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RESUMEN

Los betaglucanos son polimeros de glucosa que se mantienen unidos por enlaces B-
(1-3) y B-(1-6), y se encuentran en las paredes celulares de distintas fuentes
naturales. Estos polisacaridos son importantes por su actividad biolégica 'y sus
funciones medicinales. Una cantidad importante de betaglucano se obtiene de la
pared celular de la levadura, especialmente de Saccharomyces cerevisiae. Existen
multiples métodos para lograr la extraccidon de los betaglucanos; los procedimientos
mas comunes incluyen la implementacion de tratamientos acidos o basicos que
requieren altos niveles de purificacion para obtener un: betaglucano puro. Sin
embargo, existen otros métodos como la extraccion con agua caliente cuyo
rendimiento es bajo. El objetivo del presente trabajo es obtener betaglucanos
mediante un método enzimatico utilizando como fuente levadura generada como
subproducto del proceso de fermentacion alcohdlica en cerveceria. Para ello, se
realizd una extraccion enzimatica asistida por ultrasonido, usando un disefio
experimental Box-Behnken y los resultados fueron optimizados mediante la
metodologia de superficie de respuesta. La proteina liberada después de las
extracciones se utilizé como indicador de lisis celular. Las condiciones optimas de
operacion segun el modelo de segundo orden para la extraccion enzimatica (EE),
fueron concentracion de enzima del 15 % (p/p), temperatura 37 °C, pH 6.3 y tiempo
de 6 h, alcanzando una concentracion de proteina soluble de 463.8+2.1 ug/mL. El
producto de la EE se sometio a extraccion ultrasénica obteniéndose 1041.7+6.1 ug
proteina/mL, usando una amplitud de 40 %, por 15 min con pulsos de 40 s y relacién
sélido-liquido de 1:50 (p/v), proceso denominado extraccién enzimatica asistida por
ultrasonido (EEAU), obteniéndose otro modelo de segundo orden. La precision global
de los modelos fue muy alta, ya que el coeficiente de determinacion (R?) para la EE
fue de 96.97 %, mientras que R? para la EEAU fue de 99.18 %. Se obtuvo el 68+4.5
% del total de betaglucano presente en la levadura.



1. ANTECEDENTES

1.1 Glucanos

Los glucanos son polisacaridos compuestos por mondmeros de glucosa y se
nombran de acuerdo a su tipo de enlace y los carbonos involucrados en su unién, o
bien, reciben nombres especificos. En general, los glucanos se dividen en dos
grandes clases: unidos por enlaces alfa y enlaces beta, cuyas caracteristicas y
funciones son diferentes (Ruiz-Herrera, 2016). Ademas de presentar funciones
distintas, difieren en el aspecto estereoquimico; los enlaces glucosidicos a se forman
en una posicion axial, mientras que los enlaces glucosidicos 3 ocupan una posicion

ecuatorial en la conformacion de la silla (Kagimura, 2015).
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Figura 1. Estructura y tipo de enlaces en el A) alfaglucano y B) betaglucano
(https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=7662308)

Estos polisacaridos son biomoléculas importantes presentes en todos los dominios,
que ocurren como materiales de almacenamiento en animales, factores de virulencia
secretados por bacterias y componentes estructurales conservados de las paredes
celulares de levaduras, hongos, algunas bacterias y plantas. Su diversidad hace a

los glucanos responsables de un gran numero de actividades biologicas (Liu, 2018).

1.1.1 Betaglucanos
Los betaglucanos han atraido la atencion a lo largo de los afios debido a sus

propiedades fisicas y quimicas. Los betaglucanos de diferentes fuentes y con



diferentes pesos moleculares tienen diferentes actividades biolégicas (Zhu, 2016).

Los betaglucanos de distintas fuentes pueden variar entre si, su estructura quimica
nativa depende de la fuente de la que se aislan. Las estructuras difieren en que las

unidades de glucosa se unen de distintas maneras (Tam, 2013).

1.1.2 Propiedades de betaglucanos

Los betaglucanos en solucion tienen propiedades fisicas altamente apreciadas en la
industria alimentaria, ya se pueden emplear para generar.  espesamiento,
estabilizacidon, emulsion y gelificacion (Zhu, 2015). Estos compuestos proporcionan
no solo caracteristicas organolépticas y valor nutricional, sino también propiedades
funcionales beneficiosas para la salud humana (Mena-Garcia, 2019). Pinto y
colaboradores (2015) describieron que los betaglucanos poseen actividades
inmunoestimulantes, antioxidantes y antitumorales, ademas de efectos
emulsionantes y prebidticos. Los betaglucanos con enlaces (1-3) y (1-6) han
demostrado actividad hipoglucémica en estudios con animales, también son
conocidos por su actividad hipocolesterolémica y en la reduccidén de aterosclerosis
(Perez-Quirce et al., 2018).

Los beneficios para la salud de las cepas productoras de betaglucanos estan
relacionados con las actividades bioldgicas de estos biopolimeros. La ciencia
funcional de los alimentos tiene como objetivo promover la microbiota del colon
mediante el uso de prebidticos, los cuales son ingredientes / componentes /
suplementos. alimenticios no digeribles que confieren beneficios para la salud del
huésped tras la estimulacion especifica de poblaciones seleccionadas. En
consecuencia, se pueden utilizar como base de productos de valor agregado (Yildiz,
2018).

1.1.3 Aplicaciones de betaglucanos

La industria alimentaria puede obtener los beneficios del betaglucano para la
obtencion de productos alimenticios nutracéuticos debido a su funcion
inmunoestimuladora, antioxidante, antitumoral y con efectos prebidticos (Pinto,

2014). En la industria de alimentos puede usarse para mejorar propiedades



reologicas. Ademas, los betaglucanos tienen potencial como estabilizantes,
sustitutos de grasa, agentes aglutinantes, de retencion de aceite y de batido, todas
estas caracteristicas lo hacen adecuado para su uso como ingrediente en productos
alimenticios (Ahmad, 2018).

1.2 Fuentes de obtencion de betaglucano

Los betaglucanos pueden obtenerse de diversas fuentes naturales, generalmente,
como parte de la estructura de la pared celular. Este puede encontrarse en
organismos como levaduras; por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, hongos como
Aspergillus y especies de Agaricus, algas, hongos comestibles como el reishi,

Ganoderma applanatum y cereales como la avena, cebada, trigo y centeno.

1.2.1 Cereales

El B-(1-3)- y B-(1-4)-glucano es un polisacarido de la pared celular presente en los
granos de cereales y se puede encontrar de manera especifica en el endospermo
del cereal y células de aleurona (Nie, 2018). Estos betaglucanos son polimeros
distintivos de la glucosa y se diferencian de otros polimeros, no solo por su origen
sino también por sus propiedades fisico-quimicas. Dichas propiedades contribuyen
a que la extraccion de betaglucano del cereal sea dificil, ademas de que incremente
Su costo respecto de otras fuentes (Zhu, 2016; Jayachandran, 2018). Estudios han
demostrado que poseen actividad biolégica reduciendo el colesterol en sangre y
regulando los niveles de glucosa; estos efectos estan relacionados con la capacidad
de los glucanos para contribuir al aumento de la viscosidad en el tracto
gastrointestinal y pueden ralentizar la absorcion de glucosa, interferir con la digestion
del almiddn y la absorcion del colesterol. Ademas, los betaglucanos de los cereales
son activos como fibras solubles, modificando los indicadores clinicos en la
fisiopatologia de las enfermedades degenerativas cronicas como la diabetes y la
dislipidemia (Kagimuray col., 2015).

Ejemplos de cereales donde puede encontrarse este polisacarido incluyen avena,
cebada, centeno y trigo. El contenido de betaglucano en trigo, centeno, avena y
cebada esta generalmente en los intervalos <1, 1-2, 3-7 y 3-11 %, respectivamente,



siendo las més relevantes en avena y cebada por su alto contenido respecto a las
otras (Wang, 2017).

1.2.2 Bacterias

Gran variedad de bacterias; incluidos patégenos importantes de los seres humanos,
del ganado y de las plantas, producen polisacaridos extracelulares y capsulares. Un
ejemplo de estos son los betaglucanos, estos polisacaridos producidos en algunas
bacterias son moléculas relativamente simples y pueden encontrarse con una
estructura lineal, ramificada o ciclica, o bien, como una cadena lateral (McIntosh,
2005). Los glucanos lineales incluyen los B-(1-3)-glucanos, los B-(1-3)- y B-(1-6)-
glucanos son aquellos que tienen estructuras ramificadas o ciclicas y los p-(1-3)- y

B-(1-2)-glucanos son glucanos de cadena lateral (Lam y Cheung, 2013).

Los betaglucanos lineales, detectados por primera vez en bacterias pertenecientes a
los géneros Agrobacterium, se conocen cominmente como Curdlan, un polimero
hidrofébico, el cual puede estar estructurado hasta por 12,000 unidades de glucosa.
Por el contrario, los glucanos ciclicos son compuestos hidrofilos producidos por
varias especies de bacterias simbiéticas de plantas, incluidos Bradyrhizobium
Jjaponicum y Rhizobium loti. Finalmente, el glucano de cadena lateral es un
polisacarido soluble en agua, que muestra una estructura principal de 3-(1-3)-glucano

y presenta ramas laterales densamente unidas por un enlace -(1-2) (Watson, 2015).

1.2.3 Hongos y levaduras

El betaglucano es uno de los componentes clave de la pared celular de los hongos.
La levadura (Saccharomyces cerevisiae) es una fuente tipica de betaglucano, cuya
pared celular esta conformada por dos tipos de este polisacarido. Uno de los
polisacaridos de glucosa, el B-(1-3)-glucano, es el componente estructural principal
de la pared celular, mientras que el B-(1-6)-glucano se encuentra relativamente en

menor cantidad, pero es muy importante para la reticulacion (Borchani, 2014).

1.2.3.1 Saccharomyces cerevisiae
Las células de levadura estan rodeadas por una pared celular rigida y resistente. La

pared celular de S. cerevisiae puede representar hasta el 30% de la masa seca



celular. Se compone principalmente de glucanos y manoproteinas. También contiene
una pequefa cantidad de quitina y lipidos. La estructura de la pared celular de S.
cerevisiae se puede dividir en dos partes: capa interna y capa externa. La capa
externa de la pared celular consiste en manoproteinas glicosiladas. La capa interna
consiste en betaglucano y quitina. Las cadenas de (1-3)-glucano tienen-una
estructura helicoidal triple y son responsables de la resistencia mecanica de la pared
celular (Kim, 2006). El B-(1-3)-glucano, es el componente estructural principal de la
pared celular. Mientras que el 3-(1-6)-glucano se encuentra relativamente en menor
cantidad, pero es muy importante para la reticulacion (Borchani, 2014). El glucano
que se encuentra en S. cerevisiae consiste en aproximadamente el 85% de (1-3)-
glucano y el 3% de (1-6)-glucano (Kim, 2006). Los glucanos representan el 50-60%
de la composicion de la pared celular, las manoproteinas y la quitina representan el
35-40 % y el 1-3 %, respectivamente (Kwiatkowski, 2012).

1.3 Métodos de extraccion de betaglucanos

1.3.1 Extraccion por medio de agua caliente a presion

Es el método tradicional para extraer polisacaridos, debido a su bajo costo (Nie,
2018). Es una técnica queutiliza agua liquida como solvente de extraccion a
temperaturas superiores.al punto de ebullicion del agua (100 °C/373 K, 0.1 MPa a
nivel del mar), pero por debajo de su punto critico (374 °C/647 K, 22.1 MPa a nivel
del mar) (Plaza, 2015). La alta temperatura y presion pueden aumentar la solubilidad
de los compuestos de interés, asi como disminuir la viscosidad y tension superficial
del disolvente, permitiendo una mejor penetracion en la matriz de la muestra (Yuan,
2019). El tiempo y la temperatura de extraccién, asi como la relacion entre el volumen
de agua y el peso de la materia prima son importantes en este proceso.
Normalmente, los lipidos y otras sustancias de bajo peso molecular se eliminan
primero con etanol al 95 % (v/v). Luego, el residuo que contiene los polisacaridos se
seca y se extrae el betaglucano con agua hirviendo varias veces. Finalmente, los

liquidos de extraccion se separan y se recogen por centrifugacion (Nie, 2018).



1.3.2 Extraccion alcalina

La materia prima se mezcla con una solucion de NaOH a pH de 9.0-10.0. Luego se
neutraliza, se concentra mediante centrifugacion y se precipita con etanol al 75 %
(v/v) a 4 °C durante 24 h. Después se desproteiniza para producir un extracto
purificado, se dializa y finalmente se liofiliza para obtener el polisacarido deseado
(Sun, 2018).

1.3.3 Extraccion acida

Se extrae el polisacarido con un acido mineral a pH 2.0 con calentamiento para la
degradacion de la pared celular de la levadura. Después de la aciddlisis la solucion
se neutraliza con NaOH a temperatura ambiente, seguido de centrifugacion para
obtener un sobrenadante; el sobrenadante se dializa, seguido de liofilizacién para
obtener el betaglucano (Sun, 2018; Zheng, 2019).

1.3.4 Ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (UAE por sus siglas en inglés) se puede definir
como la aplicacion de ondas ultrasonicas de alta intensidad para acelerar la
extraccion de un material solido en un solvente liquido. La mejora ultrasénica de la
extraccién solido-liquido se atribuye principalmente a las actividades hidrodinamicas
de la cavitacion acustica. Las fuerzas hidrodinamicas pueden causar la ruptura de
las paredes celulares y reducir la resistencia al transporte de moléculas a través de

las particulas sdlidas y al liquido, mejorando la extraccion (Cheung, 2013).

La UAE es-una técnica rapida y eficiente que se desarrollé para la extraccion de
polisacaridos. Como es bien sabido, la aplicacion de los UAE podria ofrecer muchas
ventajas, incluida la reduccion de disolventes, la temperatura y el tiempo de
extraccion. Se ha informado que la tasa de extraccion de los UAE esta correlacionada
con la potencia de ultrasonido por unidad de volumen de liquido, y la cinética de los
UAE depende en gran medida de la microestructura y morfologia de las particulas
sélidas, asi como a su grado de agregacion o dispersién en el liquido de extraccion
(Nie, 2018).



1.3.5 Extraccién asistida por enzimas

El principio basico de la extraccion asistida por enzimas es la ruptura de la pared
celular del material biologico al hidrolizarla utilizando una enzima como catalizador
en condiciones experimentales optimas, para liberar los componentes intracelulares.
El sitio activo de la enzima se une a la pared celular, esto hace que la enzima sufra
un cambio en su conformacion para que el sustrato se ajuste a su sitio activo, lo que
provoca una interaccion maxima entre los dos. La ruptura de los enlaces glicosidicos
debido a la actividad catalitica de la enzima libera asi los componentes activos de la
pared celular (Shamraja, 2018). Este método involucra bajas temperaturas y no
necesita solventes acidos o basicos que representarian un problema en su

disposicion que puede causar un dano ambiental (Nadar, 2018).

Hay dos enfoques posibles para la extraccion asistida por enzimas de polisacaridos:
el primero es el uso de enzimas que son capaces de destruir barreras bioldgicas, es
decir, la pared celular y las membranas para promover el aislamiento del polisacarido
deseable. El segundo consiste en el uso de enzimas que degradan parcialmente los
polisacaridos deseables en pequenos fragmentos para facilitar la extraccidon
(Shamraja, 2018).

1.3.5.1 Glucanex

La enzima de lisis de Trichoderma harzianum conocida también con el nombre de
Glucanex, es un complejo enzimatico que consta de varias isoenzimas que contienen
actividad de  B-1,3 glucanasa involucradas en hongos, bacterias o plantas.
Generalmente, esta enzima se usa para hidrolizar los oligosacaridos de la célula de

levadura para obtener B-glucano de la pared celular (Bey, 2016).

1.3.6 Extraccién ultrasonica asistida por enzimas

Dos de los principales tipos de alteracion celular son el método fisico (mecanico) y
quimico / enzimatico (no mecanico), estos métodos también se pueden usar en
combinacion entre si para lograr una sinergia (Tavanandi, 2018). Las extracciones
asistidas por enzimas combinadas con ultrasonidos, son un ejemplo de método

fisico-enzimatico, y se han desarrollado como nuevos métodos para la extraccion de



moléculas bioactivas (Tavanandi, 2019). Teniendo en cuenta la alta eficiencia de la
reaccion asistida por enzimas y la simplificacion de la operacion experimental, se
utiliza irradiacion ultrasonica para acelerar el pretratamiento enzimatico y lograr la
extraccion (Feng Li, 2017). La extraccion enzimatica asistida por ultrasonido (EEAU)
es un método novedoso que utiliza la hidrélisis enzimatica especifica a modo de
pretratamiento, posteriormente, acopla las ondas ultrasénicas que pasan a traves del
medio disolvente, produciendo una cavitacion acustica que da como resultado un

rendimiento de extraccién mejorado (Lin, 2020).

1.4 Métodos de purificacién de betaglucanos

Después de la extraccion de polisacaridos, las muestras podrian someterse a varios
pasos de purificacion para eliminar otras sustancias como proteinas, compuestos
fendlicos, monosacaridos, aminoacidos u otras moléculas relacionadas (Ruthes,
2015).

1.4.1 Precipitacion de proteinas
Las proteinas pueden eliminarse mediante precipitacion con acido tricloroaceético
(20%, p/v), mediante tratamiento con la enzima proteasa a 40 °C durante 1 h (pH 7.5)

utilizando el método Sevag, o por tratamiento con reactivo fendlico (Smiderle, 2013).

1.4.2 Tratamiento con solventes

El tratamiento con solvente mas comun es la precipitacion con 2 o 3 volumenes de
etanol frio. Este solvente deshidrata los polisacéaridos y los hace precipitar, separando
estas moléculas de alto peso molecular de las de bajo peso molecular. Ademas, los
D-glucanos en configuracién 3 suelen ser mas solubles en solventes apolares como
el dimetilsulféxido. Por lo tanto, el tratamiento con este solvente es un método
efectivo para separar los p-D-glucanos de otros polisacaridos o D-glucanos solubles
en agua (Ruthes, 2015).

1.4.3 Columna de fraccionamiento
Otra forma de obtener fracciones de polisacarido puro es el fraccionamiento en
columna. Los extractos crudos pueden contener varios polisacaridos con diferentes

tamanos moleculares. La cromatografia de exclusion por tamafo (SEC, por sus



siglas en inglés) es el método mas comun utilizado porque permite la separacion de
polisacaridos de acuerdo con su tamafo, y también permite la determinacién
posterior de su peso molecular. La cromatografia de intercambio i6nico también se
puede utilizar, especialmente para separar polisacaridos neutros de los cargados
(Zhu, 2015).

1.5 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (RSM por sus siglas en inglés), es una
técnica estadistica eficaz, puede investigar y optimizar procesos complejos cuando
las variables independientes tienen un efecto combinado sobre los valores de
respuesta. La principal ventaja de esta técnica es que se puede reducir
significativamente el numero de ensayos experimentales necesarios y aun asi reflejar
los efectos completos de las variables en un proceso (Huizen 2019). En este método
se evaluan multiples parametros con sus interacciones y a través de los datos
obtenidos, se genera un modelo matematico que pueda predecir los valores 6ptimos
de un proceso (Feng Li, 2017; Nadar, 2018). Actualmente, la RSM se utiliza como
una popular herramienta de modelado de simulacion para la prediccion de
condiciones de proceso para estudios cientificos y procesos industriales. Muchos
investigadores han utilizado la metodologia de superficie de respuesta para optimizar
los parametros del proceso a través del desarrollo de una ecuacion de regresion para
predecir una respuesta (Zhang, 2020) (Chelladurai, 2020). El disefio Box—Behnken
es un disefio _experimental para RSM que se puede utilizar para optimizar los
parametros del proceso para mejorar el rendimiento, la recuperacion y la rentabilidad.
Ademas, ha sido ampliamente utilizado en muchos estudios sobre extraccion de
componentes bioactivos (Zhang, 2020) Es un disefio cuadratico independiente, es
decir, que no contiene un diseno factorial incrustado o factorial fraccional. En este
disefo, las combinaciones de tratamiento estan en los puntos medios de los bordes
del espacio de proceso y en el centro. Estos disefios son rotativos y requieren 3
niveles de cada factor. Adicionalmente, ha probado ser mas eficiente y mas facil de
organizar e interpretar experimentos con este diseno en comparacién con otros
(Chen, 2014).



2. HIPOTESIS

La extraccion de betaglucanos de Saccharomyces cerevisiae mediante un proceso
enzimatico asistido por ultrasonido sera mas eficiente que los métodos
convencionales, debido a que en conjunto las enzimas favorecen el debilitamiento
de la pared celular de manera especifica y el ultrasonido completa el proceso de lisis

celular.
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3. OBJETIVOS

3.1 General
Desarrollar un procedimiento de extraccion enzimatica asistida por ultrasonido para
la extraccién y purificacion parcial de betaglucanos a partir de levadura agotada de

cerveza.

3.2 Especificos

A Determinar a través de un disefio experimental el efecto de la relacidon
betaglucanasa-levadura, tiempo, pH y temperatura sobre la hidrolisis de la
levadura y establecer los parametros optimos para el tratamiento enzimatico de
extraccion.

A Determinar mediante un disefio experimental el efecto del tiempo, amplitud y
relacion solido-liquido sobre la lisis de la pared celular de células de levadura por
medio de ultrasonido, y evaluar los parametros éptimos de extraccion asistida
por ultrasonido.

A Caracterizar los betaglucanos obtenidos del proceso de extraccion mediante
espectroscopia de infrarrojo y determinar la estructura celular de la levadura

mediante microscopia electrénica de barrido.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Crema de levadura Plasset, REX-1115 donada por la empresa RICAP (0.41 g de
proteina/g de célula de levadura), Glucanex (enzima de lisis de Trichoderma
harzianum, =10 unidades/g) (Merck, Darmstadt, Alemania), kit enzimatico 3-Glucan
Assay Kit: Yeast & Mushroom (Megazyme, Wicklow, Irlanda). Todos los demas

reactivos fueron de grado analitico y obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania).

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencion de células de levadura

Las muestras de levadura fueron obtenidas de crema de levadura, residuo del
proceso de fermentacion alcohdlica de la cerveza. Esta fue adquirida en forma de un
polvo de levadura, a la cual se le realizé el tratamiento EEAU para la extraccion de
los betaglucanos. Se hizo un recuento del numero de células de levadura utilizando
una camara de Neubauer (Bright light,-Horseham, PA, EUA) y una tincién con azul

de metileno para revisar la viabilidad de las células.

4.2.2 Disefio experimental
Para optimizar el proceso de EEAU se establecié una metodologia de superficie de
respuesta (MSR), bajo un disefio de Box-Behnken (DBB), el cual se hizo de manera

independiente; para la extraccion enzimatica y la extraccion enzimatica-ultrasonica.

Para el primer procedimiento de extraccién, se llevd a cabo un proceso enzimatico
para el debilitamiento de la pared celular de la levadura, para ello, se realiz6 un
disefio experimental Box-Behnken. Los cuatro factores seleccionados con tres

niveles fueron:

e La relacién betaglucanasa-levadura de 5, 10 y 15 %, representada por Xu.
e Eltiempo de reaccion de 1, 3 y 6 horas, representada por Xa.
e Latemperatura de la reaccion de 25, 30 y 37 °C, representada por Xa.

e ElpH delareaccion de 5,6y 7.5, representada por Xa.
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La variable respuesta (lisis celular) fue el contenido de proteina soluble liberada
después de cada tratamiento, la cual se midi6 por el método de Lowry (Lowry, 1951)
utilizando albumina de suero bovino como estandar. La codificacion de los niveles y

los factores para la extraccion enzimatica se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Codificacion de los factores de la extraccidén enzimatica con sus

respectivos niveles.

Caddigos de niveles

Factores Simbolo
-1 0 1
Relacién betaglucanasa-levadura (% p/p) X1 5.0 10.0 15.0
Tiempo (h) X 1 3 6
Temperatura (°C) X3 25 30 37
pH X4 5.0 6.0 7.5

Posterior a la lisis enzimatica, se realizd un procedimiento enzimatico-ultrasénico
para continuar con la ruptura de la pared celular de la levadura. Al igual que en la
primera extraccion, se realizd6 un disefio Box-Behnken, los tres factores
seleccionados con sus respectivos niveles (tres) fueron:

e Tiempo de sonicacion de 5, 10 y 15 min, representada por Xs.

e Proporcion sélido: liquido de 1:50, 1:125 y 1:200, representada por Xe.

e _Amplitud de 40, 55y 70 %, representada por Xz.

De la misma manera que en el proceso anterior, la variable respuesta (lisis) fue lisis
la proteina soluble liberada después de la ultrasonicacion. La codificacion de los
niveles y los factores de la extraccion enzimatica-ultrasonica se presentan en el
Cuadro 2.
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Cuadro 2. Codificacion de los factores de la extraccion ultrasénica con sus

respectivos niveles.

Cddigos de niveles

Factores Simbolo
-1 0 1
Tiempo de sonicacion (min) Xs 5 10 15
Relacion solido:liquido Xe 1:50 1:125 1:200
Amplitud (%) X7 40 55 70

4.2.3 Rendimiento de disrupcién celular (determinacion de proteina)

Una vez terminados los tratamientos enzimatico y ultrasonico, las soluciones
resultantes se centrifugaron a 4,000 rpm durante 15 min, y se determind la
concentracion de proteina soluble en el sobrenadante de la solucion utilizando el
método de Lowry, leyendo en un espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 10-
UV, Waltham, MA, EUA) a una longitud de onda de 750 nm. El rendimiento de
disrupcién celular se definié.como la relacion entre el contenido de proteina soluble

en el extracto y el contenido de proteina total en la suspension de levadura, usando

la siguiente ecuacion:

Pp — Py
LC =——7 X100
Pr — Py

Donde LC: rendimiento de disrupcién celular, Pp: proteina soluble después de la

disrupcion, Pa: proteina soluble antes de la disrupcion, Prt: proteina total, obtenida
por el método Kjeldahl (Nx6.25) (Kjeldahl, 1883).

La concentracion final se compard con la concentracion al comienzo de la reaccion.

La diferencia entre las concentraciones iniciales y posteriores a la reaccién son las

proteinas citoplasmaticas filiradas de la levadura lisada.
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4.2.4 Preparacion de células de levadura

Antes de iniciar con el proceso de extraccion, se llevo a cabo un lavado de la crema
de levadura para eliminar cualquier impureza remanente de su anterior
procesamiento. Para ello, se pesaron 0.5 g de crema de levadura en polvo y se
suspendieron en 50 mL de agua destilada, la suspension se dejo lavando durante
min en agitacion constante (180 rpm) y posteriormente se centrifugé a 4,000 rpm, 4
°C durante 15 min, desechando el sobrenadante. Este proceso se repitio tres veces
mas con la misma muestra.

Una vez finalizado el lavado, se determind el peso seco de la pasta humeda de
células de levadura, esto con la intencién de cuantificar la pérdida de masa a través
de los lavados. La determinacién de peso seco después del lavado se realizd por
triplicado y se establecio como la masa a tomar en cuenta para los procedimientos

futuros.
4.2.5 Extraccidon enzimatica asistida por ultrasonido (EEAU)

4.2.5.1 Extraccidén enzimatica

Para la extraccion enzimatica (EE) se siguio la metodologia propuesta por Feng Li,
2017, con algunas modificaciones. Se coloco la pasta de células de levadura en un
matraz volumétrico y se afladieron 130 mL de una soluciéon amortiguadora de fosfatos
a pH correspondiente (5, 6 o 7). Posteriormente se colocé la enzima litica “Enzima
de lisis” (“Lysing Enzyme” por su nombre en inglés), obtenida de Trichoderma
harzianum para la ruptura de la pared celular. Dicha enzima se adicion6 en las
diferentes concentraciones mencionadas en el disefio experimental (5.0, 10.0 0 15.0
% p/p seco de células de levadura), tomando en cuenta un peso de aproximadamente
0.2 g peso seco de células de levadura. La suspension se incub6é en un agitador
orbital probando diferentes temperaturas de acuerdo al disefio experimental (25, 30
o 37 °C) en agitacién constante durante 6 horas, tomando una alicuota al cabo de 1,
3 y 6 horas. Inmediatamente después de la toma de cada alicuota, se inactivo la
enzima llevandola a ebullicion durante 5 min, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y después se centrifugaron a 4,000 rpm, 4°C durante 15 min. A cada

sobrenadante obtenido se le midid el contenido de proteina soluble por el método de
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Lowry y se ley6 a una longitud de onda de 750 nm.
Los experimentos realizados para la extraccidn enzimatica obtenidos a partir del

software Minitab v. 18.0 (Proveedor Pensilvania, EUA), se presentan en el Anexo 1.

4.2.5.2 Extraccion ultrasonica

Para la extraccién ultrasonica (EU) se eligié la muestra con el mayor contenido de
proteina soluble obtenida del proceso enzimatico, dicha muestra se centrifugd a 4000
rpm, 4°C durante 15 min, finalmente se secé en una estufa a 40 °C durante toda la
noche (Felisa Horno AR — 290, Zapopan, JAL, MEX) hasta alcanzar peso constante.
La muestra seca se colocé en agua destilada acorde a la proporcion solido-liquido
propuesta en el disefio experimental (1:50, 1:100 y 1:200). Las muestras se
sonicaron utilizando un procesador ultrasénico (Vibracell Sonics, vex500, Newtown,
CT, EUA) las variables utilizadas en este experimento fueron amplitud (40, 55y 70
%) y tiempo (5, 10 y 15 min). El equipo se programé con pulsos de 40 segundos y
descansos de 20 segundos, la suspension se mantuvo en bafio de hielo durante todo
el procedimiento. Al finalizar la sonicacion, la solucién fue centrifugada a 4000 rpm,
4 °C durante 15 min, se determiné la proteina soluble en el sobrenadante mediante
el método de Lowry y la pastilla celular fue secada en estufa a 40 °C durante toda la
noche. Los experimentos realizados para la extraccion ultrasonica se encuentran en

el Anexo 2.

4.2.6 Determinacién de proteinas por el método de Lowry

Al finalizar cada etapa de la extraccion, se determiné la concentracion de proteina
soluble en el sobrenadante de las suspensiones utilizando el método de Lowry. La
concentracion de proteina final se comparé con la concentracién al comienzo de
extraccion. La diferencia entre las concentraciones iniciales y posteriores a las

extracciones son las proteinas citoplasmaticas filtradas de la levadura lisada.

4.2.7 Modelo de optimizacién
Los resultados de proteina soluble de ambas extracciones permitieron la obtencion
de un modelo para la prediccion de los experimentos 6ptimos, basandose en aquellas

combinaciones que resultasen en una mayor cantidad de proteina soluble después
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de cada tratamiento. Los modelos para las extracciones EE y EEAU se construyeron

con base en la Ecuacion 1:

Y = By + Z B X; + Z By XE + Z Bii X X; + € (1)

Donde (o es un valor de compensacion; fi es el efecto lineal del factor de entrada Xi;
Bii es el efecto cuadratico del factor de entrada Xi y Bij es el efecto de interaccion lineal

entre el factor de entrada Xi y Xj (Myers, 2009).
Para la validacion del modelo se utilizé la siguiente ecuacion:

Error porcentual absoluto medio:

n

1 —
MAPE = = Z |u| +100 2)
T = y

Donde, n es el numero de experimentos/ datos, y es el valor real y y es el valor
predicho. Valores pequefios del error porcentual absoluto medio (MAPE por sus

siglas en inglés), asi como un valor de R? alto indican una mejor precision del modelo.

4.2.8 Determinacion de betaglucano

Después de la validacion del modelo, se determind el contenido de betaglucano del
experimento 6ptimo, de acuerdo con el método de McCleary y Glennie-Holmes
(1985), utilizando el kit enzimatico B-Glucan Assay Kit: Yeast & Mushroom

(Megazyme, Wicklow, Irlanda) (Borchani, 2014).

4.2.9 Calculo del rendimiento del betaglucano producido.
El rendimiento de sdélidos de los betaglucanos producidos se calculé como el
porcentaje de peso seco de los betaglucanos obtenidos después de la EEAU

(precipitado secado en la estufa) a partir del betaglucano total contenido en la
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levadura gastada sin tratamiento alguno (Varelas, 2016).

4.2.11 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Se determind el andlisis de estructura por FT-IR modelo LabRAM IR? (HORIBA Jobin
Yvon, Kioto, Japon) 32 escaneos, con resolucion de 4 cm™' en un rango 400 a 4000

cm™.

4.2.12 Microscopia electronica de barrido (MEB)
Se determind la modificacion en la estructura celular de la levadura después de cada
extraccién utilizando un microscopio electronico de barrido (EVO-50, Carl Zeiss

UltraPlus, Oberkochen, Alemania).

4.2.13 Andlisis estadistico
Todas las pruebas se realizaran por triplicado. Para para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas “ entre las medias de los factores

experimentales se utilizé la prueba de ANOVA (p<0.05).
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5. RESULTADOS

5.1 Conteo y viabilidad celular

La viabilidad de las levaduras previa al tratamiento de extraccion de betaglucanos,
se muestra en la Figura 2, en donde las células de levadura tefiidas con azul de
metileno indican muerte celular. En la micrografia se observa que todas las células

presentes en la muestra estan muertas.

()
) e °

~ () .o.‘u ."‘
Se N

Figura 2. Viabilidad celular. Micrografia 100x.

5.2 Obtencion de modelos para el calculo de la proteina soluble

De la Ecuacion 1 se obtuvo el modelo para la EE (Ecuacién 3):

Y (%) = —2282 + 2536X; + 59.2X, = 4.3X; + 707.6X, — 6914X% — 3.10X2 + 0.176X2% —

2.26X,X, (3)

Donde Y es proteina soluble, X1 es la concentracion de enzima, Xz el tiempo de
enzimdlisis, X3 la temperatura y X4 el pH a las cuales se lleva a cabo la reaccion.

De igual manera se obtuvo el modelo para la EEAU (Ecuacion 4):

Y (%) = —365 + 426.2X5 — 9.2X, — 32.15X, — 10.26XZ + 0.158XZ + 0.08411X2 —

2.434XsXs — 0.2162X5 X, + 0.2345X, X (4)

Donde Y es proteina soluble, Xs es el tiempo de sonicacion, Xe la amplitud y Xz

relacion sélido: liquido.

5.3 Superficie de respuesta en el rendimiento de lisis celular

Las interacciones entre las variables con la relacion entre las respuestas y los niveles
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experimentales de cada variable se ilustran mediante las graficas de superficie de
respuesta (Figura 3). En el presente estudio, los resultados del analisis de
significancia mostraron que las variables independientes: concentracion de enzima,
tiempo de enzimdlisis, temperatura y pH fueron significativas (p<0.05) para el modelo
enzimatico, asi como el tiempo de sonicacion, amplitud y relacion solido: liquido

fueron significativas para el modelo ultrasonico.

En la Figura 3A, se muestra la cantidad de proteina soluble cuando las variables de
concentracion de enzima y tiempo de enzimdlisis se encuentran en conjunto. Como
puede observarse, la mayor cantidad de proteina soluble obtenida al evaluar estas
dos variables es cuando ambas se encuentran en el valor maximo de su rango
experimental. Por lo que, a mayor concentracién de enzima y mayor tiempo de
reaccion, se obtendra un mayor contenido de proteina. Algo similar sucede en la
Figura 3B, donde el mayor contenido de proteina soluble se obtuvo cuando las
variables concentracion de enzima y temperatura se encontraban en su valor maximo
de su respectivo rango de operacién. En el caso de la Figura 3C, el mayor contenido
de proteina soluble se obtuvo cuando la variable tiempo de enzimdlisis estaba en su
maximo nivel de operacidn, mientras que la variable pH quedd en un valor central del

rango experimental.
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Figura 3. Graficas de superficie de respuesta para proteina soluble. (A) efecto de la
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En la Figura 4A se encuentra la cantidad de proteina soluble cuando las variables Xs
(tiempo) y Xe (amplitud) se encuentran en conjunto. En esta grafica se puede
observar que el mayor contenido de proteina se obtiene cuando la amplitud se
encuentra en su maximo valor experimental, mientras que en la variable tiempo se
encuentra en un valor mas cercano al nivel intermedio del rango experimental. En la
Figura 4B, se muestra la interaccion de las variables concentraciéon de enzima y
temperatura, la relacion sdlido-liquido se encuentra en los dos extremos de su rango
experimental, indicando que ya sea a un nivel minimo o0 maximo-de volumen, se
liberara la mayor cantidad de proteina soluble mientras que la variable tiempo se
encuentre en su maximo valor. Por ultimo, la Figura 4C, muestra las interacciones
entre las variables tiempo y temperatura, donde se puede observar la mayor cantidad
de proteinas solubles en tanto ambas variables se encuentren en niveles similares
de sus respectivos rangos experimentales, es decir, la combinacién de los valores

minimos de tiempo y temperatura, o sus opuestos; ambos valores maximos.
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Y: Proteina soluble (ug/mL)
Y: Proteina soluble (ug/mL)

Y: Proteina soluble (ug/mL)

Figura 4. Graficas de superficie de respuesta para proteina soluble. (A) efecto del
tiempo y la amplitud en el rendimiento de proteina soluble con valor de relacién
solido-liquido constante (1:125). (B) efecto del tiempo y la relacion solido-liquido en
el rendimiento de proteina soluble con valor de amplitud constante (55 %). (C)
efecto de la amplitud y la relacion sélido liquido en el rendimiento de proteina
soluble con valor de tiempo constante (10 min).
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5.4 Validacion del modelo de optimizacion

Los datos obtenidos a través del disefio experimental de Box-Behnken, fueron
ingresados al software estadistico Minitab para obtener una optimizacion de la
variable respuesta siguiendo los valores experimentales de las variables establecidos
inicialmente. De acuerdo al programa, la respuesta 6ptima de proteina soluble es de
460.11+£3.3 pg/mL para la extraccion enzimatica, siguiendo un proceso de 6 horas,
con 15 % de enzima a 37 °C y pH 6.28. Mientras que para el proceso ultrasénico se
obtuvo una concentracion 6ptima teérica de 1050.941£23.3 ug/mL con una amplitud

de 40 %, tiempo de 15 min y relacién soélido liquido de 1:50.

Los datos obtenidos de manera experimental resultaron ser de 463.8+2.1 ug/mL para
el tratamiento enzimatico, mientras que para el proceso enzimatico-ultrasonico se
obtuvo una concentracion de 1041.7+6.1 yg/mL: El valor de MAPE obtenido en los
modelos tedricos fue de 3.30 para la EE, con una R? igual a 96.97 %, en cuanto a la
EEAU, se obtuvo un valor de MAPE de 23.35 y un valor de R? de 99.18 %.

5.5 Determinacion de betaglucano

Se determiné que el 42.31£1.3 % p/p de los 90 mg de la muestra control resulté ser
betaglucano. En cuanto a las muestras procesadas, se determin6é que de 90 mg de
muestra obtenida por EE, el 34.5+3.2 % p/p eran betaglucanos, mientras que para el

mismo peso extraido a través de EEAU, se obtuvo un contenido del 33.2+2.5 % p/p.

5.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La Figura 5 muestra los espectros representativos en la regién de 800-1800 cm'de
cada fase del proceso de EEAU, en donde se observaron picos en diferentes puntos
clave para la identificaciéon de betaglucanos. Los picos mas remarcables para la
identificacion de betaglucanos se identificaron en la regién de 1029-1130 cm™', asi
como los picos en 1580, 1627 cm™', paralelamente también se detectaron regiones
especificas que ayudan en la identificacion de los carbohidratos de interés, estas
fueron: 100-800, 1500-1800 y 3000-3700 cm™".
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Figura 5. Espectro de FT-IR de levadura sin procesar (color azul), levadura con
proceso enzimatico (color naranja) y levadura con proceso ultrasénico (color
amarillo). (El espectro del proceso ultrasonico se obtuvo de una muestra a la que
previamente se le realizo el tratamiento enzimatico).

5.6 Microscopia electronica de barrido (MEB)

En la Figura 6 se muestra la micrografia de células gastadas de levadura y de los
diferentes procesos de extraccion de betaglucanos. La Figura 6A corresponde a las
células de levadura sin tratamiento alguno, en ella se observan células de forma
esférica, algunas incluso en etapas de gemacion. La superficie de la mayoria de ellas
se encuentra sin alteraciones, conservando en esencia la forma tipica de las
levaduras, también puede observarse que algunas células conservan una alta
turgencia. En la Figura 6B se encuentran las células después de la EE, como puede
observarse, la estructura celular se deformo con respecto a las de la Figura 6A. En
este paso del proceso, las células presentan una forma irregular, similar a un évalo,
algunas de ellas pueden notarse con poros o dafios en la superficie. En la Figura 6C,
se observan células lisadas, contraidas, completamente perforadas, algunas

conservan un contorno de lo que en un momento era una forma ovoide, mientras que
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otras no poseen una estructura o forma definida. Las paredes celulares que
mantienen su esqueleto, presentan multiples poros en su superficie, asi como un

marcado desgaste.

FCN-UAQ

o F e £
Zpsicd, 2081 High Vacuym FCN-LAG

Figura 6. Microscopia electrénica de barrido de células gastadas de levadura A)
células sin tratamiento alguno, B) Células después de tratamiento enzimatico, C)
Paredes celulares después del tratamiento enzimatico-ultrasénico.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Conteo y viabilidad celular

Las células vivas contienen enzimas capaces de reducir el azul de metileno a
compuestos incoloros. Cuando las células estan inmersas en azul de metileno, este
penetra dentro de las células y las enzimas de las células vivas lo decoloran. Las
células muertas, donde la enzima es inactiva, no presentan esta capacidad de reducir
el colorante y, por consiguiente, permanecen tefiidas de azul. Lo cual se observé en
la prueba de viabilidad celular (Figura 2). El porcentaje de células no tefidas es
entonces una mediada de la viabilidad (Araoz et al., 2016), que en este caso en
particular es de 0 %, puesto que son levaduras “agotadas” por el proceso de

fermentacion para elaboracién de cerveza.

6.2 Analisis estadistico y ajuste de modelos

El coeficiente de determinacion R? para la extraccion enzimatica fue igual a 0.9697,
lo que indica que el modelo es capaz de predecir la variabilidad de respuesta en un
96.97 %, en otras palabras, el modelo se adapta de manera exacta al
comportamiento del fendbmeno experimental. Para la extraccion ultrasénica, en
cambio, se obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.992, lo que sugiere que el
modelo se adapta en un 99.2 % al fendbmeno experimental establecido, prediciendo
de manera exacta la variabilidad de respuesta. Estos valores obtenidos reafirman

una buena precision.

6.3 Analisis de superficie de respuesta en el rendimiento de lisis celular

En las graficas de superficie de respuesta se muestran distintas tonalidades a través
del mapa de superficie, indicando la cantidad de proteina soluble. El color rojo indica
los puntos de las variables en los cuales se puede obtener la mayor cantidad de
proteina soluble, y el color azul para las combinaciones de variables con menor
rendimiento. Lo ideal seria que el punto maximo de proteina se encontrara al centro

de la superficie, indicando el punto exacto donde se obtiene el mayor rendimiento.

Como puede observarse en todas las graficas de superficie de respuesta, no se

encuentra dicho punto al centro, sino que las tonalidades que mas se acercan al color
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rojo se encuentran en diferentes orillas de los mapas de superficie, indicando que
existen rangos experimentales mas amplios en los que se puede obtener la maxima
cantidad de proteina que los que se habian establecido inicialmente en el modelo. Si
bien, el modelo permite optimizar el proceso proporcionando la mejor combinacién
posible para obtener un maximo rendimiento de proteina segun los niveles
proporcionados, también posibilita hacer extrapolaciones que permitan explorar
nuevos valores en las variables independientes, y asi poder obtener un rendimiento
aun mayor de lo que se habia predicho de manera inicial. Lo ideal seria establecer
los limites para cada caso y hacer las combinaciones mas convenientes dependiendo

de estas limitantes.

En la Figura 3A, se muestra un incremento de la proteina soluble respecto al
incremento del tiempo y la concentracién de enzima. Esto indica que, trabajando la
enzima en su maxima concentracion, se necesitan de tiempos prolongados para
conseguir la mayor lisis posible. Lo anterior podria significar que la concentracion de
enzima no es suficiente para cubrir todo el sustrato presente, o bien, que el tiempo

de reaccion es insuficiente para que la enzima actue en su maxima actividad.

Cuando la concentracion de la enzima es significativamente menor que la
concentracion del sustrato, la velocidad de una reaccion catalizada por enzima
depende directamente de la concentracion de la enzima. Por lo que la velocidad de
reaccion solo aumentara a medida que aumente la concentracion del catalizador (Liu,
2020). No obstante, el aumento de la concentracion de enzima acelerara la reaccién
siempre que haya sustrato disponible para unirse. Una vez que se une todo el
sustrato, la reaccion ya no se acelerara, ya que no habra nada a lo que se unan las
enzimas adicionales. Por otra parte, también se considera la posibilidad de que exista
un exceso de sustrato al momento de realizar la reaccion. Segun Waldrop (2020)
emplear concentraciones muy altas de sustrato puede inhibir la actividad de una
enzima. Si bien las enzimas funcionaran mejor si hay mucho sustrato, puesto que a
medida que aumenta la concentracion del sustrato, también lo hace la tasa de
actividad enzimatica. Sin embargo, la tasa de actividad enzimatica no aumenta para

siempre (Scanlon, 2018). Esto se debe a que una solucion de enzima tiene un
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numero fijo de sitios activos a los que se pueden unir los sustratos. A altas
concentraciones de sustrato, todos estos sitios pueden estar ocupados por sustratos
y saturar el catalizador, resultando en una insuficiencia de moléculas de enzima

disponibles para descomponer el exceso de moléculas de sustrato (Waldrop, 2020).

Analizando este comportamiento, se podria considerar el aumento de ambas o una
sola variable mas alla de los limites establecidos, esto con el objetivo de aumentar el

rendimiento de proteina.

Aprovechando las ventajas de la MSR, se realizaron extrapolaciones de las variables,
en donde se identific6 una combinacidn en la que 'se podria obtener una
concentracion de proteina soluble muy similar a la del 6ptimo tedrico. Segun el
modelo, si se deseara disminuir el tiempo de reaccion, seria necesario aumentar la
concentracion de la enzima al 20 % p/p, la temperatura a 42 °C y el pH mantenerlo
en 6.28, con estas condiciones, se reduciria el tiempo de reaccién a la mitad (3 h) y

se obtendria una concentracion de proteina soluble de 459.59+3.3 pg/mL.

Por el contrario, si lo que se desea es reducir la concentraciéon del complejo
enzimatico utilizado, el modelo. muestra una posibilidad de aumentar la temperatura
a 42 °C, el tiempo de reaccion a 7.5 h, y mantener el pH de 6.28, dicha combinacion
lograria disminuir la concentracion de enzima a un 10 % p/p. Sin embargo, con esta
combinacion solo se conseguiria un rendimiento de 430.44+3.3 pg/mL de proteina
soluble. Como puede observarse existen multiples posibilidades, pero se hace
hincapié en-los requerimientos con los que dispone el analista para realizar el
proceso. Adicionalmente, es importante hacer énfasis en las limitaciones del material

bioldgico, por ejemplo, en el caso de la reduccion del tiempo de reaccion,

Es posible que al aumentaren cierto punto la concentracion de la enzima, esta pueda
inhibirse a ella misma, con lo cual se perderia actividad, y, por ende, rendimiento en
la proteina soluble. Lo mismo sucede si se realizara un incremento del tiempo para
lograr la reduccién de enzimas. Donde es posible que no sea suficiente la cantidad
de enzima para el sustrato empleado, o bien, pasado un largo periodo de incubacién,

pierda su actividad antes de terminar tiempo programado (Scanlon, 2018).
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En la Figura 3B, el degradado de colores indica que la mayor concentracion de
proteina soluble se obtiene a partir del maximo nivel de tiempo y temperatura
establecidos. Pese a ello, al estudiar el comportamiento de la variable respuesta
aumentando la concentracion de enzima a su maximo nivel (15 % p/p), se puede
observar que la cantidad de proteina podria aumentar mas alla del maximo obtenido
si se incrementara cualquiera de las dos variables o ambas. Mediante el modelo, se
hicieron predicciones para cualquiera de los casos, en donde se mostré que para
conseguir una cantidad de proteina similar al é6ptimo tedrico a través de un aumento
unicamente en la variable tiempo, se necesitan de 7.5 horas para conseguir una
concentracion de proteina soluble de 458.00+3.3 pg/mL. Segun las predicciones del
modelo, después de 7.5 horas comienza un decremento en el rendimiento de
proteina, por lo que este valor tendria que ser cuidadosamente probado en disefios
experimentales futuros. Ahora bien, si solo se aumentara la temperatura
manteniendo constantes el resto de condiciones, se obtienen predicciones de altos
contenidos de proteina respecto al aumento en la temperatura. De acuerdo a
Choudhury (2020) la velocidad de una reaccién catalizada por enzimas aumenta a
medida que aumenta la temperatura. Sin embargo, a altas temperaturas, la velocidad
tiende a disminuir debido al-cambio en la estructura tridimensional de la enzima,
conocido como desnaturalizacion. Este cambio provoca la inactivaciéon de la enzima
y pierde su funcionalidad (Liu, 2020). Por ello, es vital tomar en consideracion los
requerimientos del complejo enzimatico, puesto que un aumento drastico en la
temperatura podria provocar la desnaturalizacion de las enzimas, lo cual resultaria

en rendimientos bajos de proteina.

Por otra parte, al extrapolar ambas variables (tiempo y temperatura) en el modelo, se
obtiene un rendimiento de 496.52+3.3 pg/mL de proteina soluble, en condiciones de
10 h de reaccion y temperatura de 45 °C. Si bien este rendimiento supera al valor
optimo tedrico, habria que analizar estos niveles de manera experimental para

comprobarlo.

Por su parte, la Figura 3C, se encuentra en el rango apropiado para la variable de

pH, puesto que no existe un cambio favorable en el rendimiento de proteina soluble
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hacia ninguno de los dos extremos de los niveles, esto se debe a que las enzimas
tienen un pH 6ptimo, o un intervalo de pH, en el que su actividad es maxima; a valores
superiores o inferiores de pH la actividad disminuye (Nelson, 2018). La pérdida de su
actividad se atribuye a que ciertas enzimas tienen grupos ionizables en sus sitios
activos y estos grupos ionizables deben estar en una forma adecuada (acido o base)
para funcionar (Amiour, 2016) Las variaciones en el pH del medio dan como resultado
cambios en la forma ionizable del sitio activo y cambios en la actividad de la.enzima
y, por lo tanto, en la velocidad de reaccion. Los cambios en el pH también pueden
alterar la forma tridimensional de la enzima (Liu, 2020). En algunos casos, el sustrato
puede contener grupos ionizables y el pH del medio afecta la afinidad del sustrato
por la enzima Por estas razones, las enzimas solo estan activas en un cierto rango
de pH (Choudhury, 2020). La fuerte limitante de la variacién del pH restringe, por lo
tanto, a realizar una variacion en el tiempo del proceso, o bien la variacién de los
otros factores en cuestion en caso de querer aumentar el rendimiento de proteina

mediante extrapolaciones.

Como se observo en la Figura 4A, la mayor cantidad de proteina obtenida empleando
una relacion solido-liquido con-un valor experimental intermedio (1:125), se obtenia
cuando la amplitud utilizada estaba en su maximo nivel. La amplitud representa la
distancia a la que la punta del sonicador puede fluctuar longitudinalmente vy, al
aumentar la amplitud, también aumenta la intensidad de la cavitacion dentro del
liquido (Jamileh, 2020). Por lo tanto, de manera inicial, podria preverse que un
aumento en-a amplitud resultaria en un mayor contenido de proteina, esto, sin tener
que realizar una extrapolacion en el tiempo, puesto que, en esta variable, el valor
optimo ya se encuentra en el rango adecuado. A través del modelo se realizaron
extrapolaciones donde se modificé la amplitud para observar el comportamiento de
la variable respuesta. Al analizar los resultados, se concluyé que aun con el maximo
aumento posible en la amplitud (100 %) no es posible igualar la concentracién de
proteina del éptimo tedrico, y ya que esto conlleva un aumento en la intensidad del
proceso, no se considera la opcidon mas viable. Por lo que seria necesario tomar en

consideracion el factor restante, que es la relacion solido-liquido para notar un
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cambio significativo en la variable respuesta.

En la Figura 4B, es posible visualizar dos posibles combinaciones en la variable X7
(relacién solido-liquido), ya que en el mapa de superficie se muestran dos extremos
con direccidon hacia tonalidades rojas, indicando que existen dos diferentes 6ptimos
dependiendo del nivel de la variable. Lo anterior ocurre porque existe una relacion
directa con la amplitud, la cual tiene una mejor interaccion con la variable ratio al
estar las dos en su valor maximo o minimo. Por consiguiente, es. importante
considerar la sinergia de estas dos variables y la dependencia de la variable

respuesta ante sus aumentos o disminuciones de manera proporcional.

Ahora bien, si se analiza la grafica considerando un valor intermedio de la amplitud
(55 %), se puede identificar que empleando una relacion sélido-liquido de 1:200 y
tiempo de 12 min, se obtiene menos proteina que si el proceso se llevara a cabo con
la relacién solido-liquido minima de 1:50 y un tiempo de 14 min. Lo anterior conduce
a optar por la segunda opcion, ya que se requiere un minimo de amplitud y el

incremento del tiempo a utilizar es muy bajo.

En contraste con el analisis previo, Al analizar las interpolaciones que construyen el
mapa de superficie, se encontré una combinacion de variables que presentaba un
contenido de proteina superior al 6ptimo tedrico. Las condiciones requeridas para
lograr este contenido consistieron en una relacion solido-liquido de 1:200, amplitud
de 70 % y tiempo de 10.4 min, resultando en una concentracién de proteina igual a
1083.71£23.3 pg/mL. Estas condiciones podrian considerarse las mejores de
manera-tedrica, ya que, por ejemplo, para la relacion sélido-liquido se considera que
entre mayor sea esta, se asegura una mezcla homogénea que permite la penetracion
del solvente en las partes internas de las células. Ademas, de manera general, un
mayor volumen de disolvente puede disolver los compuestos objetivo de manera mas

eficaz y dar como resultado un mejor rendimiento de extraccion (Dhiraj, 2017).

Si bien, se libera un poco mas de proteina en menos tiempo, es necesario llegar al
limite superior de las otras variables, y dado que el modelo toma en consideracién

realizar el menor gasto de recursos posible para determinar el valor 6ptimo, lo mas
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conveniente es utilizar valores de relacion solido-liquido y amplitud pequefios y
tiempos de 15 min. Debido a las pequeinas cantidades de muestra con las que se
trabajo, fue dificil trabajar con valores de la relacion solido-liquido mas bajos, sin
embargo, al emplear muestras de mayor tamano, podrian tenerse aproximaciones

mas precisas sobre un optimo tedrico a relaciones sdlido-liquido mas pequenas.

Una situacion similar sucede para el caso de la Figura 4C, donde existen dos posibles
combinaciones para obtener el mayor rendimiento de proteina soluble. En este caso
se puede encontrar un alto rendimiento cuando la amplitud y la relacion solido liquido
se encuentran en conjunto en sus niveles maximos o minimos. En esta interaccion
es necesario considerar el ahorro de recursos, por lo que se podria suponer que la
mejor combinacién es cuando ambas variables se encuentran en sus valores de
operacion minimos. Esto se comprueba al revisar |las interpolaciones proporcionadas
por el modelo, donde, como se menciono anteriormente, se da prioridad al ahorro de
recursos fisicos y energéticos, resultando en la determinacion de amplitud y relacion

solido-liquido bajas; 40 % y 1:50, respectivamente.

6.4 Experimentos de verificacién de EEAU

Para la produccién de betaglucano, se deben preparar las paredes de las células de
levadura. Estos se obtienen después de que la célula de levadura se lisa 0 se rompe
y el citoplasma de la célula fluye hacia afuera (Feng Li, 2017). La lisis o rotura de las
células de levadura se logra con un procedimiento fisico (sonicacion,
homogeneizacion), quimico (alcali, acido) y/o enzimatico (enzimas liticas,
glucanasas) (Bzducha, 2014). En un paso posterior, las paredes celulares de
levadura ' obtenidas deben purificarse, retirando en primera instancia las
manoproteinas y luego los lipidos. Con la eliminacién progresiva de las proteinas se

da lugar a diferentes fracciones de betaglucano purificado.

En los procesos quimicos mas comunes (alcali), el propdsito de la extraccion es
hidrolizar y solubilizar las proteinas celulares, acidos nucleicos, mananos, glucano
soluble y lipidos polares. La extraccion se completa con la eliminacion de glucégeno,
quitina y proteinas restantes con acido (Varelas, 2016). En comparacion con el
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proceso quimico, en la EUAE la degradacién de proteinas y otros componentes
celulares se obtiene mediante la implementacion de enzimas especificas, seguido de
separacion de las partes celulares (centrifugacion), y sonicacién para terminar de

perforar las células y solubilizar los componentes no deseados.

En este estudio se utilizé la EEAU para la extraccion de betaglucano y se optimizé
mediante la metodologia de superficie de respuesta, utilizando un disefio de Box-
Behnken. Las condiciones experimentales éptimas se determinaron ingresando los
datos de los experimentos preliminares al software estadistico Minitab. Se
proporciond un disefio experimental 6ptimo tedrico para cada tipo de extraccion, con
el cual, se obtendria la mayor cantidad de proteina (mayor porcentaje de lisis celular)
utilizando la mejor combinacién posible de los niveles experimentales establecidos.

Todo esto considerando el menor gasto de recursos y reactivos posible.

En esta extraccion, la especificidad y selectividad de la enzima estan influenciadas
por multiples factores como la temperatura, el tiempo, el pH y la concentracién de la
enzima. Ademas, es necesario el uso de condiciones Optimas de reaccion de la
enzima para obtener la mayor actividad hidrolitica. En la mayoria de los casos, se
utiliza una combinacién de enzimas para ampliar el rango de actividades y mejorar
la eficiencia de la extraccibn (Mena-Garcia, 2019). Para los fines de esta
investigacion, se escogié el complejo enzimatico Glucanex que contenia tres

enzimas diferentes que ayudarian en la ruptura de la pared celular.

Los valores teoricos de las variables que dieron un rendimiento optimizado de
proteina- soluble; obtenidos a través del software (mencionados en la seccion de
resultados), fueron muy similares a los valores que presentaron un mayor contenido
de proteina en los experimentos iniciales. Lo anterior puede explicarse a través de la
seleccion de los niveles en los experimentos iniciales. Parte de la seleccion se baso
en los niveles éptimos establecidos en los manuales del material biolégico usado;
por ejemplo, para la temperatura, se establecié un rango que comprendiera las
temperaturas 6ptimas de cada enzima que componia el complejo de Glucanex, y se
determind que 37 °C era la temperatura mas eficiente, esto es debido a que a esa
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temperatura existe mayor actividad proteasa y celulasa, por consiguiente, existe un
mayor debilitamiento de la pared celular. Lo mismo sucedié con el pH, en donde se
determiné el valor intermedio del rango experimental (pH 6) como el éptimo, ya que
se liberaba una mayor cantidad de proteina al medio. Al igual que en la temperatura,
este pH corresponde a la mayor actividad proteasa, por lo que, al utilizarlo_en
combinacion con la temperatura mas eficiente, se obtuvo un mayor debilitamiento de
la pared. Esta combinacion de variables que priorizan la actividad proteasa por sobre
las otras, se puede sustentar si se revisa la estructura de la célula de levadura y el
proceso necesario para lisarla. La parte externa contiene principalmente
manoproteinas que estan densamente empacadas y limitan la permeabilidad de los
solutos (Alcazar, 2016) Las células de Saccharomyces cerevisiae son muy
resistentes y, debido tanto al grosor como la rigidez de la pared celular, la sonicacion
no es suficiente para romperlas. Sin embargo, la estructura de la pared celular
cambia después de la eliminacibn de manoproteinas, que contribuyen a su
resistencia mecanica y le confieren resistencia a la presion externa. Ademas,
después de la eliminacion de las manoproteinas, el f-D-glucano se hincha, alterando
su compacidad, lo que también conduce a una disminucion de la resistencia
mecanica de la pared celular (Magnani, 2009). Ademas de ser rapido y econémico,
la sonicacién también elimina la necesidad de quimicos potencialmente dafinos para
el medio ambiente.-Segun Xing et al., (2018) la sonicacidén ayuda en la eliminacion
de impurezas, como las porciones amorfas de (1-6)-B-D-glucano, que quedan

atrapadas entre las fibrillas del glucano en la pared celular.

En la extraccion asistida por ultrasonido, se aumenta la permeabilidad de la pared
celular, permitiendo una mayor penetracién del solvente en la pared celular, lixiviando
biomoléculas hacia la fase liquida, dando como resultado un rendimiento de
extraccion mejorado (Rao, 2015). De acuerdo a Mohit (2021) la extraccion asistida
por ultrasonido opera segun el principio de cavitacidn acustica, que dafia las paredes
celulares de la unidad experimental y, por lo tanto, ayuda en la liberacién de

compuestos bioactivos.

Las ondas de ultrasonido pueden propagarse a través de cualquier medio como una
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onda mecanica dentro de un rango de frecuencia de 20 kHz a 100 MHz. La
exposicion de dichas ondas de ultrasonido al medio solvente produce pequenas
burbujas llenas de vapor, ocasionando un fendbmeno conocido como cavitacién.
Cuando estas burbujas crecen mas alla de cierto tamafo, se conduce a su explosién,
resultando en altas presiones y temperaturas localizadas (Arvayo-Enriquez et al.,
2013; Nadar, 2016). Al momento de que las burbujas colapsan cerca de la superficie
de la pared celular, la alta presién y temperatura liberadas generan chorros de liquido,
causando que las fuerzas de cizallamiento se dirijan hacia la superficie de la pared
celular. Estos chorros de liquido, asi como las fuerzas de cizallamiento involucradas
en el proceso causan dafo fisico a la integridad de la pared o membrana celular,
alterando los enlaces de hidrogeno y atracciones dipolares entre las moléculas para
aumentar el grado de hidrdlisis de proteinas 'y compuestos proteicos.
Adicionalmente, esto conduce a la desnaturalizacién de las proteinas para liberar los

grupos hidroéfilos, aumentando asi la solubilidad de las proteinas (Ekene, 2021).

6.5 Determinacién de betaglucano

El contenido en peso de betaglucano obtenido de la EE (31.041 mg) resulté mayor
en este paso que el peso obtenido de la EEAU (29.853 mg). Lo anterior pudo ocurrir
debido a la degradacién de una parte de los betaglucanos por efecto del
procesamiento ultrasonico.

Generalmente se asume que el efecto de cizallamiento cuando la burbuja de
cavitacion colapsa, es el principal responsable de los cambios en la estructura de los
biopolimeros, es decir, la rotura de los enlaces quimicos dentro de la macromolécula
(Camino, 2009; Zheng, 2019). Por tanto, se infiere que la cavitacion ultrasonica
resulté en la ruptura de agregados de betaglucano, destruyendo los enlaces intra e
intermoleculares del carbohidrato, ocasionando que las cadenas de polimero se
degradaran, disminuyendo su tamafo de particula, por consiguiente, incrementaran
su solubilidad en el medio. De acuerdo a Camino (2009), los efectos del ultrasonido
sobre la degradacién de polisacaridos dependen de la concentracion, la temperatura
de reaccion, el tipo de disolvente y el tiempo de ultrasonidos. La degradacion
aumenta con el tiempo prolongado de ultrasonidos; siendo los polisacaridos de
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mayor peso molecular los que tienden a degradarse con mayor facilidad. En este
caso, la degradacion del betaglucano obtenido por la EEAU fue moderada, debido a
la potencia de ultrasonido y tiempo relativamente bajos aplicados en este estudio, en
comparacion con la despolimerizacion dramatica de polisacaridos a altas potencias
y tiempos prolongados de ultrasonido usados en otros estudios (Jing-Kun, 2016;
Zheng, 2019). Por otra parte, Zheng (2019) menciona que, si bien un tiempo de
ultrasonido prolongado puede reducir el tamafno de particula, bajo un tratamiento de
ultrasonido excesivo, el tamafo de particula aumentaria y la solubilidad disminuiria,
probablemente debido a la autoasociacion del betaglucano a nanoescala. Tomando
en consideracion los puntos anteriormente sefialados, es importante tener limitados
el tiempo e intensidad de la degradacion ultrasonica, ya que la degradacion del
ultrasonido puede cambiar la estructura primaria y afectar sus propiedades; como en
el estudio de Magnani (2009), donde se utilizé tiempos de sonicacion prolongados

(>1 h) en la despolimerizacién del glucano y sus derivados.

El contenido de betaglucano obtenido después de la EEAU, fue de 33.17 % (p/p), Nie
(2018) menciona que el contenido de betaglucano corresponde al 50 % del peso
seco de la pared celular, mientras que la pared celular corresponde al 30 % del peso
seco total de la levadura. Por lo tanto, después de la EEAU se obtuvo
aproximadamente un 68+4.5% del betaglucano total de la levadura. En comparacion
con otros métodos comunes de extraccion, se obtuvo un rendimiento muy similar a
otros autores. Varelas (2016) obtuvo un rendimiento del 64.56 + 1.25 % en el
contenido de betaglucano empleando un tratamiento de autolisis seguida de
extraccién. con alcali. Pengkumsri (2017) realiz6 una extraccion acida/basica,
obteniendo un rendimiento de 72.68 + 2.78 %. Si bien no se alcanzé un porcentaje
igual o superior al de Pengkumsri, el rendimiento obtenido por medio de la EEAU es

una muy buena alternativa debido a que es un proceso amigable con el ambiente.

6.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
La Figura 5, comprende la region de 800-1800 cm™', en donde se observaron picos
en diferentes puntos clave para la identificacion de betaglucanos. El espectro dentro

de esta region se considera como el area de "huella digital" para los carbohidratos,
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donde los tipos y configuraciones de polisacaridos pueden juzgarse por las bandas
de absorcion caracteristicas (Zheng, 2019). Segun Novak (2016), las bandas
cercanas a la regién de 853 cm™' confirman la configuracion a de los polisacaridos.
Como se observa en la Figura 5, la ausencia de este pico en el espectro del proceso
ultrasénico puede deberse a la pérdida de esta fraccion como resultado de la lisis
celular. Cercana a la region anterior, se encuentra un pico a 924 cm-', y otro.a 1121

cm™, los cuales representan el contenido de glucano (Pengkumsri, 2017).

Unos de los picos mas prominentes se encuentran a 1029 cm™', de acuerdo a lo
reportado por Novak (2016), bandas cercanas a la region de 1040 cm-' son tipicas
de B-glucanos. Sun (2019), reporta que las vibraciones cercanas a esta region son
relativas al estiramiento de C-O en (1- 3)-B-D-glucano, ademas de indicar que el
monosacarido de la muestra estaba en forma de piranosa. Es posible que exista un
desplazamiento ligero hacia la derecha de esta banda de la levadura sin procesar,
ya que en los espectros de los dos procesos se encuentra una coincidencia de

alineacion cercana a 1043 cm™.

La region que comprende de 1200-1500 cm-’ refleja principalmente la absorcion del
grupo C-H y C-OH (Novak, 2016; Sun, 2019) Uno de los cambios mas importantes
visibles a través de FTIR, se puede observar en el espectro de la levadura sin
procesar, en donde se detecta un pico a 1580 cm™'. Estudios reportan que esta regién
comprende bandas propias del estiramiento de amida C-O, y grupos funcionales
correspondientes a proteinas (Magnani 2009; Pengkumsri 2019). La ausencia de
estos picos en los tratamientos enzimatico y ultrasénico, indican una eliminacion

gradual de la proteina celular, la cual disminuyé conforme a los tratamientos.

Novak (2016) reporta que la region que comprende de 1500-1800 cm™' se atribuye a
la region de vibraciones de carbonilo. En el caso de los tres espectros, se detectd un
pico de absorcion a ~1626 cm-', el cual probablemente se debid a la vibraciéon de
estiramiento C=0 de los polisacaridos (Zheng, 2019), siendo el pico del espectro
enzimatico el de mayor proporcién, se puede deber a que después de este
tratamiento quedaron grupos carbonilo expuestos por efecto del debilitamiento de la

38



pare celular. La region comprendida en el rango de 2800-3000 cm-'. Corresponde a
las vibraciones del estiramiento del grupo C-H y C-H2 (Sun, 2019. Zheng, 2019). Los
picos encontrados en la regién de 3000-3700 cm-' se deben a la vibracion de
estiramiento de O-H, que es comun a todos los polisacaridos (Magnani, 2009. Sun,
2019).

6.7 Microscopia electrénica de barrido

De acuerdo a la observado en la Figura 6, se observa que el tratamiento enzimatico
rompe la estructura de la célula (Figura 6B), sin embargo, la lisis celular fue mayor
aplicando ultrasonido (Figura 6C). Lo anteriormente descrito. se debe a que el
pretratamiento con ultrasonido interrumpio la estructura de agregacion de glucano de
levadura, lo que provocé una superficie rugosa e irregular, asi como la exposicion de
la estructura interna (Zheng, 2019). Por lo que, para aumentar el rendimiento en la
obtencion de betaglucanos, es recomendable realizar el pretratamiento con

ultrasonido.
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7. CONCLUSIONES

Se desarrollé un procedimiento de extraccion enzimatica asistida por ultrasonido para
la extraccién y purificacion parcial de betaglucanos a partir de levadura agotada de
cerveza. El procedimiento desarrollado logré alcanzar un 681+4.5 % de rendimiento
de betaglucano, el cual fue similar a los rendimientos reportados por otros autores
gue implementaron extracciones quimicas. Por esta razén, se considera que la EEAU

es una buena alternativa a los tratamientos quimicos.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Experimentos para la extraccion enzimatica.

Experimento %Znecnez?;:zc(i:/’:? Tiempo (h) Tem?fé;atura oH
! o 1 37 6
2 o 2 37 6
3 o 3 37 6
4 5 6 37 6
9 10 1 37 5
6 10 2 37 5
7 10 3 37 5
8 10 6 37 5
9 10 1 37 5
10 10 2 37 5
11 10 3 37 5
12 10 6 37 5
13 10 1 37 75
14 10 2 37 7.5
15 & 3 37 7.5
16 1° 6 37 7.5
17 15 1 25 5
18 15 2 25 5
19 15 3 25 5

20 15 6 25 5
21 15 1 30 5
22 15 3 30 5
23 15 6 30 5
24 15 1 37 5
25 15 2 37 5
26 15 3 37 5
27 15 6 37 5
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Anexo 2. Experimentos preliminares realizados en el proceso ultrasénico.

Experimento | Tiempo (min) Amplitud (%) sé:ia::)a-ﬁicﬂ;do
1 5 40 1:50
2 5 55 1:50
3 5 70 1:50
4 5 40 1:125
5 5 55 1:200
6 5 70 1:125
7 10 40 1:200
8 10 55 1:125
9 10 70 1:50
10 10 40 1:50
1 15 55 1:200
12 15 55 1:50
13 15 70 1:125
14 15 40 1:125
15 10 55 1:125
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APENDICE
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