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RESUMEN

El residuo de malta de cerveza es el principal subproducto de la industria cervecera, representa el 85% de los residuos
generados en el proceso de produccion. En este trabajo se utilizo el residuo de malta de cerveza como una opcion
econdmica y versatil para producir celulasas usando dos estrategias de cultivo, fermentacion sumergida y sélida. Los
microorganismos utilizados fueron hongos aislados en la zona costera de Jalisco y se identificaron como Aspergillus
fumigatus y Penicillium spp. El residuo de malta de cerveza se utilizé como fuente de carbono, inductor y sustrato
para el crecimiento de los hongos y produccion enzimatica. La actividad celulasa en fermentacion sumergida fue de
0.354 y 0.232 U/mL para 4. fumigatus y Penicillium spp., respectivamente ambas a 72 h de cultivo. En el caso de la
fermentacion solida la actividad enzimatica detectada fue 7.50 U/grmc para A. fumigatus a los 11 dias de cultivo y
Penicillium spp. presento la mayor actividad a los 14 d con 8.31 U/grmc. De acuerdo con los resultados, este residuo
fue adecuado para la produccion de metabolitos de alto valor agregado, como las enzimas. Ademas, se lograron aislar

e identificar microorganismos capaces de producir celulasas en fermentacion sumergida y sélida.
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ABSTRACT
Beer spent grains is the main by-product of the brewing industry, it represents 85% of the waste generated in the beer
production process. In this work, beer spent grains was used as an inexpensive and versatile option to produce
cellulases using two culture strategies, submerged and solid fermentation. The microorganisms used were fungi
isolated from the coastal zone of Jalisco and were identified as Aspergillus fumigatus and Penicillium spp. The beer
spent grains was used as carbon source, inducer and substrate for fungal growth and enzyme production. Cellulase
activity in submerged fermentation was 0.354 and 0.232 U/mL for 4. fumigatus and Penicillium spp., respectively,
both at 72 h of culture. In the case of solid fermentation, the enzymatic activity detected was 7.50 U/grmc for A.
fumigatus at 11 days of culture and Penicillium spp. had the highest activity at 14 d with 8.31 U/grmc. According to
the results, this residue was suitable to produce high added value metabolites, such as enzymes. Furthermore, it was

possible to isolate and identify microorganisms capable of producing cellulases in submerged and solid fermentation.

KEY WORDS: enzymes, revalorization, residues, isolating, identification.
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INTRODUCCION

La produccion de cerveza comienza con la germinacion
controlada de la cebada para producir la malta,
ingrediente clasico de la industria cervecera (Mussato et
al. 2006). Después, la malta se seca y se almacena. El
proceso continua con el molido de la malta para
producir harina que se mezcla con agua y se calienta
para producir un licor rico en azlcares fermentables,
polipéptidos y aminoacidos (Mussato et al., 2006,
Nigam, 2017). El licor se filtra y la parte insoluble se
conoce como residuo de malta de cerveza (Nigam,
2017)

El residuo de malta de cerveza (RMC) representa el
residuo mas importante de la industria cervecera (Niemi
et al., 2017). Esta industria genera aproximadamente 20
kg de RMC himedo por cada 100 L de cerveza (Steiner
at al., 2015). En 2018 México produjo 11,980 millones
de litros de cerveza, generando 2.3 millones de RMC
(Amador, 2019). EI RMC estd compuesto
principalmente por celulosa, hemicelulosa, lignina,
proteinas, lipidos y almidon (Patel et al., 2018). Es
utilizado como pienso para animales, ingrediente para

alimentos de consumo humano, y materia prima para la

produccion microbiologica de bioetanol, acido lactico,

xilitol y enzimas (Nigam, 2017). Algunas de las enzimas
que se han producido son amilasas, xilanasas, celulasas,
lacasas, ferurolil esterasa, etc., usando bacterias y hongos
(Mussatto et al., 2013). En algunos casos, los medios de
produccion no son suplementados, porque el RMC tiene
los nutrientes necesarios para el crecimiento de
microorganismos y produccion de metabolitos.

En afios recientes, el uso de celulasas ha crecido por sus
multiples e importantes aplicaciones en las industrias de
papel, alimentacidon animal, agricultura, limpieza y
biorrefineria. Las celulasas son un grupo de enzimas:
glucanasas (EC 3.2.1.4), exoglucanasas (EC 3.2.1.91) and
beta-glucosidasas (EC 3.2.1.21) que hidrolizan la celulosa
en oligosacaridos solubles (Nascimiento et al., 2009).
Para la produccion de estas enzimas se utilizan,
preferentemente, hongos filamentosos por ser facilmente
cultivables y producir grandes cantidades de enzimas
extracelulares (Payn et al., 2015). En México hay una
gran biodiversidad de hongos que no han sido estudiados
y que pueden ser usados para la produccioén de enzimas.
El objetivo de este trabajo fue revalorizar el RMC para
producir celulasa por fermentacion sumergida y solida

usando dos hongos aislados en playas del estado de

Jalisco.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales
El RMC fue donado por la “Cerveceria Fantastica”,
cerveceria artesanal localizada en Jalisco y se determind
su composicion mediante un analisis bromatologico. El
agar, PDA, PDB, los componentes de los medios de
cultivo y otras sales se compraron a Sigma/Aldrich.
Cribado e identificacion molecular de los hongos
Los hongos se recolectaron en la playa “La Manzanilla”
ubicada en el estado de Jalisco. Los microorganismos
aislados se mantuvieron en cajas Petri con agar papa
dextrosa (PDA) a 4°C. El cribado de los hongos
productores de celulasas se llevo a cabo en cajas Petri
usando un medio de cultivo cuya formulacién fue (g/L):
carboximetilcelulosa (CMC) 10, agar 20, KH>PO4 2,
(NH4)2S04 0.3, MgS04.7H,0 0.3. Las cajas Petri se
inocularon con los hongos aislados y se incubaron a
30°C durante 72 h. La posible actividad celulasa de las
cepas se evidenci6 tifiéndolas con rojo Congo al 0.1%
durante 10 minutos para después lavar con una solucién
de NaCl (1M). Las cepas con capacidad de hidrolizar
CMC formaron un halo, aquellas con los halos mas
grandes se eligieron para un segundo cribado (Kasana

et al., 2008). Las cepas elegidas se inocularon en un

medio liquido con la misma formulacion que el medio
anterior sin agar y se incubaron a 30°C, 220 rpm durante
5 dias.

Aquellas que presentaron mejor crecimiento se eligieron
y se identificaron wusando ADN gendémico. La
identificacion se llevo a cabo amplificando la region ITS
iniciadores

usando los ITS1 (5°-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5°-

TCCTCCGCTTATT- GATATGC-3’). El ADN
gendmico fue extraido usando el kit DNeasy plant mini
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN
extraido se observé en un gel de agarosa (1%) y cuantifico
en un NanoDrop. La PCR se hizo con una mezcla de:
ADN aislado 100 ng, buffer PCR 1x, primers 0.2 uM
(sentido y contrasentido) y ADN polimerasa Phusion
High-Fidelity 1 pM de. Las condiciones de la PCR
fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C, 5 min seguido
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C, 30 s,
hibridacion a 45°C, 1 min y elongacioén a 72°C, 1.5 min
con una elongacion final a 72°C por 10 min. El fragmento
amplificado fue separado en un gel de agarosa (1%) y se
disolvio en 30 puM de agua para secuenciarse. La

secuencia fue ensamblada y analizada con el software

BioEdit, y se buscaron similitudes en el BLASTn
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Residuo de malta de cerveza

Para retirar los azicares solubles que tiene el RMC se
colocaron 100 g del residuo en un vaso de precipitados
y se agregaron 600 mL de agua destilada. La mezcla se
agito durante 2 h a 250 rpm, después se filtré usando un
lienzo y el s6lido se secd en un horno a 70°C durante 48
h. Una vez seco una parte se molié con un molino de
café.

Produccién de celulasas

Ino6culo

La composicion del medio de cultivo fue (g/L): PDB 12
y RMC lavado y molido 100. Una vez estériles y frios
se inocularon con las cepas elegidas y se incubaron a
30°C, 180 rpm durante 72 h.

Fermentacion sumergida

Las celulasas fueron producidas en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio. El medio
de produccion fue (g/L) RMC lavado y molido 4,
extracto de levadura 0.4, NH4NO3 0.4, KH,PO4 0.04,
K>HPO4 0.4 y MgS04 0.1.

El medio esterilizado y frio (15 min, 121°C) se sembrd

con 5 mL del inoculo. Las condiciones de produccion

fueron 30°C, 180 rpm. Se tomaron muestras cada 24

horas por 4 dias. La biomasa se separ6 por centrifugacion
(12500 rpm, 10 min) y la actividad enzimatica se
determino en el sobrenadante. El experimento se hizo por
duplicado.

Fermentacion solida

En este caso, las celulasas fueron producidas en matraces
Erlenmeyer de 125 mL con 5 g de RMC lavado sin moler
estéril. Se inoculd con 4 mL de la semillay 12 mL de agua
destilada estéril. La humedad final aproximada fue de
70%. Los matraces se incubaron a 30°C por 18 dias. Para
determinar la actividad enzimdtica se tomaron dos
matraces de cada hongo cada determinado tiempo. El
extracto enzimatico se recuperd adicionando 30 mL de
agua destilada a cada matraz para después agitarlo a 250
rpm durante 1 hora. El RMC fermentado se removid
mediante centrifugacion (12500 rpm, 10 min) y la
actividad enzimatica se determiné en el sobrenadante. El
experimento se hizo por duplicado.

Determinacion de actividad celulasa

La actividad enzimdtica se determind midiendo la
hidrolisis de CMC (1%). Las condiciones de reaccion
fueron 50 pL. de CMC y 50 pL de extracto enzimatico a
50°C, 30 minutos. Los aztcares hidrolizados se midieron

usando el método de DNS (Miller, 1959). Una unidad de
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actividad celulasa se define como la cantidad de enzima
requerida para liberar 1 pmol de glucosa por minuto a
50°C. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.
RESULTADOS

Material biologico

Se aislaron 15 diferentes hongos de la muestra
recolectada. Todas fueron cultivadas en el medio de
CMC. En la figura 1 se observan los halos formados por
algunas de las cepas. Solo 9 de los hongos ensayados
presentaron el halo indicativo de hidrolisis de CMC.
En el siguiente cribado (medio liquido de CMC), de las
9 cepas formadoras de halo solo 7 presentaron
crecimiento. De estas, se eligieron las 2 que presentaban

mejor crecimiento.

Figura 1. Hongos sembrados en medio CMCy

tefiidas con rojo Congo.

Las cepas elegidas para la produccion de celulasa y que
fueron identificadas fueron las marcadas como H1 y HPA.
De acuerdo con la identificacién molecular realizada H1
es Aspergillus fumigatus y HPA es Penicillium spp.

La composicion del RMC se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica del RMC (anélisis

bromatoldgico).
Componente Concentracion (%)

Humedad 4.4
Cenizas 2.1
Grasas 4.6
Proteina 18.6
Carbohidratos totales 66.1
Fibra cruda 4.2

En la figura 2 se muestra el RMC lavado y seco que se

utilizo como fuente de carbono e inductor para la

produccion de celulasas.

Figura 2. RMC lavado y seco utilizado en este estudio.

Produccion de celulasas

Fermentacion sumergida
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Se detecto produccion de celulasas con ambos hongos
usando RMC lavado como fuente de carbono e inductor,
tal como se puede observar en la figura 3.

En el caso se A. fumigatus la mayor actividad
enzimatica fue de 0.354 U/mL a las 72 h de cultivo. Se
observo buen crecimiento y se detecté produccion de
celulasas desde las 24 h.

Penicillium spp. produjo celulasas a las 48 h, de acuerdo
con los detectado. La mayor actividad enzimatica fue de
0.232 U/mL a las 72 h. Sin embargo, se observd
crecimiento desde las 24 h de cultivo.

0.4

\

—@— Aspergillus fumigatus

Actividad celulasa (U/mL)

Penicillium spp.

0 20 40 60 80 100
tiempo (h)
Figura 3. Produccion de celulasas con RMC lavado en

fermentacion sumergida con A. fumigatus y

Penicillium spp. Desviacion estandar menor a 5%.

A. fumigatus presentd mayor actividad que Penicillium
spp. al mismo tiempo de cultivo (72 h). Sin embargo,

ambos hongos tuvieron la capacidad metabodlica para

crecer y producir celulasas en RMC lavado en
fermentacion sumergida.

Fermentacion solida

Se detectd crecimiento y produccion de celulasas con
ambos hongos usando RMC lavado como tnico sustrato.

En el caso se 4. fumigatus la mayor actividad enzimatica

fue de 7.50 U/g a los 11 dias de cultivo. Se observo
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20 Penicillium spp.
S 8.00
a
©
S 6.00
3
- 4.00
©
3
2 2.00 j I
o
<

0.00
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tiempo (dias)
invasion del hongo en el sustrato y se detecté produccion

de celulasas desde el dia 3.

Figura 4. Produccion de celulasas con RMC lavado en
fermentacion sélida con 4. fumigatus y Penicillium spp.

Desviacion estandar menor a 5%.

Penicillium spp. produjo celulasas a partir del dia 3, de
acuerdo con los detectado. La mayor actividad enzimatica
fue de 8.31 U/g a los 14 dias de cultivo. Sin embargo, se
observ¢ invasion del hongo y produccion de enzima desde

el dia 3 de cultivo.
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Penicillium spp. presentd mayor actividad que A.
fumigatus, pero en este caso fue a distintos tiempos de
cultivo. Sin embargo, ambos hongos tuvieron la
capacidad metabdlica para crecer y producir celulasas
en RMC lavada en fermentacion sdlida mostrando
buena invasion del sustrato.
CONCLUSIONES
El RMC fue revalorizado logrado producir metabolitos
de alto valor agregado, como son las enzimas. Debido a
su composicion resulto ser una excelente fuente de
carbono, inductor y sustrato para el crecimiento de
hongos y produccion de biomoléculas. Se detectaron 7
potenciales hongos productores de celulasas, y se
eligieron los 2 que presentaron crecimiento mas rapido
y halos de mayor tamafio. De acuerdo con Ila
identificacion molecular realizada los 2 hongos se
identificaron como A. fumiagatus y Penicillium spp.
Ambos produjeron celulasas en fermentacion sélida y
liquida.
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