
biopolimero se vuelven tecnolégicamente menos deseables. A continuacion se
muestran los esquemas de procesamiento de las tres diferentes rutas para la obtencién

de polisacaridos.
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Secado
4
Extraccion de lipidos > Lipidos totales - Desgomado —> Fosfolipidos
J N2
Paquete Celular Grasas y aceites = Ac. grasos
J N2
B-glucanos Esteroles
Figura 10. Esquema de procesamiento obtencion de p-glucano.
Secado
J
Extraccidon de lipidos - Lipidos totales - Desgomado - Fosfolipidos
J J
Paquete Celular Grasas y aceites 2 Ac. grasos
J J
Quitina Esteroles
Figura 11. Esquema de procesamiento obtencién de Quitina.
Secado
N2
Extraccion de lipidos - Lipidos totales - Desgomado -> Fosfolipidos
J J
Paquete Celular Grasas y aceites = Ac. grasos
J J
Mananos Esteroles

Figue 12. Esquema de procesamiento obtencion de Mananos
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Si se aborda desde una perspectiva holistica, y se busca recuperar la mayor cantidad
de biomoléculas en un proceso concatenado se obtuvo una metodologia en la que se
pueden obtener dos grupos de polisacéricos, y los tratamientos utilizados resultan
menos agresivos, por lo que se espera que las moléculas presenten una constitucion

mas parecida a su forma nativa, por lo que su actividad bioldgica o funcional sea

mejor.
Secado
N
Extraccion de lipidos - Lipidos totales - Desgomado - Fosfolipidos
N Y
Paguete Celular Grasas y aceites - Ac. grasos
N N2
Paredes Celulares Esteroles
N
Hidrolisis - Mananos
N
B-glucanos

Figura. 13. Esquema integrado para obtencién de metabolitos.

Una vez definidas las rutas que se pueden seguir para la obtencion de cada uno de los
metabolitos o de grupos de ellos segun la factibilidad técnica es importante considerar
la factibilidad econdmica, que se relaciona directamente con el rendimiento obtenido
para cada biomolpecula de interés, por lo que a continuacion se presentan los
resultados generales de las diferentes fracciones estudiadas expresadas en gramos por

kilogramo de pasta seca de levadura, para contemplar de forma mas clara la
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factibilidad de realizar estas mismas extracciones a nivel industrial como un uso que

de valor agregado a este subproducto.

Tabla 3. Rendimiento de las fracciones de Saccharomyces cerevisiae en base seca.

Fraccion a/Kg
Grasa 36.60
Acidos grasos Linoleico C_18:2 2.77
Docosahexaenoico C22:6 0.25
Esteroles Escualeno 1.09
Totales 13.67
fosfatidilcolina 4.71
Fosfolipidos fosfatidiletanolamina 2.80
fosfatidilinositol 3.15
acido fosfatidico 0.84
Pared Celular 337.19
B-Glucano método degradativo 154.70
método concatenado 84.72
Mananos método degradativo 69.88
método concatenado 45.49
Quitina método degradativo 9.70

Considerando estos rendimientos, desde la perspectiva de los lipidos es importante
considerar que las operaciones unitarias que tienen repercusiones mas importantes
sobre el costo de los productos extraidos, especialmente fosfolipidos y esteroles, se
tratan de la extraccién de grasa cruda con hexano, y la precipitacion de fosfolipidos
con etanol, sin embargo, es importante recalcar que estos procesos se vuelven
rentables al considerar que estos solventes son recuperables a partir de los efluentes
de los que se obtienen las moléculas de interés mediante un proceso de destilacion, y
que pueden ser reutilizados en este mismo proceso de forma ciclica sin perder

volimenes importantes en el procesamiento.
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En cuanto a la fraccion glicosidica obtenida por pasos secuenciales de mananos y -
glucanos, son dos las operaciones que aumentan de forma dramética el costo de
obtencion de estas moléculas, la primera de ellas es la obtencion de paredes celulares,
en este caso realizada utilizando lavados con urea, sin embargo si se desarrollan
tecnologias que permitan la formacion de un gradiente que favorezca recuperar
paredes celulares con un compuesto que proporcione una osmolaridad similar y que
no afecte la integridad de las paredes celulares, este costo podria reducirse
dramaticamente. La otra operacion unitaria que implica un incremento en el costo, es
un proceso biotecnoldgico, es decir la utilizacion de enzimas proteoliticas para la
degradacion de la estructura de la pared durante la recuperacion del f-glucano, en
afios futuros con el desarrollo de una industria biotecnolégica con mayor rentabilidad
se espera que el precio de las enzimas disminuya por lo que eventualmente esta
operacion unitaria podria disminuir su costo, pero esta influenciada directamente por
el desarrollo de esta industria. Superando estos dos rubros, es importante remarcar
que las cantidades y concentraciones de acidos y alcalis empleados por esta técnica
son inferiores de forma muy significativa comparadas con las técnicas
tradicionalmente empleadas para extraer este tipo de compuestos a partir de otras
fuentes, aunado a la obtencién de dos fracciones de polisacaridos lo que permitiria

una mayor ganancia econémica.
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8 CONCLUSIONES

Dados los resultados de los experimentos podemos concluir que si bien todos los
tratamientos de lisis celular provocan la muerte celular o al menos la inactivacién
metabdlica, esto no representa una ventaja para la realizacion de las extracciones
lipidicas por los que su implementacion no resulta favorable en cuestion costo

beneficio.

En cuanto a las tecnologias de secado, la integridad celular y la disminucion de
desviaciones indeseables del producto repercute de manera positiva en la extraccion
de lipidos, que se favorece por las técnicas que conservan mejor las caracteristicas
originales del producto, sin embargo, se prefiere la técnica de secado por tambor, ya

que industrialmente es mas factible y proporciona buenas caracteristicas.

Los métodos de extraccidn que permiten una mayor recuperacion de fraccion lipidica
implican la destruccion de la muestra, sin embargo para tratar de sacar mayor
provecho de este subproducto se considera recomendable la aplicacién de pasos
concatenados para obtener diferentes fracciones con valor comercial. De igual forma

para los polisacaridos.

Las relativas bajas tasas de rendimiento, disminuyen su impacto al tratarse de un
subproducto de alta disponibilidad, a la vez que la utilizacion de metodologias tipo
biorrefineria que permitan extraer de forma sucesiva diferentes compuestos le da

valor como una fuente de metabolitos lipidicos y glicosidicos a nivel industrial.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

En esta investigacion se dieron respuestas a algunas incognitas planteadas; sin
embargo, deja algunas preguntas que podrian averiguarse en el futuro. Algunos de los
aspectos que se podrian dilucidar de mejor manera serian la rentabilidad econémica
y tecnoldgica de la obtencion de los metabolitos tratados en esta tesis asi como su

implementacion a escala piloto.

Por otra parte la caracterizacion funcional de los compuestos de interés en este
proyecto, las capacidades emulsionantes de las diferentes fracciones de fosfolipidos,
la actividad biologica de los esteroles aislados y las aplicaciones como espesantes, 0

formadores de peliculas de los diferentes polisacaridos con los que trabajamos.
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Si quieres ser sabio, aprende a interrogar razonablemente, a escuchar con atencién, a
responder serenamente y a callar cuando no tengas nada que decir.

- Johann Kaspar Lavater
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