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Resumen

La levadura agotada de cerveza (LAC) es un residuo generado por la industria
cervecera, y este subproducto representa aproximadamente 650 millones de
toneladas de residuos por afio a nivel nacional. Se propone el uso de LAC como
fuente de productos de valor agregado, como los beta-glucanos, para contribuir a la
economia circular. Estas macromoléculas se utilizan en diferentes areas debido a
su variedad de actividades biologicas, como antioxidantes y antiinflamatorias, entre
otras. El objetivo de esta investigacion fue la extraccion de los beta-glucanos
fortificados de la LAC. Se evaluaron dos tratamientos, uno que implicaba una
extraccion enzimatica asistida por microondas (MWE), mientras que el otro consistio
en una extraccion enzimatica asistida por ultrasonido (USE). Estos experimentos
fueron disefiados para obtener la mayor cantidad posible de carbohidratos solubles
de la LAC. Para el tratamiento con MWE, las variables fueron la potencia (20 y 60
%), el tiempo (2 y 5 min) y HCI (0.0 y 0.1 M), seguido de una hidrdlisis proteolitica a
40+1 °C. Para las pruebas de USE (realizadas a 50+2 °C), los factores fueron el
tiempo (60 y 90 min), la amplitud de la onda (20 y 50 %), los pulsos intermitentes
(10y 30 %) y la glucanasa (10 % en peso del total de sélidos). La LAC contenia (en
peso) un 32.3+2 % de carbohidratos totales y un 47.0£2.7% de proteinas (Nx6.25).
El rendimiento total de extraccion de carbohidratos solubles del mejor tratamiento
con MWE fue de 55.87£1.5 %. Los solidos resultantes del tratamiento con MWE se
sometieron a una hidrdlisis con Flavourzyme, que extrajo un 16.43+0.5 % de
carbohidratos. Los tratamientos combinados representaron el 72.3x1.5 % de
carbohidratos extraidos. Por otro lado, el tratamiento con USE extrajo un 37.1+0.6
% de carbohidratos totales. Se realizaron pruebas de actividad antiinflamatoria en
los extractos utilizando naproxeno como control, donde la inhibicion de hemolisis
del extracto de MWE alcanz6 el 88.9+0.3 %, mientras que el de USE mostré un
44.5+7.0% de inhibicion. El rendimiento y la actividad antiinflamatoria del
tratamiento con MWE mostraron los mejores resultados, lo que sugiere que este
extracto de LAC puede ser util como producto natural antiinflamatorio.

Palabras clave: Levadura de cerveza agotada, B-glucanos, ultrasonido,
microondas, hidrolisis enzimatica.



Abstract

Brewer's spent yeast (BSY) is a by-product generated by the brewing industry, and
this byproduct represents approximately 650 million tons of waste annually at the
national level. The use of BSY is proposed as a source of value-added products,
such as beta-glucans, to contribute to the circular economy. These macromolecules
are used in various fields due to they possess a variety of biological activities,
including antioxidants and anti-inflammatory properties, among others. The aim of
this research was the extraction of fortified beta-glucans from SBY. Two treatments
were evaluated, one involving microwave-assisted enzymatic extraction (MWE),
while the other consisted of ultrasound-assisted enzymatic extraction (USE). These
experiments were designed to obtain the highest possible amount of soluble
carbohydrates from BSY. For the MWE treatment, the factors were power (20% and
60%), time (2 and 5 minutes), and HCI (0.0 and 0.1 M), followed by proteolytic
hydrolysis at 40+1 °C. For the USE tests (performed at 50+2 °C), the factors were
time (60 and 90 minutes), wave amplitude (20% and 50%), intermittent pulses (10
and 30%), and glucanase (10% by weight of total solids). BSY contained (by weight)
32.3+2% total carbohydrates and 47.0+£2.7% proteins (Nx6.25). The total extraction
yield of soluble carbohydrates from the best MWE treatment was 55.87+1.5%. The
BSY solids resulting from the MWE treatment were subject to hydrolysis with
Flavourzyme, which extracted 16.43+0.5% of carbohydrates. The combined
treatments represented 72.3+1.5% of extracted carbohydrates. On the other hand,
the USE treatment extracted 37.1+0.6% of total carbohydrates. Anti-inflammatory
activity tests were conducted on the extracts using naproxen as a control, where the
hemolysis inhibition of the MWE extract reached 88.9+0.3%, while the USE extract
showed 44.5+7.0% inhibition. The yield and anti-inflammatory activity of the MW
treatment showed the best results, suggesting that this BSY extract can be useful
as a natural anti-inflammatory product.

Keywords: Spent brewer’s yeast, B-glucans, ultrasound, microwaves, enzymatic
hydrolysis.
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1. Introduccidn

En la actualidad, hay un creciente interés en encontrar nuevos compuestos
saludables provenientes de los subproductos de la industria alimentaria. Esto
motivado por la tendencia hacia la reutilizacion y explotacion de estos subproductos,
aspectos clave de la economia circular. Uno de estos subproductos es la levadura
de cerveza agotada (LAC), generadas por la industria cervecera. El interés en la
LAC se debe a los carbohidratos presentes en la pared celular (Caruso et al., 2022).

Uno de los carbohidratos que conforman la pared celular es el B-glucano que
son monomeros de glucosa unidos por enlaces [(-glucosidicos. Los cuales
desempefian numeros funciones en el microorganismo tales como:
almacenamiento, el metabolismo energético y forman parte de la estructura celular

siendo también mediadores de las interacciones célula-célula (Song et al., 2012).

Estos glucanos son producidos por diversos microorganismos, uno de ellos es
Saccharomyces cerevisiae (Rodrigues-Philippini et al., 2020), quien los usa como
parte estructural de su pared celular. Es aqui donde se sintetizan las cadenas de
diversos tipos de glucanos, dentro de los que se encuentran los B-1,3-D-glucano y
B-1,6-D-glucano (Kang et al., 2014).

Los B-glucanos son ampliamente estudiados debido a que pueden llevar a
cabo numerosas actividades biolégicas, las cuales incluyen: la mejora de la
inmunidad del cuerpo humano, esto ya que pueden activar a los macrofagos y
favorecer que haya una mayor proliferacion celular (Min et al., 2012). Asimismo, se
han reportado capacidades antioxidantes, antitumorales junto con actividades
antibacterianas y antivirales, ademas, se encontré que los B-glucanos participan en

la cicatrizacion de las heridas (Ozcan & Ertan, 2018; Vetvicka et al., 2019).

Por otro lado, en la industria alimentaria se han usado estos polisacéaridos para
mejorar o modificar las propiedades funcionales de diversos productos. Dichas
propiedades pueden ser la reologia, la viscosidad, la textura y atributos sensoriales,
de igual manera se han utilizado con éxito en la sustitucion de grasas para productos

carnicos y productos alimenticios horneados (Kaur et al., 2020).



Por otro lado, respecto a la extraccion de glucanos de la pared celular de la
levadura se han desarrollado varios métodos como la degradacion fisica (via
ultrasonido o microondas), degradaciéon quimica (hidrdlisis alcalina o acida) via
enzimatica (Ogutu & Mu, 2017; Postulkova et al., 2017; Ishimoto et al., 2018; Zheng
et al., 2019).

La extraccion con ultrasonido se ha usado con éxito para extraer diversos
polisacaridos, entre los que se incluyen: glucomanano, goma xantana, carragenano,
guitosano, dextrano, almidon y pectina. Este tratamiento tiene varias ventajas ya
gue es un método simple, rapido, replicable, respetuoso con el medio ambiente y
consume poca energia (Czechowska-Biskup et al., 2005; Zhang et al., 2013; Li &
Feke, 2015; Li et al., 2017).

Ademas de las ventajas ya descritas anteriormente se le puede sumar que al
llevar a cabo procesos con ultrasonido en polisacaridos puede ayudar a disminuir el
tamano de las particulas, la viscosidad y su peso molecular. Con esto se logra una
mejor solubilidad de las moléculas y mejora de las actividades biol6gicas, como lo
son las capacidades inmunolégicas, antioxidantes, antiinflamatorias, vy
antitumorales (Zhu et al., 2014, Yao et al., 2015; Du et al., 2016; Tang et al., 2016;
Yan et al., 2016; Yuan et al., 2020a).

Dentro de las técnicas fisicas para extraer polisacaridos se encuentra la
extraccion por microondas que consiste en utilizar la energia del movimiento de las
ondas para calentar el medio en el que se encuentren los componentes por lo que

se tiene un calentamiento méas uniforme y efectivo (Li et al., 2013).

Por otro lado, se encuentra el tratamiento enzimatico, que como su nombre lo
indica, se utilizan de enzimas para romper y degradar los enlaces de las distintas
fuentes de carbohidratos y de esta manera poder obtener los productos de interés
(Karimi et al., 2019). En comparacion con los procesos quimicos, los beneficios que
tienen las técnicas enzimaticas estan: una reduccion significativa de los gastos
energéticos y un menor impacto ambiental, este considerado un método mas suave

y efectivo para la extraccion de polisacaridos, debido a la especificidad que tiene



cada enzima (Zheng et al., 2019). Sin embargo, a pesar de sus ventajas, se requiere
de pretratamientos adicionales al realizar la hidrélisis enzimatica, debido a que
podrian existir problemas de accesibilidad, cristalinidad y de tamafio de los poros
gue podria ocasionar una baja eficiencia en la enzimdlisis. Aunado a esto si se
complementa el tratamiento con alguna otra técnica de extraccion se puede mejorar

la digestion de los polisacaridos (Sun et al., 2016).

Para poder aprovechar las actividades bioldgicas de los B-glucanos que se
encuentran en la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae se deben
realizar las técnicas que obtengan los mejores resultados en cuanto a rendimiento
Adicionalmente, se deben favorecer las metodologias que ofrezcan un tratamiento
tal, que no afecte las propiedades del producto extraido. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue: extraer los B-glucanos por via enzimatica asistida por ultrasonido y
por microondas, asi como comparar los rendimientos de ambos tratamientos para
proponer las mejores condiciones de extraccion y finalmente evaluar sus
capacidades antiinflamatorias, in vitro, con el fin de proponer una posible aplicacion

de dichos productos.



2. Antecedentes
2.1 Cerveza

La cerveza es de las bebidas con mas consumo alrededor del mundo y por lo
tanto mayor produccion. Este producto consiste en cuatro ingredientes principales,
los cuales son: malta de cebada, agua, lapulo y levaduras. En el proceso de
produccion de dicha bebida se generan una serie de subproductos que son residuos
que deben ser eliminados de manera que no causen un problema ecolégico (Figura
1). De acuerdo con diversos estudios, estos subproductos podrian tener potenciales
aplicaciones en distintas areas de produccion gracias a su composicion rica en
nutrientes (Marson et al., 2020).
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Figura 1. Etapas del procesamiento de cerveza y los principales
subprodutos que se generan. Adaptado de Marson 2020.

De los subproductos que se obtienen en el proceso uno de los mas
predominantes es la levadura agotada de cerveza (LAC), también denominada
levadura gastada, levadura excedente o levadura residual, la cual representa entre

el 1.5y el 2.5% de la produccion total de la cerveza. Otro punto importante que



destacar es que la levadura agotada se considera como seguro (GRAS) para el

consumo humano (Puligundla et al., 2020).

La LAC tiene un alto contenido de nutrientes como lo son proteinas (45%-
60%), carbohidratos (35%-15%), vitaminas (complejo B), minerales, fibras dietarias
y ARN (Chae et al., 2001a; de la Hoz et al., 2014).

Para poder aprovechar este subproducto se lleva a cabo una recuperacion la
cual se realiza mediante un proceso de sedimentacion antes de la etapa de
maduracion de la cerveza e inmediatamente después de que termine la

fermentacion (Rachwat et al., 2020).

2.2 Levadura

Para el proceso de fermentacion se usan levaduras que se pueden dividir en
dos clases; de fermentacion superior que producen cervezas tipo ale utilizando
cepas de Saccharomyces cerevisiae. Las levaduras de fermentacion inferior se
usan para obtener cervezas tipo lager con ayuda de las cepas Saccharomyces

pastorianus o S. carlsbergensis (Pinto et al., 2015).

Por su parte la levadura S. cerevisiae es la mas asociada con la humanidad,
debido a que se ha utilizado durante un largo tiempo para procesos de fermentacién
y produccién de alcohol, elaboracion de pan y también para extractos que se usan
como saborizantes o con fines terapéuticos. Es por lo que se le considera la especie
mas estudiada y con mejor comprension en el campo de las levaduras llegando a

ser el modelo de investigacion béasica en la biologia (Stewart, 2014).

Este microorganismo pertenece al dominio eucariético (su material genético
se encuentra depositado en un nacleo dentro de la célula). Es un miembro del filo
Ascomycete, que dentro del reino de los hongos es el mas grande. Por ultimo, S.
cerevisiae pertenece al grupo Saccharomyces (incluye S. paradoxus, S. mikatae, S.

kudriavzevii, S. uvarum y S. eubayanus) (Johnston, 2013).



2.3 Estructura celular de la levadura

La estructura de la levadura esta conformada por mitocondria, nucleo, vacuola,
esqueleto celular, aparato de Golgi, citosol y pared celular (Feldman, 2012). Este
ultimo, la pared celular, representa hasta el 25% (dependiendo de las condiciones

de crecimiento) del peso total de la célula (Avramia & Amariei, 2021).

La funcion de la pared celular es proporcionar a la levadura de una integridad
osmatica, y mantiene la forma frente a las tensiones ejercidas sobre esta (Wang et
al., 2018a). Dicha pared celular esta conformada por manoproteinas, quitina y -

glucanos (Figura 2) (Orlean, 2012).
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Figura 2. Composicion de la pared celular de la levadura. Adaptado de
Bastos et al. (2022)

2.4 Glucanos

Estos polisacaridos son los que se encuentran en mayor proporcion en la
pared celular. Las moléculas de glucosa que los conforman pueden estar unidos a
través de enlaces alfa (a) o beta (8) (Figura 3) quienes, a su vez, se encuentran en
forma lineal o ramificada. También, se les puede encontrar como espirales 0 en
forma de una red compuesta por distintas configuraciones y estabilizadas por

puentes de hidrogeno (Ruiz-Herrera & Ortiz-Castellanos, 2019).
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Figura 3. Diferentes conformaciones de enlaces glicosidicos. Adaptado de

Nie et al. (2018).

Los glucanos que se encuentran en la pared celular de las levaduras estan
distribuidos principalmente en 3-1,3-glucano (50-55%) y B-1,6-glucano (10-15%)
(Figura 4) (Teparic¢ et al., 2020). La localizacion individual y las cantidades relativas

de estos componentes dependeran de factores como lo son el ciclo celular o la

etapa de crecimiento en la que se encuentre el microorganismo, a su vez también

de las condiciones nutricionales en las que se haya desarrollado (Orlean, 2012).

HO 3
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Figura 4. Estructura de los B-glucanos (a): B-1,3-glucano; (b): B-1,6-glucano;
(c): B-(1,3-1,6)-glucano; (d): B-(1,6-1,3)-glucano. Adaptado de Rodrigues-

Philippini et al. (2020).



Los B-glucanos son de amplio interés debido a sus multiples aplicaciones en
distintas industrias como lo son la alimentaria, cosmética y farmacéutica. Asimismo,
de acuerdo con las proyecciones del mercado se espera que las ganancias por el
uso de este producto asciendan a los 476.5 millones de dolares para el 2022 (Eom
et al., 2021).

2.4.1 3-1,3-glucano

Como se mencion0 anteriormente el B-1.3-glucano (Figura 5) es el principal
componente de la pared celular y es el principal responsable de la estabilidad
osmotica de la célula (Klis et al., 2006). Este polimero estd compuesto por moléculas
de glucosa unidos por enlaces glucosidicos B-1,3, generalmente se encuentran
ramificados y muestran una estructura de triple hélice. La longitud de este glucano
suele ser de 4 uym de longitud y 20 nm de didmetro (Ruiz-Herrera & Ortiz-
Castellanos, 2019; Song et al., 2012).

CHoOH CH,OH CHoOH
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Figura 5. Estructura quimica del $-1,3-glucano. Adaptado de Stone (2009).

2.4.2 3-1,6-glucano

El B-1,6-glucano (Figura 7), es un segundo glucano unido a la pared celular de
la levadura, comprende cerca del 12% de los polisacaridos que conforman dicha
pared. Este glucano se encuentra en una forma amorfa ramificada y tiene una

longitud media de 350 residuos de glucosa unidos (Nogami & Ohya, 2009).

Se ha demostrado en S. cerevisiae que el $-1,6-glucano puede formar enlaces

cruzados con [B-1,3-glucano, con quitina y con el glicopolisacarido



Glicosilfosfatidilinositol (GPI). A pesar de los estudios la B-1,6-glucano sintasa aun
no se ha identificado en ninguna especie. Sin embargo, se han logrado identificar

una serie de genes que tienen lugar en la sintesis de este glucano (Free, 2013).

HO
3 2 OH

2 - n

Figura 6. Estructura quimica del p-1,6-glucano. Adaptado de Rodrigues-
Philippini et al. (2020).

2.5 Beneficios de los glucanos

Los [B-glucanos tiene diversas aplicaciones en distintas industrias de
piensos/alimentos, farmacéuticas y quimicas y han demostrado una gran
versatilidad para desarrollar nuevos productos tanto para la salud humana como
animal. De igual manera, se ha extendido su uso en industrias de cosméticos y
cuidados de la piel (Rodrigues-Philippini et al., 2020; Zhou et al., 2019).

En el campo de la medicina han surgido diversos estudios en los que los [3-
glucanos derivados de la levadura, ayudan a la defensa del huésped contra
patdgenos al llevar a cabo una modulacion de la actividad inflamatoria y
antimicrobiana de neutréfilos y macréfagos (de Marco Castro et al., 2021). Asi
mismo, se tienen reportes en los que los B-glucanos ayudan a inhibir el crecimiento
y la metastasis de las células cancerosas, previenen infecciones bacterianas y
reducen el colesterol en la sangre (Figura 8) (Yuan et al., 2020b). Por otro lado, se
ha reportado también que el aislado de B-glucano de la levadura puede presentar

actividades antioxidantes (Bacha et al., 2017).
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Figura 7. Efectos de los B-glucanos en la fisiologia humana. IL-8 interleucina 8;
LDL, lipoproteinas de baja densidad; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad.
Adaptado de Kaur et al. (2020)

A su vez, los B-glucanos pueden funcionar como aditivo alimentario ayudando
en las propiedades reoldgicas de los alimentos y favoreciendo su contenido de fibra
(Amer et al., 2021).

2.6 Extraccion de B glucanos

La extraccion de polisacaridos se ha producido convencionalmente con bajos
rendimientos esto debido a los procesos ineficientes de extraccion y purificacion. Lo
cual conlleva a tener una produccién de alto costo que limita el acceso a los [3-
glucanos. Por otro lado, la sintesis quimica sigue siendo dificil debido a que se
requiere de reactivos especificos y una mala reaccion podria producir un material

con poca pureza (Bulmer et al., 2021).

Para poder obtener los [B-glucanos primero se debe llevar a cabo una
extraccion de los componentes de la pared celular después de que se haya llevado

a cabo una lisis celular (Eom et al., 2021). Tradicionalmente se ha optado por la
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extraccion de polisacaridos con agua caliente, sin embargo, su baja eficiencia y el
calentamiento lento e impreciso ha restringido su uso (Huang et al., 2021). En afios
recientes se han propuestos distintos métodos para mejorar la eficiencia de la
extraccion, también se debe tener en cuenta que al escoger el método adecuado
beneficia en la calidad, la estructura y las propiedades reoldgicas y funcionales del
producto extraido (Ahmad et al., 2012).

2.6.1 Tratamiento con ultrasonido

Este método de extraccion es comunmente usado para la extraccion de
polisacaridos ya que puede acelerar la difusion y liberacién de los componentes de

interés (Huang et al., 2021).

La técnica consiste en aplicar ondas de sonido en un rango de frecuencias de
18 kHz a 1 GHz. Los transductores piezoeléctricos crean estas ondas ultrasonicas
al transformar la energia eléctrica en movimientos mecanicos que dan como
resultado cambios en una sustancia (Knorr et al.,, 2011). Las ondas producidas
viajan a través de la mayor parte del material o sobre la superficie dependiendo de
la naturaleza de la onda y del material por el cual se propaga. Para usos en la
industria alimentaria se pueden aplicar dos rangos de frecuencia de alta frecuencia
(100 kHz-1 MHz) o de baja frecuencia (16-100 kHz) (Cacciola et al., 2013).

Se ha reportado que la técnica de ultrasonido es eficiente para disminuir el
peso molecular, disminuir células de melanoma, mejorar la solubilidad acuosa, la
estructura, morfologia y propiedades reolégicas de los polisacéridos (Li et al., 2017,
Eom et al., 2021; Hu et al., 2021).

2.6.2 Tratamiento enzimatico

En los ultimos afios, los procesos enzimaticos se han convertido en métodos
alternativos tanto para modificar las estructuras de los polisacaridos como para

extraerlos y purificarlos. Las ventajas que presenta esta técnica son la alta
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selectividad y especificidad del sustrato, reacciones libres de &cidos o bases fuertes
(los cuales pueden ocasionar problemas de contaminacion), 0 compuestos
altamente reactivos (clorometil, metil éter, 6xido de etileno o cloruro de acilo).
Ademas, se tiene una menor probabilidad de que se produzcan subproductos no
deseados. Del mismo modo, mejora las caracteristicas fisicoquimicas como
solubilidad, reologia y actividades funcionales como lo son las antioxidantes,

antimicrobianas y de adhesion celular (Karaki et al., 2016).

Se ha demostrado que la hidrélisis mediante enzimas mejora el
comportamiento reoldgico, la solubilidad y las propiedades biol6gicas de los
polisacaridos: quitosano, celulosa, pectina y almidén. Por otra parte, desde el punto
de vista de reduccién de energia e impacto ambiental, a esta técnica se le considera

mas suave y eficaz (Sun et al., 2016).

El tratamiento enzimatico mas conocido fue desarrollado por McCleary y Codd
(1991) y toma como base la degradacion de los polisacaridos por una enzima

llamada B-glucano hidrolasa (Motilva et al., 2014).

Hoy en dia se utilizan diferentes enzimas para la extraer los polisacaridos,
incluidas: a-amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa, xilanasa, celulasa, proteasa y
esterasa, pepsina y pancreatina, proteasa microbiana, proteasa porcina, tripsina, a-

guimotripsina y lipasa (Karimi et al., 2019).

2.6.3 Tratamiento con microondas

El tratamiento con microondas es un método innovador y de los mas eficientes
para obtener el compuesto bioactivo. Con esta técnica se puede ahorrar el consumo
de disolventes y energia, de igual manera, mejora las funcionalidades de los
productos alimenticios y ayuda a reducir tiempos al acelerar los procesos de
extraccion. Ademas, haciendo uso de esta tecnologia se puede obtener una amplia
tasa de rendimiento en distintos polisacaridos en comparacion con otras
extracciones (Mirzadeh et al., 2020, 2021).
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La técnica consiste en aplicar ondas electromagnéticas cuya frecuencia se
encuentra entre 300 MHz y 300 GHz. EIl calentamiento en los materiales causado
por esta técnica se basa en la capacidad de la materia de absorber la energia de
las microondas y convertirlas en calor (Chandrasekaran et al., 2013). Para llevar a
cabo esta técnica se debe hacer en condiciones acuosas en donde el agua actua
como disolvente y es la principal fuente de calentamiento. Cuando la pared celular
se rompe el disolvente causa el movimiento de los polisacaridos. A su vez, los
campos eléctricos que se crean rompen los puentes de hidrégeno afectando la

solubilidad de los polisacaridos y aumenta la tasa de extraccion (Chen et al., 2022).

Para finalizar, se ha reportado que utilizar fuentes de irradiacion (microondas)
puede mejorar la hidrolisis enzimatica (Taherzadeh & Karimi, 2008). También
existen estudios en los que se ha demostrado que como pre-tratamiento favorece
la hidrolisis de paramilo (polisacarido de almacenamiento del protista Euglena
gracilis) lo cual favorece la extraccion de unidades de B-1,3-glucano (Gissibl et al.,
2018).

2.6.4 Caracteristicas destacadas de los métodos de extraccion

En la Cuadro 1 se presentan las técnicas de extraccion de polisacaridos de
distintas fuentes, asi como las caracteristicas que obtiene al usar dicha técnica de
extraccion. Como se puede observar la extraccion con ultrasonido presenta un
porcentaje de rendimiento alto en comparacion de las otras técnicas(Benito-Roman
et al., 2013; Eom et al., 2021; Hu et al., 2021). Por otra parte, la extraccidon por via
enzimatica proporciona una serie de caracteristicas fisicoquimicas al producto
aunado a tener alto grado de rendimiento de B-glucanos al ser extraidos por esta
técnica (Ahmad et al., 2012; Karimi et al., 2019; Marson et al., 2020). Sin embargo,
existen estudios en los que los rendimientos de extraccion por via enzimatica son
bajos es por ello por lo que se quiere estudiar el efecto de combinar ambos
tratamientos para mejorar tanto el rendimiento como las propiedades de los (-
glucanos. Esto mismo se realiza para la extraccion por via enzimatica con asistencia

de microondas ya que esta Ultima técnica presenta ventajas en cuanto a mejora de
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las propiedades reoldgicas, sin embargo, presenta un bajo rendimiento en

comparaciéon los demas procesos (Xu et al., 2018).

Cuadro 1. Técnicas y caracteristicas de distintos procesos de extraccion de

polisacaridos

Caracteristicas

Proceso de .
-, Fuente destacadas del proceso de Referencia
extraccion L
extraccion
Extraccion Levadura de cerveza Aumento de la purezay Ahmad et
enzimatica Saccharomyces cerevisiae rendimiento de B-glucanos al., 2012
., Levadura L
Extraccion . Extraccion de ay B Ahmad et
: Schizosaccharomyces
alcalina glucanos al., 2012
pombe
Extraccion
alcalina con Levadura de cerveza B-glucano con actividad de Ahmad et
1.0 N de agotada fenoloxidasa al., 2012
NaOH
Extraccion - .
i Levadura de cerveza 78.1% de rendimiento de Tian et al.,
alcalina y alta o
. agotada extraccion de B-glucano 2019
presion
Mejora de solubilidad
: . . . acuosa y propiedades Hu et al.,
Ultrasonido Lignosus rhinocerotis . y p P
fisicoquimicas de - 2021
glucanos
., Reduccion del tamafio de
Extraccion .
enzimatica Levadura de cerveza particula, aumento del Zheng et
. y Saccharomyces cerevisiae 32.0% de rendimiento de al., 2019
ultrasonido L
extraccién de B-glucanos
Extraccion Aumento del rendimiento
. Levadura de cerveza . Zheng et
enzimaticay - de extraccion en un 36.2%
. Saccharomyces cerevisiae al., 2019
alcalina de B-glucano
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Extraccion
acido-base
modificada

Extraccion con
ultrasonido

Extraccion con
ultrasonido

Extraccion
enzimatica

Extraccion con
metanol y
acetona

Extraccion con
degradacién
acida

Extraccion
enzimatica

Extraccion
enzimatica

Extraccion
enzimatica

Tratamiento
térmico e
hidrolisis
enzimatica

Levadura de cerveza
Saccharomyces cerevisiae

Grano de cebada

Levadura de cerveza
Saccharomyces cerevisiae

Grano de cebada

Boletus edulis, Cantharellus
cibarius, Craterellus
cornucopioides, Hydnum
repandum y Agaricus
bisporus

Laminaria digtata

Levadura de cerveza
Saccharomyces cerevisiae

Levadura para hornear
Saccharomyces cerevisiae

Levadura de cerveza
agotada

Levadura de cerveza
agotada

Actividad antimicrobiana,
efecto inmunomodulatorio,
efecto anticancerigeno de
B-glucanos

66.1% de rendimiento de
extraccion de p-glucanos

Efecto de inhibicién de
células de melanoma,
73.6% de rendimiento de
extraccion de p-glucanos

Mejora de las propiedades
reoldgicas, 89.0% de
rendimiento de extraccion
de B-glucanos

Rendimiento de extraccion
de 14.5% de B-glucanos

B-glucano soluble de bajo
peso molecular con
actividad inmunolégica

10-40% de extraccion de
B-glucano

18-28% de extraccion de
B-glucano

8.0% de extraccion de B-
glucano

20.0% de extraccion de -
glucano

Amer et
al., 2021

Benito-
Roman et
al., 2013

Eom et al.,
2021

Karimi et
al., 2019

Ozcan &
Ertan,
2018

Ishimoto
et al.,
2018

Marson et
al., 2020

Marson et
al., 2020

Marson et

al., 2020

Marson et
al., 2020
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Hidrolisis
enzimatica

Extraccion con
microondas

Saccharomyces pastorianus

Eucommia ulmoides

12.0% de extracciéon de B-
glucano

12.3% de rendimiento de
extraccion de
polisacaridos

Marson et
al., 2020

Xu et al.,
2018
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3. Justificacién

La industria cervecera al ser una de las mas grandes y extendidas a nivel
global es de las que mas desechos genera durante la produccion de cerveza. De la
produccion total de cerveza aproximadamente 207 g por cada litro producido son de
desechos solidos (Marson et al., 2020). En México en el afio 2019 se produjeron
12450 millones de litros de cerveza (INEGI, 2019) por lo que se puede calcular que
se genero6 un aproximado de 2500 millones de kg de desechos. A nivel mundial en
2020, el volumen de cerveza producida se situo en torno a los 1800 millones de
hectolitros (Statista, 2021), por lo tanto, la cantidad de residuos sélidos fue
aproximadamente de 37260 millones de kg. Estos desechos pueden ser
aprovechados como materia prima para la recuperacion de compuestos con
propiedades funcionales. La levadura de cerveza agotada es un subproducto y de
este se pueden obtener compuestos como los como los B-glucanos los cuales
pueden ser aprovechados para diversas aplicaciones en areas como nutricion,
farmacia, cosmética. El mercado de los B-glucanos se estima en 403.8 millones de
dolares en el afio 2020; y se espera un crecimiento del 7.6% hasta alcanzar los
628.3 millones de ddélares para el 2026. Esto relacionado a la busqueda de
alternativas mas saludables y con mayores beneficios a la salud lo que impulsa la
demanda del mercado (Market and Markets, 2021).

Los tratamientos enzimaticos, ultrasonido y microondas se usan comunmente
para extraer polisacaridos de manera individual debido a que poseen ventajas de
especificidad y de ahorro de energia, ademas de ser ecolégicamente mas
amigables y favorecen las propiedades funcionales de los polisacaridos que se
extraigan, sin embargo, el uso combinado de estos tratamientos puede favorecer
los rendimientos de extraccion, asi como las propiedades de los compuestos

extraidos.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Extraer B-glucanos de la pared celular de levadura agotada de cerveza (LAC)
Saccharomyces cerevisiae mediante tratamiento por microondas, microondas-
protedlisis y protedlisis asistida por ultrasonido, asi como caracterizar las

propiedades antiinflamatorias de los extractos.
4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Evaluar el rendimiento de extraccion de B-glucanos de la LAC, utilizando

un tratamiento por microondas.

4.2.2 Determinar el efecto del tratamiento enzimatico usando una proteasa de

Aspergillus oryzae en la extraccion del B-glucano y la remocion de proteina de LAC.

4.2.3 Evaluar un tratamiento combinado con proteasa de Aspergillus oryzae
asistida por ultrasonido, sobre el rendimiento de la extraccion de B-glucanos de la
LAC.

4.2.4 Evaluar la capacidad antiinflamatoria mediante ensayos in vitro de los 3-

glucanos extraidos con los diferentes tratamientos.
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5. Metodologia
5.1 Materiales

Levadura agotada de cerveza (LAC) Plasset, REX-1115 donada por RICAP
(Celaya, Guanajuato, México); proteasa de lisis de Aspergillus oryzae (Novozymes,
Bagsveerd, Dinamarca); B-glucanasa de Aspergilus niger (Merck, Darmstadt,
Alemania); anticoagulante (tubo vacutainer BD Plus de 2.7 mL con tapén color azul)
(Medical center, Querétaro, México). Todos los demas reactivos fueron de grado

analitico y obtenidos de Merck.
5.2 Métodos

5.2.1 Cuantificacion de proteina y carbohidratos totales en levadura agotada
de cerveza (LAC)

La cuantificacion de la proteina presente en la LAC se llevé a cabo mediante
la determinacién de nitrégeno total por el método de Kjdahl descrito por Chang,
(2010). Y la proteina soluble en LAC se midi6 con la técnica de Bradford (1976). La
cuantificacion de carbohidratos en la LAC se llevo a cabo utilizando la técnica de

carbohidratos totales por fenol-sulfurico descrita por Dubois et al. (1956).
5.2.2 Recuperacion de la LAC del subproducto agroindustrial

Se pesaron 500 mg de levadura y se lavé con agua destilada (10% p/v),
manteniéndose en agitacion por 5 min, seguido de una centrifugaciéon a 2100 x g en
una centrifuga Eppendorf, Mod. 5810R (Hamburgo, Alemania) a 25 °C por 15 min;
al finalizar se desechd el sobrenadante. Este proceso se realiz6 tres veces, y la LAC
se recupero en el precipitado. Esta muestra de LAC fue sometida a los diferentes

tratamientos.

A la muestra de LAC sin tratar se le cuantifico el contenido de proteina y
carbohidratos con las técnicas citadas en las secciones 5.2.1 (Kjdahl) y 5.2.2,

respectivamente.
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5.2.3 Evaluacion del rendimiento de extraccion de B-glucanos de LAC,

utilizando un tratamiento por microondas.

La muestra de LAC se sometid a un tratamiento con microondas en un horno
Panasonic Mod. NN-SD982S (Osaka, Japon) 1050W de potencia. Las variables
fueron el tiempo de exposicion (2 y 5 min, con punto al centro de 3.5 min), HCI 0.1
M (0 y 100% p/v, con punto al centro de 50%), asi como la potencia del equipo (20

y 60% de la potencia maxima de 1050 W con punto central al 40%).

Terminando el tratamiento con microondas, la LAC se centrifugd a 2100 x g
por 15 min a 25 °C. Se cuantificé en el sobrenadante la proteina soluble (seccidn
5.2.1, Bradford), y los carbohidratos totales solubles (5.2.2).

5.2.4 Determinacion del efecto del tratamiento enzimatico usando una
proteasa de Aspergillus oryzae en la extraccion del B-glucano y la extraccion de

proteina de LAC previamente tratada con microondas

La pasta de levadura obtenida después del tratamiento con microondas se
disolvié en solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7. Posteriormente, se agrego
10% p/p de la proteasa para llevar a cabo la protedlisis de la proteina de la pared
celular para hidrolizar al complejo proteina-glucano. La suspension fue incubada por
6 h en agitador orbital Thermo-Fisher (Modelo 4353, Waltham, MA, EUA) a 300 rpm
a unatemperatura de 50 °C. Al finalizar se detuvo la actividad de la enzima mediante

ebullicién por 5 min.

Al terminar el tratamiento enziméatico se centrifugd la muestra a 2100 x g por
15 min a 25 °C. Finalmente, se cuantificé en el sobrenadante la proteina soluble

(seccion 5.2.1, Bradford), y los carbohidratos totales solubles (seccion 5.2.2).
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5.2.5 Evaluacion del efecto del tratamiento con proteasa de Aspergilus oryzae
asistida por ultrasonido sobre el rendimiento de la extraccién de $-glucanos

de la pared celular de la levadura.

Ala LAC se le adicionod la enzima proteasa al 10% p/v suspendida en solucién
amortiguadora de fosfatos a pH .5, y se llevdo a sonicacion controlando la
temperatura en un rango de 40-50°C, usando un procesador ultrasonico Vibracell
(Sonics, modelo vex500, Newtown, CT, EUA). Este procesador puede alcanzar una
potencia de hasta 500 W. Las variables de este proceso fueron: amplitud (40 y 60%,
con punto al centro en 50%), tiempo (60 y 120 min, con punto al centro en 90 min)

aplicando pulsos intermitentes (10% y 30% con punto central en 20%).

Finalmente se centrifugd la muestra tratada a 2100 x g por 15 min a 25°C y se evallo
la proteina soluble (seccidon 5.2.1, Bradford), y carbohidratos totales solubles en

sobrenadante (seccién 5.2.2).

5.2.6 Evaluacion de la capacidad antiinflamatoria mediante ensayos in vitro de

los B-glucanos extraidos con los diferentes tratamientos
5.2.6.1 Preparacion de globulos rojos

Se tom6é una muestra sanguinea procedente de 10 personas sanas (se
considerd este numero de participantes para tener una muestra representativa y
aleatoria. Aunado a esto con este numero de participantes se genero la cantidad
suficiente de sangre [mL] para la realizacion correcta de los estudios asi coma para
las réplicas necesarias), la edad necesaria para la toma de muestra sanguinea fue
entre 20 y 30 afos [con consentimiento firmado (Anexo 1)]. El reclutamiento de
estos sujetos se realiz6 mediante un aviso (Anexo 2) que fue distribuido en redes
sociales e instalaciones de la Universidad Autobnoma de Querétaro y fue
completamente voluntario. Dentro de los criterios de inclusion se considero a sujetos
qgue no habian consumido ningin medicamento antiinflamatorio durante las dos
semanas anteriores al estudio. La muestra fue colocada en un tubo vacutainer con

anticoagulante (BD Plus con tapdn color azul).
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La toma de muestra sanguinea tiene una duracién aproximada de 5 a 10 min
la cual fue realizada por personal capacitado de la unidad de analisis clinicos de la

Facultad de Quimica de la Universidad Autébnoma de Querétaro.

El manejo de residuos peligrosos biolégico infecciosos se hizo con base en la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, en donde indica que los objetos punzocortantes como
agujas hipodérmicas se deben envasar en recipientes rigidos de polipropileno color
rojo y los residuos no anatomicos. Los tubos contenedores de sangre y torundas
con sangre se envasaron en bolsas de polietileno color rojo ambos tipos de envases
fueron marcados con el simbolo universal de riesgo biolégico y la leyenda de
Residuos Peligrosos Bioldgico infecciosos (RPBI). Para el almacenamiento
temporal se designé un area especial a temperatura menor a 4°C dentro del
laboratorio, los envases permanecieron cerrados y no se abrieron 0 vaciaran
durante este tiempo. El almacenamiento no fue mayor a los 30 dias. Para la
recoleccion y eliminacion de los residuos se realizdé con un prestador de servicios

externo (Wess corporate, QUE, MX).

Las valoraciones médicas fueron tomadas por personal médico de “Su salud”

UAQ y de ser necesario se realizaron por médicos particulares.

La toma de muestra es un procedimiento rutinario que no representa riesgo
para la salud, sin embargo, pueden presentarse molestias tales como: mareos,
moretones, desmayos, disminucién de presion arterial, por lo cual si se requiere
atencion medica esta pudo ser proporcionada por personal del médulo de atencion
médica “Su salud” de la UAQ.

La sangre recolectada fue centrifugada a 1,100 x g por 5 min a temperatura de
37 °Cy se decanto el sobrenadante. El paquete de gldbulos rojos humanos (por sus
siglas en inglés HRBC) se re-suspendié en una solucion salina isotonica (cloruro de
sodio 0.9% p/v) y se centrifugd nuevamente (este proceso fue repetido hasta
obtener un sobrenadante claro). A continuacion, se prepard una suspension del 10%

de HRBC con una solucion salina isoténica (cloruro de sodio 0.9% p/v).
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5.2.6.2 Ensayo de estabilidad de membrana reactiva

La mezcla del ensayo consistié de una solucion hiposalina (0.25% p/v de NacCl,
2 mL), tampon de fosfato de sodio pH 7.4 (1 mL), 1 mL de extracto, 0.5 mL de
suspension de eritrocitos (2% v/v) e isosalina [0.85% (p/v) NaCl] para tener un
volumen total de 4.5 mL. De igual manera, se preparo un control de sangre (4.5 mL)
con 1.0 mL de solucién salina isotonica en lugar de extracto y para el control positivo
se mezclaron 4.5 mL de diclofenaco (200 pg/mL) con 0.5 mL de solucién isotonica
en lugar de glébulos rojos. Las muestras se incubaron a 56 °C durante 30 min.
Finalmente, se enfriaron las muestras y se llevé a centrifugacion a 1,000 x g rpm
durante 20 min. El sobrenadante se leyé en un espectrofotometro a 560 nm en

conjunto con el blanco (Yesmin et al., 2020).

Los célculos para el porcentaje de estabilidad de la membrana se estimaron a

partir de Ecuacion 1.

Abs muestra — Abs del control x 100 (1)

% estabilidad de membrana = 100 — Abs sangre control

El material de desecho bioldgico fue consignado al RPBI correspondiente.

5.2.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus
siglas en inglés) de los extractos de los tratamientos de microondas, microondas-

proteasa, microondas-proteasa-glucanasa y ultrasonido-proteasa.

Se llevé a cabo una espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para
conocer los enlaces que se encontraban presentes en los extractos. Este analisis
fue realizado por el laboratorio de andlisis quimicos analiticos de la Facultad de
Quimica de la UAQ.

5.2.8 Andlisis de microscopia electrénica de barrido (SEM por sus siglas en

inglés) para la levadura agotada de cerveza antes y después de los tratamientos.
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Se llevé a cabo un andlisis SEM tanto de la levadura agotada de cerveza como
los tratamientos con mejor rendimiento de extraccion. Este andlisis fue llevado a

cabo por parte del equipo de la Facultad de Ciencias biolégicas de la UAQ.

5.3 Disefio experimental

Para el tratamiento enzimatico asistido por microondas se usé un disefio factorial 23
con dos puntos al centro, siendo la variable de respuesta la proteina y carbohidratos

solubles, asi como el contenido total de glucanos.

Cuadro 2. Disefio del tratamiento enzimatico asistido por microondas.

Cddigos de niveles

Factores
-1 0 1
Tiempo de exposicién (min) 2 3.5 5
Acido clorhidrico (M) 0 0.5 1
Potencia del equipo (%) 20 40 60

Para el tratamiento enzimatico asistido por ultrasonido se usé el disefio 23
(Cuadro 2 y Cuadro 3). La variable de respuesta fue la proteina y carbohidratos

solubles, asi como el contenido total de glucanos al finalizar los tratamientos.

Cuadro 3. Tratamientos para la extraccion utilizando un tratamiento enzimatico

asistido con microondas

No. HCI (M) Tiempo (min) Potencia
Tratamiento (%)
1 0 2 20
2 0.1 2 20
3 0 5 20
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5 0 2 60
6 0.1 2 60
7 0 5 60
8 0.1 5 60
9 0.05 3.5 40
10 0.05 3.5 40

Cuadro 4. Disefio 22 del tratamiento enzimatico asistido por ultrasonido

Cadigos de niveles

Factores
-1 0 1
Tiempo de sonicacién (min) 60 90 120
Pulsos intermitentes (%) 10 20 30
Amplitud (%) 40 50 60

Cuadro 5. Tratamientos para la extraccién utilizando un tratamiento enziméatico
asistido por ultrasonido

No. Tiempo Amplitud (%) Pulsos
Tratamiento (min) intermitentes
(%)
1 60 40 10
2 60 40 30
3 60 60 10
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5 120
6 120
7 120
8 120
9 90

60

40

40

60

60

30

30

10

30

10

30

20

5.4 Andlisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se reportan la media £ desviacion

estandar. Para el andlisis estadistico se uso el Software Minitab (State College, PA,

EUA) y Graph pad Prism (San Diego, CA, EUA). Para la comparacion de medias se

uso la prueba de Tukey con a<0.05.
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6 Resultados y discusién

6.1 Determinacion del contenido de proteinas y carbohidratos en la LAC sin

tratar

Previo a los tratamientos se realizaron lavados del subproducto
agroindustrial, el cual incluia la LAC. Esto se llevo a cabo con la finalidad de eliminar
impurezas (materia soluble en agua). La LAC por su propia haturaleza es insoluble
en agua y ésta fue recuperada en el precipitado. Dicha fraccion se utilizé para

someter la LAC a los diferentes tratamientos.

De los 500 mg del subproducto agroindustrial, con los que se inicia el proceso
de lavado, se perdio el 55.0 £ 0.3% del peso, debido al triple lavado, recuperando
solo 225.0 mg de LAC. Esto se evalu6 midiendo la pérdida de peso que se obtenia

tras cada proceso de lavado.

Para conocer la cantidad de proteina presente en la levadura, ésta se evaluo
mediante la metodologia propuesta por Kjeldahl (Nx6.25) (Chang, 2010). Los
resultados indicaron que de 225 mg de LAC el 47 + 2.7 % del peso total corresponde
a proteina. Este resultado es comparable a lo reportado por Jaeger et al., (2020),
cuyo porcentaje de proteina de la LAC se encontrd entre 45y 60% del peso total de

la misma dependiendo de las condiciones de crecimiento de la levadura.

Por lo tanto, de los 225 mg que se sometieron a los tratamientos,
aproximadamente 105.7 + 6.0 mg corresponden a proteina. Este peso seria el
maximo rendimiento tedrico que se podria extraer, representando el 100% de

remocién de proteina.

6.2 Evaluacion del efecto de microondas sobre la remocion de proteina

soluble de la levadura agotada de cerveza (LAC)

La levadura agotada de cerveza se sometio a un tratamiento con microondas
en donde se evalué la proteina soluble en sobrenadante por el método de Bradford

(1976). Los factores que se evaluaron fueron: el tiempo de exposicion a microondas
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(min), la potencia del equipo (W) y presencia o ausencia de acido clorhidrico

mediante un disefio experimental 23 con dos puntos centrales (Cuadro 2).

Los resultados obtenidos muestran que se logra una ruptura parcial de la LAC
liberando macromoléculas al medio y esta liberacidon es dependiente de la potencia,
tiempo y HCI al que se someta la LAC (Figura 8). Influyendo asi directamente sobre
la concentracion de proteina soluble de la LAC. Con respecto a los tratamientos (ver
Cuadro 3) se puede observar que el de mas alto rendimiento fue el tratamiento 8
(23.3 £ 1.3%) que es 22 veces mayor que el tratamiento 1 (1.0 = 0.8 %) este ultimo
generd el menor rendimiento de remocion de proteina obtuvo. La diferencia entre

estos dos rendimientos radica en la concentracion de HCI.
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Figura 8. Contenido de proteina soluble (mg) en el sobrenadante después del
tratamiento con microondas. (P: potencia (%); T: tiempo (min); H (concentracion
de acido clorhidrico 0, 0.5, 1 M). Las barras con diferentes letras indican que son

significativamente diferentes (p<0.05).

Como se mencion6 anteriormente con el tratamiento nimero 8 (Cuadro 3) se
extrajo un total de 24.7 + 1.4 mq, lo cual representa el 23.3 + 1.3% de la remocién

total de proteina de la pared celular de la levadura.

Esta remocion parcial de la proteina se puede explicar ya que la pared celular
se encuentra dividida en secciones y cada una de estas secciones contienen

distintas macromoléculas (Figura 9). Una de estas secciones esta constituida por la
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proteina que se pretende remover, sin embargo, las mismas proteinas se
encuentran unidas a través de distintos enlaces (puentes de hidrogeno y enlaces
covalentes) a otras macromoléculas, formando asi la estructura de la pared celular

lo que dificulta la remocion total de la proteina (Orlean, 2012; Grbavac et al., 2017).

NS v a 1,3 glucano
J ~ 2 S B
L Ay S 4 .
L b, /((A, \ \ > g’ ]1;:/
5 .
A (\? 2 ' Arabinano
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= —
e Y] = B-1,6 glucano (H)
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,_..é a 1,3 glucano (A)
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Figura 9. Estructura de la pared celular de la levadura. Adaptado de Kang et al.
(2018)

Con la remocion del 23.3 + 1.3% de la proteina mediante el calentamiento
con microondas/HCI se logra una menor recuperacion en comparacion con lo
obtenido por Li & Karboune (2018). Estos autores, usaron una extraccion por
calentamiento tradicional alcanzaron una tasa de rendimiento del 38.99 + 0.90%.
Sin embargo, para lograr este rendimiento se sometié a tratamientos de 90 °C por
4 h, lo cual representa un mayor gasto energético en comparacion con el presente

estudio en el cual se usaron microondas por un maximo de 5 min.

Esta diferencia en los rendimientos de extraccion se debe a que con el
calentamiento tradicional se pueden extraer solo aquellas proteinas no unidas

covalentemente. Es decir, por este método solo se extraen proteinas unidas por
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puentes de hidrogeno con las deméas macromoléculas presentes en la pared celular
(Li & Karboune, 2018).

Por otro lado, se han usado microondas para extraer metabolitos bioactivos
de Arthrospira platensis entre los que se incluye la proteina ficocianina (complejo
pigmento-proteina) la cual obtuvo un rendimiento de 0.2% bajo las condiciones de
60°C por 15 min (Esquivel-Hernandez et al., 2017). Los cuales son similares a los
obtenidos por los tratamientos 1, 3, 5y 7 (Cuadro 3, Figura 8) (entre los cuales no
hay diferencia significativa p<0.05). Estos tratamientos comparten la similitud de que

no tienen ningun catalizador en el tratamiento.

La importancia de usar un catalizador adecuado radica en que las
microondas rompen los enlaces de hidrogeno y con ello se inicia un intercambio de
iones disueltos, lo que conlleva a una mejor penetracion del catalizador que se use.
Si este ultimo no es efectivo, no se llevara a cabo una extraccion eficiente (en

comparacion con los otros métodos de extraccion usados) (Kadam et al., 2013).

Con ello se puede explicar por qué los tratamientos que no usaron HCI (1, 3,
5y 7; Cuadro 3, Fig. 8) tienen un bajo rendimiento de extraccién de proteina soluble,
mientras que aquellos que contaron con HCI (2, 4, 6, 8, 9, 10; Cuadro 3, Fig. 8)

muestran rendimientos de extraccibn mayores.

6.3 Evaluacion del efecto de microondas sobre la remocién de carbohidratos

solubles de la levadura agotada de cerveza (LAC)

Después del tratamiento con microondas también se evaluaron los
carbohidratos totales solubles en el sobrenadante por el método descrito por Dubois
(1956). El disefio experimental fue 23y los factores evaluados fueron: el tiempo de

accion de las microondas, la potencia y la concentracion de HCI.

Para conocer el porcentaje de carbohidratos en la muestra de levadura de
cerveza agotada (LAC) se realizé la determinacion de carbohidratos totales (Dubois

et al., 1956). Los resultados mostraron que el 32.3 £ 2.0% del peso seco total de la
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levadura son carbohidratos. Este dato es similar con lo presentado por Jaeger et al.,
(2020) en el que indican que el porcentaje de carbohidratos de la LAC es desde el
25 al 50% del peso de la levadura dependiendo de las condiciones de crecimiento
de esta. Por lo tanto, el maximo de rendimiento para la extraccién de carbohidratos

solubles a partir de 225 mg de levadura sera de 72 mg.

Los carbohidratos que se obtuvieron después del tratamiento con microondas
fueron carbohidratos solubles que se midieron en el sobrenadante después de ser
sometidos a dicho tratamiento. La Figura 10 muestra la cantidad (mg) de los
carbohidratos que se extrajeron al medio, se puede observar que el tratamiento 8
(Cuadro 3, Figura 10) es el que mayor cantidad de carbohidratos solubles libera
(49.2 £ 1.3 mg) los cuales representan el 68.3 + 1.9% del total de carbohidratos
presentes en la LAC. Este tratamiento es 20 veces mayor que aquel que tuvo el
menor rendimiento de extraccion de carbohidratos, que fue el tratamiento 1 (2.42 +

0.17 mg).
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Figura 10. Contenido de carbohidratos solubles (mg) en el sobrenadante después
del tratamiento con microondas. Se muestra el promedio (n=3) y la desviacién
estandar. P: potencia (%); T: tiempo (min); H (acido clorhidrico 0, 0.5, 1 M. Las

barras con diferentes letras indican que son significativamente diferentes (p<0.05).

Los tratamientos 1, 3, 4, 5 (Cuadro 3, Figura 10) no muestran diferencia

significativa (p<0.05) en la extraccién de carbohidratos solubles, estos tratamientos
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comparten la caracteristica de no tener HCI (exceptuando el 4) en el tratamiento y

tener rendimientos de extraccion menores al 10%.

Los datos que se mencionan arriba son comparables con los obtenidos por
Xu et al., (2018) en el que extrajeron 12.3% de polisacaridos de Eucommia ulmoides
usando microondas alcanzando 74 °C por 15 min. Sin embargo, el rendimiento de
3.4 £ 0.1% que fue el mas bajo obtenido en la extraccion de LAC de este estudio se
alcanzé usando un tiempo de 2 min, lo cual representaria un gasto energético menor

comparado con los 15 min usados por el estudio sobre Eucommia ulmoides.

En otro estudio se ha presentado el efecto de la potencia y el tiempo de
exposicion a las microondas sobre la extraccion de polisacaridos de Panax
notoginseng. Este estudio indica que con tratamientos de 4 min a potencia de 540
W de microondas extrajeron 11.03 = 0.16% de los polisacaridos (Shen et al., 2022).
Este resultado es 6 veces menor que los alcanzados por el mejor tratamiento
(tratamiento 8, Cuadro 3, Figura 10) que alcanzo rendimientos de 68.3 + 1.9%. La
diferencia entre estos estudios es la presencia de HCI, ya que como se explicd
anteriormente, el uso de catalizadores en el tratamiento con microondas puede
ayudar a mejorar la tasa de extraccion de las macromoléculas. Esto debido a que
se rompen no solo los puentes de hidrogeno sino también aquellos enlaces

covalentes que unen a estas macromoléculas, aumentando asi los rendimientos.

6.4 Evaluacion del efecto de la enzima Flavourzyme (proteasa de Aspergillus
oryzae) sobre la remocion de proteina y carbohidratos solubles de la levadura

agotada de cerveza (LAC) tratada con microondas.

Después de que la LAC fuera sometida al tratamiento con microondas se
procedid a tratarla con la enzima proteolitica Flavourzyme, la cual es una
endoproteasa, con objetivo de romper los enlaces de proteina-carbohidratos, para

una mayor liberacion de carbohidratos solubles al medio.
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Para verificar el efecto que tuvo el tratamiento enzimatico se midi6 la proteina
soluble por el método de Bradford (1976) y los carbohidratos totales solubles se

midieron por el método de Dubois (1956).

Los resultados (Figura 11) muestran que la extraccion de proteina soluble por
parte de la proteasa fue de un méximo de 3.0 £ 0.1 mg con para el tratamiento 6
(Cuadro 3, Fig. 11) que consistia en 60% de potencia y 2 min de exposicion a las
microondas, este resultado es similar a los tratamientos 4, 8 y 10 (Cuadro 3, Figura
11). Esta extraccion representa del 2.5 al 3.0% de la remocion total de proteina

presente en la LAC.
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Figura 11. Contenido de proteina soluble (mg) en el sobrenadante después del
tratamiento con proteasa. Se muestra el promedio (n=3) y la desviacion estandar.
P: potencia (%); T: tiempo (min); H (acido clorhidrico 0, 0.5, 1 M). Las barras con

diferentes letras indican que son significativamente diferentes (p<0.05).

Los tratamientos con el menor rendimiento de extraccién fueron el 3y 5
(Cuadro 3) con los cuales se extrajeron 0.54 + 0.03 mg y 0.44 + 0.02 mg
respectivamente (Figura 11), que es 5 veces menor en comparacion con el que

liber6 mas proteina al sobrenadante que fue el tratamiento 6 (Cuadro 3, Figura 11).

De acuerdo con el estudio llevado a cabo por Merz et al., (2015), en el cual

encontraron que la enzima Flavourzyme de Aspergillus oryzae, contiene 8 enzimas
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diferentes (leucina aminopeptidasa A, leucina aminopeptidasa, dipeptidil peptidasa,
dipeptidil peptidasa, proteasa neutra, proteasa neutra, proteasa alcalinay a-amilasa
A tipo 3). A las cuales se les puede atribuir su alto rendimiento de hidrdlisis de esas

proteinas y posiblemente de los enlaces entre proteinas y carbohidratos.

En la Figura 12 se presenta la concentracion de carbohidratos que se
lograron extraer tras el tratamiento enzimatico que se le dio a la LAC después de
tratarla con microondas. Los resultados muestran que la cantidad maxima de
carbohidratos extraidos fue de 14.5 £ 0.4 mg con el tratamiento 1 (Cuadro 3, Figura
13). Esta cantidad de carbohidratos solubles representa el 20.0 + 0.6% del total de

carbohidratos presentes en la LAC, los cuales son 72 mg en promedio.

Los tratamientos 1, 3, 4, 6 y 10 (Cuadro 3) no son significativamente
diferentes (p<0.05) por lo que con cada uno de ellos se puede extraer el 20% de los

carbohidratos totales presentes en la levadura (Figura 13).
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Figura 12. Carbohidratos solubles (mg) en sobrenadante después del tratamiento
con proteasa. Se muestra el promedio (n=3) y la desviacion estandar. P: potencia
(%); T: tiempo (min); H (&cido clorhidrico 0, 0.5, 1 M). Las barras con diferentes
letras indican que son significativamente diferentes (p<0.05).

Estos resultados son contrastantes con los presentados en la Figura 11 ya
gue a pesar de que no se logra un mejor rendimiento de remocion de proteina
soluble (3.0 mg en el mejor resultado), si se logra un rendimiento de remocién de
carbohidratos totales solubles (14.47+0.45 mg en el resultado mejor resultado) con

la accion de la proteasa de Aspergillus oryzae.
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Las enzimas de lisis se han empleado para ayudar a hidrolizar los enlaces
guimicos entre los carbohidratos, las proteinas y otras moléculas que se encuentran
unidas, de esta forma ayudan en la liberacion de polisacéridos que conducen a un

aumento del rendimiento de extraccion (Chen et al., 2013).

Un estudio en el que se evalud la extraccion de proteina de soya por la
enzima Flavourzyme llevado a cabo por Anh et al., (2020) mostré que el porcentaje
de proteina soluble recuperada fue de 58.79 + 0.21 mg. Esta concentracion es
mayor al obtenido en este estudio (3.0 mg). Sin embargo, la soya contiene mayor
porcentaje de proteina en su estructura, aunado a un empaquetamiento distinto de
carbohidratos-proteinas y que estos enlaces se encontraran en menor proporcion y
con menor energia de enlace. De igual manera para alcanzar este resultado se llevo
a cabo un pre-tratamiento con agua caliente, lo cual significa un gasto energético
mayor, en comparacion con el tratamiento con microondas que se llevo a cabo en

esta investigacion.

Por otra parte, se llevo un estudio que evalué la extraccién de proteina de
extracto de levadura en el cual obtuvieron hasta 55% de recuperacion de proteina
soluble. Sin embargo, en este estudio se usé la combinacion de dos enzimas
(Protamex y Flavourzyme) lo cual eleva los costos de produccion. Ademas
Protamex es una mezcla de endo-proteasas microbianas que ha sido optimizada
para la produccion de hidrolizados de proteinas lacteas (Chae et al., 2001b). En
comparacién con el presente estudio en el que se uso solo la enzima Flavourzyme
en conjuncion con el tratamiento con microondas para la extraccion de

polisacaridos.

35



6.5 Evaluacion del efecto de la proteasa Flavourzyme (proteasa de Aspergillus
oryzae) asistido por un tratamiento de ultrasonido sobre la extraccién de
proteina y carbohidratos de la pared celular de la levadura agotada de
cerveza (LAC).

A la LAC obtenida después de los procesos de lavado se le adicioné el 10%
(v/v) de la enzima Flavourzyme (proteasa de Aspergillus oryzae) en la solucién y se
llevé a sonicacion usando un procesador ultrasénico Vibracell (Sonics, modelo
vcx500, Newtown, CT, EUA).

Las condiciones de la sonicacion (tiempo, amplitud y pulsos intermitentes)
varian dependiendo el tratamiento, sin embargo, debido al uso de la enzima se
consideré que la temperatura deberia permanecer en un rango de 40 a 50°C. Esto
debido a que es la 6ptima para la enzima utilizada en este tratamiento, para lo cual
el recipiente se colocé en un frasco con hielo, y se monitoreo la temperatura durante

el proceso con un termOmetro para mantener la temperatura al valor especificado.

Al finalizar el tratamiento enzimatico asistido por ultrasonido se evalu6 tanto el
contenido de proteina como el de carbohidratos solubles en sobrenadante, esto

mediante el método de Bradford (1976) y Dubois (1956) respectivamente.

En primer lugar, se evalué la proteina soluble (Figura 13) y el mejor tratamiento
fue el T8 (Cuadro 5) donde se extrajeron 21.3 +1.3 mg de proteina representado el
16.5 + 1.0% del total de proteina presente en la levadura agotada de cerveza que
seria de 105.7 £ 6.0 mg (100% de extraccion rendimiento tedrico). Los niveles de
los factores para este tratamiento fueron 90 min en el procesador ultrasénico a una
amplitud del 40% con un porcentaje de pulsos intermitentes del 30%. Este factor se
llevé a cabo mediante la opcion del equipo de prender el sonicado por una fraccién
de tiempo y apagarla por el restante del tiempo para con esto calcular un porcentaje

de prendido y apagado.

Por otra parte, los tratamientos con menor rendimiento de extraccion de

proteina soluble fueron los tratamientos 1, 3, 5y 7 (Cuadro 5, Fig. 13) con un
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promedio de extraccién de 5.23 +1.5 mg, lo que representa un 4.05 +0.9% del total
de la proteina presente en la levadura al iniciar los tratamientos. Se puede inferir
gue el T8 (Cuadro 5, Figura 13) es 4 veces mejor que los tratamientos de menor

rendimiento de extraccion de proteina.

25
i 1 1 T 60; A:20; P:10
e 1 2 T 60; A:20; P:30
15 [ 3 T:60; A40; P:10
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1 I |
4 5 6 7
Figura 13. Proteina soluble (mg) en el sobrenadante después del tratamiento con
proteasa/ultrasonido. Se muestra el promedio (n=3) y la desviacion estandar. T:

tiempo (min); A: amplitud (%); Pulsos intermitentes (%). Las barras con diferentes
letras indican que son significativamente diferentes (p<0.05).

Rahman & Lamsal, (2021) llevaron a cabo una revision de trabajos en los que
recopila el uso de ultrasonido como técnica de extraccién de proteinas de distintas
fuentes. En este trabajo se encuentran investigaciones como la de Preece et al.,
(2017) en la que reportaron un rendimiento del 7% de extraccion de proteina de
pulpa de soja usando un tratamiento de sonicacion con una potencia de 400 W; el
medio en el que se llevo esta extraccidon fue en agua. Con nuestro mejor tratamiento
(T8, Cuadro 5, Figura 13) usando 40% de la potencia del equipo (200 W) se logra
una extraccion del 16.5 + 1.0% de extraccion de proteina presente en la levadura,

siendo 2.3 veces mayor que los resultados de su estudio.
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Por otra parte, Byanju et al. (2020), reportaron que alcanzaron un rendimiento
de extraccion de proteina de hasta del 22% siendo la materia prima harina de
garbanzo. Este rendimiento es 1.3 veces mayor que el que obtuvimos en el presente
estudio, sin embargo, estos investigadores usaron un procesador ultrasénico de 750
W lo que representa un gasto energético mayor. De igual manera, el medio sobre el
cual fue suspendida la matriz alimentaria fue agua alcalina pH 8.5 lo que se
considera un catalizador para la reaccion. Sin embargo, esto generaria un residuo
al terminar el proceso y aumentaria los pasos del proceso al incluir un lavado para
eliminar el medio alcalino. Considerando de igual manera que al ser una matriz
alimentaria distinta, el empaquetamiento de macromoléculas es distinta a la de la
LAC.

Se han encontrado a la fecha pocos estudios en donde se use la técnica de
ultrasonido para la extraccion de proteinas de levadura, uno de ellos fue el llevado
a cabo por Zhang et al., (2014). Estos autores, usando un procesador ultrasonico
de 750 W lograron extraer hasta el 12% de proteina de la levadura lo que indica que
usando el T8 (ultrasonido/enzima, Cuadro 5, Figura 13) puede aumentar 30% el
rendimiento de extraccion en la levadura. En este estudio la maxima potencia del

equipo de ultrasonido fue de 500 W.

Por otra parte, se midi6 la cantidad de carbohidratos solubles que se
obtuvieron tras el tratamiento con ultrasonido/proteasa. Los resultados (Figura 14)
muestran que el mejor tratamiento para la extraccion de carbohidratos solubles fue
el T8 (Cuadro 5, Fig. 14), extrayendo un total de 32.6 + 0.5 mg lo que representa un
45.3 + 0.7% del total de carbohidratos (72.0+ 0.7 mg) presentes en la LAC antes del
tratamiento (Cuadro 5, Figura 14).
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Figura 14. Carbohidratos solubles (mg) en sobrenadante después del
tratamiento con proteasa/ultrasonido. Se muestra el promedio (n=3) y la
desviacion estandar. (T: tiempo (min); A: amplitud (%); Pulsos intermitentes (%)).
Las barras con diferentes letras indican que son significativamente diferentes
(p<0.05).

El tratamiento con menor tasa de extraccion fue el T1 (Cuadro 5, Figura 14)
alcanzando una remocion de 10.0 = 0.8 mg de carbohidratos, lo que representa un
14.3 £ 1.1% de rendimiento de extraccion. El T8 alcanza representa una extraccion

de carbohidratos 2.97 veces mejor que el T1.

Estudios previos han reportado que usando ultrasonido como técnica de
extraccion de polisacaridos usando como matriz la levadura han logrado extraer
hasta 6.2 = 0.3% en un medio acuosos a pH 7.5 (Zhang et al., 2014). Este valor
representa una menor tasa de extraccion que el tratamiento 1 (el cual fue el que
menores resultados obtuvo) y en comparacién con el T8 es 7 veces mejor para
extraer los carbohidratos de la pared celular de la levadura. Shen et al., (2022)
llevaron a cabo una extraccion de polisacaridos de Panax notoginseng usando
sonicacion, los resultados demuestran que en el mejor de sus tratamientos extrajo
7.61% de los polisacéaridos. Al igual que el anterior estudio este dato muestra que
nuestro tratamiento es 5.7 veces mejor (T8). Los resultados y las comparaciones

indican que, usando tanto ultrasonido como enzimas, se logra una mejor extraccion
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de carbohidratos y proteinas de la pared celular de la levadura, esto gracias a los

mecanismos de sinergia entre enzima y ultrasonido.

Rahman & Lamsal, (2021) describen estos mecanismos al utilizar el
ultrasonido como una técnica para la extraccion de compuestos de distintas
matrices. El principal mecanismo es el del fenébmeno de cavitacion el cual consiste
en trasmitir ondas en el medio liquido que se van propagando, creando ciclos
(Figura 15). Estos ciclos generan una presion baja en el medio, lo cual causa la
ruptura del liquido y la creacion de espacios vacios que posteriormente se

transforman en diminutas burbujas o cavidades.
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Figura 15. La formacion de burbujas de cavitacion mediante ciclos alternos de
compresion y expansion de la onda de sonido. Adaptado de Rahman & Lamsal
(2021).

Los ciclos posteriores de compresion y rarefaccion provocan que las burbujas
se reduzcan y expandan hasta llegar a un tamafio critico en el que colapsan,

alcanzando temperaturas de 2,000 a 5,000 K y presiones de 300 a 1,200 bares.

En otro estudio se evaluaron los mecanismos del uso de ultrasonido como
técnica de apoyo en conjunto con enzimolisis (Zheng et al., 2019). Estos autores

encontraron que el uso previo de ultrasonido descompone los agregados de
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glucanos para revelar la estructura interna mediante un proceso de cavitacion

acustica, lo que aumenta la eficiencia de la enzimdlisis (Fig. 16).
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Figura 16. Mecanismo de accion de la enzima al ser asistida por tratamiento
de ultrasonido. Adaptado de Zheng et al. (2019).

Por otro lado, Wang, et al. (2018), explicaron que el ultrasonido promueve las
reacciones enzimaticas mediante el fendmeno de cavitacion y sus efectos son
dependientes de las condiciones de la operacion. Mientras que un tratamiento
ultrasénico de baja intensidad promueve la accion de las enzimas un tratamiento a
altas intensidades puede causar efectos negativos en estd. La sonicacion afecta

tanto a la enzima como al sustrato y al complejo enzima sustrato.

6.6 Evaluacion del efecto de los extractos de los tratamientos de microondas,
microondas/proteasa y ultrasonido/proteasa sobre la estabilidad de
membrana de los glébulos rojos para caracterizar la actividad

antiinflamatoria de los mismos.

Los extractos de los tratamientos con mayor rendimiento de microondas,
microondas-proteasa, microondas-proteasa-glucanasa Yy ultrasonido-proteasa
fueron secados en horno (Felisa, Zapopan, Jal. México) a 40 °C por 24 horas para
obtener un polvo fino, del cual se pesé y se disolvid en 1 mL de agua para cada

tratamiento.
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Se llevo a cabo el ensayo de estabilidad de membrana de glébulos rojos para
todas las muestras. Los resultados del ensayo muestran que el extracto de
microondas el cual contiene 1 mg de carbohidratos y 0.4 mg de proteina es capaz
de mantener una estabilidad de la membrana de los glébulos rojos frente a la accion
de la temperatura (54°C), el porcentaje de estabilidad de éste fue de 88.9+0.3 %,
gue en comparacion con el diclofenaco que obtuvo un porcentaje 92.4+3.0% de
estabilidad (Figura 17), nos indica que al extraer carbohidratos enriquecidos con
proteina de la pared celular de la levadura agotada de cerveza (LAC) tuvo una

capacidad antiinflamatoria igual (p>0.05) que un farmaco de venta al publico.

Por otra parte, los carbohidratos extraidos después del tratamiento con
proteasa (1 mg de carbohidratos con 0.05 mg de proteina) logré un porcentaje de
estabilidad de 52.2+5% de la membrana de los glébulos rojos. El extracto después
de tratar la LAC con glucanasa obtuvo un porcentaje de 58.6+5.0% de estabilidad
de membrana y, por ultimo, la extraccion de carbohidratos usando ultrasonido-
proteasa tuvo un porcentaje de 66.7+5.0%. Se observé que todas las extracciones
obtienen mas del 50% de actividad antiinflamatoria (medida con el porcentaje de

estabilidad de membrana de glébulos rojos).

La actividad antinflamatoria se asocia a la estabilidad de los glébulos rojos
debido a que la membrana de los glébulos rojos comparte similitudes con la
membrana de los lisosomas. Esto es importante ya que, durante el proceso de
inflamacion, los lisosomas juegan un papel importante en el dafio tisular ya que

oxidan los lipidos de la membrana celular (Ge et al., 2015).

Un estudio realizado en 1979 demostré que los lisosomas son capaces de
inhibir el receptor Hsp 90, que es un receptor antiinflamatorio esteroideo. Al
modificarlo a una forma mas pequefia, evita que se una a los medicamentos

antiinflamatorios esteroides, lo que, a su vez, aumenta el estado inflamatorio.
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Figura 17. Porcentaje de estabilidad de membrana de los glébulos rojos ante
tratamiento térmico a 54°C usando los extractos de LAC como estabilizantes de la
membrana, diclofenaco como control positivo. ns= no diferencia significativa,
*diferencia significativa (p<0.05, n=3)

Por lo tanto, la estabilizacion de la membrana de los lisosomas puede
desempefiar un papel fundamental en prevenir la liberacion de proteasas y reducir

las reacciones inflamatorias (Ge et al., 2015).

La capacidad de los extractos para mantener la integridad de la membrana de
los glébulos rojos sugiere que también son efectivos para preservar la integridad de
la membrana de los lisosomas. Por lo tanto, el efecto que los extractos tienen en la
prevencion de la hemdlisis puede ser tomado como un indicio de su eficacia en la

reduccion de la inflamacion (Karrat et al., 2022).

La actividad antiinflamatoria de 88.9+0.3 %, del extracto de LAC obtenido
mediante tratamiento con microondas se atribuye a los carbohidratos presentes en
el, mas especificamente a los $-glucanos que en un principio se encuentran en la
pared celular de la levadura y que al someterse a las microondas esta se rompe

liberando en el proceso los B-glucanos al medio (Bastos et al., 2022).
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Se le atribuye la actividad antiinflamatoria a los 3-glucanos debido a que se
han reportado diversos estudios que estos polimeros presentan esta actividad
antinflamatoria. Cerletti et al. (2021), reportaron el impacto que tiene los 3-glucanos
en la salud humana, indican que los efectos antiinflamatorios de estos polisacaridos
ya se han reportado en modelos celulares y experimentales, por ejemplo, Murphy
et al., (2020) mostraron que los B-glucanos reducen la produccion de citocinas

proinflamatorias.

6.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas
en inglés) de los extractos de los tratamientos de microondas, microondas-

proteasa, microondas-proteasa-glucanasa y ultrasonido-proteasa.

Para conocer los compuestos presentes en la levadura agotada de cerveza
(LAC) antes de los tratamientos y después de los distintos tratamientos se llevo a
cabo un analisis FTIR. Esta técnica determina el tipo de enlaces que contiene la
muestra, mismos que son representativos de moléculas o interacciones de las

moléculas. Los resultados se muestran en la Figura 18.

La levadura agotada de cerveza antes de ser sometida a los tratamientos
presenta picos en 849 cm ! mismos que son representativos del enlace glucosidico
en configuracion B. Asi mismo se observa un pico en 1036 cm?, 1242 cm%, 1310
cmty 1405 cm que, de acuerdo con la literatura, las bandas que se encuentran
entre 1000 y 1400 cm son indicativos de enlaces O-H y C-H, por lo que se
consideran como carbohidratos. También se presenta una banda nitida a 1627
cm™, que se puede atribuir a la vibracion asimétrica de estiramiento C-O (Figura 18
A), esta banda se le considera propia de las proteinas (Faustino et al., 2022; Yuan
et al., 2022).
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Figura 18. Analisis FTIR A) levadura agotada de cerveza; B) extracto
obtenido con microondas de la LAC; C) extracto de la LAC obtenido después del
tratamiento con microondas y proteasa; D) extracto de la LAC obtenido después

del tratamiento con proteasa asistida por ultrasonido.

Después de que se lleva a cabo el tratamiento con microondas (Figura 18 B)
y se obtiene el extracto, se sigue observando la banda caracteristica del enlace 3
glucosidico. Por lo cual se logra extraer B-glucanos de la pared celular de la
levadura. De igual manera se observan las bandas en 969, 1056, 1273, propias de
los carbohidratos, mas especificamente de los enlaces COC y CC y 1646 cm
(banda asociada a enlace amida) que también indican la extraccion de proteinas

por lo que se le puede considerar un extracto de B-glucanos enriquecido con
proteinas (Fazio et al., 2020).

Ahora bien, después de que la LAC fue procesada por microondas y en el
siguiente paso fue sometida a un tratamiento enzimatico con proteasa. Se obtuvo
un extracto cuya grafica de FTIR (Figura 18 C) sigue mostrando las bandas
caracteristicas de los carbohidratos, en 843 cm (B-glucosidicos), Las bandas a

1051y 1275 cm! pertenecen a enlaces de carbohidratos y 1645 cm™, que es propia
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de las proteinas. Gracias a esto se comprueba que con la proteasa se aumenta la

eficiencia de extraccion de los B-glucanos enriquecidos con proteina.

Por altimo, el espectro de la extraccién con proteasa asistida por ultrasonido
logra una extraccion de carbohidratos que se ven expresados en las bandas de 977
y 1453 cmt. También se observa una banda en 1629 cm?, que es indicativo de las
proteinas (Figura 18 D). Por lo anterior, se obtuvo de esta manera el extracto de B-

glucanos unido a proteinas.

6.8 Andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en
inglés) para la levadura agotada de cerveza antes y después de los

tratamientos.

El objetivo de este analisis fue observar la estructura de la levadura agotada
de cerveza (LAC) antes de ser sometida a los tratamientos de microondas,
microondas-proteasa, microondas-proteasa-glucanasa y ultrasonido-proteasa, y

estos tratamientos afectan la morfologia de esta (Figura 19).

Se llevaron muestras secadas en horno a 40 °C por 24 horas y posteriormente
suspendidas en etanol (70% v/v) por 24 horas a analizar por la técnica de

microscopia electronica de barrido (Figura 20).

Figura 19. Andlisis SEM de LAC anterior a los tratamientos
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La funcidn de la pared celular es actuar como un revestimiento rigido para las
células, es crucial para el crecimiento, la reproduccion y la interaccion de estas
células con su entorno. Ademas, la pared celular controla la forma de la célula 'y su
velocidad de crecimiento, brindando proteccion contra factores mecanicos externos
y la presién osmdtica interna. Esta estructura estda compuesta en su mayoria por
polisacaridos, que proporcionan el soporte para las glicoproteinas de la superficie
celular. De esta forma contribuyen a las propiedades adhesivas de la pared y
reducen su permeabilidad a moléculas grandes, en especial, a las enzimas que

podrian digerir la pared celular (Molon et al., 2018).

En la Figura 19 se puede observar la estructura de la LAC y como es que
después del proceso de fermentacion de la cerveza esta sigue intacta por lo que los
componentes de interés como los polisacaridos y las proteinas siguen dentro de la
célula. Para poder obtenerlos, es necesario utilizar procesos ya sea térmicos,

fisicos, mecanicos o quimicos que rompan la pared celular.

1000kv  60mm S 500 X 196  High Vacuum FCN-UAQ 10004 60mm $00 X 196 . High Vaeuum FCN-UAQ

Figura 20. A) Analisis SEM de LAC después de un tratamiento con microondas,
5 min, 630 W con HCI. B) Analisis SEM de LAC después del tratamiento con
microondas-proteasa 5 min, 630 W, con HCI.

En la Figura 20 A se puede observar como la levadura agotada de cerveza se
ve afectada morfolégicamente tras ser sometida al tratamiento de microondas. Ya
no se observan las esferas propias de una célula, sino que se ve una masa

compactada de varias células que han sido destruidas. Esto resulta relevante,
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porque demuestra que al someterlas a microondas se puede romper la estructura
de la pared celular lo que favorecera la extraccion de los polisacéaridos y las
proteinas. Sin embargo, aln después de este proceso se ve que la agrupacion de
células pudiera contener aun macromoléculas que se encuentren en estas

aglomeraciones.

Tras el segundo tratamiento (enzima proteasa de A. niger) ya no se ven las
aglomeraciones (Figura 20 B), se observa una figura lisa amorfa de los restos de la
levadura, en este punto ya fueron extraidos aquellos compuestos que formaban

parte de la levadura y daban la estabilidad a la misma.

En la Figura 21 se puede observar como la estructura de la levadura queda
reducida a una masa uniforme tras ser sometida al tratamiento con ultrasonido-
proteasa. La propia célula ya no es capaz de mantener la estructura de la pared lo
cual beneficia la extraccion de carbohidratos unidos a proteina porque de esta
manera se aprovechan mejor todos los residuos de LAC, favoreciendo la economia

circular y disminuyendo el desecho de residuos.

Figura 21. Analisis SEM de LAC tras el paso de extraccion con ultrasonido 220
W, 90 min asistido por la enzima proteasa.

En contraste, Soro et al. (2021), mostraron un analisis SEM de la levadura. Se

observa que, tanto en el control como en las células tratadas con ultrasonido, la
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estructura celular de la levadura sigue intacta en su mayoria tras el tratamiento
sonico, indicando que no hay ruptura celular suficiente para extraer los compuestos
internos. Esta falta de ruptura se puede atribuir a la baja intensidad del tratamiento
aunado al tiempo (30 min) que no fue suficiente para romper la estructura de la

levadura, lo que se considera poco eficiente.
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7. Conclusiones

Mediante la técnica de microondas en conjunto con el catalizador de HCI se
extrajeron carbohidratos correspondientes a -glucanos propios de la pared celular
de la levadura agotada de cerveza que se ven fortificados con la agregacion de
proteinas que se encuentran de igual manera en la pared celular de la levadura,

obteniendo asi B-glucanos fortificados proteicamente.

Con la accion de la proteasa se aumenta 12% la eficiencia de extraccion de la
técnica de microondas, mejorando también la solubilizacién de los carbohidratos y
las proteinas extraidas con estos tratamientos, aumentando asi los posibles usos
de los B-glucanos extraidos, como en la industria panadera, cosmetoldgica, y de

aditivos

El uso de ultrasonido disminuyo el tiempo requerido para la protedlisis de la
levadura agotada de cerveza mejorando la produccion de carbohidratos y proteina

soluble.

Los extractos de [-glucanos con proteinas presentaron actividad

antiinflamatoria, similar a la de un farmaco antiinflamatorio de uso farmacéutico.

En general, al implementarse tecnicas de extraccion combinadas, se puede
reducir el tiempo necesario para la hidrolisis de la pared de la levadura agotada de
cerveza, mejorando la produccion de carbohidratos y proteinas solubles. Los
extractos resultantes, que contenian B-glucanos fortificados con proteinas,

demostraron tener actividad antiinflamatoria.

Estos hallazgos sugieren aplicaciones prometedoras en el campo de los
alimentos funcionales. En conjunto, el estudio ofrece una contribucion significativa
al desarrollo de técnicas de extraccion mejoradas y a la exploracién de nuevas

aplicaciones para los B-glucanos en diversas industrias.
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ANEXO 1

Ensayo de estabilidad de membrana reactiva.

Fecha de aplicacion: Folio: |11 1 [ | Il|

Iniciales (Nombre sujeto):

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Quimica

3

“Carta consentimiento para participar en un proyecto de investigacion’

Titulo del protocolo:
“Extraccion de B-glucanos a partir de levadura agotada de
cerveza por via enzimatica asistida por ultrasonido y microondas y

evaluacion de sus propiedades funcionales”

Investigador principal: Dr. Carlos Regalado Gonzalez
Sede donde se realizara el estudio: Posgrado de alimentos. Facultad

de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION

Se le esta invitando a usted a participar en este estudio de investigacion.
Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento
informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier

aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar,
entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le

entregara una copia firmada y fechada.
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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los B-glucanos pueden presentar actividades bioldgicas como lo es la
actividad antiinflamatoria dada su naturaleza quimica. El ensayo de estabilidad
de membrana reactiva comprueba si existe actividad antiinflamatoria de la

muestra comparandola contra un farmaco existente en el mercado.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los B-glucanos extraidos por
tratamiento enzimatico asistido por ultrasonido y tratamiento enzimatico asistido

por microondas.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitird tener evidencia cientifica que sustente el uso de los
B-glucanos como ingrediente funcional para ayudar en los procesos

antiinflamatorios.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguird el siguiente

procedimiento:

El estudio consta de una toma de muestra sanguinea realizada por

personal capacitado.

El tiempo aproximado de duracion es de 5 a 10 min para la toma de

muestra.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

La toma de muestra es un procedimiento rutinario que no representa riesgo
para la salud, sin embargo, pueden presentarse molestias tales como: mareos,

moretones, desmayos, disminucion de presion arterial, por lo cual si se requiere
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atencion medica esta podra ser proporcionada por personal del médulo de

atencion médica “Su salud” de la UAQ.

6. ACLARACIONES

e Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

¢ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

e Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo
informar o no, las razones de su decisién, la cual sera respetada en su
integridad.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable.

e Lainformacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada participante, sera mantenida con estricta confidencialidad por el
grupo de investigadores. Esta informacién es de caracter confidencial. La

UAQ solo proporcionara informacién que no lo identificara personalmente.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma

parte de este documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de

otra persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.
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8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacién. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma

Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
He explicado al Sr(a). la naturaleza y

los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido
y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres
humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedi6 a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
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9. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:
Investigador principal:
Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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Anexo 2

INVITACION

A los interesados se les hace una cordial invitacion para participar

en el estudio de investigacion titulado:

“Extraccion de B-glucanos a partir de levadura agotada de
cerveza por via enzimatica asistida por ultrasonido y

microondas y evaluacion de sus propiedades funcionales”

Para lo cual se les pide una toma de muestra sanguinea, la cual
sera tomada por parte del personal de andlisis clinicos de la UAQ

guienes estan capacitados para tal actividad.

Los requisitos seran los siguientes:
Hombre/mujer indiferente
Mayor a 20 afios y menor a 30
Estado de ayuno
No haber consumido ningun farmaco antiinflamatorio durante

las dos semanas antes de latoma de muestra.

Todos los datos obtenidos seran usados con fines de investigacion
y se manejaran de manera confidencial.
La toma de muestra es un procedimiento rutinario que no

representa riesgo para su salud.
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