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RESUMEN

México genera anualmente méas de 2 millones de t de masilla de cerveceria (MC). La MC
es un material rico en hemicelulosa compuesta de arabinoxilanos (AX). Sin embargo, el alto
entrecruzamiento de este material provoca una baja disponibilidad de AX, por lo que es necesario
aplicar distintos tratamientos para incrementar su liberacién. El objetivo de este trabajo fue mejorar
la liberacion de arabinoxilanos por medio de fermentacion en estado sélido con la cepa Fusarium
oxysporum f. sp. melonis utilizando masilla de cerveceria tratada por extrusion. Primeramente, se
realizaron dos tipos de tratamientos fisicos a la MC, extrusion a 20% de humedad, 200 rpm y 50°C
(MCE), y el segundo por molienda utilizando un molino de cuchillas (MCM). A cada una de las
muestras (MC, MCE y MCM) se le determind analisis proximal, distribucion de tamafio de
particulas, indice de absorcion en agua (WAI) y solubilidad en agua (WSI). Posteriormente, se
llevo el proceso de fermentacion en estado solido (FES) a cada una de las muestras, se realiz6 una
cinética de fermentacion durante 7 dias a 30°C. Concluida la FES se llevo a cabo la extraccion y
purificacion de los AX para ser determinados mediante el ensayo colorimétrico de floroglucinol,
por ultimo, se cuantificaron los compuestos fendlicos totales, &cidos fendlicos y la capacidad
antioxidante por ensayo DPPH. Los datos obtenidos del contenido de proteina, lipidos, ceniza y
fibra dietaria total no presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre cada una de las muestras,
en donde si existid diferencia significativa (p<0.05) fue en el contenido de fibra soluble ¢ insoluble,
distribucion de tamafio de particulas, WAI y WSI, siendo la MCE y MCM las que presentaron
valores mayores comparados con la MC. Por otra parte, los rendimientos de AX solubles
presentaron diferencias significativas (p<0.05) tanto para los tratamientos sin proceso de FES (MC
0.03%, 0.53 MCM% y 0.70% MCE), como a los que si se les realizo la FES (MC 2.95%, 6.24%
MCM y 9.58% MCE). Ademas, las muestras sometidas al proceso de FES presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en el contenido de compuestos fenolicos libres, acidos fenolicos libres y el
porcentaje de inhibicion de los extractos libres por el ensayo de DPPH con respecto a aquellas que
no fueron sometidas a FES. Por lo que el tratamiento de extrusion y FES incrementd la liberacion

de AX extraidos a partir de la MC, asi como su capacidad antioxidante.

Palabras claves: Masilla de cerveceria, arabinoxilanos, extrusion, fermentacion en estado sélido,

Fusarium oxysporum
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ABSTRACT

Mexico, generates more than 2 million t of brewer’s spent grain (BSG) per year. BSG is a
material rich in hemicellulose composed of arabinoxylans (AX). However, the high crosslinking
of this material causes a low availability of AX, for which it is necessary to apply different
treatments. The objective of this research is to increase the release of arabinoxylans through solid
state fermentation with Fusarium oxysporum f. sp. melonis using extruded brewery spent grain.
Firstly, the BSG was subjected to two types of physical treatments, the first one by extrusion at
20% moisture, 200 rpm and 50°C (BSGe), and the second one by blade mill (BSGm). The chemical
composition, particle size distribution, water absorption index (WAI) and water solubility index
(WSI) were determined for each sample (BSG, BSGe and BSGm). Subsequently, the solid state
fermentation process (SSF) was carried out on each sample, the fermentation Kinetics for 7 days at
30°C was monitored, once the SSF concluded, the extraction and purification of AX by the
phloroglucinol colorimetric assay was determined, and finally, the total phenolic compounds,
phenolic acids and antioxidant capacity by DPPH were quantifield. No significant differences
(p>0.05) on protein, lipids, ash, and total dietary fiber contents among samples, were found, where
significant differences (p<0.05) were found was on the content of soluble fiber and insoluble,
particle size distribution, WAI and WSI, being the BSGe and BSGm those with higher values than
BSG. On the other hand, the yields of soluble AX presented significant differences (p<0.05) on
non-fermented samples (BSG 0.03%, 0.53% BSGm and 0.70% BSGe), and with SSF (BSG 2.95%,
6.24% BSGm and 9.58% BSGe). In addition, significant differences (p<0.05) on the content of
free phenolic compounds, free phenolic acids and the percentage of inhibition of free extracts by
DPPH of samples subjected to SSF, respect to non-fermented samples, were found. Therefore,
extrusion and FES treatment increases the AX release from BSG as well as their antioxidant

capacity.

Key words: Brewer’s spent grain, arabinoxylans, extrusion, solid state fermentation, Fusarium

oxysporum.
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1. INTRODUCCION

La masilla de cerveceria (MC) es el principal residuo obtenido durante el proceso de
filtracion para la elaboracién de cerveza, el cual representa el 85% del subproducto total obtenido,
de esta industria. A nivel mundial se produce alrededor de 39 millones de toneladas anuales, siendo
Meéxico el cuarto productor de cerveza a nivel mundial, con una produccion de 2.1 millones de
toneladas anuales de masilla de cerveceria (Kirin Holdings, 2018). Al ser un subproducto con alto
contenido de humedad (70%) y polisacaridos (40-50% en peso seco) esto lo hace susceptible al
crecimiento y deterioro microbiano después de unos dias de almacenamiento a temperatura
ambiente (Lynch et al., 2016). Por lo tanto, su uso principal es como alimento para animales o se
desecha en basureros, sin embargo, ha vuelto a ser estudiado ya que existe interés para reducir los
desechos industriales y ser reutilizado en aplicaciones biotecnoldgicas para obtener productos de
alto valor agregado. La composicion quimica de la masilla varia segun el tipo de cerveza y las
condiciones de proceso, no obstante, esta constituido de material lignoceluldsico en su mayoria
(30-50%), de la cual la hemicelulosa representa entre el 20-25% (Mussatto, 2014). Este polimero
posee una estructura polimérica de gran tamario, formada principalmente por arabinoxilanos (AX)
y &cido ferulico (AF), los cuales resultan benéficos para la salud (Reis y Abu-Ghannam, 2014). Sin
embargo, el alto entrecruzamiento del material lignocelulésico provoca una baja disponibilidad de
AX 'y AF para su digestion intestinal (Steiner et al., 2015). Hughes en el afio 2007 estudié que al
fraccionar los AX en polimeros de menor peso molecular (66 kDa) se tiende a incrementar la
estimulacién prebidtica in vitro. En virtud a la alta cantidad de compuestos bioactivos presentes en
la masilla de cerveceria se han utilizado distintos tratamientos para aumentar su disponibilidad,
mediante uso de métodos fisicos, enzimaticos y quimicos (Fadel et al., 2018). Estos ultimos han
sido los mas utilizados para hidrolizar la estructura de la MC. A pesar de ello, el uso de agentes
quimicos cambia las propiedades funcionales de los AX, por lo que tiende a dar fracciones de alto
peso molecular (100-200 kDa) y liberan el AF, ademas de generar residuos peligrosos al medio
ambiente. Por otra parte, el tratamiento enzimatico produce fracciones de bajo peso molecular y un
mayor contenido de AF, pero tiene como limitante el costo (Zhou et al., 2010). Se han aplicado
tratamientos fisicos como la extrusion, en donde la materia prima se expone a las condiciones de

temperatura, presion y cizallamiento; lo que conlleva a la fragmentacion estructural (Liu et al.,
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2011). Este procesamiento se ha usado recientemente para aumentar la solubilidad y disminuir el
peso molecular de los AX a partir de fuentes alimenticias y residuos agroindustriales. Xiros et al.
(2009), modificaron la masilla utilizando un extracto fungico de Fusarium oxysporum con
actividad de xilanasas y feruloil esterasas, utilizando fermentaciones sumergidas y agentes
quimicos, obteniendo una liberacion del 40% del AF. Se ha estudiado el proceso de fermentacion
en estado solido (SSF, por sus siglas en inglés) a partir de extractos filamentosos para la produccién
de enzimas como xilanasas y feruloil esterasas. Este proceso presenta varias ventajas tecnoldgicas
y operativas en comparacién con la fermentacion sumergida (Yang, 2011). El objetivo de esta
investigacion se centra en los métodos y técnicas utilizadas para la extraccion de los arabinoxilanos

presentes en el subproducto generado por la industria cervecera.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion y Proceso Cervecero

La cerveza es una de las bebidas mas consumidas en el mundo, siendo los paises lideres en su
produccion, China, Estados Unidos, Brasil y México, representando el 75% del consumo global de
bebidas alcohdlicas (Kirin Holdings, 2020). El proceso para la elaboracion de cerveza se divide en
cinco operaciones: malteado, maceracion, filtracion, coccion y fermentacion. El malteado, es un
proceso aplicado a los granos de cereales, los que germinan bajo condiciones controladas seguido
de un secado, una vez que se completa el secado, los granos se denominan malta y pasan a la
molienda con el objetivo de convertir el almiddon en azicares simples (Serna-Saldivar, 2013).

En el proceso de maceracion, se mezcla la malta de cebada y los adjuntos con agua, después se
calientan para permitir a las enzimas hidrolizar el almidén en azucares, para crear un liquido
maltoso llamado mosto. En la filtracion, el mosto pasa a un tanque con fondo falso en donde se
separa de los granos gastados o masilla de cerveceria. Una vez filtrado el mosto pasa a un tanque
para la coccion, en donde se esteriliza, se inactivan enzimas y se extraen compuestos solubles del
Iupulo, lo cual hace que precipiten algunas proteinas, en este paso los taninos del Iipulo ligan a las
proteinas haciéndolas insolubles (Serna-Saldivar, 2013).

Después de la ebullicién se utiliza un colador para retirar el lapulo, posteriormente se enfria el
mosto lo cual genera proteina insoluble, de manera que el mosto se vuelve a filtrar antes de pasar
al proceso de fermentacion. En el proceso de fermentacion, el mosto se enfria y se afiade levadura
iniciando el proceso de fermentacidn, el cual se realiza en 2 etapas, la primera a temperaturas de
7-15°C y la segunda etapa a temperatura de 0°C, en ambas etapas de fermentacion las células de
levadura transforman la maltosa a glucosa, la cual a su vez es transformada en etanol, biéxido de

carbono y otros metabolitos como &cidos organicos (Serna-Saldivar, 2013).
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2.1 1. Masilla de Cerveceria

La segunda etapa para la elaboracion de cerveza es el proceso de filtracion, en esta etapa se obtiene
el mosto y se filtra la parte insoluble conocida como masilla de cerveceria (MC) la cual representa
el 85% del subproducto total generado. Se considera la obtencién de 39 millones de t anuales a
nivel mundial, debido a que se produce alrededor de 20 kg de MC himeda por cada 100 L de
cerveza elaborada (Lynch et al., 2016). EI INEGI report6 en el afio 2016 una produccion de 10.5
mil millones de litros de cerveza en México, obteniendo 2.1 millones de t de masilla de cerveceria.

2.1.2. Composicion Quimica de la Masilla de Cerveceria

La masilla de cerveceria se encuentra conformada por la cascara, pericarpio y capa aleurona que
cubren el grano de cebada, y los adjuntos. La composicion quimica puede sufrir alteraciones
significativas debido a diversos factores como el tipo de malta, el momento de la cosecha, el tipo
de lupulo, tipo de adjuntos, proceso de maceraciony calidad de los cereales utilizados en el proceso,
lo que conlleva a una variada composicion (Mussatto, 2014). Sin embargo, su componente primario
es material lignocelulosico, cuyos componentes principales son fibra (hemicelulosa y celulosa),

proteinas y lignina (Figura 1).
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Figura 1. Composicion tipica de la masilla de cerveceria (Xiros y Christakopoulos, 2012).

2.1.2.1. Celulosa. Es uno de los componentes estructurales de las capas externas de los granos de
cereales, junto con la hemicelulosa y la lignina representan entre 12-15% del total de la materia
seca (Forssell et al., 2008). Debido a su linealidad y su naturaleza, las moléculas de celulosa se
asocian entre si, formando fibras policristalinas (Damodaran y Parkin, 2017). Su composicion
estructural se define por residuos de glucosas unidos por enlaces $-(1,4) y enlaces (1,3 -1,4) -5-D-
glucano, considerandola como uno de los compuestos de fibra insolubles presente en la masilla de
cerveceria. A los #-D-glucanos provenientes de cereales se le han atribuido efectos benéficos sobre
la microbiota intestinal, considerandolos prebidticos, ya que forman soluciones viscosas en
soluciones acuosas retrasando el vaciamiento gastrico ademas de reducir las concentraciones

plasmaticas de colesterol (Serna-Saldivar, 2013).

2.1.2.2. Hemicelulosa. Es un polisacarido no almidonoso y representa entre 20-35% del material
lignoceluloso (Mamman et al., 2008), esta constituida por polimeros heterogéneos de pentosas
(xilosa, arabinosa), hexosas (manosa, glucosa, galactosa), acido glucuronico y residuos de acido
galacturonico en su mayoria. La hemicelulosa se compone principalmente de polimeros de gran
tamafio, conocidos como arabinoxilanos (AX) cuya estructura esta constituida por una cadena
lineal de xilosas unidas por enlaces $-(1,4), que pueden sustituirse por residuos de arabinosa, en

los cuales se encuentra el acido ferulico en forma esterificada en el residuo de arabinosa (Mendis
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y Simsek, 2014). Debido a su localizacion dentro de la fibra insoluble de la masilla, éstos
compuestos fenolicos no se encuentran disponibles para la digestion enzimatica en el intestino
delgado, a los cuales se les ha atribuido cierto potencial prebidtico y capacidad antioxidante (Ikram
etal., 2017).

2.1.2.3. Lignina. Representa aproximadamente entre 10-28% del total de la materia seca y se define
como una macromolécula de polifenoles con estructura compleja, importante para mantener la
rigidez e integridad de la pared celular (Ikram et al., 2017). La lignina se conforma a partir de tres
monomeros; alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico (Figura 2), los cuales
se encuentran unidos entre si formando una estructura de red ramificada mediante una reaccion de
condensacion inducida por radicales. Dentro de su red contiene una cantidad considerable de
compuestos fenolicos incluyendo acido ferulico, p-cumarico, vanilico e hidroxibenzoico
(Mussatto, 2014). Sin embargo, una de las limitantes para poder disponer de sus componentes, es
la resistencia a la hidrdlisis en el intestino, al igual que la celulosa y la hemicelulosa (Lynch et al.,
2016).

Figura 2. Principales componentes de la lignina: 1. Alcohol p-cumarilico. 2.Alcohol coniferilico 3. Alcohol
sinapilico (Chavez-Sifontes y Domine., 2013).

2.1.2.4. Proteina. El contenido de proteina de la MC varia entre el 10-30% del total de la materia

seca, los factores que influyen en la composicién son; los adjuntos utilizados, la composicion de la
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malta y el tipo de cerveza que se produzca (Robertson et al., 2010). Dentro de sus componentes
proteicos, se encuentran con mayor abundancia las hordeinas, seguido de glutelinas, globulinas y
albuminas (Celus, 2006). Durante el proceso de elaboracién de cerveza la mayor parte de proteina
insoluble permanece en la masilla, ya que estas proteinas se encuentran dentro de las células
aleuronicas y en los fragmentos del endospermo almidonoso, se estima que aproximadamente un
65% se encuentre retenida (Ikram et al., 2017). Ademas, los aminoécidos esenciales representan el
30% del contenido total de proteinas, siendo la lisina la mas abundante (Waters, 2012), por lo que
ha sido de gran interés, ya que en la mayoria de los cereales éste es el aminoacido limitante.

2.1.2.5. Lipidos, Vitaminas y Minerales. El contenido de lipidos de la MC se encuentra entre 4-
10% del total de la materia seca, consiste principalmente en triglicéridos (55%) y acidos grasos
(30%), los acidos grasos presentes en la masilla son los acidos linoleico, palmitico y oleico (Parekh
et al., 2017). Las principales vitaminas son el acido félico, niacina, biotina, tiamina, colina, acido
pantoténico, riboflavina y piridoxina. La mayoria de los estudios realizados sobre las vitaminas de
la masilla se centran en los tocotrienoles y tocoferoles, comunmente conocidos como vitamina E
(Tkram et al., 2017). Los minerales mas abundantes son fdsforo, calcio, magnesio y sodio (6000,
3600, 1900 y 137 mg/kg, respectivamente), y también se encuentran otros minerales, pero en

concentraciones bajas (Meneses et al., 2013).

2.1.3. Deterioro y Preservacion de la Masilla de Cerveceria

La masilla de cerveceria contiene entre 70-80% de agua, este alto nivel de humedad aunado al
contenido de polisacaridos y proteinas, hacen que la MC sea susceptible al crecimiento y deterioro
microbiano, siendo de gran riesgo para su uso Yy aplicacion (Lynch et al., 2016). Por lo tanto, la
masilla debe estabilizarse y almacenarse en condiciones apropiadas para su etapa posterior.
Bartolomé et al. (2002) evaluaron diversos métodos para la preservacion de la masilla, encontraron
que el secado en horno es el método mas adecuado, para prolongar el tiempo de almacenamiento,

sugiriendo que se debe reducir a 10% de humedad.
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2.1.4. Usos y Aplicaciones de la Masilla de Cerveceria

El uso principal de la masilla es para alimentacion animal, generalmente las industrias cerveceras
suministran este subproducto a bajo costo a los ganaderos para la alimentacion del ganado bovino
(Mussatto, 2014). Sin embargo, la masilla de cerveceria es un material de gran interés para su
aplicacion en diferentes areas debido a su composicién quimica, precio bajo y alta disponibilidad
a lo largo del afio, es por ello que se han realizado estudios para evaluar sus posibles aplicaciones
en; alimentacién humana, produccion de energia, procesos quimicos y obtencion de productos

biotecnoldgicos (Bonifacio-Lopes et al., 2019).

2.2 Fibra Dietaria y sus Beneficios en la Salud Humana

La AACC en el afio 2001, defini6 a la fibra dietaria como la parte de los carbohidratos presentes
en las plantas que es resistente a la digestion y absorcion en el intestino, con una fermentacion
parcial o completa en el intestino grueso. Dentro de los diferentes tipos de fibra que existen se
consideran a los siguientes como los mas importantes: inulina, pectina, lignina, arabinoxilanos,

celulosa, hemicelulosa, S-glucanos, agar y sustancias vegetales asociadas (Lattimer y Haub, 2010).

2.2.1. Clasificacion de la Fibra Dietaria

La fibra dietaria se ha clasificado por su grado de dispersion en medio acuoso, conocida como fibra
soluble e insoluble. La fibra soluble o también conocida como fibra totalmente fermentable, se
refiere a los polisacaridos no celulésicos (pectinas, gomas, mucilagos), que tienen la capacidad de
formar geles en contacto con el agua, ademas de ser la parte comestible que es resistente al proceso

de digestion y ser fermentada por bacterias colonicas a acidos grasos de cadena corta en el intestino
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grueso (Lattimer y Haub, 2010). La fibra soluble esta constituida por: pectinas, S-glucano y
hemicelulosa solubles, teniendo por funcion la reduccion de la absorcion de colesterol y glucosa,
disminuyendo su concentracién a nivel sanguineo (Dai y Chau, 2017). Por otra parte, la fibra
insoluble no se disuelve en agua y esté constituida por: celulosa, lignina y hemicelulosa insoluble,
su funcidn se centra en favorecer el crecimiento de la microbiota intestinal (Serna-Saldivar, 2013).
Desde el punto de vista fisiol6gico, ambas fibras generan efectos benéficos a la salud. La
reutilizacion de la masilla de cerveceria en la elaboracion de alimentos para la dieta humana es de
gran interés, debido a los beneficios nutricionales, ademas de generar alternativas econdémicas y

ambientales.

2.2.2. Arabinoxilanos y sus Caracteristicas Estructurales

Los polisacaridos no almidonosos no son digeribles por las enzimas intestinales humanas, por lo
tanto, se denominan fibra dietaria. Los polisacaridos no almidonosos constituyen el 75% de la pared
celular y estan compuestos de glucomanano, f-glucano, celulosa y pentosanos o arabinoxilanos
(Fadel et al., 2018). Los arabinoxilanos (AX) son componentes de los polisacaridos no
almidonosos, se encuentran en la pared celular y en el endospermo almidonoso de diferentes
cereales. En el Cuadro 1 se reporta el contenido de arabinoxilanos de distintos tipos de cereales y
subproductos (Zhang et al., 2014).

Los AX estan constituidos por cadenas lineales de S-(1-4)—xilopiranosa, a los que las unidades de
a-L-arabinofuranosa estan unidas a la cadena principal de xilosa en la posicion del carbono 2 y/o
3, lo que resulta en 4 estructuras diferentes: monosustituida, disustituida y no sustituida (Mendez-
Encinas et al., 2018) (Figura 3), por este motivo la estructura quimica de los AX puede variar en
cuanto a su complejidad de una fuente a otra. Izydorcyk y Biliaderis, (2006) investigaron que los
AX de los granos de cereales del arroz, sorgo, mijo y maiz tienen cadenas laterales mas complejas
que aquellos a base de cereales tales como trigo, centeno y cebada, ya que ademas de arabinosa
contienen residuos de xilosa, galactosa y acido glucurénico. Una caracteristica Unica de estos
polisacaridos, es la presencia de acido hidroxicindmico con el fertlico y cumarico, que se encuentra

esterificado a la arabinosa en la posicién del carbono 5 (Zhang et al., 2014).
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Cuadro 1. Contenido de arabinoxilanos de varios cereales y subproductos de cereales (base seca)
(adaptado de Zhang et al., 2014).

Tipo de Materia AX totales WEAX Referencias
grano prima (%) (%)
Trigo Grano integral 5.8 0.6 Hashimoto et al., 1987
Salvado 21.4 NR Courtin y Delcour, 2001
Harina 1.4-2.1 0.5-0.7 Izydorczyk et al., 1991
Trigo duro 4.0-6.0 0.4-0.6 Lempereur et al., 1997
Cebada Grano integral 6.1 0.3 Hashimoto et al., 1987
Grano integral 3.4-4.1 NR Izydorczyk y MacGregor, 2000
Grano integral NR 0.4-0.9 Oscarsson et al., 1996
Grano integral 6.4-8.6 0.4-0.8 Fleury et al., 1997
Harina perla NR 0.3-1.0 Dervilly et al., 2001
Maiz Salvado 27.2 NR Yadav et al., 2007
Salvado 29.9 0.3 Hashimoto et al., 1987
Centeno Grano integral 7.6 NR Bengtsson y Aman, 1990
Grano integral 8.0-12.1 2.6-4.1 Hansen et al., 2003
Salvado NR 1.7 Figueroa-Espinoza et al., 2004
Harina 3.2-3.6 2.2-2.6 Cyran et al., 2003
Avena Grano integral 2.7 0.2 Hashimoto et al., 1987b
Cascarilla 3.5 0.3 Beaugrand et al., 2004
Salvado 3.0 0.2 Hashimoto et al., 1987
Arroz Grano integral 2.7 0.1 Hashimoto et al., 1987
Cascarilla 8.4-9.3 0.1 Hashimoto et al., 1987
Salvado 4.8-5.1 0.3-0.8 Hashimoto et al., 1987
Sorgo Grano integral 1.8 0.1 Hashimoto et al., 1987
Soja Cascarilla 13.1 1.33 Hashimoto et al., 1987

NR= No reportado, AX= Arabinoxilanos, WEAX= Arabinoxilanos extraibles en agua.

Los AX poseen caracteristicas estructurales que pueden variar y afectar sus propiedades
fisicoguimicas, una de ellas es la proporcidn arabinosa/xilosa (A/X). La relacion A/X se refiere al
grado de ramificacién o sustitucion de los arabinoxilanos e indica el nimero de unidades de
arabinosa unidas a la cadena principal de xilosa, esta proporcion puede variar de 0.3 a 1.1
dependiendo del origen del polisacarido (Mendez-Encinas et al., 2018).

Los AX se clasifican de acuerdo con su solubilidad en agua, como no extraibles en agua (WUAX,

por sus siglas en inglés) o extraibles en agua (WEAX, por sus siglas en inglés). En los granos de
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cereales, los WEAX se localizan principalmente en el endospermo y los WUAX en la capa aleurona
y cascarilla (Nifio-Medina et al., 2010). Los WEAX han demostrado que su estructura es similar a
los WUAX, pero con valores mas altos de peso molecular (Zhang et al., 2014). Susaki y Matsuki
(2000), investigaron la capacidad de extraccion en agua de los AX y encontraron que la diferencia
se debe al grado de enlaces cruzados de la pared celular, ademas puede deberse a enlaces covalentes
entre los grupos carboxilo de &cidos urénicos y los grupos hidroxilo de los AX, asi como a la
formacion de puentes diferulicos entre las cadenas adyacentes (Mendez-Encinas et al., 2018). Los
enlaces cruzados dificultan la extraccion de AX y existe la necesidad de utilizar tratamientos con

enzimas, agentes quimicos y fisicos, para extraer eficazmente los AX (Jacquemin et al., 2012).
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Figura 3. Posicion de arabinosa en arabinoxilanos. A) No sustituida, B) Monosustituida en O-2, C)
Monosustituida en O-3 residuo de &cido ferllico esterificado en arabinosa y D) Disustituida en O-2,3.
(adaptado de Mendez-Encinas et al., 2018).

2.2.3. Beneficios a la Salud que Promueven los Arabinoxilanos

Las fibras dietéticas de los granos de cereales presentan compuestos fitoquimicos como: fenoles,
S-glucanos y arabinoxilanos, entre otros; estos componentes quimicos secretados por las plantas,

actualmente no se clasifican como nutrientes esenciales, pero pueden ser factores importantes en

25



la salud humana (Lattimer y Haub, 2010). Se han investigado los fitoquimicos presentes en la fibra
dietética como tratamiento y prevencion de enfermedades, los cuales tienen accion prebidtica y

antioxidante, entre otras.

2.2.3.1. Prebiético. Se define como un compuesto no digerible que, a través de su metabolizacién
por microorganismos en el intestino, modula la composicién y actividad de la microbiota intestinal,
lo que confiere un efecto fisioldgico benéfico en el huésped (Bindels et al., 2015). Los prebidticos
generalmente se componen de polisacaridos no digeribles, caracterizados por su degradacién en el
intestino grueso por la microbiota bacteriana, principalmente por: Bifidobacterium, Enterococcus
y Lactobacillus (Ikram et al., 2017). Estos microorganismos mejoran el estado de salud intestinal,
debido a que promueven el crecimiento de bacterias benéficas, formando una poblacion saludable
con un pH intestinal 6ptimo (Reis et al., 2014).

Los prebioticos tienen la capacidad de supervivencia en los cultivos bacterianos benéficos del
colon, los cuales influyen en el crecimiento y metabolismo de los probioticos, por lo que previenen
las enfermedades principalmente del tracto gastrointestinal. La fibra dietaria contiene una gran
cantidad de polisacaridos, entre los que se encuentran los AX que se metabolizan para la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) por medio de las Bifidobacterias, los cuales
son utilizados como fuente de energia por los enterocitos del colon, mejorando la respuesta inmune
y la contraccion intestinal (Cencic y Chingwaru, 2010). Por lo tanto, los beneficios para la salud

de los AX estan relacionados con su fermentacion.

2.2.3.2. Antioxidantes. Los radicales libres de oxigeno se producen constantemente durante los
procesos metabdlicos, y los bajos niveles de radicales libres juegan un papel importante en las
funciones fisiologicas del cuerpo humano. Sin embargo, la sobreproduccion de radicales libres
puede causar estrés oxidativo, lo que lleva a un dafio estructural celular, incluido el de los lipidos,
membranas, proteinas y ADN (Shahidi y Chandrasekara, 2010). Por lo tanto, muchas enfermedades
humanas, como cancer, aterosclerosis, diabetes y enfermedades neurodegenerativas, estan

asociadas con el estrés oxidativo (Popolo et al., 2013).
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Muchos polisacéaridos presentan compuestos fendlicos, los cuales actian como antioxidante, asi
como eliminador de radicales libres, y pueden desempefiar efecto protector en contra del dafio
oxidativo (Wang et al., 2019). Los AX son polisacaridos no almidonosos que se encuentran
esterificados con &cido ferulico. Chen et al. (2018) descubrieron que los AX disminuyen las
enfermedades metabdlicas asociadas con los lipidos y suprimen su peroxidacion. Malunga et al.
(2017) investigaron que el consumo de dietas con aumento de AX ferulados proporcionan
proteccion contra el dafio oxidativo, por lo tanto, las propiedades antioxidantes de los AX estan

relacionadas con la composicion de acidos fendlicos.

2.3. Métodos Utilizados para la Degradacion de Material Lignocelulésico y Extraccion de

Compuestos

La liberacion de los AX de la pared celular lignificada es algunas veces restringida por la presencia
de lignina o de un enlace éster formando enlaces lignina-carbohidrato, por lo tanto, existe la
necesidad de fragmentar la materia lignocelulésica para incrementar los rendimientos de extraccion
y mejorar la solubilidad de la fraccion de WUAX (Fadel et al., 2018). Existen diferentes tipos de
métodos para la extraccion de AX, cada uno proporciona diferentes rendimientos, distribucion de
peso molecular y grados de ramificacion; los cuales son de gran importancia, ya que determinan la
estructura, propiedades fisicas y funcionales de los arabinoxilanos (Taherzadeh y Karimi, 2008).
Se han desarrollado, investigado y reportado diferentes tipos de métodos para la extraccion y

purificacion de AX.

2.3.1. Métodos Quimicos

El uso de agentes quimicos tiene como objetivo solubilizar la hemicelulosa y, de este modo, hacer
que la celulosa sea mas accesible (Tomas-Pejo et al., 2011). Tipicamente se utilizan acidos o bases

para descomponer y purificar una de las fracciones de la fibra, obteniendo una parte soluble y un
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precipitado, los cuales requerirdn de ser neutralizados para su posterior procesamiento. A
continuacion, se hace un breve resumen de estas técnicas y 1os métodos mas representativos de esta

categoria.

2.3.1.1. Extraccién con Soluciones Alcalinas. Este método implica la ruptura de los enlaces
covalentes e hidrégeno de la pared celular de la matriz de los polisacaridos. Se han estudiado
técnicas para extraer AX utilizando soluciones alcalinas en las que, los acidos urénicos cambian su
carga a forma negativa causando repulsion entre moléculas, lo cual genera un aumento en la
capacidad de extraccion de AX (Fadel et al., 2018).

La primera solucion utilizada o reportada para liberar WUAX de los cereales fue con hidréxido de
bario. Los iones de bario forman complejos insolubles con #-glucano, lo que resulta en la liberacion
del 80% del WUAX de la harina de trigo y el 50% de WUAX se extrajo del salvado de trigo (de-
Figueiredo et al., 2017). Por otro lado, las soluciones alcalinas diluidas como el peroxido de
hidrogeno se han utilizado para extraer WUAX, lo que resulta en rendimientos de alrededor del
69% del contenido total de AX del salvado de trigo. Aunque el rendimiento sea mayor que la
extraccion con agua, se ha reportado que la extraccion alcalina afecta la estructura molecular de
los AX debido a la interrupcion de los enlaces cruzados, lo que resulta en estructuras moleculares

diferentes y caracteristicas funcionales diferentes (Zheng y Wang, 2011).

2.3.1.2. Extraccion con Soluciones Acidas. El tratamiento con soluciones &cidas fragmenta las
moléculas de hemicelulosa, debido a que la hidrdlisis &cida separa las cadenas laterales de xilanos
con soluciones acidas gque incluyen acido acético, acido formico, metanol y etanol combinados con
0.1% de HCI (Fadel et al., 2018). El tratamiento con &cido organico puede ser un método de
extraccion mas efectivo para obtener rendimientos altos de AX, en comparacién con el uso de
solventes organicos. Sin embargo, cuando hay una hidrdlisis quimica extensa, una pequefia porcion
de los AX podria degradarse en compuestos de muy bajo peso molecular y disolverse en un
solvente organico, contribuyendo a la pérdida de AX durante la hidrolisis y por ende disminuyendo

los rendimientos de extraccion (Zhang et al., 2014).
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2.3.2. Métodos Enziméaticos

La hidrolisis enzimatica es un método que cominmente se utiliza, ya que presenta una mayor
especificidad para hidrolizar los componentes lignocelulésicos. Sin embargo, factores
fisicoquimicos, estructurales y de composicion hacen que el material lignocelulésico sea
recalcitrante y dificil de hidrolizar por enzimas. Entre estos se encuentran la cristalinidad (medida
como indice de cristalinidad (Cl)), grado de polimerizacién (DP), area de superficie especifica,
area de superficie accesible y tamafio de particula (Vidal et al., 2011), por lo tanto, es necesario de
tratamientos previos. El objetivo del pretratamiento es descomponer la estructura de la lignina e
interrumpir la estructura cristalina de la celulosa para aumentar la accesibilidad enzimatica (Mosier
et al., 2005). Los pretratamientos generalmente se clasifican en fisicos, bioldgicos y
fisicoquimicos, el mecanismo para hacer que el material lignocelulosico sea mas accesible a las
enzimas depende del tratamiento previo empleado y la naturaleza de la materia prima (Tomas-Pejo
et al., 2011). Posterior al pretratamiento se acondiciona el material para tener las condiciones de

pH, carga de solidos y temperatura para que las enzimas trabajen de manera optima.

2.3.2.1. Xilanasas. Las xilanasas son enzimas hidroliticas que hidrolizan aleatoriamente el xilano,
estas enzimas son producidas por hongos y bacterias, se han clasificado como glicosil hidrolasas
(GH), el complejo de enzimas GH incluyen: endo-$-1,4-xilanasas, endo- S-D-xilosidasa y esterasas
(Beg et al. 2001). Entre las enzimas involucradas en el aislamiento de AX, las endo-5-(1,4)—
xilanasas son las enzimas mas comunes, las endoxilanasas atacan el esqueleto de xilano, ingresando
en la pared celular e hidrolizando los enlaces internos $-(1,4), lo cual ayuda en la extraccién de
arabinoxilanos (Fadel et al., 2018; Zhang et al., 2014) (Figura 4).
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B-D-xilosidasa Endo-B-(1,4)-D-xilanasa

Feruloil esterasas

OMe
OH

Figura 4. Enzimas hidroliticas que actian sobre los arabinoxilanos y sus sitios de accién. (Dornez et al.,
2008).

El Cuadro 2 muestra el rendimiento de extraccion de AX de algunos cereales y subproductos de
cereales mediante hidrolisis enzimatica. La comparacion entre los métodos de extraccion con
enzimas y los alcalinos, muestran un menor rendimiento al utilizar enzimas, aunque, el rendimiento
de extraccion por enzimas no es mayor que la extraccion alcalina, la accion de las soluciones
alcalinas produce residuos peligrosos y pueden liberar acido ferulico, debido a la ruptura de los
enlaces éster entre los AX y la cadena lateral del acido ferulico, lo que resulta en la pérdida de la

funcionalidad como agente antioxidante (Zhou et al., 2010).
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Cuadro 2. Rendimiento de extraccion de AX de algunos cereales mediante tratamiento enzimatico.

Fuentes Aplicacién R?Qsd"a\n;('gr(](t;;)d | Ara/xil | Referencias
Salvado de trigo Xilanasa 150 unidades, 12.4 0.56 Zhou et al.,
sin almidoén escala de laboratorio 2010
Salvado de trigo | Pentopan mono BG 0.75%, 15.28 NR Zhang et al.,
sin almidoén escala de laboratorio 2008
Salvado de maiz | E-XYLNP 1500 U/ mg de 88.1 0.89 Zhang et al.,
Neocallimastix Patriciarum, 2016
escala de laboratorio
Salvado de Xilanasa termoestable 41-53 0.38 Falck et al.,
centeno RmXyn10A de 2014
Rhodothermus marinus
Harina de 20 U p-glucosidasa, 250 U 1.08 0.5 Dervilly-Pinel
centeno (1-3,1-4) -p-glucano 4- etal., 2001
glucano-hidrolasa 'y 400 U
amiloglucosidasa, escala de
laboratorio

NR= No reportado, Ara/Xil= Relacion arabinosa/xilosa.

2.3.3. Métodos Fisicos

El pretratamiento fisico es utilizado para reducir el tamafio de particula y la cristalinidad del
material lignoceluldsico, con el fin de aumentar el area superficial y reducir el grado de
polimerizacion, por lo que incrementa la accesibilidad enzimatica a la hidrélisis. Ademas de ser un
método amigable con el medio ambiente, al no generar residuos nocivos (Tomas-Pejo et al., 2011).
Asimismo, se han estudiado tecnologias mecanicas como pretratamientos para mejorar el

rendimiento de extraccion de AX.

2.3.3.1. Molienda. Este método tiene como objetivo reducir el tamafio de particula y el grado de
cristalinidad del material lignocelul6sico (Taherzadeh y Karimi, 2008). La reduccién en el tamafio
de particulas conduce a un aumento del rendimiento de la hidrélisis, en la mayoria de los casos en
un 5-25% (dependiendo del material y tipo de molienda). Sin embargo, una reduccion del tamafio
de particula por debajo de malla 40 tiene un bajo efecto sobre el rendimiento de la hidrolisis (Zeng
et al., 2007).
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2.3.3.2. Extraccion con Agua. El agua a alta temperatura puede hidratar la celulosa y eliminar la
hemicelulosa y parte de la lignina, los carbohidratos de las hemicelulosas se disuelven como
oligosacéridos solubles en liquido y se pueden separar (Taherzadeh y Karimi, 2008). La extraccion
con agua es uno de los métodos mas comunes para aislar los AX de diferentes cereales, seguido de
precipitacion con etanol al 65%. La extraccion con agua tiene ventajas a nivel ecoldgico. Sin
embargo, se ha reportado que el uso de esta técnica no es suficiente para romper los enlaces
cruzados entre los AX y la matriz de la pared celular (Zhang et al.,2014).

2.3.3.3. Autohidrdlisis. También conocida como LHW (Liquid Hot Water, por sus siglas en inglés)
es un pretratamiento hidrotérmico que utiliza agua a altas presiones para mantener el estado liquido
a temperaturas elevadas (160-240°C) y provocar alteraciones en la estructura de la lignocelulosa
(Bonifacio-Lopes et al., 2019). Durante el pretratamiento de LHW, la mayor parte de la
hemicelulosa se solubiliza, haciendo que la celulosa sea mas accesible. Se ha investigado que LHW
elimina hasta el 80% de la hemicelulosa y mejora la digestibilidad enzimatica del material
pretratado en materias primas como mazorca de maiz, bagazo de cafia de azlcar y paja de trigo
(Tomés-Pejo et al., 2011). En general, los pretratamientos de LHW son atractivos debido al nulo
uso de agentes quimicos y a la poca preparacion posterior de los compuestos extraidos que podrian

usarse en otras industrias, como la industria alimentaria.

2.3.3.4. Irradiacién por Microondas. El pretratamiento a base de microondas combina los efectos
térmicos y no térmicos generados en un entorno acuoso, el movimiento de los iones y la vibracién
de las moléculas polares generan calor y extensas colisiones intermoleculares que aceleran los
procesos quimicos, fisicos y bioldgicos (Rose y Inglett, 2010). Este tipo de extraccion utiliza
temperaturas elevadas haciendo la extraccion mas rapida que otro tipo de extracciones, ademas no
se producen desechos durante este proceso. La energia del microondas se utiliza para calentar el
disolvente en contacto con la muestra, esto hace que los analitos se separen de la matriz de la
muestra y pasen al solvente (Zhang et al., 2014). La irradiacién por microondas es un medio eficaz
y confiable de producir arabinoxilanos ferulados solubles (AXQS) a partir de salvado de maiz, las
ventajas del método asistido por microondas son: tiempos de extraccién mas cortos y tratamientos

con altas temperatura (Bonifacio-Lopes et al., 2019).
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2.3.3.5. Extraccion Asistida por Ultrasonido. ElI método de extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) causa variaciones de presion, formando burbujas microscépicas que colapsan después de
su formacion (Zhang et al., 2014). Las ondas de ultrasonido fragmentan la pared celular, sin
embargo, la intensidad del ultrasonido puede descomponer los polimeros, lo cual puede afectar la
funcionalidad de los polisacaridos (Bonifacio-Lopes et al., 2019). Reis et al. (2015) utilizaron
extraccion asistida por ultrasonido para extraer AX de la masilla de cerveceria, en este estudio se
determiné el tiempo de extraccion y el consumo de energia y se compararon con la extraccion
alcalina convencional. El tiempo de extraccion de AX se redujo de 7 h a 25 min, recuperando el
60% de AX de la MC.

2.3.3.6. Extraccion por Extrusion. La extrusion es un proceso en el que los materiales pueden
exponerse a una combinacion de temperatura, presion y fuerzas de corte, lo que puede conducir a
una variedad de reacciones quimicas y transformacion molecular (Tomas-Pejo et al., 2011). El uso
de extrusion se ha utilizado para incrementar la solubilidad de la fibra dietética, sin embargo, se ha
reportado incremento en los WEAX y el efecto positivo sobre el peso molecular en fibra de maiz,
lo cual aumenta sus beneficios bioldgicos para la salud (Fadel et al., 2018). En estudios previos se
ha observado que los efectos de los AX de bajo peso molecular (66 kDa) tienen una estimulacion
prebiodtica mas alta, en comparacion con los AX de alto peso molecular (Hughes et al., 2007). Las
ventajas del método asistido por extrusion son menor tiempo de residencia y menor consumo de
agua, lo que indica que es posible desarrollar el procedimiento como un proceso respetuoso con el
medio ambiente (Zhang y Li, 2014). En el Cuadro 3 se resume el efecto de extrusion en la

solubilidad de fibra dietética y arabinoxilanos.
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Cuadro 3. Principales hallazgos del efecto de extrusion de fibra dietética y solubilidad de arabinoxilanos.

Fuentes

Condiciones de extrusion

Cambio de FD/AX

Referencias

Fibra de maiz

Extrusor de doble tornillo,

El AX soluble aument6 de

Singkhornart

de 57 mm, relacion L/D 24:
1, humedad 20, 25y 30%,
temperatura de 165, 175y

185°C, velocidades de
tornillo a 180, 190 y 200
rpm.

temperatura de 175°C, un
25% de humedad y una
velocidad de tornillo de
200 rpm fue del 11.75%
en comparacion con el
2.54% para el salvado de
trigo sin tratar.

relacion L/D 24: 1, diametro 463 g/kg a 530 g/kg etal., 2013
de matriz de 3.0 mm, y 586.3 g/kg a 30 y 40%
humedad; 30, 40 y 50%, de humedad.
velocidad de tornillo fija de
200 rpm y velocidad de
avance de 9 kg/h.
Paja de trigoy Extrusor de doble tortillo, El rendimiento de Zeitoun et
salvado de trigo | longitud del cafién 1.6 m, extraccion de al., 2010
relacion liquida/solido 7, hemicelulosa disminuyd
velocidad de alimentacion | de 59% a 24% y el xilano
13.8 kg/h, velocidad del disminuyd del 76% al
tornillo 150 rpm y 53% al utilizar el extrusor.
temperatura fija a 50°C.
Salvado de trigo | Extrusor de doble tornillo La solubilidad de la fibra | Long et al.,
con un diametro de tornillo dietética a una 2014

FD= Fibra dietaria, AX= Arabinoxilanos.

2.3.4. Biologicos

Los microorganismos también se pueden usar para mejorar la hidrolisis enzimatica, ya que
degradan la pared celular (Taherzadeh y Karimi 2008). La degradacién fangica ocurre mediante
dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: el sistema hidrolitico, que produce hidrolasas que
son responsables de la degradacién de los polisacaridos; y un sistema ligninolitico oxidativo y
extracelular Unico, que degrada la lignina y abre los anillos fenilo (Sdnchez, 2009). En el Cuadro
4 se resumen algunos de los microorganismos utilizados para tratamiento bioldgico de residuos
agroindustriales. Por otro lado, el pretratamiento bioldgico ha sido investigado para la produccion
de enzimas, azlcares reductores, etanol, proteinas y aminoacidos, carbohidratos, lipidos, fenoles,
entre otros (Chen et al., 2010).
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Cuadro 4. Microorganismos utilizados para tratamiento biolégico de residuos agroindustriales.

Hongo Fuentes Enzimas Referencias
Aspergillus niger Bagazo de cafia de azUcar Xilanasas, Park et al.,
celulasas 2002.
Fusarium oxysporum | Residuos de maiz, avenay | p-galactosidasa, Mikan y
granos gastados de xilanasas, Feruloil Castellano,
cerveceria esterasas. 2004, Xiros 'y
Christakopoulos,
2009.
Pleurotus ostreatus Bagazo de cafa de maiz Xilanasas, Marquez et al.,
paja celulasas, lacasa 2007.

2.4 Fusarium oxysporum

2.4.1 Filogenia de Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Species Complex (FOSC) es un grupo de especies fungicas aisladas de los
suelos, que incluyen cepas patdgenas y no patogenas, que son morfolégicamente similares, pero
filogenéticamente distintas (Achari et al., 2020). La taxonomia de F. oxysporum ha sido definida
por la morfologia de las estructuras reproductivas asexuales. Esto lleva a una definicion amplia de
F. oxysporum, debido a la variabilidad y diversidad genética dentro de la especie (Kistler, 1997).
La subdivisién se ha centrado principalmente en el concepto de forma specialis (f.sp) basado en el
huésped de la planta infectada del que se aisl6 una cepa particular, existen mas de 105 forma
speciales (ff. spp) infectando méas de 100 especies de plantas que causan la enfermedad de
marchitez o pudricién (Gordon y Martyn, 1997). Es un hongo con capacidad de sobrevivir en
material organico por periodos prolongados, debido al tipo de esporas que lo caracterizan,
denominadas clamidosporas (Leslie y Summerell, 2008). A F. oxysporum se le ha conferido gran

capacidad para degradar la pared celular por medio de su produccién enzimatica.
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2.4.2 Produccion de Enzimas Lignocelulésicas

Al hongo Fusarium oxysporum se le ha conferido gran capacidad para degradar paredes celulares
del hospedero por medio de su produccion enzimatica, siendo las principales enzimas celulasas,
glucanasas, glucosidasas, pectinasas, o-L-arabinofuranosidasas, feruloil esterasas y xilanasas
(Xiros y Christakopoulos, 2009). Este hongo tiene la capacidad de convertir la lignina, celulosa y
hemicelulosa en polimeros de menor tamafio, los cuales son utilizados como estimulo para la
produccion de las enzimas antes mencionadas, utilizando como fuente de carbono un sustrato con
alta cantidad de material lignoceluloso (Bribiesca, 2013). Polizelli et al. (2005) han propuesto un
posible mecanismo para la produccion de las xilanasas por F. oxysporum, tiene como pH optimo
6.0 y temperatura entre los 30-50°C. Se ha investigado que las xilanasas acttan en sinergia con las
feruloil esterasas, es decir, es necesario el rompimiento de las estructuras de AX para poder
disponer del acido feralico y compuestos fenolicos presentes y romper los enlaces éster, de esta

manera estimular la produccion de las feruloil esterasas (Xiros et al., 2009).

2.5 Sistemas de Fermentacion

La produccion de enzimas a escala industrial se realiza mediante el crecimiento de
microorganismos sobre medios de cultivo. Actualmente existen dos metodos para llevar a cabo la
propagacién de hongos, fermentacion sumergida (SmF, por sus siglas en inglés) y fermentacion en

estado sélido (SSF, por sus siglas en inglés).

2.5.1. Fermentacién Sumergida

La fermentacion sumergida (SmF) implica el uso de cultivo liquido, los cuales fluyen libremente

como la melaza y caldos. Estos permiten un mayor control de las condiciones de cultivo, como la
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temperatura, concentracion de oxigeno y el pH (Singh et al., 2014), sin embargo, el sustrato de los
medios utilizados se consume con bastante rapidez; por lo tanto, necesitan ser reemplazados o
suplementados constantemente con nuevos nutrientes. Los compuestos bioactivos que se
encuentran en forma constitutiva o los que son inducidos, se secretan en el caldo de fermentacion
y pueden mostrar diferentes patrones de produccién, dependiendo de la cepa y las condiciones de
cultivo (Subramaniyam y Vimala, 2012). De igual manera, este método de fermentacion ofrece
facilidad en la separacion de biomasa, mezcla de compuestos, aireacion y facilidad de

escalamiento.

2.5.2. Fermentacion en Estado Sélido

La fermentacion en estado solido (SSF) se aplica en muchos procesos tradicionales de fermentacion
de alimentos y ofrece posibilidades para mejorar la produccion de productos e ingredientes
alimentarios nuevos y existentes (Te-Biesebeke et al., 2002). La fermentacion en estado solido es
simple, requiere menor capital, tiene una productividad superior, presenta menores niveles de
represion de catabolitos e inhibicion del producto final, reduce el requerimiento de energia, utiliza
medios de cultivo simples y no requiere de control riguroso de los parametros de fermentacion.

La SSF es méas adecuada para las tecnicas de fermentacion que involucran hongos y
microorganismos que requieren menos contenido de humedad (Subramaniyam y Vimala, 2012).
En desarrollos recientes, los organismos se usan en SSF para producir altos rendimientos de
enzimas puras que se producen mucho mas eficientemente que en fermentaciones sumergidas.
Actualmente, la SSF esta experimentando un renovado interés, principalmente debido a las
oportunidades que brinda en términos de aumentar la productividad y la concentracion del producto
en comparaciéon con SmF. Adicionalmente, crea nuevas posibilidades de productos, una
recuperacion mas barata y la posibilidad de utilizar una amplia gama de productos y flujos de
residuos de la agroindustria como sustratos (Yang, 2011). El Cuadro 5 resume las principales

caracteristicas y ventajas de la fermentacion en estado sélido.
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Cuadro 5. Caracteristicas y ventajas de la fermentacion en estado sélido.

Caracteristicas

Ventajas

Bajo contenido de
humedad

Menor volumen de reactor requerido para cierta productividad
Bajos costos de purificacién por mayor concentracion de producto

Mayor relacion de
area superficial
volumen de liquido

Aireacion facilmente lograda
Menor requerimiento energético.

Simulacion de
ambiente natural
microbiano

Algunos productos se producen a mejores niveles en SSF o solo se
producen en este estado
Rendimientos reproducibles

Medio simple

Uso de granos no procesados con o sin suplementos
Pueden ser desechos agroindustriales

Disponibilidad de
sustrato

Incrementa o se mantiene estable

Fuente: Yang, (2011).
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3. HIPOTESIS

El tratamiento de extrusion y la fermentacion en estado solido con una cepa nativa de
Fusarium oxysporum f. sp. melonis incrementa la liberacién de arabinoxilanos de la masilla de

cerveceria.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la liberacion de arabinoxilanos a partir de la fermentacién en estado sélido con una cepa
de Fusarium oxysporum f. sp. melonis utilizando como sustrato masilla de cerveceria tratada por

extrusion.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar quimicamente la masilla de cerveceria, determinar la distribucion de tamafio de
particulas y la absorcion y solubilidad en agua.

2. Cuantificar el contenido de arabinoxilanos solubles en masilla de cerveceria tratada por extrusion
y molienda.

3. Evaluar la liberacion de arabinoxilanos solubles obtenidos mediante la fermentacion en estado
solido con el hongo Fusarium oxysporum f. sp. melonis en la masilla de cerveceria sin
pretratamiento, molida y extruida.

4. Determinar el efecto de los tratamientos de extrusién y molienda con y sin fermentacion sobre
el contenido de arabinoxilanos solubles en la masilla de cerveceria.

5. Evaluar el contenido de compuestos fenolicos totales, &acidos fendlicos y la capacidad
antioxidante de la masilla de cerveceria sin tratamiento, molida, extruida, fermentada sin

tratamiento, molida y extruida.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevé a cabo dentro de las instalaciones del Instituto Tecnologico
y de Estudios Superiores de Monterrey campus Monterrey (ITESM) en el Centro de Biotecnologia
FEMSA, y en las instalaciones del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C.
(CIAD), en la Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal.
La masilla de cerveceria fue donada por la empresa Heineken México, ubicada en Monterrey
Nuevo Leon, y transportada al ITESM campus Monterrey, donde se sometié a un proceso de secado
en un horno (Zanussi, IT) a 45-50°C durante 48 h. El hongo Fusarium oxysporum f. sp. melonis
fue proporcionado por el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y Postcosecha del CIAD, A.C. el
cual fue aislado de frutos de meldn cantaloupe (Cucumis melo) e identificado de acuerdo a las
caracteristicas morfologicas y microscopicas reportadas por Leslie y Summerell, (2008).
Todos los productos quimicos, disolventes y reactivos utilizados en este estudio fueron de grado

analitico.

5.1 Caracterizacion Quimica, Distribucion de Tamafo de Particulas, Absorcion y Solubilidad en

Agua de la Masilla de Cerveceria

5.1.1 Composicién Quimica de Masilla de Cerveceria

Para la determinacion de humedad, ceniza, fibra dietaria total, proteina y grasa, se utilizaron los
procedimientos de la AACC (2000), métodos 44-15.02, 08-01.01, 32-05.01, 46-13.01 y 30-20.01,
respectivamente. Para la determinacion de los carbohidratos estructurales se utilizaron dos
extracciones para remover materiales solubles en agua y etanol, esto para evitar cualquier variacion
de resultados. Los materiales solubles en agua incluyen material inorganico, azlcares no
estructurales, material nitrogenado, y la fraccién soluble en etanol incluye pigmentos y ceras. Este

primer paso fue realizado de acuerdo al método establecido por Sluiter et al. (2008a), después, el
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material insoluble se hidroliz6 con agentes quimicos y se filtré para la cuantificacion de azlcares
estructurales en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC), (Waters Breeze, Milford,
MA) con una columna Sp0810 (Shodex, JP), como lo describio Sluiter et al. (2008b). Cada analisis
se realiz6 por triplicado.

5.1.2 Distribucion de Tamario de Particulas de Masilla de Cerveceria

Para determinar los intervalos de tamafio de particulas de las diferentes muestras (masilla sin
tratamiento, masilla molida y masilla extruida) se llevo a cabo un analisis de tamiz de agitacion,
siguiendo la metodologia de acuerdo a Serna-Saldivar (2003). Se utilizaron 100 g de muestra
colocandolo en el tamiz superior de un conjunto de tamices (Seedburo, Chicago, IL, USA) y se
agitd por 5 min en un tamizador automatico Ro-Tap (Advantech Manufacturing, Inc., USA). Se
pesaron las fracciones retenidas en los tamices US No. 20, 40, 60, 80, 100. Se realizaron tres

determinaciones para cada muestra.

5.1.3 Indice de Absorcion y Solubilidad en Agua de Masilla de Cerveceria

Se evalud el indice de absorcién de agua (WAI) e indice de solubilidad de agua (WSI) de las
diferentes muestras (masilla sin tratamiento, masilla molida y masilla extruida). EI WAI se
determiné como la cantidad (g) de agua absorbida por cada gramo de muestra como describen
Anderson et al. (1970). Se mezclé 2.5 g de muestra con 25 mL de agua destilada en un tubo de
centrifuga de 50 mL y se agitd en una incubadora con agitacion (Shel Lab® SMI2, USA) a 110
rpm durante 30 min a 30°C. Después, los tubos se centrifugaron (Thermo Fisher Scientific, USA)
a 3,000 xg durante 20 min. El sobrenadante se vertié cuidadosamente en una placa de evaporacion
tarada, se peso el precipitado (muestra) con el cual se calculd el WA a partir de su peso original.
Para determinar el WSI se utiliz6 el peso de solidos secos recuperados al evaporar el sobrenadante

del WAI que se acaba de describir. EI WSI se expres6 como porcentaje de solidos secos en la
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muestra de 2.5 g. Esta técnica se realizd por triplicado.

5.2 Tratamientos Fisicos de Molienda y Extrusion en la Masilla de Cerveceria

5.2.1 Molienda

La masilla seca se molio en un molino de cuchillas (Wiley Mill®, Swedesboro, NJ, USA) equipado
con un tamiz con orificios de 2 mm de didmetro nominal. La muestra fue resguardada en bolsas
resellables (Ziploc®) y confinada dentro de un recipiente plastico para evitar la variacion en la

humedad después del secado. La muestra se mantuvo almacenada a temperatura ambiente.

5.2.2 Proceso de Extrusion

Se utilizé un extrusor de doble tornillo (BTSM-30, Bihler AG, Uzwil, SUI) con un barril
compuesto de cinco zonas y dos alimentadores independientes para la materia prima solida y el
agua. La temperatura de la quinta zona del barril se control6 mediante un dispositivo de
intercambiador de calor (Tool Temp, Buhler AG, Uzwil, SUI). La longitud total y el diametro
exterior de los tornillos fueron de 800 mm y 30 mm respectivamente y la relacion L/D fue de 20.
Se utiliz6 una matriz con un solo orificio de 4 mm. La configuracion de los tornillos se componia
de tres secciones diferenciadas: seccion de entrada/elementos de transporte (para la introduccion y
transporte de la materia prima seca y agua), seccidn de elementos de mezcla y seccion de elementos
de trabajo final compuesta por elementos de amasado y retroceso. La masilla de cerveceria
previamente seca y sin moler, se introdujo en la tolva para ser extruida. Se utiliz6 una velocidad de
tornillos de 200 rpm, una temperatura de 50°C al final del cafion y una humedad del 20%, siendo
estos los parametros establecidos por Heredia et al. (2015). La masilla extruida se sec6 en un horno

(Zanussi, IT) a 50-60°C por 1 h y se guard6 en bolsas plasticas para su posterior analisis.
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5.3 Fermentacion en Estado Sélido con una Cepa de Fusarium oxysporum f. sp. melonis

5.3.1 Condiciones del Inéculo

El ensayo inici6 con el crecimiento de la cepa del hongo Fusarium oxysporum f. sp. melonis,
aislado previamente del fruto del mel6n cantaloupe (Cucumis melo) cultivados en la Costa de
Hermosillo, Sonora, y conservado bajo refrigeracion en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y
Postcosecha del CIAD, A.C. La cepa del hongo se indculo en placas Petri con agar papa-dextrosa
(PDA) (BD Bioxon®, México) y se incubo por 10 dias a 30°C en una incubadora (Shel Lab®
SMI2, USA). Posteriormente, se prepard una suspension de esporas a la cual se afiadieron 15 mL
de agua estéril con 100 pL de polisorbato 80, sobre la superficie de la colonia del hongo. Se raspé
la superficie de la colonia y la suspension de esporas se ajustd a una concentracion de 1.3 X
107esporas/mL, utilizando una camara de neubauer (Bright-Line, Buffalo, NY, USA). Se tom6 una
alicuota de la suspension de esporas (5 mL) y se afiadié a 100 mL del medio de cultivo mineral
descrito por Xiros et al. (2008), adicionando 20 g/L de masilla de cerveceria como fuente de
carbono (pH 6.0) y se incub6 durante 3 dias a 30°C con una velocidad de 250 rpm, para la

produccion de micelio.

5.3.2 Proceso de Fermentacion en Estado Sélido de Masilla de Cerveceria

Para la fermentacion en estado sélido se sigui6 la metodologia establecida por Xiros et al. (2008),
con algunas modificaciones. EI proceso se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 50 g de fuente de carbono (masilla de cerveceria sin tratamiento, extruida y molida), se
humedeci6 con 10 mL de medio mineral hasta asegurar una actividad de agua (Aw) de 0.9. La Aw
fue medida mediante el equipo AqualLab (4Te, METER Group, Inc., USA). Antes de someter a
esterilizacion el medio de cultivo, se midié el pH ajustandolo a 6.0 con HCI 1 Ny NaOH 1 N. El
medio se esterilizd a 110°C durante 15 min (Yamato SE-510, Yamato Scientific, USA).
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Finalizando la esterilizacion, se enfrié a temperatura ambiente y se afiadieron 10 mL del cultivo
del hongo F. oxysporum con un tiempo de incubacion de 72 h (preparado como se describio
anteriormente), este procedimiento se realizé dentro de una campana de flujo laminar (Labconco,
Kansas City, MI, USA). Los matraces se incubaron a 30°C durante 7 dias. A intervalos de tiempo
(24,48, 72,96, 120, 144 y 168 h), se retiraron tres matraces de cada concentracion y se esterilizaron
a 121°C, 15 psi, 15 min para detener el proceso de fermentacion y proceder a realizar la extraccion
de AX solubles, de acuerdo con el tratamiento establecido como se describe en la siguiente seccion.

5.4 Cuantificacion de Arabinoxilanos Solubles Extraidos de la Masilla de Cerveceria

5.4.1 Extraccion y Purificacion de Arabinoxilanos Solubles en Agua

Los AX se extrajeron y purificaron utilizando el método descrito por Fadel et al., (2018), con
algunas modificaciones. Se pesaron 25 g (base seca) de las muestras y se afiadieron en tubos de
centrifuga con capacidad de 250 mL. Posteriormente, se agregé a cada muestra 225 mL de agua,
incubando los tubos en un bafio de agua con agitacion (Hot Shaker, Bellco Glass Inc., Vineland,
NJ, USA) durante 2 h a 40°C. Enseguida se centrifugaron las muestras a 6,000 xg por 40 min a
10°C (Hermle Labortechnik GmbH, DEU), se ajusto6 el pH a 7 en el sobrenadante usando NaOH 1
M o HCI 1 M, después se incubd agregando 183.75 pL de a-amilasa termoestable (340
Unidades/mg) (Thermozyme® L340) proporcionada por ENMEX (Tlalnepantla, México) en bafio
maria (Mirak, Thermolyne, USA) con agitacion a 91°C durante 60 min. Posteriormente, las
muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se les adiciond 104.16 pL de alcalasa (2.4
Unidades/mg) (Novozymes, Bagsvaerd, DK) a 50°C durante 14 h. Luego, la proteasa se inactivo
colocando las muestras en un bafio de agua hirviendo durante 10 min. Las muestras se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 4,600 xg por 20 min a 10°C. Se afiadi6 etanol
(70% v/v) (DEQ, Monterrey, México) a los sobrenadantes y se almacenaron a 4°C durante la noche.
El precipitado que se formd se recuperd mediante centrifugacion a 4,600 xg por 20 min a 10°C,

descartando el sobrenadante y reteniendo el residuo. El residuo se pesé antes de lavar y agitar dos
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veces con 20 mL de etanol absoluto (minimo 99% v/v) (DEQ, Monterrey, México). Finalmente, se
agregaron 20 mL de acetona (DEQ, Monterrey, México) y las muestras se agitaron en vortex
(Vortex Mixer, Labnet, USA) durante un minuto seguido de una centrifugacion a 4,600 gx durante
20 min a 10°C. Los precipitados finales se secaron durante 24 h a 45°C en un horno de secado
(Fisher Scientific, USA), una vez secos se registrd el peso de los extractos y se guardaron en bolsas
resellables para realizar la cuantificacion de AX, de acuerdo con el método establecido. Todos los

andlisis se realizaron por triplicado.

5.4.2 Determinacién de Arabinoxilanos

Se empled un ensayo colorimétrico para determinar el contenido de pentosanos (arabinosay xilosa)
de acuerdo con el método descrito por Douglas, (1981). Se utilizé D-xilosa (Sigma, St, Louis, MO,
USA) para construir una curva de calibracion a concentraciones de 0.05, 0.15, 0.25, 0.5,0.75y 1
mg/mL. El reactivo de color se prepar6 previamente mezclando 5 mL de floroglucinol en etanol
absoluto (20% p/v) con 110 mL de acido acético glacial (DEQ, Monterrey, México), 2 mL de acido
clorhidrico (DEQ, Monterrey, México) y 1 mL de solucién de glucosa en agua (1.75% p/v) (Sigma,
St, Louis, MO, USA). Se mezclaron alicuotas de 2 mL por triplicado de cada dilucién estandar con
10 mL del reactivo colorimétrico. Inmediatamente, los tubos que contenian las mezclas se
colocaron en un bafio de agua hirviendo durante 25 min. Las muestras se retiraron, se enfriaron en
un bafio de hielo durante 1 min y se colocaron inmediatamente en un bafio de agua a temperatura
ambiente durante 1 min. Los tubos se retiraron, se colocaron horizontalmente y se cubrieron con
papel de aluminio. Después de 10 min, se leyo la absorbancia de las muestras a longitudes de ondas
de 552 nm y 510 nm usando un espectrofotometro Genesys 10S UVeVis (Thermo Scientific,
Milford, MA). La lectura de absorbancia a 510 nm se le resté a la lectura a 552 nm para eliminar
la influencia de las hexosas. Con respecto a las muestras experimentales, se pesaron 4.5-5.0 mg del
extracto de cada muestra (masilla seca, masilla molida, masilla extrudida y los diferentes
tratamientos de la cinética de fermentacién con F. oxysporum) y se realizd el procedimiento
descrito anteriormente. Los valores de contenido de AX en las muestras se determinaron
interpolando la ecuacién derivada de la curva estandar de xilosa. El contenido total de pentosano

en las muestras se determind por duplicado y los valores se expresaron como porcentajes.
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5.5 Contenido de Compuestos Fenolicos Totales, Acidos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

Para evaluar el contenido de compuestos fendlicos, acidos fenolicos y la capacidad antioxidante
primero se realizo la extraccion de los compuestos fenolicos. Los compuestos fendlicos totales son
la suma de los compuestos fenolicos ligados y libres, mientras que, los &cidos fendlicos totales son
la suma de los &cidos fenolicos ligados y libres

5.5.1 Extraccion de Compuestos Fenolicos Libres

Los compuestos fendlicos libres se extrajeron de acuerdo con el método descrito por Chen et al.
(2016), con algunas modificaciones. Se pesaron 2 g (base seca) de las muestras y se desgraso dos
veces con 20 mL de hexano para eliminar los lipidos. Se agito por 15 min en un agitador de accion
de mufieca (Shaker bath, Lab-Line Instrument, Inc., USA) en condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente, después se centrifugd a 10,000 rpm. (Thermo Fisher Scientific, USA) a 4°C
por 10 min. El residuo libre de lipidos fue lavado tres veces con 20 mL de metanol al 80%, en cada
extraccion la mezcla se agitod en un agitador durante 1 h en oscuridad y a temperatura ambiente.
Después, la mezcla se centrifugé a 10,000 rpm a 4°C durante 10 min. Una vez finalizado los 3
lavados, los sobrenadantes se recolectaron en un matraz de rotavapor para eliminar el solvente
hasta la sequedad, mediante el uso del rotavapor (LABORATA 4010-digital, Heidolph, Alemania)
a una temperatura de 38°C y con vacio. Después de obtener los extractos secos, se disolvieron en
metanol al 50% (5 mL) y se usaron para determinar la cantidad de extractos fenolicos libres. Los
extractos se almacenaron a -20°C en un congelador (Bosch, Gsn36Ai31, Alemania). La extraccion

se realizo por duplicado.

5.5.2 Extraccion de Compuestos Fenolicos Ligados

Los compuestos fendlicos ligados se extrajeron de acuerdo con el método descrito por Chen et al.
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(2016), con algunas modificaciones. El residuo recogido después de la extraccion con metanol del
punto 5.5.1 se hidroliz6 con 40 mL de NaOH 4 M a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla
se agitdé usando un agitador Shaker bath, (Lab-Line Instrument, Inc., USA) en oscuridad y a
temperatura ambiente. La mezcla hidrolizada se ajusté a un pH entre 1.5-2.0 con HCI 6 M
utilizando un potenciémetro marca Hanna HI 221 (Hanna Instruments, Padua, Italia). Después se
afiadid en tubos de 50 mL y posteriormente se centrifug6 a 10,000 rpm por 10 min a 4°C (Thermo
Fisher Scientific, USA), y al término de la separacion se realiz6 una lixiviacion liquido-liquido al
sobrenadante con 50 mL de acetato de etilo tres veces (150 mL en total). Una vez finalizados los 3
lavados los sobrenadantes se combinaron en un matraz de rotavapor de 500 mL para eliminar el
solvente llevando el contenido a sequedad, esto mediante el uso del rotavapor LABORATA 4010-
digital (Heidolph, Alemania) a una temperatura de 35°C y con vacio. Después de obtener los
extractos secos, se disolvieron en metanol al 50% (5 mL) y se usaron para determinar la cantidad
de extractos fenolicos ligados. Los extractos se almacenaron a -20°C en un congelador (Bosch,

Gsn36Ai31, Alemania). La extraccion se realizé por duplicado.

5.5.3 Cuantificacion de Compuestos Fendlicos Totales

Se evaluardén los compuestos fendlicos, libres y ligados de las muestras, utilizando el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Chen et al. (2016) con algunas modificaciones. En
resumen, se agregaron 100 pL de metanol al 50% y 100 uL de extractos crudos o soluciones
estandar adecuadamente diluidos a 1.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu recién diluido 10 veces.
La solucion se agitd con vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Inc., USA) por 5 min.
Después, se afiadio 1.5 mL de una solucion de carbonato de sodio (75 g/L) y se mezcld
minuciosamente. Después de reposar durante 2 h a temperatura ambiente en oscuridad, se midié la
absorbancia a 765 nm utilizando un espectrofotometro (CARY 50 Bio, Varian, Inc., USA). Se
utilizo acido galico como estandar, el contenido fendlico total se expresé como miligramos de acido

galico equivalentes por g de muestra (mg EAG/g de muestra, peso seco).
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5.5.4 Acidos Fenodlicos por HPLC

El ensayo cromatografico de los acidos fenolicos se realizd segun la técnica descrita por Chen et
al. (2016) con algunas modificaciones La separacion cromatografica se Ilevd a cabo en un
cromatégrafo de liquidos en fase reversa (RP-HPLC) (Agilent Technologies, California, USA),
equipado con un detector con arreglo de diodos. La columna analitica fue una C1sODS (Beckman
Coulter, USA) con una longitud de 300 mm, 4.6 mm de diametro interno y un tamafio de particula
de 5 um. La fase movil constaba de Acetonitrilo 100% (fase A) y acido formico al 0.1% v/v en
agua (fase B). Las condiciones se establecieron de la siguiente manera: temperatura de la columna
24°C, caudal de 1 mL/min, volumen de inyeccion de 10 uL, se programo un gradiente de 35 min
de la siguiente manera: 0-15 min 92% B, 15-35 min 92% B. Los acidos fendlicos se detectaron a
una longitud de onda de 325 nm. Los acidos fenolicos se identificaron comparando los tiempos de
retencion con los estandares comerciales de &cido caféico, acido p-cumarico y acido ferdlico. Los

contenidos de acidos fenolicos se cuantificaron mediante curvas de calibracion externas.

5.5.5 Capacidad Antioxidante por Eliminacion de Radicales Libres DPPH

El ensayo de actividad de eliminacién de radicales DPPH se llevé a cabo de acuerdo con Chen et
al. (2016). Brevemente, se agregaron 200 pL de extractos crudos o estandares adecuadamente
diluidos a 3.8 mL de solucion de radicales DPPH 60 pumol/L, que se prepar0 previamente en
metanol. Después de 60 min de incubacion a temperatura ambiente en la oscuridad, se midio la
absorbancia a 515 nm usando un espectrofotometro (CARY 50 Bio, Varian, Inc., USA). La
actividad de eliminacion de radicales DPPH (%) de ambas muestras y estandar (Trolox) se calculd

de la siguiente manera:

1- A Muestra

%uwianwwndehndkulDPPH::[ il

]x100
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Donde: A Muestra es la absorbancia de 200 pL de muestra + 3.8 mL de solucion de DPPH.
A Control es la absorbancia de 200 puL de metanol al 50% + 3.8 mL de soluciéon de DPPH.
Se utilizd6 como curva estandar un gréafico de la concentracién de Trolox con actividad de
eliminacién de radicales de DPPH. Los valores de DPPH se expresaron como micromoles de

equivalentes de Trolox por kilogramo de muestra (umol ET/kg de muestra).

5.6 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

En el cuadro 6 se muestra el disefio experimental utilizado en el presente trabajo, el cual se utilizd
un disefio completamente al azar con arreglos factoriales 22 con 3 repeticiones por tratamiento. Los
factores fueron: A) Proceso de extrusion (masilla sin extrusion y masilla extruida) y B) Proceso de
fermentacion en estado sélido con una cepa de Fusarium oxysporum f. sp. melonis (masilla no
fermentada y masilla fermentada), sobre el porcentaje de liberacion de arabinoxilanos de la masilla
de cerveceria. Por otra parte, en el cuadro 7 se muestra la lista de tratamientos y codigos de
muestras. Se realizé un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias por el método
de Tukey-Kramer cuando se tuvieron diferencias significativas. Los analisis fueron realizados con
un nivel de significancia de 0=0.05 (p<0.05). Los datos se analizaron utilizando en el paquete
estadistico NCSS (Statistical analysis software, Kaysville, Utah, USA) version 07.

Cuadro 6. Disefio experimental.

Factor A Factor B
actor ., Proceso de fermentacién en estado sélido
Proceso de extrusion - -
Masilla no fermentada Masilla fermentada
Masilla no extruida MC MCF
Masilla extruida MCE MCEF

Donde MC es masilla de cerveceria sin tratamiento, MCE es masilla de cerveceria extruida, MCF es
masilla de cerveceria fermentada y MCEF masilla de cerveceria extruida fermentada.
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Cuadro 7. Lista de tratamientos y codigos de muestras.

Cadigo Descripcion
MC Masilla de cerveceria sin tratamiento
MCF 24 h Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en soélido por 24 h
MCF 48 h Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en solido por 48 h
MCF 72 h Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en solido por 72 h
MCF 96 h Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en solido por 96 h
MCF 120 h | Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacién en solido por 120 h
MCF 144 h | Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en sélido por 144 h
MCF 168 h | Masilla de cerveceria sin tratamiento + Fermentacion en solido por 168 h
MCM Masilla de cerveceria molida
MCMF 24 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 24 h
MCMF 48 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 48 h
MCMF 72 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 72 h
MCMF 96 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 96 h
MCMF 120 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 120 h
MCMF144 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 144 h
MCMF168 h Masilla de cerveceria molida + Fermentacion en solido por 168 h
MCE Masilla de cerveceria extruido
MCEF 24 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 24 h
MCEF 48 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 48 h
MCEF 72 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 72 h
MCEF 96 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 96 h
MCEF 120 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 120 h
MCEF144 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 144 h
MCEF168 h Masilla de cerveceria extruido + Fermentacion en solido por 168 h
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Masilla de Cerveceria Tratada por Procesos de Molienda y Extrusion

6.1.1 Proceso de Secado en la Masilla de Cerveceria

La masilla de cerveceria contenia una humedad inicial del 76% la cual es un porcentaje alto y la
hace susceptible a descomposicion por crecimiento microbiano. Por ello se realizé el proceso de
secado en horno (45-50°C) por 48 h llegando a una humedad final del 2.2%. Este proceso se
considera el método mas adecuado para la conservacion de la masilla de cerveceria; sin embargo,
debe realizarse a temperaturas <60°C (Lynch et al., 2016). Debido a los tiempos prolongados
dentro del horno seria de gran importancia disminuirlo y para ello se podrian utilizar equipos tales
como prensas o centrifugas para eliminar el agua sin agregar calor, aunque podria ser

contraproducente debido a que puede incrementar los costos de produccion.

6.1.2 Proceso de Molienda en la Masilla de Cerveceria

Es necesario reducir el tamafio de particulas de la masilla de cerveceria, por ello se utilizo el
proceso de molienda, el cual nos permitio reducir el tamafio de las mismas. Esta reduccion de
particulas conduce a un aumento en el area superficial y una reduccion del grado de polimerizacion.
Sin embargo, la molienda tiene un alto requerimiento energético, por lo que en términos
econdmicos no se considera viable para las empresas, ya que el precio de energia sigue en aumento
(Quintero et al., 2011). Ademas, el proceso de molienda se utiliz6 para compararlo con el proceso

de extrusion.
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6.1.3 Proceso de Extrusiéon en la Masilla de Cerveceria

El proceso de extrusion consistié en hacer que el material fuera transportado entre los tornillos del
extrusor y la compresion que ejercen los tornillos provoque una fragmentacion de la masilla de
cerveceria, ya que la compresién provoca una reduccion de tamafio y una desfibrilacion del
material (Marone et al., 2019) y de esta manera cumplir con el objetivo principal de investigacion.
Por otra parte, se ha estimado un requerimiento total de energia de 0.22-0.69 kWh/t del proceso de
extrusion, el cual es mas bajo en comparacion con la energia requerida durante el proceso de
molienda de cuchillas (20 kwWh/t) (Vidal et al., 2011). La energia mecanica especifica (SME), por
sus siglas en inglés, obtenida durante el proceso consistié de 0.27 kWh/t la cual se encontro dentro

de lo reportado por la literatura.

6.2. Composicion Quimica de la Masilla de Cerveceria

6.2.1 Cuantificacion de Carbohidratos Estructurales

En el cuadro 8 se muestran los resultados de la cuantificacion de carbohidratos estructurales de la
masilla de cerveceria. La cantidad de extractos solubles en agua y en etanol fue de 10.9% y 13.2%
respectivamente, esto quiere decir que la masilla de cerveceria presenté 24% de material no
estructural, en donde se encontraban componentes que no estan quimicamente unidos a la materia
prima y entre los que se incluye, sacarosa, nitritos, nitratos, cenizas, clorofila y ceras. Estos
extractos comprenden los componentes no estructurales que posiblemente puedan interferir en los
analisis de caracterizacion de la materia prima (Sluiter et al., 2008). Por otra parte, se obtuvieron
valores de lignina de 18.9%, hemicelulosa 26.4% y 13.8% de celulosa. Estos valores se encuentran
dentro de lo reportado en la literatura (Mussatto et al., 2006, Xiros et al., 2009). El contenido de
hemicelulosa resultd de gran interés, ya que en ella se encuentran o derivan los arabinoxilanos, a

pesar de ello la masilla de cerveceria es conocida por tener un alto contenido de lignina incluso
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mayor que el bagazo de cafia, la paja de arroz o la cebada (entre un 15-18%), la cual puede afectar

la liberacion de arabinoxilanos debido al impedimento estérico.

Cuadro 8. Cuantificacion de los carbohidratos estructurales de la masilla de cerveceria sin tratamiento
(MC).

Componente MC (%)
Celulosa 13.8+0.1
Hemicelulosa 26.4+0.5
Lignina 18.9+0.2

Extractos solubles en agua 10.9+0.9
Extractos solubles en etanol 13.2+0.3

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra +desviacion estandar, los valores son
reportados en base seca.

6.2.2 Contenido de Humedad

Se determind el contenido de humedad en la masilla de cerveceria sin tratamiento, masilla molida
y masilla extruida, obteniendo valores de 2.2%, 4.2% y 8.4% respectivamente, siendo estos
resultados adecuados para su uso de acuerdo a Lynch et al. (2016), debido a que recomiendan un

valor < 10% de humedad.

6.2.3 Contenido de Ceniza

El contenido de ceniza no present6 diferencia significativa entre cada una de las muestras (Cuadro
9), los valores fueron de 4.6% en la masilla de cerveceria sin tratamiento y en la masilla extruida,
mientras que en la masilla molida fue de 4.7%. La fraccion de ceniza es el material inorganico o
mineral obtenido tras la incineracion, la mayoria de los minerales estan asociados con las glumas,
pericarpio y la capa de aleurona, siendo estos componentes los mismos que conforman la masilla

de cerveceria. Los resultados de ceniza coinciden con lo reportado en la literatura (Aliyu y Bala,
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2011; Bianco et al., 2020). Por otra parte, podemos apreciar que al realizar el proceso de extrusion
o molienda no se encuentra una modificacion en el contenido mineral, lo que si podria modificar

este valor es el tipo de granos utilizados durante el proceso de elaboracién de la cerveza.

6.2.4 Contenido de Lipidos

El contenido de lipidos en cada muestra no presentd diferencia significativa (Cuadro 9), el
contenido de lipidos de la masilla de cerveceria sin tratamiento fue de 11.9% mientras que en la
masilla extruida y masilla molida fue de 12.0% y 11.7% respectivamente. Estos valores fueron
similares a lo reportado por otros autores (2.5-13%) (Lynch et al., 2016; Aliyu y Bala, 2011; Bianco
et al., 2020). Al ser el grano de cebada el ingrediente principal para la elaboracion de la cerveza se
ha reportado que el contenido de lipidos es de 1.8-4% (Serna-Saldivar, 2016) lo cual lo hace mucho
menor en comparacion con la masilla de cerveceria. EI aumento en el contenido de lipidos en la
masilla de cerveceria esta relacionado por la composicion quimica del grano de cebada y el cambio
que surge al momento de pasar por el proceso de malteado al haber pérdida en el contenido de
almiddn en el grano de cebada y el remanente es el concentrado del resto de los compuestos
(Cozzolino y Degner, 2016). Por otra parte, podemos apreciar que al realizar el proceso de
extrusion o molienda no existe modificacion en el contenido lipidico, lo que si podria modificar
este valor es el tipo de granos y/o adjuntos utilizados durante el proceso de elaboracién de la

cerveza.

6.2.5 Contenido de Proteinas

El contenido de proteina no presentd diferencia significativa entre cada una de las muestras (Cuadro
9), los valores fueron de 21.6% en la masilla de cerveceria sin tratamiento, mientras que en la
masilla extruida y masilla molida fue de 21.8% y 22.2% respectivamente. Estos valores se
encuentran dentro de lo reportado en la literatura, ya que diversos autores han encontrado entre un
14.2% y 31.0% de proteina (Qin et al., 2018; Lynch et al., 2016). La masilla puede ser considerada
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como un residuo de cereales alto en proteina, en comparacion con subproductos de cereales como
salvado de trigo (13-18%), salvado de arroz (14%) y rastrojo de maiz (5.7-7.4%) (Roth et al., 2019;
Martinez-Trejo et al., 2012). Este aumento en el porcentaje de proteina fue debido a que éstas se
encuentran unidas principalmente al pericarpio, la capa aleurona y la cascara del grano de cebada,
ademas de contener cantidades residuales de proteina de levadura ya que no se llevan pasos de
fraccionamiento o purificacion, siendo estos los componentes estructurales de la masilla de
cerveceria (Niemi et al., 2012). Sin embargo, durante el proceso de maceracion la proteina de la
masilla de cerveceria se degrada parcialmente provocando su desnaturalizacion (Mussatto et al.,
2006) y promoviendo una posible pérdida de las propiedades bioldgicas de la misma. Por otra parte,
podemos apreciar que, al realizar el tratamiento por extrusion o molienda, estos no modifican el
contenido proteico, lo que si podria modificar este valor es el tipo de granos utilizados durante el
proceso de elaboracion de la cerveza

6.2.6 Contenido de Fibra Dietaria Insoluble, Soluble y Total

La fibra dietaria es el componente mayoritario de la masilla de cerveceria, ya que esta conformado
principalmente por material lignoceluldsico. En el cuadro 9 se muestra el contenido de fibra dietaria
total, soluble e insoluble. En la masilla sin tratamiento, molida y extruida, se encontré un contenido
de fibra dietaria total del 61.8%, 62.8% y 62.9%, por lo que no se presento6 diferencia significativa
(p>0.05) entre cada una de las muestras. Por lo que podemos apreciar que al realizar el proceso de
extrusion o molienda no existe modificacion en el contenido de fibra dietaria total, lo que si podria
modificar este valor es el tipo de granos y/o adjuntos utilizados durante el proceso de elaboracion
de la cerveza.

Por otra parte, en la fibra dietaria insoluble los valores fueron de 61.6% en la masilla sin
tratamiento, 60.8% masilla molida y 60.7% masilla extruida, mientras que la fibra soluble fue de
0.2%, 2.0% y 2.2%, respectivamente, por lo que existié una diferencia significativa (p<0.05) de la
fraccion soluble e insoluble entre la masilla sin tratamiento y las muestras tratadas mediante
procesos fisicos (molienda o extrusion). EI aumento en el contenido de fibra dietaria soluble se
debié a que la pared celular de la masilla de cerveceria se encuentra conformada por grandes

cadenas de polimeros ramificados, constituidos por diferentes enlaces cruzados los cuales
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dificultan que el material sea soluble en un ambiente acuoso (Zhang et al., 2016), por lo que al
realizar los tratamientos fisicos estos lograron romper algunos de los enlaces cruzados.

Se puede apreciar que, al llevar a cabo el proceso por extrusion o molienda, estos modifican la
fraccion solubles de la fibra, ademas, al comparar el rendimiento de la fibra soluble se encontré
que existié un incremento de 10 veces més en la masilla molida y 11 veces mas en la masilla
extruida con respecto a la masilla que no se le realizé ningln proceso. Por lo que, estos resultados
son de gran interés debido a los beneficios nutricionales y funcionales que aporta la fibra soluble
dentro de la salud humana (Lattimer y Haub, 2010).

Vasanthan et al. (2002), trabajaron con harina de cebada y evaluaron el efecto de las condiciones
de extrusion sobre la fibra dietaria total, soluble e insoluble concluyendo que el contenido de fibra
soluble aumentd debido a la coccion por extrusion. Por otra parte, Espinosa-Ramirez et al. (2020),
compararon diferentes cereales integrales, pseudocereales y leguminosas para producir harinas
tecno-funcionales mediante extrusion de alto cizallamiento y reportaron que en 4 de sus 9 muestras
la fibra dietaria soluble incrementd en comparacion con las muestras que no fueron tratadas por
extrusion.

El proceso de extrusion lo han categorizado por ser contraproducente ya que puede disminuir la
fibra dietaria en lugar de incrementarla. Sin embargo, la reduccion se ha asociado con la liberacion
de oligosacaridos de fracciones tanto insolubles como solubles, haciéndolas digeribles durante el

ensayo Yy evitando asi su cuantificacion (Garcia-Amezquita et al., 2019).

Cuadro 9. Composicion quimica de la masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de cerveceria
molida (MCM) y masilla de cerveceria extruida (MCE).

Componente MC (%) MCM (%) MCE (%)
Humedad 2.2+0.2°¢ 4.2+0.1° 8.4+0.1?
Proteina 21.6+0.5% 22.240.12 21.840.3?

Grasa 11.9+0.22 11.7+£0.32 12.0+0.1°2
Ceniza 4.61+0.12 4,740.12 4.6+£0.02
Fibra Dietaria Total 61.8+0.62 62.8+0.7 a 62.9+1.82

Fibra Dietaria 61.620.52 60.8+0.5 60.741.1"

Insoluble
Fibra Dietaria Soluble 0.2+0.1° 2.0+0.22 2.240.7%

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra +desviacion estandar. Los
valores con letras distintas en cada rengldn son significativamente diferentes (p<0.05).
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6.3 Caracterizacion Fisica de la Masilla de Cerveceria

6.3.1 Distribucion de Tamario de Particulas

En la figura 5 se muestran los resultados de la distribucion de tamafio de particulas. Los datos
muestran que la masilla sin tratamiento tuvo una alta cantidad de particulas retenidas en el tamiz
No. 20 (0.8 mm), mientras la masilla molida y extruida tienen una mayor cantidad de particulas
retenidas entre los tamices del No. 40 al 80 (0.40 mm y 0.16 mm), demostrando que la masilla
tratada mediante los procesos fisicos (molienda o extrusion) reducen el tamafio de las particulas.
Con la finalidad de liberar arabinoxilanos presentes en la masilla de cerveceria fue necesario
realizar los tratamientos de molienda y extrusion, ya que un tamafio de particula por arriba de la
malla No 40 (0.40 mm) tiene bajo efecto sobre la hidrdélisis de la biomasa (Hendriks y Zeeman,
2009), lo cual limita la liberacién, por ello, se evaluod el perfil granulométrico resultante de la
masilla sin tratamiento, masilla molida y masilla extruida.

Reis et al. (2015), evaluaron la influencia del tamafio de particulas de la masilla de cerveceria sobre
la extraccion de AX y reportaron que con un tamafio de particulas de 0.25 mm a 0.16 mm se
obtienen mayores rendimientos. Sin embargo, un tamario de particulas inferior a 0.16 mm aumento
la pérdida de los AX durante su extraccion. Por otra parte, la metodologia del NREL (2008)
recomienda no tener un tamafio de particula muy pequefio ya que conlleva a una excesiva
degradacion de los polimeros.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con lo recomendado por Reis et al.
(2015), se obtuvo una retencion de particulas desde la malla No 60 (0.25 mm) hasta la No 80 (0.16
mm) del 6.5% en la masilla sin tratamiento, 52.6% en la masilla molida y 64.8% en la masilla
extruida, el cual es el tamafio de particula adecuado para incrementar el rendimiento de extraccion
de arabinoxilanos. Por lo que, el proceso de extrusion es una buena opcion para ser utilizado como
tratamiento para la reduccion de tamafio de particulas y con ello incrementar los rendimientos de
extraccion de arabinoxilanos.

Por otra parte, al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con lo recomendado por

Reis et al. (2015), se obtuvo una retencion de particulas superior a la malla No 80 (0.16 mm) de
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1.3% en la masilla extruida, 1.5% en la masilla sin tratamiento y 13.7% en la masilla molida, el
cual es el tamafio que aumento la pérdida de extraccion de los arabinoxilanos. Por lo que, el proceso
de molienda si es una buena opcion para ser utilizada como tratamiento para la reduccion de tamafio
de particula, sin embargo, no lo es para incrementar los rendimientos de extraccion de

arabinoxilanos debido a que conlleva a una excesiva degradacion de los mismos.
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Figura 5. Distribucién de tamafio de particulas de la masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de
cerveceria molida (MCM) y masilla de cerveceria extruida (MCE).

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra. Los valores con letras distintas son
significativamente diferentes con una p<0.05.

6.3.2 Indices de Absorcion de Agua y Solubilidad en Agua

Los resultados del indice de absorcion de agua (WAI) y el indice de solubilidad en agua (WSI) en
la masilla de cerveceria sin tratamiento, molida y extruida se resumen en el cuadro 10. Dicha
caracterizacion es un parametro de gran importancia para nuestro objetivo de incrementar la
liberacion de AX solubles en medio acuoso, debido a que el WAI nos indica la cantidad de agua

retenida en la muestra, mientras que el WSI nos indica la cantidad de polimeros que son solubles
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en agua. Los resultados muestran que la masilla sin tratamiento presentd un mayor porcentaje de
WAL que fue de 6.7%, ademas existié diferencia significativa p<0.05 en comparacién con las
muestras tratadas por molienda y extrusion, que presentaron valores de 5.1% y 4.9%,
respectivamente. Este resultado nos indicé que la aplicacion de tratamiento fisicos (molienda o
extrusion) disminuyo la cantidad de agua retenida en la masilla de cerveceria, en comparacion con
la masilla de cerveceria que no se le realizé ningun proceso en el cual existe una mayor cantidad
de agua retenida. Por otra parte, los resultados muestran que la masilla extruida fue el que presentd
un mayor porcentaje de WSI el cual fue de 3.1%, por lo que existié una diferencia significativa
(p<0.05) en comparacion con la masilla sin tratamiento y la masilla molida, los cuales presentaron
valores de 1.5% y 2.7%, respectivamente. Este resultado nos indicé que al realizar el proceso de
extrusion se incrementé la cantidad de polimeros solubles que estaban retenidos en la masilla de
cerveceria.

La razon de presentar un WAI bajo en la masilla molida y extruida en comparacion con la masilla
sin tratamiento se debio a que el tratamiento fisico fragmento la estructura lignocelulosa. Esto es
debido a que surge una reduccién del volumen ocupado por el polimero de la fibra después de
hincharse en exceso de agua (Myat y Ryu, 2014). Mientras que la razon del cambio de WSI entre
cada una de las muestras surge por la reduccion de tamafo de particulas, lo cual provocé que el
material lignoceluloso se fragmente y del mismo modo disminuyan los enlaces cruzados los cuales

estan involucrados en la retencién de agua (Jeong y Toledo, 2004).

Cuadro 10. indices de absorcion de agua y solubilidad en agua en la masilla de cerveceria sin tratamiento
(MC), masilla de cerveceria molida (MCM) y masilla de cerveceria extruida (MCE).

Parametro MC (%) MCM (%) MCE (%)
WAI 6.7+0.1° 5.1+0.2° 4.9+0.1°
WSI 1.5+0.1° 2.7+0.2° 3.1+0.12

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra £desviacion estandar. Los valores con
letras distintas en cada rengldén son significativamente con una p<0.05. WAI = indice de absorcién de
agua; WSI = indice de solubilidad en agua.
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6.4. Proceso de Fermentacion en Estado Sélido

6.4.1 Fermentacion en Estado Sélido con una Cepa de Fusarium oxysporum f. sp. melonis

El proceso de fermentacion en estado sélido se realiz6 para evaluar la liberacion de arabinoxilanos
solubles con el hongo Fusarium oxysporum en la masilla sin tratamiento, molida o extruida, en
matraces Erlenmeyer, como se describe en la seccion 5.3.2. Se analizaron las muestras cada 24 h
durante 7 dias para determinar el pico maximo de liberacion de arabinoxilanos, se tomaron
fotografias en ciertos momentos durante la fermentacion como evidencia del crecimiento del hongo
en la masilla de cerveceria sin tratamiento, molida o extruida (Figura 6). Desde las 24 h hasta las
168 h de incubacion se pudo apreciar el crecimiento micelial (datos no presentados) que cubria el
sustrato, el crecimiento del hongo es de gran importancia debido a que secreta enzimas, mismas
que descomponen la materia para asimilar los nutrientes (Sanchez, 2009).

Figura 6: Fermentacion en estado solido de masilla de cerveceria con una cepa de Fusarium oxysporum f.
sp. meloni. (A) Masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), (B) Masilla de cerveceria molida (MCM) y
(C) Masilla de cerveceria extruida (MCE).
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Existen variables que condicionan el crecimiento del microorganismo, sin embargo, el factor mas
decisivo sobre la fermentacion en estado solido es la actividad de agua (Aw) ya que influye tanto
en el crecimiento como en el metabolismo de los mismos (Rudakiya, 2019). En la figura 7 se
observa la actividad de agua a lo largo de la cinética de fermentacion de la masilla de cerveceria
fermentada sin tratamiento, molida o extruida.

Se observé que la Aw se mantuvo en 0.9 e incluso existié un aumento, la razén de este cambio
puede asociarse a que el hongo este liberando agua durante su proceso de respiracion debido a que
durante la respiracion aerobica se crea dioxido de carbono y agua como subproductos. Ademas, se
ha reportado que el Fusarium oxysporum crece en condiciones aerobias (Xiros et al., 2008), por lo
que esta liberacion de agua influye en la medicion de Aw. El principio de la medicidn se basa en
el equilibrio de presion de vapor y una vez que la muestra llega al punto de equilibrio, el equipo
(Aquealab) calcula la humedad relativa con el método de punto de saturacion, y de igual manera
ha sido reportado el aumento de la Aw durante el proceso de fermentacion (Olagunju et al., 2018).
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Figura 7. Actividad de agua a lo largo de la cinética de fermentacion de la masilla de cerveceria sin
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extruida fermentada (MCEF), por Fusarium oxysporum durante 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 hy 168

h.
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6.5 Cuantificacion de Arabinoxilanos Solubles

6.5.1 Contenido de Arabinoxilanos Solubles en los Extractos de la Masilla de Cerveceria

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de arabinoxilanos solubles en los extractos de masilla
sin tratamiento, molida y extruida se muestran en la figura 8. Los valores muestran que la masilla
a la cual no se le realiz6 el proceso de fermentacion presento el valor mas bajo de AX solubles. Sin
embargo, cabe destacar que la masilla extruida presento el valor mas alto 9.69% teniendo un
aumento significativo (p<0.05) en comparacion con la masilla sin tratamiento y la masilla molida,
las cuales presentaron valores de 1.47% y 2.98%, respectivamente. Por otra parte, el mayor
resultado de AX solubles fue durante el proceso de fermentacion, siendo la masilla extruida la que
presentd el valor mas alto (p<0.05), el cual fue de 63.28% en comparacion con la masilla sin
tratamiento y la masilla molida, las cuales presentaron valores de 28.47% y 52.45%,
respectivamente.

Por otra parte, mediante la cinética de fermentacion se pudo apreciar como el contenido de AX
solubles en los extractos fue incrementado en cada una de las muestras (masilla sin tratamiento,
molida o extruida). Este cambio se puede asociar a las enzimas que esté segregando el hongo, en
este caso las xilanasas, debido a que estas enzimas son responsables de hidrolizar el xilano y
convertirlo a xilosa y xilo-oligosacaridos, ya que rompen los enlaces glucosidicos mediante un
mecanismo de inversién o retencion en el que el carbono anomérico esté invertido o conserva su
configuracién estereoquimica (Srivastava et al., 2020). Asi mismo, al finalizar el proceso de
fermentacion se pudo observar durante la cinética una disminucion del contenido de AX solubles
en los extractos, y esto se puede asociar a que durante la fermentacion el microorganismo esté
utilizando estos polisacaridos durante su proceso metabdlico y sea utilizado para su crecimiento.
Sanchez (2009) clasificd al Fusarium oxysporum como un tipo de hongo de pudricion marrén, los
cuales tienen una mayor afinidad a la degradaciéon de la celulosa y hemicelulosa, por lo que
producen una mayor proporcion de estas enzimas (celulasas, xilanasas) para convertir los

polimeros en oligdbmeros 0 mondémeros y ser absorbidos por el mismo.
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Es de gran importancia resaltar que el tipo de enzima es un factor determinante para incrementar
los valores de arabinoxilanos. En este caso las xilanasas se clasifican de acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas, sin embargo, las xilanasas mas significativas son la GH10 y GH11. Se ha
investigado que las xilanasas GH10 son més activas en sustratos solubles, mientras que las GH11
prefieren xilanos poliméricos insolubles, por lo cual libera mas arabinoxilanos solubles en medio
acuoso. A pesar del gran interés en las xilansas GH11 diversos autores han reportado una mayor
presencia de xilanasas del tipo GH10 (Alconada y Martinez, 1994; Christakopoulos et al., 1997;
Ruiz et al., 1997) en comparacion con las GH11 (Christakopoulos et al., 1996; Gomez-Gomez et
al., 2001), producidas por Fusarium oxysporum, por lo cual podria ser de gran interés investigar el

tipo de xilanasa que se esté generando durante el proceso metabolico del hongo.
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Figura 8. Contenido de arabinoxilanos solubles en los extractos de la masilla de cerveceria sin tratamiento
(MC), masilla de cerveceria molida (MCM) y masilla de cerveceria extruida (MCE), fermentada con
Fusarium oxysporum durante 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h y 168 h.

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra £desviacion estandar. Los valores con
letras distintas son significativamente diferentes con una p<0.05.
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6.5.2 Rendimiento de Arabinoxilanos Solubles de la Masilla de Cerveceria

El rendimiento de arabinoxilanos solubles de la masilla de cerveceria sin tratamiento, molida y
extruida se muestran en la figura 9. Los resultados muestran que la masilla sin proceso de
fermentacion en estado sélido present6 los valores menores (0.03%), en comparacién con aquellas
sometidas a fermentacion (9.58%).

Por otra parte, se puede observar que el rendimiento de arabinoxilanos solubles con el proceso de
molienda fue de 0.53%, mientras que el proceso de extrusion arrojé un rendimiento del 0.70%.
Entre cada uno de los procesos antes mencionados no se encontro una diferencia significativa
(p>0.05). Aunque el proceso de extrusion no haya presentado diferencia significativa respecto al
proceso de molienda, una de sus mayores ventajas sobre la molienda es su bajo consumo de energia,
el cual ha sido explicado en la seccidn 6.1.3. En donde existi6 diferencia significativa (p<0.05) fue
en la masilla sin tratamiento, la cual presentd un rendimiento de arabinoxilanos solubles de 0.03%,
en lo que se traduce a un incremento de 17 veces mas al utilizar el proceso de molienda y 23 veces
mas al utilizar el proceso por extrusion. El incremento del contenido de arabinoxilanos solubles se
debe al proceso fisico (molienda/extrusion) debido a que estos procesos fragmentan enlaces
cruzados, mismos que dificultan que el material sea soluble en medios acuosos (Zhang et al., 2016).
Ademas, se puede apreciar que los resultados obtenidos en esta prueba son proporcionales a lo
establecido en la seccion 6.2.6.

Por el contrario, durante el proceso de fermentacion se obtuvieron mayores rendimientos siendo la
masilla extruida la que presento el valor mas alto, el cual fue de 9.58% Yy presento diferencias
significativas (p<0.05) en comparacion con la masilla sin tratamiento y la masilla molida, las cuales
presentaron valores de 2.95% y 6.24%, respectivamente. Esto quiere decir que al utilizar la masilla
extruida fermentada se obtiene 3 veces mas que la masilla sin tratamiento fermentada y 1.5 veces
mas que la masilla molida fermentada. Por otra parte, al comparar el rendimiento obtenido de la
masilla extruida fermentada con las muestras a las que no se les realizo el proceso de fermentacion
se obtiene un rendimiento de 319 veces mas que la masilla sin tratamiento, 18 veces mas que la
masilla molida y 15 veces mas que la masilla extruida. Por lo que existe un efecto significativo
(p<0.05) entre el tipo de tratamiento fisico (extrusion o molienda) y biolégico (fermentacion en

estado so6lido) sobre el rendimiento de arabinoxilanos solubles presentes en la masilla de cerveceria.
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Diversos investigadores han reportado los rendimientos de arabinoxilanos extraidos de la masilla
de cerveceria. Coelho et al. (2016) utilizaron masilla de cerveceria molida proporcionado por una
empresa (Unicer-Bebidas SA) y la técnica de extraccion fue a partir de agua (20°C) y agua caliente
(80°C) obteniendo rendimientos del 0.5%. En comparacion con los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, los valores son muy similares en aquellas muestras a las que no se le realizo el proceso de
fermentacion (masilla molida y masilla extruida). Por otra parte, Reis et al. (2015), utilizaron
masilla de cerveceria molida proporcionada por una planta de microdestileria de la Universidad de
College Cork Irlanda, teniendo como objetivo incrementar la extraccion de arabinoxilanos solubles
mediante la extraccion asistida por ultrasonido y autoclave, obteniendo rendimiento del 3.1%. En
comparacion con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, los valores son similares en las
muestras de masilla sin tratamiento fermentada y masilla molida fermentada, sin embargo, para la
masilla extruida y fermentada se obtuvieron valores mayores.

Por otra parte, Severini et al. (2015), reportaron un rendimiento de arabinoxilanos solubles en
masilla de cerveceria mediante tratamiento enzimatico de 10.3%, siendo este valor muy cercano a
lo obtenido en nuestro trabajo (9.58%). Por otra parte, Coelho et al. (2016) y Reis et al. (2015)
obtuvieron rendimientos del 20.8 y 20.7% respectivamente, sin embargo, estos ultimos
investigadores utilizaron tratamientos quimicos para la extraccion de los arabinoxilanos, ademas
de realizar hasta 3 veces el proceso de extraccion. Las diferencias encontradas en comparacion con
estos Ultimos autores se deben al uso de agentes quimicos los cuales solubilizan la hemicelulosa y,
de este modo, hacen que la celulosa sea mas accesible (Tomas-Pejo et al., 2011).

Mediante la cinética se pudo determinar el pico maximo de liberacién de arabinoxilanos solubles
en agua, el cual se presentd durante las 48 h en la masilla extruida, mientras que en la masilla
molida y sin tratamiento se presentd durante las 96 h. Estos resultados son de gran importancia
debido a que se puede optimizar el tiempo de fermentacion y con ello disminuir los costos de
produccion ya que la masilla extruida presenta los valores mas altos y en menor tiempo, al
compararlo con la masilla molida y la masilla sin tratamiento. De igual manera, estas horas de
fermentacion fueron las que se tomaron para la cuantificacién de los compuestos fendlicos totales,

acidos fendlicos y capacidad antioxidante, los cuales se describen a continuacion.
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Figura 9. Rendimiento de arabinoxilanos solubles de la masilla de cerveceria sin tratamiento (MC),
masilla de cerveceria molida (MCM) y masilla de cerveceria extruida (MCE), fermentada con Fusarium
oxysporum durante 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h y 168 h.

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra £Desviacion Estandar. Los valores con
letras distintas son significativamente diferentes con una p<0.05.

6.6 Cuantificacion de Compuestos Fendlicos Totales, Acidos Fendlicos y Capacidad

Antioxidante

6.6.1 Compuestos Fenolicos Totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) de la masilla de cerveceria sin tratamiento,
molida, extruida y masilla de cerveceria fermentada sin tratamiento, molida y extruida por
Fusarium oxysporum durante 48 h y 96 h se muestran en el cuadro 11, los resultados se expresan

como equivalentes de &cido galico (EAG/g) de muestra base seca.
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Los CFT en la masilla extruida fueron de 2.28 mgEAG/g en base seca, presentando diferencia
significativa (p<0.05) respecto a la masilla sin tratamiento y a la masilla molida las cuales
presentaron valores de 1.70 mgEAG/g y 1.26 mgeEAG/g, respectivamente. Este incremento pudo
deberse al funcionamiento mecénico debido a que el extrusor utiliza presion, temperatura y
cizallamiento elevado lo cual resulta en la degradacion del material lignoceluloso, esto podria
causar el incremento de los fenoles ligados y este incremento se asocia a que los compuestos
fendlicos libres también incrementen (Zhang et al., 2018). Por otra parte, Ti et al. (2015), evaluaron
el efecto de la extrusién sobre los perfiles fitoquimicos en fracciones molidas de arroz y
concluyeron que el uso del extrusor increment6 los CFT en salvado de arroz. Por lo que, el uso de
extrusion incrementa los CFT en la masilla de cerveceria.

Respecto al contenido de compuestos fendlicos libres se obtuvieron valores de 0.67 mgeAG/g en
la masilla sin tratamiento lo cual present6 una diferencia significativa (p<0.05) respecto a la masilla
molida y extruida, las cuales presentaron valores de 0.58 (mgEAG/g) y 0.59 (mgEAG/g),
respectivamente. Sin embargo, la proporcion de compuestos fenolicos libres es mayor en la masilla
molida debido a que cuenta con un 45.74% en comparacion con la masilla sin tratamiento y la
masilla extruida, las cuales mostraron una proporcién de 39.40% y 25.71%, respectivamente y al
existir una mayor proporcion de compuestos libres es de gran importancia debido a que estos se
encuentran de manera disponible. Por otra parte, se ha reportado que los compuestos fendlicos
libres en masilla de cerveceria con el uso de metanol como solvente para la extraccion son de 0.5
MgEAG/g a 6.46 mgEAG/g (Ktenioudaki et al., 2015; Meneses et al., 2013), por lo que los
resultados obtenidos se encuentran dentro de los valores reportados.

Por el contrario, durante el proceso de fermentacion se obtuvieron valores mayores de CFT y
compuestos fendlicos libres en comparacion con las muestras a las que no se sometieron a dicho
proceso, esto se puede apreciar durante las primeras 48 h de fermentacion, ya que en cada una de
las muestras incrementaron en comparacion con aquellas a las que no fueron sometidas. La razén
de este suceso es debido a las enzimas (p. Ej., xilanasas, feruloil esterasas) que producen los hongos
durante el proceso de fermentacion, estas enzimas rompen las paredes de las células (Sanchez
2009), debido a este rompimiento estérico entre la celulosa o hemicelulosa con el grupo carboxilo
de acido fendlico, se liberan fendlicos ligados. Ademas, se ha reportado que la fermentacién en
estado sélido ha incrementado la liberacién de compuestos fenolicos y se ha reportado en

subproductos de cereales (p. Ej., salvado de trigo, nejayote de maiz y masilla de cerveceria) (Moore
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et al., 2007; Acosta-Estrada et al., 2019; da Costa-Maia et al., 2020).

No obstante, las muestras fermentadas por 96 h presentaron valores bajos con respecto a las horas
de fermentacién anteriores en los CFT y compuestos fendlicos ligados. Este suceso se debe a que
los hongos producen enzimas extracelulares, las cuales se encuentran involucradas en la
degradacion y conversion de los compuestos fendlicos presentes en el material lignoceluloso. Estas
enzimas (p. Ej., lacasa, heme-tiolato peroxidasa, feruloil esterasa, tanasa) hidrolizan los
compuestos fendlicos grandes a subunidades mas pequefias que luego pueden ser metabolizadas
por las células fungicas (Mékeld et al., 2015). Sin embargo, no se ha encontrado informacion sobre
el transporte de los compuestos fenélicos desde el medio de crecimiento a la célula fangica (Shary
et al., 2008).

Cuadro 11. Contenido de compuestos fendlicos totales de la masilla de cerveceria sin tratamiento (MC),
masilla de cerveceria molida (MCM), masilla de cerveceria extruida (MCE) y masilla de cerveceria sin
tratamiento fermentada (MCF), masilla de cerveceria molida fermentada (MCMF) y masilla de cerveceria
extruida fermentada (MCEF) por Fusarium oxysporum durante 48 hy 96 h.

Muestras Contenido Fenolico (mgeAG/qg)
Libres Ligados Totales Proporcion libres (%)

MC 0.67+0.042 1.03+0.05° 1.70+0.09° 39.40
MCM 0.58+0.03" 0.68+0.02° 1.26+0.05° 45.74
MCE 0.59+0.02° 1.70+0.13? 2.28+0.15% 25.71
MCF 48 h 1.19+0.03° 1.69+0.112 2.88+0.142 41.21
MCMF 48 h 1.25+0.06° 1.56+0.11° 2.81+0.172 44.54
MCEF 48 h 1.64+0.072 0.73+0.05° 2.37+0.12° 69.21
MCF 96 h 1.32+0.04° 1.16+0.03? 2.48+0.072 53.33
MCMF 96 h 1.1240.04° 1.01+0.03° 2.13+0.07° 52.78
MCEF 96 h 1.41+0.062 0.56+0.03° 1.9740.09° 71.47

*Cada valor representa el promedio del duplicado de la muestra £Desviacién Estandar. Los valores con
letras distintas dentro de las columnas son significativamente diferentes con una p<0.05.

6.6.2 Acidos Fenélicos

El perfil de los acidos fendlicos determinados por HPLC se muestra en los cuadros 12, 13 y 14.




Los resultados obtenidos muestran que el &cido feralico fue el de mayor presencia en las muestras
que no fueron fermentadas, obteniendo valores de 12.28 mg/g en la masilla sin tratamiento, 9.21
mg/g en la masilla molida y 28.19 mg/g en la masilla extruida, de los cuales se encontraron una
proporcion de acido ferulico libre del 0.89%, 1.19% y 0.53%, respectivamente. Se ha reportado
que el &cido feralico es el acido hidroxicindmico con mayor presencia en la masilla de cerveceria
(Ikram et al., 2017), por lo que coincide con los resultados obtenidos.

En segundo lugar, se encontrd el &cido p-cumarico obteniendo valores de 2.27 mg/g en la masilla
sin tratamiento, 1.17 mg/g en la masilla molida y 10.45 mg/g en la masilla extruida, de los cuales
se encontraron una proporcion de 4&cido p-cumarico libre del 1.32%, 1.70% y 0.57%,
respectivamente. Diversos autores han reportado al &cido p-cumarico como el segundo compuesto
con mayor presencia en la masilla de cerveceria, sin embargo, nuestros valores obtenidos se
encuentran por arriba de lo reportado (de 0.6 mg/g a 1.1 mg/g) (Szwajgier et al., 2010; Niemi et
al., 2012). Por otra parte, se encontré un contenido de acido cafeico de 0.21 mg/g en la masilla sin
tratamiento, 0.19 mg/g en la masilla molida y 0.35 mg/g en la masilla extruida, de los cuales no se
encontraron de manera libre. Estos valores se encontraron en una alta concentracion con respecto
a lo reportado por Ikram et al. (2017), (0.1 mg/qg). Las diferencias encontradas en comparacion con
otros autores pudieron deberse al tipo de malta utilizada para la elaboracion de la cerveza, el tipo
de adjunto utilizado y la técnica de extraccion. La técnica de extraccion merece atencién ya que
tiene un gran efecto en el contenido de compuestos fendlicos, ya que los solventes varian
dependiendo de la técnica utilizada y pueden mejorar la extraccion de compuestos, influido por,
los tiempos de reaccion (durante la hidrolisis alcalina) o extraccion, las temperaturas y/o los
tratamientos fisicos utilizados (Meneses et al., 2013).

Por otra parte, se puede apreciar que, en cada una de las muestras, que fueron sometidas al proceso
de fermentacion, se incrementd la proporcion libre en cada uno de los acidos fenodlicos al
compararlo con las muestras que no se fermentaron. Sin embargo, la masilla extruida presento
diferencia significativa (p<0.05) en el &cido ferulico con respecto a la masilla sin tratamiento y
masilla molida. De igual manera podemos apreciar que la proporcion de acido ferulico libre fue de
11.12% a las 48 h de fermentacion y que posteriormente a las 96 h disminuyé a 9.01%. Este cambio
puede explicarse a que el hongo utilizd los &cidos hidroxicindmicos como parte de su proceso
metabolico (Mékela et al., 2015). Ademas, estos resultados de comportamiento son comparados

con los CFT vy los rendimientos de AX. Los resultados obtenidos de la cuantificacion fueron de
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gran importancia para nuestro objetivo de incrementar la liberacion de AX solubles en medio

acuoso, debido a que en la estructura de los AX se encuentra presente el acido ferulico (seccion

2.2.2) y al obtener una mayor proporcion de acido ferulico de forma libre afirma la hipdtesis

propuesta en esta tesis.

Cuadro 12. Contenido de &cido cafeico en masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de cerveceria
molida (MCM), masilla de cerveceria extruida (MCE) y masilla de cerveceria sin tratamiento fermentada
(MCF), masilla de cerveceria molida fermentada (MCMF) y masilla de cerveceria extruida fermentada
(MCEF) por Fusarium oxysporum durante 48 h y 96 h.

Acidos Muestra Contenido de &cidos fendlicos (mg/g de muestra base seca)
Fenolico Libres Ligados Totales Proporcion libres
(%)
MC ND 0.21+0.01° | 0.21+0.01° 0
MCM ND 0.19+0.02° | 0.19+0.02° 0
MCE ND 0.35+0.02* | 0.35+0.022 0
MCF 48 h 0.01+0.002 0.36+0.01* | 0.37+0.012 2.7
MCMF 48 h | 0.02+0.00% 0.29+0.02* | 0.31+0.022 6.45
Acido cafeico ["\jcEF 48 h | 0.01£0.00° | 0.15:0.01° | 0.16£0.01° 6.25
MCF 96 h 0.01+0.002 0.26+0.05* | 0.27+0.05? 3.70
MCMF 96 h | 0.01+0.00% 0.21+0.00° | 0.22+0.00° 4.54
MCEF 96 h | 0.01+0.00? 0.11+0.01° | 0.12+0.01° 8.33

*Cada valor representa el promedio del duplicado de la muestra +desviacion estandar. Los valores con letras
distintas dentro de las columnas son significativamente diferentes con una p<0.05.
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Cuadro 13. Contenido de acido p-cumérico en masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de
cerveceria molida (MCM), masilla de cerveceria extruida (MCE) y masilla de cerveceria sin tratamiento
fermentada (MCF), masilla de cerveceria molida fermentada (MCMF) y masilla de cerveceria extruida
fermentada (MCEF) por Fusarium oxysporum durante 48 h 'y 96 h.

Acido Muestra Contenido de &cidos fendlicos (mg/g de muestra base seca)
Fenclico Libres Ligados Totales Proporcion libres
(%)
MC 0.03£0.00° | 2.24+0.44° | 2.27+0.44° 1.32
MCM 0.02+0.00° | 1.15+0.16° | 1.17+0.16° 1.70
MCE 0.06+0.012 10.39+0.44% | 10.45+0.45% 0.57
MCF 48 h 0.27+0.042 6.95+0.25% | 7.22+0.29? 3.73
o MCMF 48 h | 0.35+0.022 7.59+0.72° 7.94+0.742 441
Acido p-
cumarico MCEF 48 h | 0.29+0.05? 3.88+1.19° | 4.17+1.24° 6.95
MCF 96 h 0.29+0.032 6.08+0.53* | 6.37+0.56° 4.55
MCMF 96 h | 0.25+0.03% 5.04+0.13* | 5.29+0.16° 4.72
MCEF 96 h | 0.28+0.01? 2.27+0.19° | 2.55+0.20° 10.98

*Cada valor representa el promedio del duplicado de la muestra +desviacion estandar. Los valores con letras
distintas dentro de las columnas son significativamente diferentes con una p<0.05.

Cuadro 14. Contenido de acido feralico en masilla de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de cerveceria
molida (MCM), masilla de cerveceria extruida (MCE) y masilla de cerveceria sin tratamiento fermentada
(MCF), masilla de cerveceria molida fermentada (MCMF) y masilla de cerveceria extruida fermentada

(MCEF) por Fusarium oxysporum durante 48 h y 96 h.

Acido Muestra Contenido de acidos fendlicos (mg/g de muestra base seca)
Fenclico Libres Ligados Totales Proporcion libres
(%)
MC 0.11+0.00P 12.18+0.00° | 12.28+0.00° 0.89
MCM 0.11+0.01° 9.10+1.21° | 9.21+1.22° 1.19
i MCE 0.15+0.002 28.04+2.68* | 28.19+2.68% 0.53
Acido ferdlico | 'pMCF4gh | 0.70£0.02° | 25.08+3.73% | 25.78+3.752 2.48
MCMF 48 h | 0.71+0.00° 24.41+1.90* | 25.12+1.90? 2.83
MCEF 48 h | 1.44+0.162 11.52+1.31° | 12.96+1.47° 11.11
MCF 96 h 0.86+0.04* | 21.04+2.72% | 21.89+2.76% 3.93
MCMF 96 h | 0.68+0.00° 16.94+0.23* | 17.62+0.23? 3.86
MCEF 96 h | 0.87+0.02? 8.82+0.75" | 9.69+0.77" 8.98

*Cada valor representa el promedio del duplicado de la muestra +desviacion estandar. Los valores con
letras distintas dentro de las columnas son significativamente diferentes con una p<0.05.
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6.6.3 Capacidad Antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante presente en el extracto de los compuestos fendlicos libres y ligados de
la masilla de cerveceria sin tratamiento, molida, extruida y masilla de cerveceria fermentada sin
tratamiento, molida o extruida fermentada por Fusarium oxysporum durante 48 h 'y 96 h se muestra
en el cuadro 15. El ensayo de DPPH se basa en la capacidad del radical DPPH para reaccionar con
el donante de hidrogeno, es decir los fenoles presentes en cada una de las muestras. Verni et al.
(2020), evaluaron los extractos libres de la masilla de cerveceria y obtuvieron resultados del 42.5%
de inhibicion de DPPH y por otra parte Reis y Abu-Ghannam (2014), evaluaron los extractos
ligados de la masilla de cerveceria y obtuvieron resultados del 80%z=17% de inhibicion de DPPH,
lo cual coincide con los resultados obtenidos (cuadro 15).

Por otra parte, las muestras a las que se sometieron al proceso de fermentacion presentan el
porcentaje de inhibicion de DPPH mayor al compararlo con las muestras a las que no se les realizo
dicho proceso. Sin embargo, este cambio se encuentra asociado con los resultados obtenidos en la
seccion 6.6.2, ya que durante el proceso de fermentacion se incrementd la concentracion de
compuestos fendlicos libres por lo que se obtuvieron % de inhibicion de DPPH elevados. Dulf et
al. (2017), evaluaron el potencial antioxidante, mediante el ensayo DPPH, de los extractos del
subproducto del albaricoque al cual se le sometio al proceso de fermentacion en estado sélido, el
resultado obtenido fue un incremento del 18% en aquellas muestras a las que no se sometieron a

dicho proceso.
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Cuadro 15. Actividad antioxidante de extractos fenolicos determinada por el ensayo de DPPH de la masilla
de cerveceria sin tratamiento (MC), masilla de cerveceria molida (MCM), masilla de cerveceria extruida
(MCE) y masilla de cerveceria sin tratamiento fermentada (MCF), masilla de cerveceria molida fermentada
(MCMF) y masilla de cerveceria extruida fermentada (MCEF) por Fusarium oxysporum durante 48 h'y 96

h.
Muestra Actividad antioxidante de extractos fendlicos determinada por el ensayo de
DPPH
% de inhibicion Valores de DPPH (umol TE/kg)
Libres Ligados Libres Ligados Totales
MC 57.14¢ 89.25" | 1761.58+55.67°| 3111.55+67.67° | 4873.13+123.3°
MCM 67.742 88.08" |2207.00+57.53%| 3062.03+60.55" | 5269.03+118.0°
MCE 60.26° 93.00° |1892.63+51.63"| 3269.14+55.15% |5161.76+106.7°
MCF 48 h 93.172 89.48" |3276.05+35.97%| 3280.28+59.91° | 6545.55+95.88°
MCMF 48 h 92.912 93.278 | 3265.28+1.96% | 3280.28+8.48% | 6545.55+0.44%
MCEF 48 h 91.76° 78.81° | 3216.95+31.53" | 2672.47+126.25° | 5889.43+157.7°
MCF 96 h 92.56% 91.778 | 3250.76+21.54% | 3217.36+45.41% | 6468.13+66.96°
MCMF 96 h 92.962 88.19° |3267.26+22.34%| 3066.99+86.88" | 6334.25+109.22
MCEF 96 h 90.76° 82.26° | 3174.85+23.94" | 2817.40+150.07¢ | 5992.26+174.0°

*Cada valor representa el promedio del triplicado de la muestra £desviacion estandar. Los valores con

letras distintas dentro de las columnas son significativamente diferentes con una p<0.05.
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7. CONCLUSIONES

El proceso de extrusion en combinacion con el proceso de fermentacion en estado solido,
por 48 h con la cepa de Fusarium oxysporum, sobre la masilla de cerveceria incrementd la
liberacion de arabinoxilanos solubles en agua, obteniendo rendimientos de 319 veces mas que a la
masilla que no esta sometida a ningin tratamiento. Con respecto al rendimiento de arabinoxilanos
que se puede obtener al utilizar la combinacién de dichos procesos es de 95.8 g por cada kg de
masilla de cerveceria, mientras que la masilla a la que solamente se le realiz6 el proceso de
extrusion es de 7 g por cada kg de masilla y la masilla a la que no fue sometida a ninglin proceso
es de 0.3 g por cada kg de masilla. Por lo que es de gran interés la combinacion de los procesos
para implementarlo en la industria.

De igual manera, al llevar a cabo la combinacion de ambos procesos (extrusion y fermentacion en
estado sélido) se incremento el contenido de compuestos fendlicos totales y compuestos fenolicos
libres, al igual que la proporcion libre en cada uno de los acidos fendlicos (&cido cafeico, acido p-
cumarico y acido ferulico) y al haber un incremento en la proporcion libre de los acidos fendlicos
se obtuvieron % de inhibicion de DPPH elevados, todo esto al compararlo con la masilla que no
fue sometida a ningun tratamiento.

Por otra parte, los resultados del presente trabajo muestran el potencial del uso de ambos
tratamientos (extrusion y fermentacion en estado solido con Fusarium oxysporum) para la
obtencion de metabolitos secundarios (antioxidantes) y enzimas hidroliticas, los cuales tienen un
alto valor comercial ya que cuentan con un potencial uso en la industria alimentaria y farmacéutica.
Adicionalmente, la combinacion de estos dos procesos puede ser de gran interés para las industrias

que quieran dejar de utilizar agentes quimicos y disminuir los costos de procesamiento.
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8. RECOMENDACIONES

La masilla de cerveceria es un buen material para ser reutilizado, sin embargo, el utilizar
otros subproductos de cereales como rastrojo de maiz o los granos secos de destileria (DDGS en
sus siglas en inglés) podrian ser una mejor opcion para incrementar los rendimientos de
arabinoxilanos solubles. También se podria utilizar otro tipo de hongo filamentoso (p. Ej. Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger) para poder incrementar la liberacion de
arabinixilanos, debido a que estos hongos producen una mayor cantidad de xilanasas y ademas
pueden metabolizar la lignina presente en el material.

De igual manera el investigar el tipo y la actividad enzimatica de xilanasa que se esté generando
durante el proceso metabolico del Fusarium oxysporum f. sp. melonis y verificar que el hongo no
produjo micotoxinas, para que en un futuro los arabinoxilanos sean utilizados como ingrediente o

aditivo para la elaboracion de productos alimenticios.
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