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Resumen

Gutierrez Pacheco, Arturo

Valorizaciéon de bagazo de granos cerveceros de una micro cerveceria a través de la
produccion de la enzima ligninolitica lacasa por un moho, mediante una fermentaciéon
en medio s6lido

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos- San José, Costa Rica

Las lacasas son un grupo de enzimas de tipo oxidasas, las cuales catalizan la oxidacion
de una gran variedad de sustratos como compuestos fenolicos, lignina y aminas aromaticas.
Su valor comercial deriva de su capacidad de remediacién ambiental y aplicacion comercial,
inclusive se pueden emplear en varias operaciones de la industria alimentaria como la
clarificacion y envasado. La elaboracion de cerveza genera varios residuos y en Costa Rica
la mayoria de estos son desechados sin aprovecharse. El més voluminoso es el Bagazo de
Granos Cerveceros (BGC), una mezcla huimeda de granos molidos provenientes de una
operacion de maceracion.

Esta investigacion valorizé el BGC de una microcerveceria, produciendo lacasa nativa
por un moho mediante una fermentacion en medio s6lido. Para esto, se caracterizaron
parametros fisicos y quimicos del BGC provenientes de una microcerveceria costarricense
con el fin de evaluarlo como sustrato para una Fermentacion en Medio Sé6lido (FMS). Se
determind que el bagazo utilizado es adecuado para este tipo de proceso fermentativo y que
existen diferencias significativas (p=0,02) en cuanto a las propiedades funcionales de
fracciones de BGC retenidas en los distintos tamices (N°8, N°16, y N°20, U.S Standard); se
eligio la fraccion retenida en el tamiz N°16 para la produccion de la enzima lacasa.

Por otra parte, a partir de un grupo de 5 mohos se seleccion6 una cepa comercial de
Pleurotus ostreatus para la produccion de lacasa nativa sobre BGC, al presentar un mayor
indice de potencia (3,1 + 0,7) sobre un medio enriquecido con &cido 2, 2’-azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS). La determinacion de estos indices se realizé a
partir de un anélisis de imagenes digitales; los resultados se analizaron estadisticamente

mediante un analisis de varianza.



En este estudio, se implement6 y validé un método colorimétrico en un lector de
microplacas a pH 4,5 y 405 nm utilizando ABTS como agente croméforo. La evaluacion de
diferentes pH de la muestra indic6 que hay diferencias significativas en este parametro (p<
0,0001). Ademas no se encontraron diferencias significativas en los parametros de
repetibilidad y reproducibilidad al utilizar un lector de microplacas y uno UV-VIS.

Durante los 12 dias de FMS analizados, P. ostreatus presentd dificultades para
desarrollarse (a 23°C, 80% de humedad relativa) sobre el BGC,; a pesar de esto, fue posible
obtener un extracto con la enzima lacasa que presentaba una actividad méaxima de 29,305
+0,732 U/mg de BGC seco. Esta es una actividad enzimatica interesante obtenida en
condiciones de fermentacion estandarizadas sin optimizar. Por tltimo, este estudio demostrd
la posibilidad de valorizar el BGC para producir un extracto de lacasas nativas, empleando

un microorganismo como P. ostreatus, a través de un proceso de FMS.

PALABRAS CLAVE: LACASA, BAGAZO DE GRANOS CERVECEROS,
FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO, INDICE DE POTENCIA, DETERMINACION
DE ACTIVIDAD ENZIMATICA, ABTS, GIMP, ANALISIS DE IMAGENES
DIGITALES, ABTS, PLEUROTUS OSTREATUS.

Directora: Lic. Vanny Emileth Mora Villalobos. Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia

de Alimentos. Universidad de Costa Rica.



Abreviaciones y Definiciones

ABTS Acido 2, 2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfonico

AID Analisis de Imagenes Digitales (“Digital image anélisis™)

BGC Bagazo de granos cerveceros

CRA Capacidad de retencion de agua

FMS Fermentacion en Medio Sdélido

FS Fermentacion Sumergida

GRAS “Generally Recognized as Safe”

LBM Medio Basal para la modificacion de lignina-(“Lignin modifying basal medium)
MPB Mohos de Pudricion Blanca

PCH Punto critico de humedad

UCR Universidad de Costa Rica

Xi



1. Justificacion

La cerveza suma el 86% del volumen de las bebidas alcohdlicas consumidas en Costa
Rica, considerdandose como la bebida alcohdlica mas popular entre los costarricenses. Se
pronostica que su tasa compuesta de crecimiento anual continuaré creciendo por 7% para
alcanzar 225 millones de litros en el 2025. Costa Rica también ha emulado la creciente
tendencia internacional en cuanto a la produccion de cerveza artesanal y aunque Florida
Bebidas S.A domina el mercado, 26 cervecerias artesanales se han inscrito con la Asociacion

de Cerveceros Artesanales de Costa Rica (Euromonitor International, 2021).

A pesar de que pueden encontrarse en diferentes etapas de desarrollo y logrando
diferentes volumenes de produccion (Ferméndez, 2017), todas las cervecerias estan
produciendo residuos s6lidos en la forma de bagazo de granos cerveceros (BGC). La
cuantificacion de este residuo del proceso puede alcanzar valores de hasta dos kilogramos de
desecho humedo por cada diez litros de cerveza producida (Buffington, 2014). Los retos
asociados a la logistica de transporte y el manejo de la susceptibilidad a descomposicion
microbioldgica han llevado a que los analisis de costo-beneficio para el aprovechamiento de
los residuos no sean rentables (Buffington, 2014) y este se realice de forma muy
rudimentaria. En el mejor de los casos es vendido como pienso animal, lo que concuerda con
investigaciones realizadas en la Universidad de Costa Rica (UCR) sobre su composicion

nutricional para este fin (Esquivel, 2002), dejando de lado sus propiedades funcionales.

Para enfrentar el reto que involucra la valorizacion de este subproducto, se propone
utilizar fermentacion en medio s6lido (FMS) para producir enzimas lacasas. La FMS es una
antigua y comun técnica de procesamiento de alimentos que ha figurado por miles de afios
en los procesos de productos originarios de culturas asidticas, como el “miso” de soya. Esta
técnica se vale del crecimiento de microorganismos, usualmente mohos filamentosos, sobre
un sustrato humectado. Estos organismos saprofitos degradan su medio de crecimiento
mejorando su calidad nutricional y sensorial mediante la accion enzimatica (Chikthimmah &
Karavally, 2010). Producir enzimas a través de FMS se considera altamente eficiente,

sostenible y amigable con el ambiente (Dhillon, Kaur, Brar, & Verma, 2012); de hecho se ha



comprobado que la produccion de lacasa por un hongo de pudricion blanca en medio s6lido
resulta ser hasta 50 veces mas barato que la produccion realizada en medio sumergido (Osma,

Toca-Herrera & Rodriguez-Couto, 2011).

La lacasa es una enzima que se considera de gran importancia para llevar a cabo
procesos industriales mas “verdes” (industria alimentaria, biorremediacion y biorrefineria
lignoceluldsica). La utilidad de la lacasa fiingica se basa en la capacidad de generar
reacciones Oxido reductivas capaces de degradar compuestos resilientes como lignina,
micotoxinas (Rami, 2008 ; Vanhoutte et al., 2016), colorantes sintéticos (Miele, Giardina,
Sannia & Faraco, 2010) y algunos pesticidas (Singh Arora & Kumar Sharma, 2010). Esta
enzima ha figurado en investigaciones realizadas por la UCR como herramienta
biotecnolodgica para la descontaminacion de plaguicidas en sistemas de biopurificacion y de
lodos de industrias (Ulate, 2004). A pesar de esto, falta investigacion a nivel local sobre las

multiples aplicaciones que tiene la lacasa para la industria alimentaria.

La lacasa expresada por Aspergillus oryzae es considerada como segura para el
consumo humano (“GRAS” por sus siglas en inglés) desde el 2003 (FDA, 2018). Versiones
purificadas de esta ya se comercializan para evitar el sabor a corcho en vinos y prolongar
vida util de la cerveza al actuar como secuestrador de oxigeno (Mate & Alcalde, 2016). Su
uso figura dentro de las estrategias para aumentar rendimientos, lograr caracteristicas
sensoriales particulares y prolongar la vida util de productos (Rosales, Pazos & Sanroman,
2018), pudiendo ser utilizada en la misma industria cervecera. Se ha observado como un
extracto crudo de lacasa obtenido de bagazo de granos cerveceros, los cuales fueron
colonizas por un moho de pudricion blanca, mejoré la capacidad floculante y las
caracteristicas sensoriales en una cerveza; estos resultados fueron similares a los obtenidos

cuando se aplico un aditivo comercial (Singh, ef al., 2012).

Por otra parte el BGC es un sustrato lo suficientemente nutritivo para ser utilizado en
un proceso de fermentacion en medio s6lido (Panesar et al., 2016; Lynch, Steffen, & Arendt,
2016; Pandey, Soccol & Mitchell, 2000). Su alto contenido de acido ferulico (Ilaram, Huang,
Zhang, Wang & Yin, 2017; Skendi, Harasym & Galanakis, 2018; Vieira, Teixeira & Ferreira,

2016) es uno de los factores que vuelven el bagazo de granos cerveceros un interesante



sustrato de produccion de lacasa. Se ha comprobado que este compuesto fendlico es un
inductor de la expresion de lacasa en un gran nimero de mohos (Baldrian, 2006, Piscitelli et
al., 2011). También se reconoce la presencia de trazas de cobre como una caracteristica
deseable para propiciar la expresion de la metaloenzima lacasa por mohos (Piscitelli et al.,

2011), el cual se ha detectado a nivel de trazas en BGC (Muthusamy, 2014).

El uso de mohos filamentosos para FMS es comin y recomendable ya que las
condiciones de proceso se asemejan a su entorno natural (Rodriguez-Couto, 2016). Para este
proyecto se propone evaluar mohos con capacidad de expresion de lacasa conocida y mohos
aislados de residuos agroindustriales, a partir del supuesto que las cepas de mohos silvestres
tienen un mayor potencial de adaptacion al sustrato al provenir de ambientes mas estresantes
(Gomes, Silva, Pereira & Ladino-orjuela, 2016). Se espera que ambos grupos sean capaces
de expresar enzimas ligninoliticas para degradar de forma natural esta materia organica
(Lynch et al., 2016). Generar informacion sobre estas cepas disponibles podria permitir
identificar microorganismos autoctonos y particularmente aptos para valorizar residuos

agroindustriales mediante la produccion de enzima lacasa.

Existen varias estrategias para mejorar la produccion de la enzima lacasa: aislar cepas
nuevas; expresion de genes especificos en otros microorganismos; optimizacion de medios
de crecimiento o el uso de inductores o estimuladores de expresion genética (Osma, Toca-
Herrera & Rodriguez-Couto, 2011). Este estudio evalué el potencial de cepas silvestres de
mohos y el uso de 4cido ferulico como un inductor naturalmente presente en el sustrato de
interés para la expresion de la enzima lacasa. Ademas, a nivel comercial se ha observado que
el costo del medio de crecimiento representa la contribucion mas importante para el valor de
produccion de la lacasa (Osma, Toca-Herrera & Rodriguez-Couto, 2011). Emplear el BGC,
en lugar de medios sintéticos o inertes, permite su valorizacidn y aprovechamiento, por lo
cual es necesario generar informacion sobre el potencial de este sustrato en FMS para la

produccion de la enzima.

La disponibilidad de agua para el microorganismo fermentador es una condicién
critica para el éxito de la fermentacion (Soccol et al., 2017); la capacidad de retencion de

agua y punto critico de humedad son indicadores de la cantidad y forma en que los residuos



agroindustriales retienen agua. El establecimiento de rangos aceptables de estos, junto con la
presencia de nutrientes para el microorganismo, son esenciales para lograr 1a FMS (Flores
et. Al, 2014). Por esta razon, se eligen estos parametros asi como la composicion nutricional
del BGC como informacion vital para valorizarlos efectivamente a través de una FMS

(Yazid, Barrena, Komilis & Sanchez, 2017).

Este proyecto pretende dar valor al bagazo de granos cerveceros al producir las
lacasas fingicas nativas mediante el proceso biotecnologico de FMS, generando informacion
para que las cervecerias puedan reconocer el valor de este sustrato y tener conocimiento de
los microrganismos y parametros de proceso en la produccion de las lacasas. Eventualmente,
las mismas cervecerias serian capaces de producir extractos enzimaticos crudos a partir de
sus propios residuos y aplicarlos a sus procesos para prevenir olores indeseables, mejorar
sabor y evitar la formacion de compuestos enturbiantes durante el enfriamiento y

almacenamiento de la cerveza (Dhillon, Kaur, Brar, et al., 2012).



2. Objetivos:

2,1 Objetivo general:
Valorizar el bagazo de granos cerveceros de una microcerveceria, produciendo lacasa nativa

por un moho mediante una fermentacion en medio s6lido.

2,2 Objetivos especificos:

1. Evaluar la capacidad de retencion de agua, punto critico de humedad y caracteristicas
nutricionales particulares del bagazo de granos cerveceros, proveniente de una micro
cerveceria, para su utilizacién como sustrato en una operacion de fermentacion en medio
sOlido para la produccion de lacasa.

2. Seleccionar, de un grupo de mohos, uno que sea eficiente en la expresion de la enzima
lacasa para su utilizacion como microorganismo fermentador de bagazo de granos
CETVEeCeros.

3. Implementar un método analitico para la cuantificacion de actividad enzimaética de la
lacasa proveniente de una fermentacion de bagazo de granos cerveceros.

4. Cuantificar la actividad de enzima lacasa producida por un moho definido durante la
operacion de fermentacion en medio s6lido, empleando bagazo de granos cerveceros

como sustrato y bajo condiciones de proceso determinadas.



3. Marco Tedrico

3.1. Bagazo de granos cerveceros y otros desechos de la industria cervecera

El proceso de produccion de cerveza consiste en la fermentacion de mosto hervido
proveniente de granos cerveceros. La mezcla de cereales de la que se extrae el mosto es
mayoritariamente cebada malteada de dos variedades: Hordeum vulgare y Hordeum
distichon. Dependiendo del estilo de cerveza intencionado se agregan a la mezcla “maltas
especiales” (maltas sometidos a procesos de tostado particulares) u otros granos como el trigo
(Triticum aestivum), la avena (Avena sativa) o centeno (Secale cereale) (Howe, 2020). Los
desechos producidos durante la produccion cervecera se observan en los recuadros rojos de

la Figura 1 (Garcia, Stone, & Rahimifard, 2019):
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Figura 1. Esquema de generacion de residuos (recuadros rojos) durante produccion de

cerveza. (Elaboracion propia)



Durante el filtrado del mosto a través de la cama de granos se retiene el BGC. Este
consiste en una mezcla de todos los compuestos insolubles y solubles retenidos. Este material
remanente luego de producir el mosto es el residuo mas voluminoso del proceso (Skendi,
Harasym, & Galanakis, 2018; Vieira, Teixeira, & Ferreira, 2016) con cerca del 85% del
volumen total de residuos obtenidos durante el proceso de elaboracion de cerveza
(Buffington, 2014). Esto resulta en una cama de material lignocelul6sico de composicion
variable (Cuadro I) constituido en gran proporcion por céscaras fibrosas (celulosa, lignina y

hemicelulosa) proteina y azucares fermentables.

Cuadro 1. Composiciéon quimica de bagazo de granos (Lynch, 2016).

Component Kanauchi  Santos Carvalheiro Silvaetal. Mussatto and Celus etal. Xirosetal. Jayetal. Robertson Waters Meneses
etal et al. et al 2004 (88) Roberto 2006 (16) 2008 (27) 2008 (89) et al. et al. etal.

2001(86) 2003 (7) 2004 (87) 2006 (8) 2010 (19 2012 (9) 2013 (18)

Hemicellulose 21.8 n.d. 296 419 284 223 40 nd. 22-29 222 19.2

(arabinoxylan)

Cellulose 25.4 n.d. 219 253 16.8 0.3 12 31-38 n.d. 260 21.7

Starch n.d. n.d. nd. nd. 1 2.7 10-12 2-8

Protein 24 31 246 nd. =2 267 14.2 15-17 20-24 221 24.7

Lignin 11.9 16 21.7 169 278 n.d. 1.5 20-22 13-17 nd. 19.4

Lipids 10.6 3.0-6.0 nd. nd. nd. 13 6-8 n.d.

Ash 2.4 4.0 12 4.6 4.6 3.3 33 n.d. n.d. 11 4.2

Phenolics n.d. 1.7-2.0 nd. nd. nd. 2.0 1.0-15 0.7-0.9

All values expressed in g per 100 g dry material (% w/w); n.d., not determined.

Este residuo presenta un gran potencial al considerarse microbioldgicamente estable
en su punto de produccion. Las temperaturas (entre 65 °C y 72 °C) y tiempos (1 hora o mas)
de la operacion de maceracion favorecen una microbiota inicial de bacterias aerdbicas
termofilicas. En poco tiempo también es posible detectar el desarrollo de bacterias micro y
anareobias. Posteriormente, el residuo es altamente susceptible al deterioro por mohos y
levaduras, presentes en el ambiente de procesamiento. En algunas cervecerias es comun
mezclar los residuos por lo que en ocasiones se podrian estar inoculando el BGC con

levaduras de las purgas de fermentadores (Robertson et al., 2010).

3.2. Valorizacioén convencional de Bagazo de Granos de Cerveceros
La industria cervecera ha procesado el BGC para su venta o reincorporado componentes

del mismo en el proceso de fabricacion de cerveza como estrategias de valorizacion de este



residuo. En algunos casos, este puede venderse como sale de la olla de maceracion (77%-
81% de humedad), también se han aplicado operaciones de prensado (promedio de 67% de
humedad) o secado posterior (aproximadamente 10% de humedad). Se ha reincorporado en
el proceso el liquido proveniente del prensado de los granos, ya sea como concentrado o licor
de granos de cerveza (siempre que se apliquen procedimientos de coccion o clarificacion
respectivamente). El licor se puede vender a un mejor precio que el BGC himedo para

alimentacion animal (Huige, 2010; Mussatto, Dragone, & Roberto, 2006).

La posible valorizacion del BGC fuera de esta industria se observa en la Figura 2, esta
incluye: produccion de energia a través de combustion o generacion de biogas (Mussatto et
al., 2006), bioetanol (Buffington, 2014), procesamiento para alimentacion humana y animal
(Huige, 2010; Ikram, Huang, Zhang, Wang, & Yin, 2017; Mussatto, Dragone, & Roberto,
2006; Skendi et al., 2018) o extraccion de compuestos funcionales (Farcas et al., 2016;
Skendi et al., 2018). Ademas se han considerado en la produccion de ladrillos o como medio
adsorbente, y se ha estudiado para retener compuestos organicos volatiles de emisiones

gaseosas 0 plomo y cadmio de soluciones acuosas (Mussatto ef al., 2006).

ligh value

Pharma and cosmetics
Feed and Feed

Bioplastics & Biopelymers

Bulk chemicals & fuels

v Energy & Heat

Low value

Figura 2. Cascada de biomasa por Peter Westermann, Copenhagen Institute of Technology
(Buffington, 2014)

Valorizar el BGC conlleva muchas dificultades. El reto logistico, al ser un producto
perecedero, y costo de trasiego han limitado los esfuerzos para aprovechar este residuo. El
aprovechamiento de compuestos funcionales como todos los materiales lignocelulosicos, es

dificil ya que se deben extraer de entre el resistente material vegetal (Buffington, 2014). A



pesar de los beneficios en términos de fibra y contenido de proteina, la incorporacion de este
subproducto a gran escala en alimentos humanos es limitado por las caracteristicas
sensoriales resultantes (Huige, 2010). Por estos motivos la estrategia mas comin de
valorizacion de los BGC es la alimentacion animal (Garcia et al., 2019; Lynch et al., 2016),
aunque enviarlo a vertederos no es una practica inusual (Kerby & Viresekoop, 2017). De
igual forma, esto aiin puede implicar un gasto para la cerveceria, dependiendo de su ubicacion

y volumen de produccion (Kerby & Viresekoop, 2017).

3.3. Aprovechamiento biotecnologico del BGC

La FMS de BGC puede llevarse a cabo sobre un medio desprovisto de agua libre a
diferencia de la fermentacion liquida (o sumergida FS), que requiere de un medio
generalmente a base de agua (donde también se han usado el BGC ampliamente) (Hashemi,
Razavi, Shojaosadati, & Mousavi, 2011; Hassan, Tiwari, Williams, & Jaiswal, 2020Wolters,
Schabronath, Schembecker, & Merz, 2016; Xiros, Moukouli, Topakas, & Christakopoulos,
2009; Ribau Teixeira et al., 2020).

Los BGC se han empleado como sustrato tnico para la FMS (Khidzir ez al., 2010; Singh
Arora & Kumar Sharma, 2010; Dhillon, Kaur, Brar, & Verma, 2012; Fernandes, Salgado,
Peres, Teles, & Belo, 2019; Stoffel et al., 2019) o en mezclas (Mussatto et al., 2006; Gregori,
Svagelj, Pahor, Berovi¢ & Pohleven, 2008 ; Lynch et al., 2016), donde se obtiene tanto el
soporte como nutrientes requeridos por los microorganismos, lo que puede reducir el costo

del proceso de FMS de manera radical (S. Rodriguez, Rosales, Gudin, & Sanroman, 2004).

La FMS se considera en la valorizacion de residuos ya que la mano de obra involucrada
requiere de menos entrenamiento para ser efectiva y que los costos son menores en el
mantenimiento del entorno, control de la temperatura y materia prima. Ademas la produccion
de enzimas resulta ser una opcion particularmente interesante ya que su concentracion suele
ser mucho mayor a la producida por FS (Gopalan & Nampoothiri, 2016). Adicionalmente la
FMS fungica tiende a ser menos susceptible a problemas de inhibicién metabdlica y resulta
en enzimas generalmente mas estables a rangos amplios de temperatura y pH. El tiempo de
fermentacion tiende a ser menor y el peligro de que enzimas de interés sean degradadas por

proteasas es minimo (Kosseva, 2013).
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Bacterias y mohos son utilizados como agentes biotecnologicos en FMS para producir
enzimas con actividades muy distintas (Khidzir et al., 2010; Hassan et al., 2020). Se ha
estudiado la expresion enzimatica de géneros Bacillus (Pollegioni, Tonin, & Rosini, 2015),
Streptomyces, Bifidobacterium y Lactobacillus (Lynch et al., 2016) utilizando BGC, aunque
la aplicacion industrial de lacasas bacterianas es limitada debido a su bajo nivel de expresion
y eficiencia catalitica (Nunes & Kunamneni, 2018). Los mohos y levaduras son productores
enzimaticos particularmente interesantes ya que al manipular condiciones de cultivo o
agregando inductores se puede propiciar la sobre expresion de isoenzimas particulares con
caracteristicas bioquimcas definidas (Sharma et al., 2018; Velazquez et al., 2014; Wosten,
Scholtmeijer, & Vries, 2007).

El BGC favorece el crecimiento de mohos al tener un alto contenido de proteina,
humedad y propiedades fisicas, como tamafio de particula, proporciéon de volumen/peso,
densidad especifica, porosidad y capacidad de retencion de agua adecuadas (Mussatto et al.,
2006). Este sustrato también se ha utilizado para la produccion de cepas comestibles de
géneros como Pleurotus, Agrocybe, Lentinus (Mussatto et al., 2006) Auricularia, Agaricus
(Stoffel et al., 2019) o Hericulum erinaceus (Skendi et al., 2018), asi como en la produccion
de otros metabolitos ademas de enzimas como lo son acidos orgéanicos, biopesticidas,

biosurfactantes, bioetanol y compuestos aromaticos (Yazid et al., 2017).

3.4. Los mohos filamentosos en la produccion de enzimas lacasa

La degradacion de una matriz s6lida es un bioproceso liderado por enzimas que se
adsorben en sitios accesibles para suplir al microorganismo con nutrientes, liberados a través
de la hidrolisis enzimatica (L. Wang, Liu, & Chen, 2018). Se ha observado que las enzimas
oxidoreductoras, entre las que se encuentra la lacasa, son capaces de actuar sobre sitios de
dificil acceso a través de mediadores; estas son moléculas de un menor tamafio que permiten
la accion sobre sitios no accesibles (Sharma et al., 2018). En la figura 3 se muestra una

representacion del modo de accion de la enzima lacasa.
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Figura 3. Representacion esquematica de la reaccion catalizada por lacasa, a. oxidacién
directa: el sustrato se oxida al radical correspondiente como resultado de la interaccion y b.
oxidacion indirecta: el sustrato se oxida en presencia de un mediador (Agrawal Chaturvedi,
& Verma, 2018).

Oxidized
Mediator

Mediator

Los mohos capaces de degradar madera, se dividen coloquialmente en mohos de

&t

pudricion “blanca” o pudricion “café” segun el efecto visual que tienen sobre madera en
descomposicion (Peralta et al., 2017). Ambos han sido estudiados en cuanto a su produccion
de lacasa aunque los de pudricion blanca son los mas interesantes por su capacidad de
degradacion de lignina (Ning et al., 2016). Ademas de la degradacion de lignina se considera
que la secrecion de lacasa es una respuesta fiingica bésica a la presencia de condiciones
antagonicas por ejemplo como respuesta a otros microorganismos, xenobioticos, metales,

toxinas y compuestos bioldgicamente activos (Janusz et al., 2020).

Las lacasas (bencendiol: oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) forman parte de la
familia de enzimas ligninoliticas junto con las peroxidasas. Solamente entre el 2010 y 2017
se publicaron mas de dos docenas de revisiones de literatura cientifica que abarcan desde su
ocurrencia, propiedades bioquimicas, posibilidad de inmovilizacion, aplicaciones (Yang et

al., 2017), determinacion analitica, mediacion, induccion, inhibidores, produccién en
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distintos tipos de fermentaciones y estrategias de purificacion (Forootanfar & Faramarzi,
2015). A la fecha, més de 150 isoformas de lacas se han aislado y caracterizado (Nunes &
Kunamneni, 2018). Estas enzimas catalizan la oxidacion de varios sustratos reduciendo el

oxigeno molecular a agua, a través de una transferencia concomitante de cuatro electrones

(More et al., 2011).

A pesar de que las lacasas ocurren naturalmente en plantas, insectos, liquenes y bacterias,
su potencial redox es menor a 500 mV (Arregui et al., 2019), mientras que las de origen
fingico son particularmente interesantes al demostrar un mayor potencial redox (Sharma et
al., 2018) que rondan entre los 400 mV y 700 mV (Glazunova, Trushkin, Moiseenko,
Filimonov, & Fedorova, 2018), o hasta de 800 mV (Frasconi, Favero, Boer, Koivula, &
Mazzei, 2010; Mikolasch & Schauer, 2009); lo que les confiere una accion degradativa mas
amplia, ya que les permite oxidar sustratos grandes (colorantes o lignina) o compuestos
monofenodlicos resistentes que requieren de potenciales mayores a los 700 mV (Glazunova
et al., 2018) sin la necesidad de mediadores. Esto se denomina transferencia electronica
directa (Aleksejeva, Mateljak, Ludwig, Alcalde, & Shleev, 2019), aunque su efectividad
siempre se puede ver potenciada por el apoyo de mediadores (Agrawal, Chaturvedi, &
Verma, 2018; Forootanfar & Faramarzi, 2015; Sharma et al., 2018).

Las lacasas fiingicas normalmente son proteinas glicosiladas con una masa molecular de
entre 50-140 kDa. Comunmente son monoméricas aunque se han reportado estructuras
diméricas (Ning et al., 2016) y multiméricas (Agrawal et al., 2018). Las lacasas se han
categorizado en blancas o amarillas dependiendo de la configuracion y propiedades de sus
sitios activos (Agrawal et al., 2018). La presencia de grupos funcionales nucleofilicos,
especialmente en la posicion ortho de anillos aromaéticos, afecta proporcionalmente la
afinidad de compuestos fendlicos con la lacasa (Dwivedi, Singh, Pandey, & Kumar, 2011)y
la acidez del medio de reaccion es particularmente importante en cuanto a la afinidad de

compuestos no fendlicos con lacasas (Kolomytseva et al., 2017).

Las mayores barreras para la aplicacion industrial de enzimas suelen ser el costo y la falta
de disponibilidad de estas, con caracteristicas especificas para mantener una actividad

adecuada bajo las condiciones del proceso (Panesar, Kaur, Singla, & Sangwan, 2016;
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Rodriguez-Couto, 2016). Las fuentes nativas podrian no responder a la demanda industrial
ya que normalmente cada organismo es capaz de producir varias isoenzimas con
caracteristicas distintas; la estrategia de aislar una isoenzima de interés aumenta los costos,
asumiendo que no se encuentra silenciada y se expresa abundantemente (Arregui et al.,
2019). Procurar el organismo correcto al mercado meta es una de las consideraciones méas

importantes que un proveedor de enzimas tiene que realizar (Gopalan & Nampoothiri, 2016).

3.5. Bioprospeccion

En la bioprospeccion se buscan y desarrollan nuevas fuentes de compuestos quimicos,
recursos genéticos, microorganismos, macroorganismos y productos valiosos de la
naturaleza como una forma de comercializar la biodiversidad (Paterson & Lima, 2017). Es
dificil y rara vez rentable para el sector industrial (Paterson & Lima, 2017) ya que aislar
cepas comercialmente interesantes de la naturaleza es un proceso tedioso que requiere
inversion de tiempo y recursos en términos de reactivos y horas (Gopalan & Nampoothiri,
2016). A pesar de esto, es importante considerar que se estima que solamente entre un 3% y
8% de las especies de mohos han sido descubiertas y descritas (Hawksworth & Liicking,
2017), de ahi la importancia de hacer bioprospeccion empleando practicas de seleccion de
microorganismos, incluyendo una caracterizacion genética de las cepas (Linnakoski et al.,

2018).

Una bioprospeccion efectiva de mohos filamentosos se basa en buscar ambientes
similares a los de la aplicacion esperada de los productos enzimaticos, esta estrategia ha sido
aplicada en paises con una alta biodiversidad como Brasil (Vicente, Teixeira de Souza,
Celestino, Jessyca, & Walter, Simplicito de Souza, 2017) Colombia (Arboleda, Mejia,
Franco-Molano, Jiménez, & Penninckx, 2008), Cuba (Sanchez-Lopez et al., 2008) y Borneo
(Hadibarata & Yuniarto, 2020). Hay numerosos reportes de cepas de mohos productoras de
lacasa aisladas del ambiente de manera exitosa, por ejemplo Marasmiellus palmivorus,
aislado de hojas de pifia (Chenthamarakshan et al., 2017) y Aureobasidium pullulans NAC8

de suelo con materia organica en descomposicion (Ademakinwa & Agboola, 2016), por lo
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que también hacer bioprospeccion de mohos con potencial biotecnologico particularmente

en la produccion de lacasas en Costa Rica es un aspecto que debe ser considerado.

3.6. Métodos para la identificacion de actividad de la lacasa

Tradicionalmente se ha utilizado agares suplementados con compuestos croméforos para
seleccionar cepas con capacidad de expresar enzimas oxido reductivas como método
cualitativo (Sarria-Alfonso et al, 2013; Mali, Kuuskeri, Shah, & Lundell, 2017). La
descomposicion de colorantes resistentes presentes en un medio solido también permite
discernir cepas productoras de enzimas ligninoliticas con alto potencial redox (Schalchli et
al., 2017), mientras que los métodos espectrofotométricos son de gran utilidad para
caracterizar las actividades de extractos a diferentes condiciones (pH y temperatura) y asi

poder responder a condiciones definidas de proceso (Kolomytseva et al., 2017).

Otra estrategia es el uso de un indice de potencia de actividad enzimatica, que relaciona
el tamafio de la colonia y el halo producido por la accion del compuesto de interés; es similar
al método tradicional de agares suplementados con agentes cromo6foros pero permite realizar
un analisis cuantitativo de la capacidad del microorganismo para secretar el compuesto que
se desea (Forootanfar, Faramarzi, Shahverdi, & Yazdi, 2011). Hasta hace poco, la evaluacion
de este tipo de andlisis obligaba a los investigadores a recurrir a valores discretos como
resultados para reducir la subjetividad al analizar la coloracion o decoloracion observada
(Eichlerova, Homolka, Zifédkova, et al., 2015) y dependia de la homogeneidad de forma de

la colonia (Lopez-Gomez et al., 2019).

3.7. Evaluacion de procesos de crecimiento y expresion de lacasa
El monitoreo del desarrollo de biomasa y estado fisioldgico del microorganismo es
necesario para lograr optimizar los procesos de FMS (Abdul & Webb, 2017). Sin embargo,
el uso de mohos dificulta este seguimiento ya que se adhieren al sustrato y es sumamente
dificil separarlos. Esto ha resultado en que la estimacion de la biomasa normalmente sea

compleja, tediosa y poco precisa (Taidi, Khalil, & Kurek, n.d.; Abdul & Webb, 2017). El
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Cuadro 2 resume algunas caracteristicas de las distintas categorias de métodos disponibles

para estimar la biomasa en procesos de FMS.

Cuadro 2. Resumen de las categorias de métodos para estimar la biomasa en FMS
(Traducida de Abdul & Webb, 2017).

Categoria

Comentarios

Medicién de componentes
celulares que no estan
presentes dentro de la
matriz sélida

La mayoria de los componentes celulares no se detectan de manera proporcional
a la masa celular durante las etapas de desarrollo.

Extraccion tediosa, consume mucho tiempo.

Reactivos y quimicos costosos, quimicos fuertes, preparacion de soluciones
tampén

Medicién de componentes
de biomasa probablemente
presentes en matriz sdlida
y biomasa

Es dificil diferenciar el origen de componentes encontrados en la biomasa.
Interferencia con sustratos ricos en proteina.

No hay definicion certera de concentracion de biomasa.

Extraccion tediosa, consume mucho tiempo.

Reactivos y quimicos costosos, quimicos fuertes, preparacion de soluciones
tampon.

Medicion de otros
metabolitos secundarios

La mayoria de los componentes celulares no se detectan de manera proporcional
a la masa celular durante las etapas de desarrollo.

No siempre relacionada a crecimiento.

Extraccion tediosa, consume mucho tiempo.

Reactivos y quimicos costosos, quimicos fuertes, preparacion de soluciones
tampén

Medicion de
metabolica

actividad

La tasa de consumo de oxigeno (OUR), tasa de evolucion de didéxido de carbono
(CER), y técnicas de evolucion de calor metabolico son las mas faciles de operar
en linea.

No hay un proceso de muestreo regular.

Muestra potencial de desarrollo.

La produccion metabdlica es proporcional a la concentracion de biomasa pero
puede variar a través del tiempo.

Siempre relacionada al crecimiento.

Requiere de equipo costoso y software especializado.

Requiere calibracion constante.

Medicion de imagenes a
través de microscopio u
observacion directa

Intensa en cuanto a mano de obra, consume tiempo, células se adhieren a matriz
solida causando problemas de dafio, requiere tiempo.

Microscopio tiene una mayor resolucion que microscopios convencionales.
Adecuado si se utiliza un sustrato artificial

Medicion de biomasa de la
matriz sélida

Adaptada para mohos solamente, separacion completa de biomasa es dificil.
Adecuado a unos cuantos casos, especialmente practico en estudios de escala de
laboratorio
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Los métodos no destructivos de determinacién son los mas interesantes para el
monitoreo del proceso, por ejemplo el andlisis de imagenes digitales (Lopez-Gomez et al.,
2019), mediciéon de capacitancia (Botella, Hernandez, & Webb, 2019) y respirometria
(Torres-Mancera et al., 2018). Particularmente el AID analiza las areas y cambios de color
en superficies de interés a un bajo costo mediante el uso de una computadora, con esto se
puede evaluar el crecimiento superficial de un sistema. Para poder utilizar la informacion
recopilada por una camara es importante considerar como la iluminacion afecta la intensidad
percibida de colores, por lo que es vital estandarizar la iluminacion a la hora de tomar las

imagenes de las muestras (Lopez-Gomez et al., 2019).

Se han utilizado imagenes a color para monitorear el desarrollo de colonias de mohos,
sus densidades (Lopez-Gomez et al., 2019), patrones y morfologias (Taidi et al., n.d.; Barry
& Williams, 2011) y desarrollo de biomasa, evaluando la efectividad de métodos de
inoculacion (Manan & Webb, 2018; Guowei, Lili, Yufeng, & Hailei, 2019). También es
posible utilizar AID para caracterizar el medio de crecimiento, cuantificando de esta manera
la condensacion en superficies o la misma biomasa. La capacidad de monitorear y regular
parametros relacionados, en particular actividad de agua es esencial para lograr el desarrollo

pleno del microorganismo (Agarwal, Kumar, Varadwaj & Tiwari, 2020).

Para el procesamiento de las imagenes digitales se puede utilizar cualquier programa
de edicion de imégenes. El uso del histograma en estos programas brinda informacién sobre
la cantidad y tipo de pixeles presentes en la imagen o porcion seleccionada de esta (Lopez-
Goémez et al., 2019). El analisis se puede potenciar realizandole transformaciones a la imagen
o utilizando programas como MATLAB que aplica algoritmos para transformar y analizar la
imagen (Taidi et al., n.d.; Agarwal, Kumar, Varadwaj & Tiwari, 2020). En esta investigacion
se empled el AID que aumenta la sensibilidad y permite realizar analisis estadisticos (Lopez-

Gomez et al., 2019).
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3.8. Determinacion analitica de la actividad de las enzimas lacasa

Por motivos de sensibilidad y simplicidad, normalmente se recurre a ensayos
espectrofotométricos para cuantificar la actividad lacasa (T. Wang, Xiang, Liu, Chen, & Hu,
2017), estos utilizan indicadores fendlicos y no fendlicos y monitorean los subproductos
oxidados por la lacasa con el fin de identificar la presencia de la enzima o determinar
cuantitativamente su actividad. Los sustratos cominmente empleados (figura 4) son
guayacol, 2,6-dimethoxyphenol (2,6 DMP), syringaldazina o &cido 2,2°- azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonico) (ABTS) (Hommes, Gasser, Ammann, & Corvini,
2013)(Forootanfar & Faramarzi, 2015).
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Figura 4. Estructuras quimicas de sustratos a) no fendlicos y b) fenolicos de lacasa
utilizados para la determinacion de su actividad enzimatica (Forootanfar & Faramarzi,
2015).
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El ABTS ha probado ser hasta tres veces méas sensible que 2,6 DMP y 40 veces més
sensible que los demds sustratos (guaiacol, syringaldazina) (Eichlerovd, Homolka,
Zif¢akova, et al., 2015). Por otra parte, al utilizar siringaldazina el producto oxidado es
insoluble en medio acuoso volviéndolo menos fiable (Farmnet, Ferre, Gil, & Gastaldi, 2010),
mientras que el 2,6 DMP y estructuras similares se pueden polimerizar al ser catalizado por
lacasas con altos potenciales redox, como es el caso de las lacasas de origen fungico (Wan,
Du, & Miyakoshi, 2008). Recientemente se estd empleando un derivado de resourfin,
denominada “amplex red”, para una determinacion flourimétrica altamente sensible. Aun asi
compuestos que presentan un mayor potencial redox, como el ABTS, son mas adecuados

para evaluar la actividad de lacasas de interés industrial (T. Wang et al., 2017).

3.8.1. Determinacion de la actividad lacasa con ABTS

Se debe considerar que las reacciones oxidoreductivas son poco especificas. E1 ABTS es
un compuesto que se puede oxidar dos veces, resultando en una primera forma denominada
cation ABTS™ (color verde con absorbancia maxima en A=417 nm ) y en una segunda forma
que corresponde al dication ABTS?* (color rojizo con absorbancia méaxima en A=518-520
nm) (Gramss, 2017). Ambas formas se consideran relativamente estables, pero
electroquimicamente reversibles. Como se mencioné anteriormente, el alto potencial de la
primera oxidacion del ABTS, 0,61 V contra el electrodo estandar de hidrogeno (Scott, Chen,
Bakac, & Espenson, 1993), es 1o que lo hace util para la cuantificacion de actividad de

enzimas potencialmente interesantes para la industria.

La inexactitud a la hora de estimar la actividad enzimatica de lacasa empleando ABTS
se atribuye principalmente a la gran cantidad de potenciales sustratos y la formacion de
complejos ABTS-ABTS™. Este complejo genera una subestimacion espectrofotométrica a
un 75%-78% de la cantidad de ABTS oxidado presente en soluciones de trabajo con una
concentracion entre 1 y 5 mM de ABTS. Por este motivo se ha recomendado realizar la
medicidn en la presencia de al menos 1 mM de ABTS y aplicando un factor de correccion de

1,33 (Johannes & Majcherczyk, 2000).
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La posible subestimacion de la actividad se ha atribuido a inhibidores como compuestos
capaces de secuestrar (agentes quelantes) o sustituir (metales pesados) el cobre del sitio
activo de las lacasas, desnaturalizarla y la naturaleza reducible del ABTS oxidado. La
susceptibilidad de la lacasa a inhibicion depende de manera importante del microorganismo
de origen e isoenzima en cuestion (Forootanfar & Faramarzi, 2015). Entre los inhibidores
confirmados de lacasa se destaca la azida de sodio (NNas) (Johannes & Majcherczyk, 2000).
La reduccion del ABTS se debe a una baja energia de activacion que se puede dar con
numerosos compuestos fendlicos. Monitorear la reduccion de ABTS™ en ensayos para
determinar la capacidad antioxidante es una de las tres metodologias més citadas en la base
de datos SCOPUS (Ilyasov, Beloborodov, Selivanova, & Terekhov, 2020). Esto es
particularmente relevante dependiendo de la muestra de interés. Por ejemplo para analizar
muestras de suelos seria pertinente emplear un indicador no susceptible a ser reducido debido
a la presencia de acido tanico y himico (como el amplex red) (T. Wang et al., 2017). Estos
compuestos son capaces de reducir el ABTS radical formado por la actividad de la lacasa
induciendo un error negativo en la cuantificacion de actividad enzimatica (Terron et al.,

2004; Forootanfar & Faramarzi, 2015).

3.9. Analisis colorimétrico

Las caracteristicas espectrofotométricas del ABTS y sus versiones oxidadas se utilizan
para realizar ensayos colorimétricos. La actividad enzimatica de lacasas se puede calcular
empleando la Ley de Beer-Lambert, ecuacion 1 (Solis-Oba, Ugalde-Saldivar, Gonzélez, &
Viniegra-Gonzalez, 2005).

A= exCx*xd (1)

Donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion molar, (L/ mol cm), C es la
concentracion del compuesto absorbente y d es la distancia recorrida (cm). De acuerdo con
esta, la concentracion de un compuesto tiene una correlacion lineal a su absorbancia a una

longitud de onda definida y recorrido fijo, ecuacion 2.

C= Q)
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Para un calculo certero es preciso conocer la distancia recorrida por el haz de energia.
Esto resulta en un reto para los equipos en que la distancia recorrida no es fija, como los
lectores de microplacas. En estos equipos es necesario medir o calcular la distancia en cada
pocillo antes de poder aplicar la ley de Beer-Lambert para calcular la concentracion de un
compuesto en solucion (Lampinen, Raitio, Perild, Oranen, & Harinen, 2012). Esto también
aplica para el coeficiente de extincion molar, otro de los componentes de la Ley de Beer-

Lambert.

Este coeficiente (&) depende del pH, temperatura del medio, fuerza i6nica de la mezcla
de reaccion, al igual que la soluciéon tampén y absorbancia maxima de la sustancia
(Forootanfar & Faramarzi, 2015). Posiblemente por esto se han empleado una gran cantidad
de coeficientes de extincion para calcular la actividad enzimatica para ensayos colorimétricos
que utilizan el ABTS. Se han reportado valores de ¢ entre 2,93 x 10*M™* cm™ (a 436 nm) y
3,6 x 10*M! cm™ (420 nm), todos trabajando en medios con un pH entre 4 y 5 (Solis-Oba et
al., 2005). Inclusive se ha utilizado un coeficiente de 4,32 x 10* M cm™ a pH de 4,5 en
buffer 0,05 M citrato/0,1 M fosfato o 10 mM de acetato (Ander & Messner, 1998). El valor
utilizado mas ubicuamente es 3,6 x 10* M cm? para 417 nm a pH de 5 empleando
numerosos buffers (Bel$ak-Sel, Gregori, Leitgeb, Klinara, & Celan, 2015 ; Karp et al., 2015)
o pH 6 con el buffer B&R (Alcalde & Bulter, 2003).

3.10. Factores que determinan la produccion de lacasas en 1la FMS

La produccion de cualquier metabolito va a depender de una combinacién del medio de
crecimiento y el microorganismo utilizado (Rodriguez-Couto, 2016). El medio de
crecimiento se puede modificar de varias maneras mientras que el microorganismo solamente
se puede elegir a partir del conocimiento disponible o generado a partir de pruebas
preliminares. Diferentes pretratamientos mejoran la accesibilidad de los nutrientes para los
microorganismo favoreciendo su colonizacion, estos pueden ser fisicos (reduccion de
tamafio) (L. Wang et al., 2018), quimicos (digestion acida o alcalina que resultan en cambios
en la composicién quimica) y biologicos (como el co-cultivo de mohos de interés con otras

especies o inclusive especies de bacterias y levaduras) (Yang et al., 2017).
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3.10.1. Fisicos

Los parametros fisicos del sustrato determinan la disponibilidad de oxigeno durante
la fermentacion, indispensable para la actividad metabdlica de los mohos (L. Wang et al.,
2018). La porosidad de un sistema de FMS no se mantiene constante durante el proceso
debido al crecimiento del micelio. Sin embargo, en sistemas pequefios es posible que no se
den cambios significativos en la porosidad del medio conforme aumenta la biomasa siempre
y cuando se mantenga la humedad constante (Karimi, Shojaosadati, Hejazi, Vasheghani-
farahani, & Hashemi, 2014). Se ha registrado que la porosidad de BGC molido a 500 mm es
de un 30,14% (Mladenovi¢ et al., 2018).

Por otra parte, la reduccion del tamafio de particula contribuye a una mayor area de
superficie del sustrato, haciendo mas biodisponibles sus nutrientes y potenciales compuestos
inductores, por lo que inclusive puede resultar en diferencias en las enzimas secretadas y la
degradacion final del sustrato (L. Wang et al., 2018). De hecho, se ha registrado que la
proporcion geométrica y tamatfio de fibras de bagazo de cafia molido generaron un impacto
diferenciado en la expresion de lacasa por parte de dos cepas de P. ostreatus (Membrillo,
Sanchez, Meneses, Favela, & Loera, 2008). Trabajar con fracciones demasiado finas podria
generar un impacto indeseable en la transferencia de masa y energia, reduciendo la
disponibilidad de oxigeno para el moho e inhibiendo la actividad metabdlica si aumenta la
temperatura el medio; ambos efectos se vuelven més dificiles de controlar en condiciones

industriales donde se trabaja con mayores volumenes de sustrato (L. Wang et al., 2018).

3.10.2. Quimicos
La cantidad y disponibilidad de agua para el microorganismo fermentador es un
parametro critico para el éxito de la fermentacion (Soccol et al., 2017), esta es un solvente
para perpetuar el metabolismo celular donde cantidades inadecuadas pueden desacelerar o
detener completamente el mismo. Ademas cumple una funcion estructural donde estabiliza

biopolimeros, asegura la permeabilidad de las membranas e interconecta moléculas
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intracelulares (Agarwal, Kumar, Varadwaj & Tiwari, 2020). La capacidad de retencion de
agua (CRA) y punto critico de humedad (PCH) son indicadores de la cantidad y forma en
que los residuos agroindustriales retienen agua. Ambos indices, junto con la presencia de
nutrientes para el microorganismo, son esenciales para lograr la FMS (Flores et. al, 2014).
La CRA indica la habilidad del sustrato para absorber agua y depende de la disponibilidad
de grupos hidrofilicos y la capacidad de sus macromoléculas de formar geles, normalmente
se busca valores de CRA altos para sustratos destinados a FMS. El PCH representa la
cantidad de agua enlazada al material que no es utilizable por el microorganismo por lo que
se prefieren valores bajos de este parametro (J. J. Buenrostro-Figueroa et al., 2017,
Mladenovié et al., 2018; Orzua et al., 2009). Debido a estos parametros las levaduras y
hongos son los microorganismos mas aptos para procesos de FMS ya que se pueden
desarrollar en medios con una menor cantidad de agua, con valores de aw entre 0,6 y 0,7

(Londofio et al., 2020)

Otros factores quimicos, como los inductores e inhibidores, deben considerarse para el
proceso fermentativo, los inductores pueden potenciar la capacidad hiperproductiva de los
mohos, por ejemplo la presencia de metales, antioxidantes y compuestos xenobidticos. En
cuanto a la produccion especifica de enzima lacasa se ha constatado el efecto inductor de
compuestos fendlicos y no fendlicos como acido gélico, ferilico xylidina, guaiacol,
syringaldazina, etanol, fenol y alcohol veratryl (G. S. Dhillon ef al., 2012; Forootanfar &
Faramarzi, 2015). El cobre es el inductor mas utilizado y mejor comprendido, aun en casos
donde no induce su produccion se especula que este metal estabiliza el centro catalitico de 1a
enzima. (Yang et al., 2017). La adicion moderada de surfactantes, como Tween 80, al sustrato
es comun en estos estudios ya que incrementan la biodisponibilidad de sustratos poco
solubles, aumentan la permeabilidad de oxigeno y transporte de enzimas extracelulares

(Barba, Assumpc, Silveira, & Ju, 2016).

Numerosos articulos han confirmado la presencia de diferentes cantidades de compuestos
fenolicos, principalmente acido ferulico y p-coumarico en el BGC (Farcas et al., 2016; [lawam
et al., 2017; Lynch et al., 2016). En cebada estos se encuentran en la cascara y los acidos

hidroxicinnamicos en las paredes celulares, 1o que la convierte en una fuente potencialmente
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valiosa y econdmica de acidos fenolicos (Pompeu et al., 2018). El acido ferilico es un
inductor de la enzima lacasa en numerosas especies de mohos (Baldrian, 2006, Piscitelli et

al., 2011), por lo que resulta un residuo agroindustrial apto para investigar su produccion.

3.10.3. Biologicos

El o los microorganismos elegidos y sus estrategias de colonizacion del sustrato son
de los factores mas importantes para la produccion exitosa de lacasa (Mladenovié et al.,
2018). Los mohos se pueden inocular en la forma de esporas o micelio viable. A nivel
comercial es comun preferir un in6culo de micelio (10% en peso del sustrato a colonizarse)
al ser mas reproducible ya que utiliza un solo clon en el proceso productivo (Barba et al.,
2016). Los procesos donde el sustrato es inoculado con esporas tienen una eficiencia
dependiente de la carga y homogeneidad del in6culo (Manan & Webb, 2018), en especial la
concentracion de inoculacion es uno de los factores que se deben optimizar, por ejemplo
Hardik Pate, Gupte & Gupte, (2009) encontraron que para Pleurotus sp este parametro
resulto ser un factor significativo en la produccion de enzima lacasa observada (Hardik Patel,

Gupte, & Gupte, 2009).

En la naturaleza hay interacciones secuenciales de microorganismos donde la
competencia o disponibilidad de metabolitos podrian inducir una sobreexpresion de la lacasa
(Bhardwaj, Kumar, Agrawal, & Verma, 2019). Este efecto es dindmico y altamente
dependiente del tiempo por lo que su estudio es complejo (Mali et al., 2017). A pesar de esto,
se han llevado a cabo estudios donde se registra que al algunas combinaciones de cocultivo
de microorganismos resulta en una sobreexpresion de lacasa (Oliveira Rodrigues et al.,

2020).

4. Materiales y Métodos
4.1. Localizacion del proyecto
La seccion experimental del proyecto se realiz6 en el Centro Nacional de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos (CITA). La caracterizacion fisica del BGC se llevo a cabo en los
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laboratorios de quimica del CITA y de la Escuela de Tecnologia de Alimentos (ETA). El

secado y molienda de este residuo agroindustrial se realiz6 en la planta piloto del CITA.

El anélisis de azucares del BGC lo realiz6 el laboratorio de quimica del CITA, el
contenido de minerales fue realizado por el Laboratorio de Analisis Foliares del Centro de
Investigaciones Agronomicas (CIA), mientras que la determinacion de lignina la realiz6 el
Centro de Investigacion de Nutricion Animal (CINA). Todas estas instalaciones se ubican en
la Universidad de Costa Rica, Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, en San Pedro de Montes

de Oca, San José, Costa Rica.

4.2. Materias primas:

Se utilizé el BGC obtenido luego de la produccion de cerveza estilo golden ale,
comercializada como “Pico Blanco™ por la Cerveceria Escazi. Esta empresa maquila la
produccion de cerveza en una planta ubicada en La Uruca, San José. Se utilizaron como
sustratos, muestras de un minimo de 10 kg de residuos de lotes de produccion que fueron
recolectados durante el 2020. Los residuos se mantuvieron en refrigeracion por no mas de
dos semanas antes de su secado. Se aplicaron las siguientes operaciones para su

acondicionamiento:
Secado

El BGC se seco con el secador de aire caliente marca National. El proceso se llevo a
cabo en la cabina de este equipo a 65°C por aproximadamente 36 horas (de las cuales cerca
de 15 fueron secado activo). Esta operacion se realizé sobre bandejas con una capa no mayor
a 2 cm de grosor del residuo agroindustrial. La humedad se redujo por debajo de 10% lo cual
permite estabilizar este residuo para su almacenamiento y posterior uso (Lynch et al., 2016).
Las muestras secas fueron almacenadas en bolsas de polipropileno y luego en cajas plasticas

cerradas hasta que se realizaron los analisis respectivos o experimento de FMS.
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Tamizado

La materia prima de cada lote se sometié a un fraccionamiento por tamizaje con un
juego de tamices US. Standard. Se utilizaron los platos N°8 (2,882 mm), N°16 (1,807 mm)

y N°20 (1,027 mm), las fracciones retenidas se conservaron separadas para su analisis.
Almacenamiento

Cada fraccion se almacend a temperatura ambiente en bolsas de polipropileno hasta su
analisis o uso en FMS. Se comprobo que las fracciones mantuvieran una humedad menor a
10% previo a su uso, para asegurar que estuvieron estables durante el almacenamiento

(Lynch et al., 2016).

4.3. Determinacion de propiedades funcionales del bagazo de granos cerveceros

La capacidad de retencion de agua (CRA) y punto critico de humedad (PCH) se evaluaron
sobre las tres fracciones de cada lote de bagazo de granos cerveceros secos. Para cada analisis
se realizé un minimo de 3 réplicas, se reportaron promedios con un intervalo de confianza al

95%.

Se analizaron los promedios utilizando una distribucion T-student con un alfa de 0,05 y

cuando fue necesario se compararon los promedios empleando la prueba de Tukey-Kramer.
Capacidad de Retencion de Agua:

Se agregaron 15 mL de agua destilada a 1,250 gramos de cada fraccion de interés. Se
mezclaron por 10 minutos a una velocidad baja con una pastilla magnética para asegurar una
hidrataciéon completa del residuo. Se colocd la mezcla en un tubo cénico de 50 mL y se
centrifugo a 18,000 g por 10 minutos (Flores-Maltos et al., 2014). El sobrenadante se decant6
y se peso el gel resultante en una balanza semi analitica. La CRA se calcul6 de la siguiente

manera (3).

CRA = peso de gel (gramos) (3)
" peso de residuo seco (gramos)
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Punto Critico de Humedad:

Se siguid el método descrito por Flores-Maltos et al. (2014) modificando la masa
analizada. Se tomaron por triplicado muestras de aproximadamente 0,5 gramos del gel
formado en la prueba de CRA; se realizaron tres repeticiones por gel. Para la determinacion
se utilizo el analizador termogravimétrico TGA 701 marca Leco . Las muestras se colocaron
en crisoles de ceramica sin cubierta para ser analizados durante 1 h 30 min. Este andlisis
consistié en 30 min de rampa térmica, de 3 °C por minuto, y 1 h a 120 °C. La masa inicial
fue determinada por la balanza interna del TGA, el cual determina la humedad perdida
durante el analisis. A partir de los datos obtenidos se calcul6 el PCH como se indica en la

ecuacion (4):

PCH = (™ et ) * 100 4)

4.4. Determinacion de caracteristicas nutricionales del BGC

Los anélisis se realizaron sobre mezclas de partes iguales de las fracciones retenidas en
el tamiz N°16 y N°20 para cada uno de los lotes de BGC, se emplearon estas fracciones al
ser tamafios estudiados para FMS en otros residuos agroindustriales (Membrillo et al., 2008).
Se caracteriz6 el BGC por su contenido de azicares simples (fructosa, glucosa, sacarosa y
maltosa), azdicares complejos (lignina) y composicion elemental (nitr6geno, carbono,
potasio, calcio, magnesio, fésforo, sulfuro, hierro, cobre, zinc, manganeso y boro).

El contenido de lignina detergente acido se realizé segiin el método AOAC 973,18. Se
aplico un andlisis de humedad de materia seca a 135 °C, como se indica en AOAC 930,15.
Se analizaron muestras de 500 g por lote.

El nitrogeno total se determind por combustion seca en un autoanalizador N-exceed. Los
demas minerales se cuantificaron por digestion himeda con HNOs y determinaciéon por
espectrometria atdbmica con plasma de acuerdo con el Método-ICP. El contenido de proteina
cruda de los sustratos se calcul6 a partir del nitrogeno determinado empleando un factor de

6,25 (Sanchez & Royese, 2001).
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4.5. Microorganismos estudiados
Se incluyeron microorganismos de tres fuentes, en el caso de los mohos de pudricion

blanca, su capacidad de expresion de lacasa es reconocida (Rodriguez-Couto, 2016).

1. Coleccion del Laboratorio de Microbiologia del CITA: 2 mohos aislados a partir
de residuos agroindustriales (Proyecto 735-B7-059 “Valorizacion de
subproductos agroindustriales mediante FMS para la produccion de enzimas de
uso alimentario™).

2. Coleccion del CIA: Pleurotus sp., de la coleccion de mohos mantenida por el CIA
provenientes de Pennsylvania State University Mushroom Culture Collection.

3. Biofungi SA: Pleurotus ostreatus y Leninula edodes, conocido también como

hongo Shiitake.

45.1. Mantenimiento de mohos

Se mantuvieron respaldos de todos los mohos utilizados en el estudio a temperatura
ambiente sobre tubos inclinados de agar papa dextrosa (APD) y en refrigeracion sobre placas
APD acidificadas. Los respaldos mantenidos en refrigeracion fueron subcultivados cada tres
meses, como minimo, para mantener su actividad (Osma et al., 2011). Previo a cualquier
evaluacion se realizaron subcultivos a una temperatura controlada de 23 °C por siete dias
sobre APD a pH de 3,5 (Schalchli et al., 2017). El micelio de cada cepa se obtuvo cortando
1 cm? del extremo de colonias aisladas que presentaban una morfologia rizomorfa (Stamets

& Chilton, 1983).

45.2. Determinacion de indice de potencia de mohos
Para estudiar la eficiencia de expresion de lacasa de los mohos de interés y seleccionar
el moho que se utilizo en la fermentacion, se determiné el indice de potencia (Teck Nam,
Gek Chen, & Adeline Seak, 2010). Este correspondi6 a la variable respuesta en un disefio
experimental factorial completo. Este disefio factorial const6 de tres niveles para el factor

“tiempo de crecimiento” (dias 3, 6 y 10 de crecimiento) y 5 niveles (la cantidad de cepas
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viables) para el factor “moho”. El indice de potencia se calculé como la proporcion entre el
area del halo y el area de la colonia formada, como lo indica la ecuacion (6). Las mediciones
del halo y la colonia se tomaron a partir de un andlisis de imagenes digitales, ver seccion

45,2,1.

£, , Area de tincion
Indice de Potencia = Area de colonia de moho (6)

La composicion del medio basal para la deteccion de enzimas modificadoras de
lignina (LBM, por sus siglas in inglés) se muestra en el Cuadro III. Este se prepar6 segun lo
indicado por Pointing (1999), exceptuando tinicamente la adicion del sulfato de manganeso.
Esta mezcla se esterilizd (15 min a 121 °C) y se mantuvo refrigerada para la posterior
preparacion de medio. Para la preparacion del medio, el agar y ABTS se agregaron antes de
autoclavar, mientras que la solucion de glucosa estéril se integro justo antes de chorrear las
placas. Dada la naturaleza quimio-organotrofica de los mohos y su necesidad de
carbohidratos para su crecimiento (Walker, 2018), el LBM contiene glucosa, que también se
encuentra presente en el sustrato de forma natural (Dhillion, 2012). La sefial de inicio de
sintesis de las lacasa esta dada por la presencia del ABTS en el medio, el desarrollo de una
coloracion verde-azulada en la placa indica la presencia de la enzima lacasa y un mayor
tamafio de este halo refleja una mayor actividad (Teck Nam, Gek Chen, & Adeline Seak,
2010)

Cuadro III. Composicion del agar LBM a ser utilizado para la evaluacion de produccion de

lacasa y enzimas interferentes al ser suplementado con ABTS (Pointing, 1999).

Ingrediente Concentracion (g/L)
CuSO4 *5H,0 0,001
Fe(SO4)3 0,001
CaCl, *2H,0 0,01
Extracto de levadura 0,01
MgSO4 * 7TH20 0,5
C4H12N206 (Tartrato de amonio) 0,5
KH>PO4 1
Glucosa 2
Agar 16
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Se utilizaron placas Petri desechables (8 cm de didmetro) con aproximadamente 20
mL de medio LBM suplementado con ABTS. Se realizaron pruebas de crecimiento sobre
estas inoculando cada una de las cepas de interés en el centro de cada placa con
aproximadamente 5 mm? de micelio. Cada tratamiento se evalud por triplicado. Las placas
se incubaron a 23 °C (Bavaro et al., 2017), por un periodo de diez dias tomando las imagenes

en los dias especificados anteriormente.

Se realizé un analisis de varianza, con una confianza del 95%, y los diagnosticos
pertinentes para validar el modelo obtenido. A partir de los resultados se seleccion6 el moho

que fue utilizado para la produccion de lacasa por FMS sobre el BGC.

45.2.1. Anélisis de Imagenes Digitales, AID

La toma de imagenes digitales se realiz6 con una camara de 13 megapixeles y
resolucion de 4128 x 3096 pixeles. Estas se tomaron bajo condiciones de iluminacion
estandarizadas (Figura 10, seccion de anexos) (Lopez-Gomez et al., 2019). Se usaron en
formato “jpg” de tamafio no mayor a 4 KB. El AID se realizé6 empleando el software libre
Gimp version 2.10.2, el cual permite la manipulacion de fotografias, dibujos u otro tipo de
imagen digital en forma de mapa de bits (UCR; 2020). Las imagenes analizadas parten de un
tamafio de 3088 x 3088 pixeles con resoluciéon de 300 x 300 pixeles en un espacio de color
Red-Green-Blue (RGB). Estas se almacenaron en el archivo nativo de GIMP (.xcf). Se
utilizaron las herramientas detalladas en el cuadro IV para el procesamiento y analisis de las

imagenes.
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Cuadro I'V. Herramientas de GIMP 2.10.2 utilizadas en el AID de mohos creciendo en agar
LBM en los dias 3 6 y 10.

Herramienta Modos activados Modos Observaciones
desactivados
Fijo Se utiliz6 para elegir el dreadela
Alisado imagen (agar en placa) a ser analizada.
Seleccion . Difuminado
P Guias . .
Eliptica Encoger seleccion autométicamente

Expandir desde el centro
Muestra combinada

Seleccionar . . Alisado Se utiliza para elegir regiones de micelio
" Vecinos Diagonales e . -
regiones Rango de 36 Eligiendo Difuminado y halo de coloracion para contar la
continuas Elegir dreas transparentes cantidad de pixeles que estos abarcan.

por composicion

("varita méagica") Muestra combinada

Seleccionar por | Promedio de muestra: | Alisado Se utiliz6 para determinar un color de
colores Radio 40 pixeles Difuminado referencia para determinar el umbral del
Elegir dreas transparentes halo.

Para el anélisis de las iméagenes digitales se utilizo el frente de la placa y superficie
de crecimiento para determinar el tamafio del micelio mientras que la imagen del reverso
para determinar el tamafio del halo de coloracion. El histograma se us6 como herramienta de
conteo pixeles, de areas seleccionada o porciones de la imagen. Debido a que el halo de
coloracion tiene un gradiente hacia los bordes se gener6 un pixel con coloracion de referencia
para cada moho estudiado, asi fue posible distinguir el umbral del halo de forma
reproducible. Se determind el color del pixel de referencia de coloracién a partir de un

promedio de 18 muestras del drea umbral.

4.6. Determinacion de la actividad enziméatica por el Método ABTS
Consistid en la medicion de la cinética de formacion de un complejo coloreado verde
producto de la actividad enzimatica del sustrato y el ABTS. Se observé un aumento en la
absorbancia a 405 nm debido a la formacion del producto de oxidacion del ABTS, que posee
una coloracion verde. La formacion de este compuesto es un indicador de la accién oxido-

reductiva de la enzima lacasa (Rodriguez-Couto, 2004).

Una unidad de actividad enzima (U) equivale a la cantidad de enzima requerida para

oxidar 1 umol de ABTS en 1 minuto. La actividad enzimatica lacasa se expresa en
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micromoles de producto formado por minuto por litro de extracto (umol/L). Para obtener los
parametros se midi6 el incremento de Asis por tres minutos (Zhu, Bao, & Huang, 2016;

Alcalde & Butler 2003).

4.6.1. Estandarizacion del método analitico seleccionado
Para la estandarizacion, se utiliz6 un estandar de lacasa proveniente del moho de
pudricion blanca Trametes versicolor (Sigma Aldrich, CAS: 80498-15-3). Se siguio el
método propuesto por Alcalde y Bulter (2003), realizando modificaciones al buffer universal
descrito. Este utiliza una mezcla de 4cidos 0,1 M (borico, acético y fosforico) a la que se le
adiciona hidréxido 0,5 M de sodio para llevar a un pH de 6. Para cuantificar actividad
enziméatica proveniente de una FMS se evalu6 la robustez del método a dos pH diferentes

valores de pH, un pH 3 (Karp et al., 2015) y un pH 4,5 (Forootanfar et al., 2011).

Las determinaciones iniciales de los cambios realizados al método se hicieron en un
espectrofotometro UV-VIS (UV-1700 PharmaSpec); determinando el promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion (Bustamante & Carrascal, 2010) de las lecturas a 418 nm.
Cadavalor de pH (3, 4,5 y 6) fue evaluado por triplicado y utilizando una misma disoluciéon

de lacasa.

Los resultados fueron analizados estadisticamente. Se analizaron estos con el programa
JMP® 9.0.2. Se realiz6 una prueba “t” de Student de dos colas empleando un nivel de
confianza del 95%, para determinar si existen diferencias significativas entre los valores de

pH.

4.6.2. Optimizacion del anélisis de actividad enzimatica en el lector de
microplacas Bio-TEK® Synergy™ HT.
Se optimizé6 el analisis de las muestras trasladando las mejores condiciones
estandarizadas en el espectrofotometro UV/Vis a un lector de microplacas Bio-TEK®

Synergy™ HT. Este equipo procesa multiples muestras simultaneamente con un volumen de
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trabajo menor por lo que se logro reducir el uso de reactivos y tiempo de analisis aumentando

la eficiencia del analisis.

Se realiz6 un analisis de varianza sobre el promedio de la actividad enzimatica del
estandar de lacasa procesada por triplicado en ambos instrumentos para asegurar que no
existe diferencia significativa al trabajar con volumenes reducidos en el lector de microplacas
a una longitud de onda de 405 nm (Siguemoto & Gut, 2017). Se empled el programa
estadistico JMP® 9.0.2 para llevar a cabo la prueba “t” de Student, de dos colas, sobre los

datos empleando un nivel de confianza del 95%.

Los parametros de repetibilidad y reproducibilidad del método se estimaron
calculando el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (Bustamante &
Carrascal, 2010) de una muestra analizada por triplicado tanto en el UV como en el lector de
placas. Las determinaciones de repetibilidad se llevaron a cabo el mismo dia mientras que la

reproducibilidad se evalud en dos dias diferentes.

Las determinaciones analiticas finales (cinéticas y andlisis de muestras) se realizaron
en el lector de microplacas multi-detector Bio-TEK. La velocidad de lectura de las placas de
96 pozos, es de 14 segundos. El equipo cuenta con un sistema de control de temperatura por
conveccion (que lo hace apropiado para ensayos cinéticos), los ensayos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente 23 °C y el equipo se controlo a través del software de analisis de datos

Gen5™,

4.6.3. Condiciones estandarizadas de fermentacion
Las fermentaciones se llevaron a cabo utilizando una mezcla homogénea compuesta
por los lotes de sustratos analizados previamente, con el fin de minimizar la variabilidad
debida al sustrato. Luego de autoclavarse durante una hora a 121 °C las fracciones mas
interesantes de BGC se mezclaron en un beaker de 500 ml con medio humectante en
condiciones asépticas para reducir la posibilidad de contaminacion.
El medio humectante consistio en agua destilada con sulfato de cobre (Barba e al.,

2016). El medio humectante se agreg6é para lograr una humedad minima del 65% en el
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sustrato (Yazid et al., 2017). La humedad inicial de la fermentacién se confirm¢é antes de
comenzar los experimentos en aproximadamente 1 gramo del sustrato humectado (por
quintuplicado) con una balanza de humedad.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en contenedores acrilicos rectangulares,
compuestos por una base y una tapa (Figura 5) de 4,0 cm x 5,0 cm x 2,8 cm (largo, alto y
ancho). Se llenaron las secciones inferiores de la capsula (36 cc) con aproximadamente 10
gramos de sustrato para realizar la fermentacion. Se aseguré un ambiente aerobio para la
fermentacion manteniendo un espacio de cabeza (20 cc) dentro de la capsula al colocar una

cufia que evito que las capsulas se cerraran completamente.

Figura 5. Contenedores acrilicos utilizados como unidades de fermentacion.

El sustrato humectado se inocul6 con una porcién de 25 mm? del extremo de colonias
del moho en crecimiento que presentan una morfologia rizomorfa (Stamets & Chilton, 1983).

El peso del micelio inoculado no super6 un 10% del peso del sustrato (Barba et al., 2016).

4.6.4. Fermentacién en medio s6lido (FMS)

El sustrato humectado e inoculado se ferment6 a una temperatura controlada de 23
°C por doce dias. Se retiraron unidades de fermentacion para cuantificar la actividad de
enzima lacasa a partir del tercer dia. Este experimento se llevo a cabo por triplicado, para
cada tiempo de muestreo. Adicionalmente se analiz6 un control negativo por cada tiempo de
fermentacion, que consistié en analizar el sustrato en una caja de fermentacion sin inocular,

mantenida en las mismas condiciones de incubacion que las muestras inoculadas.

Para llevar a cabo la FMS en un ambiente himedo se repartieron las caratulas de

forma aleatoria en 4 contenedores plasticos. En cada caja se colocé un beaker de 50 ml lleno
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de agua destilada para mantener una alta humedad relativa, estos contenedores se taparon
con papel aluminio al que se le hicieron orificios. Se asegur6 que la FMS se llevase a cabo
en condiciones de una humedad superior al 70% midiendo la humedad relativa

periddicamente con un psicrometro digital Extech RH3000.

4.6.4.1. Cuantificacion de actividad enzimatica lacasa
Se realizé una extraccion liquida de cada cépsula de fermentacion adicionando al
sustrato fermentado, 25 mL de buffer de analisis (seleccionado previamente a partir de los
resultados del apartado 5,3) (Singh, Kaur, Kaury Verma, 2012). La mezcla se homogeneiz6
por 5 min en vortex, antes de centrifugarse a 7500 g a 4 °C por 20 min (Karp, et al, 2015).
Los sobrenadantes no analizados inmediatamente se mantuvieron en congelacién (-20 °C)

(Ang, Ngoh, Seak, & Chua, 2013) por no més de dos semanas (Eichlerova et al., 2015).

Se determin¢ la actividad de 1a enzima lacasa por sextuplicado para cada extracto de
FMS y un blanco siguiendo el método propuesto por Alcalde y Bulter (2003) con las
condiciones estandarizadas anteriormente (apartado 5,3). El contenido de nitrogeno de los
extractos se cuantifico utilizando el analizador de nitr6geno marca Elementar, modelo Rapid

N Exceed utilizando la técnica Dumas (E. Rodriguez et al., 2017).

5. Resultados y Discusion
5.1. Evaluacion de bagazo de granos cerveceros para su utilizacién como sustrato en

una operacion FMS

Sobre la evaluacion de BGC para su utilizacion como sustrato en FMS, existen
indicaciones generales de las caracteristicas deseables en los sustratos empleados. A pesar
de esto es necesario resaltar que su desempefio debe ser evaluado para cada combinacion de
enzima meta y microorganismo productor (Rodriguez-Couto, 2016). La cantidad y
disponibilidad del agua para el microorganismo fermentador es un parametro critico para el
éxito de la fermentacion (Soccol et al., 2017); la CRA y el PCH son indicadores de la

cantidad y forma en que los residuos agroindustriales retienen agua. Ambos indicadores,
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junto con la presencia de nutrientes para el microorganismo, son esenciales para lograr una

FMS exitosa (Flores et. al, 2014).

Las propiedades funcionales de BGC se muestran en el Cuadro V. Los valores de
PCH indican que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las fracciones de
residuo analizadas (p= 0,08), mientras la CRA, presenta una diferencia significativa (p=
0,02); se encontrd que la fraccion retenida en el tamiz N° 16 presenta una CRA mayor a la

fraccion retenida en el tamiz N° 8 (p=0,02).

Cuadro V. Promedio e intervalo de confianza de la CRA y PCH de diferentes fracciones
de BGC proveniente de la produccion de una pale ale artesanal.

Retenido en tamiz a1 CRA (ggel/ g de Rango d’e tamaig de
PCH (%) > particulas en
(US. Standard) masa seca) 2
fraccién (mm)
20 18,71 £ 1,20 4,13+ 0,24 % 0,850-1,204
16 21,13 £1,72 436+0,32° 1,204-2,411
8 17,76 £ 0,54 3,63+£0,39° 2,411 <

"Datos expresados como promedio + desviacion estandar, n=9
2Datos expresados como promedio + desviacién estandar, n=3
Letras distintas (superindice) indican diferencias significativas entre los parametros analizados

La reduccion del tamafio de particula incrementa la superficie del sustrato, lo que
podria explicar la razon por la que la fraccion retenida en el tamiz N°16 presenta una CRA
significativamente mayor que la fraccion retenida en el tamiz N°8. Mladenovi¢ et al., (2018),
reportaron una CRA de 5 g de gel/g de masa seca para BGC molido a un tamafio de particula
promedio de 0,500 mm, menor a cualquiera estudiada en esta investigacion. Se ha
determinado que la reducciéon del tamafio de fibras vegetales resultante por la molienda
también puede influenciar de manera importante el perfil de actividad enziméatica detectado
en una FMS ya que hace més abundante la presencia de lignina en la superficie del sustrato
(Membirillo et al., 2008). Este efecto se puede apreciar en las fracciones estudiadas en el

Cuadro XI, seccion de anexos.

En términos generales el rango de CRA aceptable se encuentra entre 3,0 y 12,0
(Flores et al, 2014), al comparar las CRA del BGC (Cuadro V) con los reportados para otros

residuos se puede determinar que el BGC es adecuado para su uso en procesos de FMS;
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principalmente porque los sustratos con un valor alto de CRA permite la modificacion del
contenido de humedad del medio mas facilmente. Los valores obtenidos en este estudio se
encuentran por debajo del valor de sustratos como el bagazo de cafia (9,46) burusca de coco
(12,09), (J. Buenrostro-Figueroa et al., 2014) fibras de agave (6,6) o sotol (5,2) (Flores-
Maltos et al., 2014). Sin embargo, son superiores a los reportados para residuos como
mazorca de maiz procesada (2,97) y tallos de candelilla (3,14) que aun se consideran
aceptables para un proceso de FMS (J. Buenrostro-Figueroa et al., 2014). La CRA del bagazo
de granos cerveceros se asemeja mas a residuos de higos (3,74) (J. J. Buenrostro-Figueroa et

al., 2017) pulpa de manzana o residuos de frijol, (cercanos a 4,0) (Orzua et al., 20009).

Los valores de PCH para el BGC (Cuadro V) son menores que los reportados para las
fibras de sotol (26%), mazorcas de maiz (27%) y tallos de candelilla (30%) (Flores-Maltos
et al., 2014). Esto se considera positivo si se considera que en muchos procesos de FMS
valores altos de PCH son indeseables. Residuos que muestran un PCH por encima del 40%,
como la nuez de pecana o pistacho y salvado de trigo, no son recomendables para una
operacion de FMS utilizando 4. niger (Orzua et al., 2009). E1 PCH para el BGC se asemeja
mas al de céscaras de coco (16%), un sustrato que se considera de gran potencial para

emplearse en FMS (Flores-Maltos et al., 2014).

E1BGC es un sustrato altamente nutritivo para desarrollar una operacion de FMS. La
glucosa (1,32 + 1,15 g/100g) y maltosa (13,2 + 3,15 g/100g) presentes en el sustrato son
azucares relativamente bioaccesibles y metabolizados por mayoria de mohos filamentosos
(Walker & White, 2018). Su presencia es deseable ya que la produccion eficiente de biomasa
se ha relacionado con la presencia de aziicares monoméricos y polisacaridos (J. Buenrostro-
Figueroa et al., 2014). La ausencia de la sacarosa (<0,25 g/100g) y fructosa (<0,23 g/100g)
era esperada al no ser estos componentes normales en los granos de cerveza. Se determind
que las muestras de BSG tenian un 2,33 + 0,12% de lignina, este contenido result6 muy por
debajo de lo que indica la literatura para este tipo de sustrato 10-28% (Lynch et al., 2016;
Mussatto et al., 2006). Esto podria estar relacionado al método empleado (AOAC 973,18);
este utiliza una digestion acida, 1a cual se ha documentado que puede registrar hasta 5 veces

menos lignina que otros métodos como el de Klason, se recomienda modificar este método
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con un filtro de microfibra de vidrio, con lo cual se aumentaria la retencion de lignina dando
como resultado una mejor aproximacion del contenido de esta (Raffrenato y Van Amburgh,

2011).

La relacion C/N y la proteina cruda son indicadores generales que se utilizan para
caracterizar sustratos empleables en una FMS. El perfil nutricional de granos cerveceros
varia de manera importante al producir estilos distintos de cerveza. En cervezas “lager” se
ha reportado un 22,3% de proteina mientras que los provenientes de cervezas tipo “ale”
presentaron un 14,9% (Robertson et al., 2010). E1 BGC analizado mostr6é un promedio de
proteina cruda de 16,23 + 0,72. Este se considera un valor normal de acuerdo a los rangos
establecidos en la literatura (Robertson et al., 2010). Debido a la naturaleza heterogénea del
sustrato, el muestreo del residuo analizado se hizo sélo de la capa intermedia (de las tres
posibles capas obtenidas después de la operacion de “lautering” o filtrado), proveniente de
una cerveza tipo ale, producida con granos de menor contenido proteico (Kunze & Manger,

2004; Viétor, Voragen, & Angelino, 1993).

La relacion C/N es una caracteristica del sustrato ampliamente estudiada y
manipulada para la colonizacion de mohos. Este factor tiene una influencia critica en el
desarrollo del micelio y posterior fructificacion. Diferentes mohos muestran preferencia por
composicion de sustrato y proporcion de C/N para su desarrollo (Kumla et al., 2020). La
relacion C/N de 17,6 + 0,9 obtenida es deseable para la expresion de lacasas. Membrillo et
al., (2008) modificaron un sustrato (bagazo de cafia con C/N=142) agregando sulfato de
amonio para reducirlo a 20, logrando una sobreexpresion de enzima lacasa para una de las
cepas de Pleurotus empleada. Gregori et al., (2008) observaron que al agregar BGC a la
formulaciéon para lograr una C/N menor a 20, se modificaban los tipos de enzimas
ligninoliticas expresadas: favoreciendo la expresion de lacasa sobre peroxidasas
dependientes de manganeso. Ademas, relaciones de C/N de 18,3, resultaron en una mayor
expresion de lacasa en el moho de pudricion blanca Abortiporus biennis (He, Pan, He, & Xu,
2014). Otros autores también han reportado el aumento de expresion de lacasa sobre
peroxidasa al suplementarse el medio de crecimiento con nitrogeno, tanto orgéanico como

inorganico (Kachlishvili, Penninckx, Tsiklauri, & Elisashvili, 2006).
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El uso de este sustrato para otros propo6sitos podria no resultar adecuado al considerar
que su relacion C/N se califica como una proporcion baja. Por ejemplo relaciones C/N altas
(55-150 dependiendo de las especies) son valores normales utilizados para la producciéon
agroindustrial de hongos comestibles (Kumla et al., 2020). Para la eficiencia de expresion de
metabolitos como la enzima lacasa, se registra una mayor cantidad de las enzimas
ligninoliticas cuando se reduce la proporcion de C/N con aditivos altos en nitrégeno (Kurt &
Buyukalaca, 2010). Es valioso rescatar que el nitrogeno encontrado (2,6 = 0,12%), se
considera una fuente natural de proteina orgénica y que al igual que los hidrolizados de
cianobacterias (Mishra & Kumar, 2007) o levaduras (Karp et al., 2015) resultan mas eficaces
que fuentes de nitro6geno inorganico en la promocion de expresion de metabolitos (Helina

Patel & Gupte, 2016).

El contenido de macro y micronutrientes BSG se presentan en el Cuadro VI, las
cantidades determinadas superan las concentraciones minimas sugeridas por la literatura
(Walker & White, 2018). Se ha probado que la composicion presente en hidrolizados de este
tipo de residuos, son mas eficientes en propiciar la produccion de biomasa que una
preparaciones de azucares y nitrogeno inorganico equivalentes, debido a la presencia de sus
micronutrientes (Helina Patel & Gupte, 2016). Sin embargo se debe tomar en cuenta la
biodisponibilidad y bioaccessibilidad de los mismos en un sistema de FMS, raz6n por la cual
en fermentaciones liquidas se utilizan hidrolizados de BGC para promover la produccion de
metabolitos (A. Patel, Mikes, Biihler, & Matsakas, 2018). A pesar de que los
microorganismos saprofitos cuentan con las herramientas enzimaticas para poder acceder a
la totalidad de los micronutrientes del sustrato, es conveniente suplementar el medio para la
produccion eficiente de biomasa y metabolitos de interés, principalmente con iones de

potasio y magnesio biodisponible (Karp et al., 2015).



39

Cuadro VI. Macro y micronutrientes presentes en BGC generado en la produccion artesanal
de cerveza estilo “pale ale” y concentracidn minima para el crecimiento y desarrollo
metabdlico de mohos.

I6n metdlico Yalgr deteeminagy Congentatign Funciones celulares principales?
en BGC! Minima?
P (0,34 £0,02) g/100gr n.e Acidos nucleicos, ATP,

K 53;161;7)171 (1)61 Zz 2-4 mmol/L Osmorregulacion, actividad enzimatica
Mg Sﬁglﬁgg ;3 2-4mmol/L Actividad enzimatica, divisién celular
S 53;161;7)171 (1)61 Zz n.e Sintesis de aminoacidos y vitaminas

Mn (:gl’gljzl 306,g(;) 2-4 umol/L Cofactor enzimatico
Ca (19111112171 584ng 1) < lumol/L Mensajero secundario
Cu @4 0,0;rum01/1 L 1-5 umol/L Reacciones Redox
Fe (111213;’61 /TO%:? 1-3 umol/L Proteinas, citocromos
(56,6 = 4,0) umol/100 Actividad enzimatica, estructura
Zn 2-8 umol/L
er ) proteica
Ni nd 10 umol/L Actividad ureasa
Mo i 1,5 umol/L Metabolismo de Nitratos, Vitamina
B12
Co nd 0,1 umol/L Cobalamina, coenzima

! Datos expresados como promedio =+ desviacion estindar, n=3 (CIA-UCR).

2 Relacionadas a levadura (S.cereviceae), son dependientes de especie/cepa condiciones de
crecimiento, pero son aplicables para condiciones generales de crecimiento de mohos. Traducido de
(Walker & White, 2018).

n.e-No especificado

n.d- No determinado
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5,2 Seleccion de moho eficiente en la expresion de enzima lacasa.

Se encontré que durante la seleccion del moho mas eficiente en la expresion de
enzima lacasa, los cinco mohos evaluados mediante el indice de potencia indujeron un
cambio en la coloracion del medio. La generacion del color verde oscuro resulta de la
oxidacion del ABTS (Mali, Kuuskeri, Shah, & Lundell, 2017), por lo que se confirma que
todas las cepas evaluadas produjeron lacasas. Las cepas P. ostreatus, P. pulmonarius y L.
edodes mostraron actividad desde el momento en que se inocularon. Esto no se considera
dentro del experimento, sin embargo evidenciaron que son capaces de expresar la enzima de

interés en medios de crecimiento como agar papa dextrosa acidificado en este caso (Pointing,

1999).

Se encontro que el efecto de la cepa de moho utilizado fue el unico factor significativo
sobre el desarrollo de indice de potencia, (F (30) =9,76, p < 0,0001) y que los dos factores
“dia” y la interaccion entre “cepa de moho™” y “dia” no fueron estadisticamente significativos
(p=0,5826 y p=0,2964, respectivamente). Esto permite identificar a las cepas de género

Pleurotus sp. como la més adecuadas a partir de su desempefio (Cuadro VII).

CuadroVII. fndice de potencia promedio para las diferentes cepas de los mohos.

Cepa de moho Promedio de indice de Potencia
Pleurotus ostreatus (comercial) 3,1+0,7%
Pleurotus populinum 2,709
Lentiula edodes 1,4+1,1°
B12 0,4+15"
B42 03+1,5°¢

Datos expresados como promedio con su desviacion estdndar. Letras diskintas (superindice)
indican una diferencia significativa al analizarse contra una distribucion de t de student, n=6
2Codigos de identificacion de los mohos silvestres provenientes del proyecto 735-B7-059

Estos valores concuerdan con los reportados para P. sajor-caju, que mostraron
indices de potencia de 2,74 en el dia 4 y 2,65 en el dia 6 (Teck Nam et al. 2010), y con P.
ostreatus quién expreso la lacasa de forma mayor y mas expedita que L. edodes (Montoya &

Levin, 2015).

La seleccion de la subespecie de Pleurotus a utilizarse puede considerar como

parametro la produccién de biomasa, ya que en una FMS es necesario separar el metabolito
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de interés de la biomasa desarrollada. Por esta razén, una mayor cantidad de biomasa
complica la separacion y purificacion de la enzima (Teck Nam et al., 2010). Hay evidencia
de que varias cepas de la especie P. populinum desarrollan una mayor cantidad de biomasa
respecto a P. ostreatus (Ruiz-Rodriguez, Polonia, Soler-Rivas, & Wichers, 2011; Sobal,
Martinez-Carrera, Moreales, & Rousos, 2007). Con base en los resultados del fndice de
potencia y generacion de biomasa se elige la cepa comercial del moho P. ostreatus sobre la
cepa de referencia P. populinum. Se pueden observar diferencias en la densidad y tipo de

crecimiento de los mohos en el Cuadro XII de la seccion de anexos.

5,3 Implementacion de método analitico para cuantificar actividad enzimatica de

lacasa

Se encontraron diferencias significativas (p< 0,0001) entre todas las actividades de
lacasa comercial al evaluarse en buffers con diferente valores de pH; existe una relacion
inversa entre pH y la actividad enzimatica registrada (Cuadro VIII). Los resultados obtenidos
concuerdan con Koschorreck et al., (2008), quienes registraron cuatro diferentes isoenzimas
de Trametes versicolor (lcca, lccf, lccy y lecd.) que presentaron una actividad méxima a pH
entre 1,9 y 3,1. Madzak et al.,(2006) también encontrd que al utilizar ABTS como un sustrato
para diferentes lacasas estas muestran una mayor actividad conforme se reduce el pH del

medio de reaccion.

El coeficiente de variacion también es menor al reducirse el pH (Cuadro IX). Este
comportamiento inverso se explica al promoverse la protonacion de aminoécidos particulares
dentro del sitio activo de la lacasa conforme se disminuye el pH. Estas cargas negativas
ayudan a atraer y contener el ABTS (positivamente cargado) en sitios activos de las lacasas

fangicas (Christensen & Kepp, 2014).



Cuadro VIII. Actividad enzimatica de lacasa comercial (proveniente de Trametes
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versicolor).
pH Actividad Desviacion Coeficiente de
promedio estandar variacion (%)
(Y] (@
6,0 2,247? 0,455 20,26
4,5 17,747° 0,890 5,02
3,0 26,003° 0,646 2,48

Letras distintas (superindice) indican diferencias significativas entre los pardmetros analizados
Nota: los promedios se presentan con un superindice que indica una diferencia significativa al
analizarse contra una distribucion de t de student de dos colas, n=3 y un nivel de significancia de
0,05

En diversos estudios se emplea un pH de 5 para la determinacién de la actividad
enzimatica de las lacasas (empleando ABTS como agente crom6foro); posiblemente este
valor de pH es elegido por las condiciones experimentales posteriores en los que se evaluo
la lacasa obtenida. A pH 5, Koschorreck et al., (2008) registran una mayor estabilidad para
las isoenzimas estudiadas y también se han realizado ensayos posteriores de degradacion de
colorantes (Basto, Silva, Giibitz, & Cavaco-Paulo, 2007; Dhillon, Kaur, & Brar, 2012). Por
otra parte se ha observado que a pH 4 se da una mayor decolorizacion de varios colorantes

por parte de ciertas lacasa analizadas (Rodriguez, Rosales, Gudimn y Sanromén, 2004).

Debido a esto, debe considerarse la aplicacion de la enzima en la eleccion de condiciones
de pH, por ejemplo, en procesos de elaboracion de cerveza. Adicionalmente, debe
considerarse que las lacasas presentan un pH 6ptimo distinto entre el ABTS y compuestos
fendlicos (Madzak et al., 2006; Christensen & Kepp, 2014). Los compuestos fenolicos,
naturalmente presentes en la cerveza, al ser aportados por los granos y lipulos empleados en
el proceso (Callemien & Collin, 2010) serian los sustratos presentes en el medio donde
finalmente se propone aplicar la lacasa. Debido a que la cerveza suele presentar un rango de
pH entre 3,8-4,8 (Kaneda, Takashio, Tamaki, & Osawa, 1997; Vriesekoop, Krahl, Hucker,
& Menz, 2012) se selecciond un buffer ajustado a un pH de 4,5 para cuantificar la actividad

enzimadtica en este estudio, que ademas presenta un bajo coeficiente de variacion.

Las actividades de validacion de las longitudes de onda registradas a 418 nm y 405 nm

no fueron estadisticamente diferentes (¢ (3,8)=2,11 p= 0,10), por lo que las lecturas
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posteriores fueron realizadas a 405 nm. Se requirié determinar la distancia de lectura para la
actividad enzimaética en el Bio-TEK; esto debido a que una cubeta utilizada para medir en un
espectrofotometro UV/Vis tiene una profundidad de 1 cm, distinto a las microplacas de 96
pocillos empleadas en el Bio-TEK, donde la medicion espectrofotométrica se realiza
verticalmente y la geometria del pozo y la composicion del liquido medido puede tener
impactos considerables en el calculo. Por ejemplo, en la determinacion de la concentracion
de material genético, altas concentraciones (>20 ug/ml) pueden reducir la distancia de lectura
hasta en un 15% al afectar el menisco de la solucion analizada en el pocillo (Lampinen et al.,
2012). La figura 6 ilustra este efecto, en el que 300 ul de muestra resulta en medidas de
distancia distintas. La mezcla analizada resulté6 ser menos que el centimetro de alto de la
microplaca, (x=0,830 cm, o = 0,020), distancia medida a través de la funcion ofrecida por el
Bio-TEK. Se espera que la distancia de lectura de los extractos de FMS sea ligeramente

menor ya que puede presentar una mayor cantidad de solutos.

Figura 6. Efecto de 1a composicion del buffer en el menisco formado dentro de un pozo de
una microplaca de lectura de espectrofotometros. De izquierda a derecha: agua, buffer TE,
buffer Tris de alta concentracion y buffer de acetato. (Lampinen et al., 2012)

Las actividades enzimaticas medidas en ambos equipos a 405 nm no fueron
significativamente distintas (p=0,92). Respecto a los parametros de precison (Cuadro IX), la
repetibilidad presenta una menor variabilidad con el Bio-TEK que con el UV/Vis. Los
coeficientes de variacion para la reproducibilidad y repetibilidad del Bio-TEK se consideran
aceptables (Bustamante & Carrascal, 2010). Esto implica que es adecuado y deseable utilizar
el lector de microplacas para cuantificar la actividad enzimatica de lacasa al obtenerse
resultados més precisos empleando una menor cantidad de reactivos, tiempo y con la

posibilidad de aumentar la cantidad de réplicas, logrando un método mas robusto.
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Cuadro IX. Parametros de precision para el método de determinacion actividad enzimatica
de Lacasa comercial (Trametes versicolor) en el equipo Bio-TEK® Synergy™ HT.

Equipo Espectrofotémetro Bio- TEK Synergy
UV-Vis
Parametro Repetibilidad Repetibilidad Reproducibilidad
Promedio 7,29 7,82 7,97
Desviacion 0,530 0,225 0,242
Estandar
Coeficiente de 7,27 2,88 3,03

Variacion (%)

5,4 Cuantificacion de la actividad enzimatica durante FMS sobre BGC

Respecto a la fermentacion de residuos de BGC, la seleccion de la cepa comercial P.
ostreatus permitié definir las condiciones de trabajo como el tiempo de fermentacion y la
cantidad de sulfato de cobre a adicionar (0,28 mM en el medio humectante) (Patel, 2009;
Barba et al., 2016). Los valores promedio de actividad enziméatica de la lacasa para este
experimento se presentan en la figura 7. Durante su crecimiento vegetativo, normalmente
antes del dia 18, se ha registrado la mayor actividad enzimética de la lacasa; varios estudios
han encontrado la produccion maxima entre 7 y 10 dias de fermentacion, utilizando diversos
sustratos (Banfi et al., 2015; Kurt & Buyukalaca, 2010, Fen et al. 2019). Por lo tanto se
esperaba registrar la produccion maxima de las lacasas dentro de los primeros 12 dias de

fermentacion investigados.
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Figura 7. Actividad de enzima lacasa (U/mg), durante doce dias de fermentacion sobre residuos de
granos de cerveza.

La actividad de enzima lacasa se presento a partir del sétimo dia de fermentacion. Se
registr6 un maximo de actividad promedio de 0,258 + 0,28 U/mg de BGC seco en el noveno
dia de FMS. Durante la fermentacion el crecimiento de micelio fue casi nulo y para el final
de los 12 dias de FMS ninguna de las unidades de fermentacion analizadas habia sido
colonizada completamente por el micelio inoculado y en algunas caratulas no se observo
crecimiento. La inhibicion completa del crecimiento observada en algunas unidades de
fermentacion es inesperada, ya que el BGC se ha empleado como sustrato Unico para el
crecimiento de variedades de Pleurotus sp. (D. Wang, Sakoda, & Suzuki, 2001). Sin
embargo, en una de las nueve réplicas fue posible obtener resultados cercanos a los

esperados; esta se presentard y discutird de manera diferenciada més adelante.

En términos generales, el desarrollo del micelio y la actividad de la enzima lacasa
registrada en los extractos de las caratulas durante la FMS fueron menores a la esperada. El
contenido de nitrogeno de los extractos no muestra una diferencia notoria con respecto a los
controles en diferentes dias (Figura 9, seccion de anexos). La actividad observada parece
indicar que se dio un efecto inhibitorio debido al sustrato de crecimiento, se sospecha de la
presencia de acido fosforico y compuestos fendlicos como posibles causas de la inhibicion

observada. Se ha determinado que concentraciones de 1g/kg de acido fosforico en agar APD
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tienen un efecto inhibitorio en el desarrollo del micelio de Fusarium, Aspergillus y
Penicillium spp. (Lin & Chen, 1995); sin embargo no se han encontrado reportes similares
para el género Pleurotus. El 4cido fosforico es adicionado al agua de proceso para regular la
acidez de la operacion de macerado, de esta manera se pudo haber incorporado en el BGC
empleado como sustrato para esta investigacion. De acuerdo con el proceso ejecutado por la
cerveceria que facilito el BGC, se estima que el acido fosforico pudo estar presente en una

cantidad de hasta 1,14 g/kg de sustrato en cualquiera o todos los lotes estudiados.

Por otra parte, el BGC es una fuente interesante de compuestos fendlicos (Callemien
& Collin, 2010). Los acidos hidroxicinamicos provienen de la pared celular vegetal del BGC,
el acido feralico y p-coumarico son los mas abundantes, seguidos por los &cidos sinapico,
caféico y siringico (Farcas et al., 2016). A pesar de que estos compuestos fendlicos inducen
la expresion de la lacasa, se ha reportado que dependiendo de su concentracion estos pueden
inhibir el desarrollo micelial de P. pulmonarius, particularmente el acido fertlico, la
vainillina y &cido galico. El tamafio de colonias desarrolladas sobre APD con 0,25 mM de
acido ferualico (48 mg/ml), 4cido p-coumadrico (41 mg/ml), &cido caféico (45 mg/ml), o 4cido
siringico (50 mg/ml), por 6 dias resulté en colonias 36%, 16%, 5% y 7% mas pequeiias,
respectivamente (De Souza, Tychanowicz, De Souza, & Peralta, 2004). A la fecha se han
reportado contenidos entre 2,4-0,3 mg/g de acido feralico y 1,21-0,68 mg/g de acido p-
coumarico en residuos de BGC (Skendi et al., 2018), la no cuantificacion de estos
compuestos para el BGC empleado en este experimento limita el analisis para determinar si

son una fuente de inhibicion.

La figura 8 muestra los valores promedio de actividad enzimatica de la lacasa presentes en

la réplica que aparentemente no sufri6 inhibicion del sustrato.
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Figura 8. Actividad de enzima lacasa (U/mg) de réplica atipica durante doce dias de fermentacion
sobre residuos de granos de cerveza. Los valores corresponden al promedio de 6 determinaciones
para cada punto de muestreo.

Se registr6 un maximo de actividad promedio de 29,305 + 0,732 U/mg de BGC seco
en el doceavo dia de FMS. El comportamiento del crecimiento del micelio fue similar a las
muestras que presentaron baja actividad, mostrando un ligero aumento para el dia 12 de

fermentacion.

La tendencia observada en la figura 8 es esperada ya que al aumentar la biomasa dentro
de las unidades de fermentacion se registr6 una mayor actividad enziméatica de la lacasa,
varios autores ubican el méximo de actividad lacasa durante el crecimiento vegetativo, entre
los dias 7 y 10 (Banfi et al.,, 2015; Kurt & Buyukalaca, 2010; Savoie, Salmones, & Mata,
2007); Dhillon, Kaur, y Brar (2012) también encontraron en el dia 12 los valores de actividad
lacasa mas altos para una FMS de BGC empleando Trametes versicolor. A pesar de ser
solamente una de las réplicas, esto permitid evaluar el andlisis de cuantificacion de la
actividad enzimatica evidenciando que es lo suficientemente robusto para descartar la
posibilidad de que estos resultados sobresalientes se puedan atribuir a un error del muestreo
o analisis de los datos.

Estos resultados son interesantes ya que evidencian una expresion alta de la lacasa ain y

cuando no se han optimizado los parametros de fermentacion para la expresion de la enzima.
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Kurt y Buyukalaca (2010), por ejemplo, encontraron que la actividad maxima de la enzima
lacasa expresada durante un proceso comercial, sobre sustrato de paja de trigo enriquecida
con urea y pasteurizada, presentd una actividad maxima de 5,48 U/mg en el dia 8 de FMS.
A pesar de llevarse a cabo en condiciones de fermentacion comerciales, el ensayo para
cuantificar la actividad enzimatica de la lacasa permite comparar las actividades obtenidas
empleando diferentes sustratos agroindustriales. Al emplear BGC como sustrato, Dhillon,
Kaur y Brar (2012) registraron un maximo de 13,506 + 0,138 U/mg de BGC seco en el dia
12 y TiSma et al. (2017) registré un maximo de 5,6 U/g de muestra de FMS en el dia 7 de
fermentacion empleando Trametes versicolor. Es importanet sefialar que las determinaciones
de estas actividades se realizaron a pH de 3,5 y 3,0 respectivamente, por lo que se esta
sobrestimando la actividad que tendrian las lacasas en un medio como la cerveza. Estos
resultados indican que el uso de BGC como sustrato de crecimiento para P. ostreatus si
resultd en la expresion de una cantidad de interesante de la enzima lacasa a pesar de no
haberse optimizado las condiciones de crecimiento y presentar un menor desarrollo micelial.

Los controles negativos de fermentacion y blancos no registraron actividad enzimatica
de la lacasa, en algunos controles inclusive se presentaron lecturas ligeramente negativas, lo
que se puede atribuir a la cantidad de compuestos antioxidantes naturalmente presentes en
los granos de cerveza, como por ejemplo flavonoides y &cidos fenolicos. Se han reportado
contenidos de flavonoides entre (0,02-13,16) mg QE (equivalente de quercetina)/ 100 gramos
de material (Skendi et al., 2018).
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Conclusiones

Las fracciones de BGC son un sustrato adecuado para su uso en procesos de FMS,
las cuales presentan caracteristicas fisicas y quimicas deseables para la obtencion de
lacasas.

Existe una diferencia significativa en la CRA de las fracciones de BGC retenidas en
el tamiz U.S Standard N° 8 y N°16; la de menor tamafio presenta una CRA mayor.
Mediante el uso de imagenes digitales, se puede analizar la expresion de la lacasa en
agar LBM enriquecido con ABTS.

El pH del medio de analisis ejerce una influencia significativa y dramética sobre la
actividad enzimatica determinada de una lacasa comercial, empleando ABTS como
agente cromoforo.

Fue posible validar el analisis actividad de la lacasa en un equipo de microplacas y
en 2 longitudes de onda de lectura, obteniendo adecuados parametros de trabajo
(coeficientes de variacion para la reproducibilidad y repetibilidad).

P. ostreatus present6 dificultades para desarrollarse (a 23°C, 80%< de HR), por 12
dias sobre el sustrato empleado de BGC.

Fue posible obtener un extracto con la enzima lacasa a partir de un proceso
fermentativo con residuos de BGC utilizando un moho comercial bajo condiciones

estandarizadas sin optimizacion.
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Recomendaciones
Evaluar el impacto que tiene un pretratamiento de lavado de BGC con agua sobre el
desarrollo de micelio y expresion de la enzima lacasa ya que se ha observado que el
lavado de BGC ha resultado en una mejor eficiencia biologica (D. Wang et al., 2001)
Incluir un AID del desarrollo micelial de mohos directamente sobre el sustrato estudiado
como criterio de seleccion para evaluar su posible desempefio en una FMS o, como
minimo, realizar pruebas de crecimiento sobre placas cuyo agar haya sido enriquecido
con el sustrato, liofilizado y molido, en cuestion.
Modificar la cAmara de captura de imagenes digitales pintandola con blanco opaco, esto
podria resultar en la toma de imagenes con iluminacién mas uniforme.
Repetir 1a determinacion de lignina en BSG aplicando las mejoras propuestas al método
AOAC por Raffrenato y Van Amburgh (2011).
Realizar un experimento para dimensionar la posible inhibicion del desarrollo micelial
de P. ostreatus, como lo cuantifica De Souza et al, (2004), debido a presencia de acido
fosforico en un rango de 0 a 1,5 mg/kg, en placa y sobre BGC.
Realizar una cuantificacion de compuestos fendlicos para determinar si son una posible
fuente de inhibicion de desarrollo micelial.
Realizar un anélisis de capacidad antioxidante del medio de fermentacion para evaluar si
es necesario ajustar el calculo de la actividad enzimética lacasa contemplando el posible
error negativo asociado a la accién de los antioxidantes sobre el analito (ABTS)
cuatificado espectrofotométricamente en el extracto analizado.
Debido a que modificaciones sobre la proporcion C/N y el tamafio de particula del
sustrato pueden propiciar una expresion diferenciada de la enzima lacasa al utilizar P.
ostreatus (Membrillo et al., 2008), se recomienda evaluar los siguientes factores:

o Utilizar las fracciones retenidas en los tamices N°16 y N°20.

o Adicionar un sustrato inerte, como paja de trigo o zacate estrella, para aumentar

la proporcion C/N siempre y cuando no se reduzca la consentracion de BSG por

debajo de 30% (Gregori et al., 2008).
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Figura 9. Contenido de nitrogeno de extractos de BGC obtenidos durante la fermentacion en medio
solido con Pleurotus ostreatus, 1a cepa comercial.

Figura 10. Espacio de captura de imagenes (sin cobertor), con iluminacion controlada para
la toma de imagenes digitales (Lopez-Gomez, Pérez-Rivero, & Webb, 2019)
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Cuadro XI. Particulas del endospermo y pericarpio de diferentes fracciones de BGC

sobre una linea de referencia de 0,2 mm de ancho.

Tipo de
Particula

N°8

N°16

N°20

Endospermo

Pericarpio




Cuadro XII. Micelios de mohos de interés creciendo sobre APD acidificado.

68

Moho

Centro

Frontera

B1

P. ostreatus

P. populinum

L. edodes

B4






