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DISENO DE EMULSIONES DE ELEVADA FASE INTERNA A PARTIR DE SUBPRODUCTOS DE LA
INDUSTRIA CERVECERA. CARACTERIZACION MORFOLOGICA, REOLOGICA Y FiSICA.

RESUMEN

Las grasas plasticas, ricas en acidos grasos saturados (AGS) y trans (AGT) son las responsables de
un gran numero de atributos en los alimentos que consumimos ya que aportan textura, aroma,
sabor, palatabilidad y estabilidad a la oxidacion. Sin embargo, su consumo estd relacionado con
la aparicidn de graves problemas de salud. En consecuencia, un tema actual de gran interés es
el desarrollo de nuevos tipos de grasa, libre de AGT y con baja proporcién de AGS, que sean
capaces de simular las propiedades funcionales tecnolégicas de las grasas plasticas. La industria
cervecera moderna genera elevadas cantidades de residuos sélidos que contienen biopolimeros
-proteinas y polisacdridos- con interesantes propiedades tecnoldgicas y funcionales, por
ejemplo, emulsificantes y estabilizantes. En este sentido, el objetivo del trabajo es desarrollar
emulsiones de alta fase interna, empleando como emulsionante y estabilizante el subproducto
de la industria de elaboracidon de cerveza, lamado torta de cerveza. Para ello, se ha estudiado la
influencia de la concentracion de subproducto y del pH de la fase acuosa de la emulsién en la
estabilidad fisica y estructural de las emulsiones. La microestructura de las emulsiones se ha
estudiado por microscopia electrdnica de barrido a temperaturas criogénicas (Cryo-SEM). Para
evaluar el comportamiento reoldgico se han realizado barridos de esfuerzo, frecuencia y se ha
determinado la curva de flujo. Ademas, se ha estudiado la estabilidad fisica y el color de las
emulsiones. Las emulsiones elaboradas con mayor concentracidn de subproducto y con la fase
acuosa de mayor pH fueron las mds estructuradas. Estas emulsiones presentaron glébulos
pequefios, homogéneos, de estructura poliédrica y una menor proporcion de pérdida de aceite.
Los resultados de los ensayos de reologia mostraron en todas las emulsiones un
comportamiento similar a un sélido en el intervalo de viscoelasticidad lineal. Tanto el pH de la
fase acuosa de la emulsién como la concentracidn de subproducto influyeron en la estabilidad
fisica y en el color de las emulsiones.

PALABRAS CLAVE: estructuracion de aceites, estabilidad fisica, emulgentes, estabilizantes,
estructura, biopolimeros, microscopia, Cryo-SEM, aceites vegetales



HIGH INTERNAL PHASE EMULSIONS DESIGN FROM BREWERY INDUSTRY BY-PRODUCTS.
MORPHOLOGICAL, RHEOLOGICAL, AND PHYSICAL APPROACH.

ABSTRACT

Plastic fats, rich in saturated fatty acids and trans, are responsible for many attributes in the
foods we consume as they provide texture, aroma, flavour, palatability, and oxidation stability.
However, its consumption is related to the appearance of serious health problems.
Consequently, a current topic of great interest is the development of new types of fat, free from
trans fatty acids and with a low proportion of saturated fatty acids, which can simulate the
technological properties of plastic fats. The modern brewing industry generates high amounts
of solid waste containing biopolymers - proteins and polysaccharides - with interesting
technological and functional properties, for example emulsifiers and stabilizers. In this sense,
the objective of the work is to develop high internal phase emulsions, using as emulsifier and
stabilizer the by-product of the brewing industry, called trub. To this end, the influence of the
by-product concentration and the pH of the aqueous phase of the emulsion on the physical and
structural stability of the emulsions has been studied. The microstructure of the emulsions has
been studied by scanning electron microscopy at cryogenic temperatures (Cryo-SEM). To
evaluate the rheological behaviour, stress and frequency sweeps have been carried out and the
flow curve has been determined. In addition, the physical stability and colour of the emulsions
have been studied. The emulsions made with the highest concentration of by-product and with
the aqueous phase with the highest pH were the most structured. These emulsions presented
small, homogeneous globules, with a polyhedral structure and a lower proportion of oil loss. The
results of the rheology tests showed a behaviour like a solid in all the emulsions in the linear
viscoelasticity range. Both the pH of the aqueous phase of the emulsion and the concentration
of by-product influenced the physical stability and the colour of the emulsions.

KEY WORDS: structuring of oils, physical stability, emulsifiers, stabilizers, structure,
biopolymers, microscopy, Cryo-SEM, vegetable oils



DISSENY DE EMULSIONS DE ELEVADA FASE INTERNA A PARTIR DE SUBPRODUCTES DE LA
INDUSTRIA CERVECERA. CARACTERITZACIO MORFOLOGICA, REOLOGICA I FiSICA.

RESUM

Els greixos plastics, rics en acids grassos saturats (AGS) i trans (AGT) son les responsables d'un
gran nombre d'atributs en els aliments que consumim, ja que aporten textura, aroma, sabor,
palatabilitat i estabilitat a I'oxidacié. No obstant aixd, el seu consum esta relacionat amb
['aparicié de greus problemes de salut. En conseqiiéncia, un tema actual de gran interes és el
desenvolupament de nous tipus de greix, lliure d'AGT i amb baixa proporcié d'AGS, que siguin
capacos de simular les propietats funcionals tecnologiques dels greixos plastics. La industria
cervesera moderna genera elevades quantitats de residus solids que contenen biopolimers -
proteines i polisacarids- amb interessants propietats tecnologiques i funcionals, per exemple,
emulsificants i estabilitzants. En aquest sentit, I'objectiu del treball és desenvolupar emulsions
d'alta fase interna, emprant com a emulsionant i estabilitzant el subproducte de la industria
d'elaboracio de cervesa, anomenat torta de cervesa. Per aix0, s'ha estudiat la influeéncia de la
concentracié de subproducte i del pH de la fase aquosa de I'emulsié en I'estabilitat fisica i
estructural de les emulsions. La microestructura de les emulsions s'ha estudiat per microscopia
electronica de rastreig a temperatures criogéniques (Cryo-SEM). Per avaluar el comportament
reologic s'han realitzat escombrats d'esforg, freqiiéncia i s'ha determinat la corba de flux. A més,
s'ha estudiat I'estabilitat fisica i el color de les emulsions. Les emulsions elaborades amb major
concentracié de subproducte i amb la fase aquosa de major pH van ser les més estructurades.
Aquestes emulsions van presentar globuls xicotets, homogenis, d'estructura poliédrica i una
menor proporcid de pérdua d'oli. Els resultats dels assaigs de reologia van mostrar en totes les
emulsions un comportament similar a un solid en l'interval de viscoelasticitat lineal. Tant el pH
de la fase aquosa de I'emulsié com la concentracié de subproducte van influir en I'estabilitat
fisica i en el color de les emulsions.

PARAULES CLAU: estructuracio d'olis, estabilitat fisica, emulgents, estabilitzants, estructura,
biopolimers, microscopia, Cryo-SEM, olis vegetals
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1. INTRODUCCION

1.1. RETOS DEL SECTOR AGROALIMENTARIO

En la actualidad, el sector alimentario industrial se enfrenta a grandes desafios. Por un lado, el
area de la produccién agroalimentaria industrial, debe moderar el impacto ambiental de sus
actividades enfocando sus procesos hacia la sostenibilidad y evitando la generacion de
desperdicios y residuos de dificil gestion (Dalmau Estelrich, 2019). Por otro lado, la industria
debe dirigir la produccion de alimentos, hacia el desarrollo y la obtencién de féormulas
alternativas, con ingredientes saludables que sustituyan componentes como, por ejemplo, las
grasas pldsticas industriales, ricas en acidos grasos saturados (AGS) y trans (AGT), ya que se ha
demostrado que presentan efectos adversos sobre la salud (Kwon, 2016).

Una adecuada gestion de residuos es necesaria principalmente por dos motivos. El primero,
porque una elevada cantidad de residuos hace que las instalaciones de tratamiento de residuos
y vertederos estén saturadas, lo que conlleva un grave problema medioambiental (Esparza et
al., 2020). El segundo, porque algunos de estos desechos, principalmente, los procedentes de la
cadena de suministro de alimentos son bio-compuestos ricos en materia organica, como
proteinas, carbohidratos, lipidos y compuestos bioactivos (Kosseva, 2009). Algunos de estos
residuos, por lo tanto, son subproductos con potencial para su valorizacién. La valorizacién es
una oportunidad que permite utilizar los subproductos, reducir los desechos y generar ingresos
directos (Pimentel-Moral et al., 2020). Algunos de estos subproductos/bio-compuestos se
pueden emplear para obtener ingredientes para el desarrollo de alimentos funcionales,
antibidticos, enzimas, biopolimeros y biocombustibles (Dahiya et al., 2018). En el progreso hacia
la valorizacién, la industria alimentaria debe tomar en serio la revisién de sus procesos y
formulaciones para aprovechar el caracter beneficioso de estos subproductos y reintroducirlos
en la cadena alimentaria.

Las autoridades sanitarias advierten que la sustitucién de grasas pldsticas, saturadas y trans es
cada vez mas necesaria y que hay que reducir su consumo, ya que se ha demostrado que estan
asociadas con la aparicion de diversas enfermedades, tales como, obesidad, enfermedades
cardiovasculares y diabetes (Krauss y Kris-Etherton, 2020; Wilczek et al., 2017). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre 1975 y 2016 la prevalencia mundial de la
obesidad casi se ha triplicado, afectando a mas de 650 millones de personas. Debido a esto, la
UE ha limitado, desde el 2 de abril de 2021, el uso de grasas trans a un maximo de 2 gramos por
cada 100 gramos de grasa del producto (Comisidon Europea, 2019). Sin embargo, eliminar este
tipo de grasas totalmente de la alimentacién es complicado porque las grasas saturadas y trans
presentan interesantes propiedades tecnoldgicas, ya que proporcionan textura, estructura y
propiedades sensoriales deseables a los alimentos (Patel y Dewettinck, 2016). Una estrategia
que esta en vias de estudio es la estructuracién de aceites, que permitiria obtener emulsiones
con propiedades fisicoquimicas y sensoriales similares a las de las grasas plasticas saturadas pero
con un perfil lipidico saludable (libres de AGT y con bajo contenido en AGS) (Patel y Dewettinck,
2016). Para estructurar el aceite es necesario emplear agentes emulsionantes y estabilizantes.



1.2. INDUSTRIA CERVECERA

1.2.1. CERVEZA

La cerveza es una bebida alcohdlica fermentada milenaria muy popular y consumida en todo el
mundo. En Espaia su elaboracidn y los parametros que determinan su calidad estan regulados
en el Cédigo Alimentario Espafiol y en el Real Decreto 678/2016. Seguin el RD 678/2016, de 16
de diciembre, por el que se aprueba la norma de calidad de la cerveza y de las bebidas de malta,
la cerveza es el “alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras seleccionadas, de
un mosto cervecero elaborado a partir de materias primas naturales.”

La elaboracién se lleva a cabo a partir de cuatro materias primas basicas: un cereal malteado-
normalmente cebada- (Hordeum vulgare)-, ldpulo (Humulus lupulus), levadura y agua. A nivel
nutricional es fuente de hidratos de carbono, minerales, vitaminas y polifenoles de alto valor
nutricional. Entre el 70 y el 80% de estas sustancias provienen de la maltay entre el 30y el 20%
restantes, del lGpulo. (Senna Ferreira Costa et al., 2021; Thiago et al., 2014).

1.2.2. IMPORTANCIA DEL SECTOR

Durante muchos siglos, la produccién a escala artesanal ha sido suficiente para atender la
demanda. Sin embargo, la popularidad de esta bebida a nivel mundial hizo que en la Revolucién
Industrial se convirtiera en un proceso a gran escala (Thiago et al., 2014). Actualmente, el sector
cervecero juega un papel estratégico en la industria alimentaria, pues la cerveza es la quinta
bebida mas consumida en el mundo, por detrds del té, las bebidas carbonatadas, la leche y el
café (Olajire, 2020). En Espafia, segun el Informe del Consumo de Alimentacién (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2020) de 2020, el sector cervecero ocupaba la segunda
posicidon del sector de bebidas con un valor del 23,9%.

1.2.3. ELABORACION DE LA CERVEZA Y PROBLEMAS ASOCIADOS

El proceso de elaboracion se lleva a cabo en diferentes etapas, segun el diagrama de flujo que
muestra la Figura 1. En primer lugar, se maltea el cereal, que suele ser cebada; luego, se obtiene
el mosto mediante el molturado y macerado de la malta de cebada; después se afiade el lupulo,
se cuece junto al mosto y se deja enfriar; a continuacion, se afiaden las levaduras y se lleva a
cabo la fermentacidon durante varios dias; luego, se deja madurar la cerveza un tiempo
determinado y por ultimo, se realizan las operaciones finales -que pueden variar segun la
industria- entre las que destacan la filtracidn, la pasteurizacién y el embotellado (Marson et al.,
2020). El objetivo de este proceso es transformar el almidén de los granos de malta en azicares
simples para ser fermentados por las levaduras, y finalmente producir una bebida sutilmente
carbonatada y de bajo contenido en alcohol (Rachwat et al., 2020).
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de cerveza (Rachwat et al., 2020).

Este proceso de elaboracién consume grandes cantidades de energia y de agua y genera
corrientes de agua residual y subproductos, asi como emisiones de gases contaminantes a la
atmoésfera, por lo que la industria cervecera se enfrenta a importantes desafios ambientales
(Olajire, 2020). Especialmente, la producciéon a gran escala tiene como consecuencia la



produccién de grandes cantidades de material de desecho orgdnico (Rachwat et al., 2020), por
lo que en los ultimos afios se han introducido avances tecnoldgicos para reducir la generacion
de subproductos en el proceso. Sin embargo, existen ciertos subproductos propios de la
elaboracion que dificilmente se pueden disminuir y, por tanto, han de desarrollarse nuevas
tecnologias para su aprovechamiento. (Senna Ferreira Costa et al., 2021; Thiago et al., 2014).

1.2.4. SUBPRODUCTOS GENERADOS

Las tres grandes corrientes residuales sdlidas inherentes al proceso de elaboracién de la cerveza
son: los restos de malta o bagazo (Brewer Spent Grain en inglés), los restos de mosto lupulado
(hot trub en inglés) y las levaduras gastadas (Spent Brewer’s Yeast en inglés), como se puede ver
en la Figura 1.

En algunas fabricas de cerveza, existe otro subproducto, denominado torta de cerveza, que es
una mezcla de las dos ultimas corrientes sélidas mds importantes: los restos de mosto lupulado
y las levaduras gastadas. Este subproducto estd formado por restos de ldpulo, levaduras y
proteinas de alto peso molecular. Para entender mejor cdmo se forma, en la Figura 2 se muestra
el diagrama de flujo de la produccién de cerveza y los residuos que se generan en cada etapa en
Cerveza Tyris SL. En este proceso cabe destacar que, tras la etapa de recirculacion, se eliminan
algunos restos de mosto lupulado que ha sedimentado, pero principalmente este producto se
recoge junto a las levaduras gastadas tras la fermentacion.

malta de cebada lipulo levaduras
[s)
00°
0 ©
e & - @ Z
P - I
@@ éééée =
S =
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proteinas
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Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de la cerveza en Cerveza Tyris SL. Elaboracion propia a partir
de (Cerveza Tyris SL, 2021)

A continuacion, se describen las dos corrientes residuales que forman la torta de estudio: los
restos de mosto lupulado y las levaduras gastadas. Los restos de mosto lupulado son un efluente
compuesto por una suspension de particulas de mosto, lupulo y proteinas coloidales de alto
peso molecular que durante la etapa de ebullicion del mosto se han desnaturalizado, por lo que
han coagulado y precipitado. (Senna Ferreira Costa et al., 2021). La composicidn en materia seca
de este residuo es: proteinas (50-70%); sustancias amargas del lUpulo no isomerizadas (10-20%);
polifenoles (5-10%); carbohidratos (4-8%), principalmente, pectinas, glucanos y almidon;
minerales (3-5%); y acidos grasos (1-2%) (Thiago et al., 2014). Generalmente, estos residuos



representan entre el 0,2 y el 0,4% del volumen del mosto (Fillaudeau et al., 2006; Rachwat et al.,
2020). Ademas, la formacién de este compuesto es un proceso deseable, ya que permite
eliminar polifenoles y proteinas durante el proceso de elaboracién. Tanto polifenoles como
proteinas pueden reaccionar formando complejos insolubles y convertirse en precipitados
visibles en la cerveza, algo indeseado en las cervezas de apariencia clara (Rachwat et al., 2020).
Uno de los problemas que presenta la reutilizacion de este residuo es su sabor amargo, debido
a la presencia de ciertos componentes astringentes del lUpulo, como los taninos y los
compuestos fendlicos solubles capaces de formar complejos con proteinas y alcaloides (Saraiva
etal., 2019)

Las levaduras gastadas representan hasta el 15% del total de subproducto generado. El volumen
promedio de levadura residual obtenido tras la fermentacién de la cerveza es de
aproximadamente 2,7 kg/m?3, lo que supone unas pérdidas de entre el 1,5 y el 3% del volumen
total producido (Fillaudeau et al., 2006; Rachwat et al., 2020). Se componen de proteina cruda
(40 %), carbohidratos (59 %) - mayoritariamente polisacdridos y azlcares fermentables-, y
lipidos (1 %). Ademads, destacan sus gruesas paredes celulares, fuertes y resistentes, compuestas
principalmente por glucanos B-1,3 / B-1,6 y glicoproteinas (Avramia y Amariei, 2015; Karlovic et
al., 2020; Marson et al., 2020)

En la actualidad, estos subproductos de la elaboracidn de la cerveza se emplean principalmente
para alimentacion animal (Rachwat et al.,, 2020) aunque se estan investigando nuevas
posibilidades de valorizacion, entre ellas, su uso para el desarrollo de nuevos ingredientes, y
para la extraccién de compuestos bioactivos (Bedini et al., 2015; Ferreira et al., 2010; Saraiva et
al., 2019; Senna Ferreira Costa et al., 2021).

Una de las lineas de investigacién que se esta explorando estd relacionada con el potencial uso
de estos subproductos como agentes emulsionantes y estabilizantes. Se han investigado las
propiedades emulsionantes de las levaduras gastadas y se han relacionado con su composicion
en B-D-glucanos y manoproteinas (Marson et al., 2020). Algunos autores han evaluado el
diferente uso de estos glucanos y manoproteinas en diferentes alimentos. Por ejemplo, estos
glucanos y manoproteinas, una vez aislados, se han empleado en la formulacidn de mayonesas,
actuando como sustitutos de goma xantana (Silva Aradjo et al., 2014) o como sustitutos de
grasas (Worrasinchai et al., 2006), y en aderezos de ensalada, como agentes emulsionantes y
estabilizantes (de Melo et al., 2015). Saraiva et al. (2020) aislaron las proteinas del mosto
lupulado procedente de la industria para producir helados ricos en proteinas. Sin embargo, no
se tiene constancia del uso integro del subproducto, torta de cerveza, en la formulacién de
alimentos.

1.3. ESTRUCTURACION DE ACEITES

La estructuracion de aceites puede llevarse a cabo mediante diferentes métodos, como por
ejemplo, mediante el desarrollo de emulsiones de elevada fase interna (Bascuas et al., 2021).

Las emulsiones son sistemas en los que dos fluidos inmiscibles se mezclan de manera que se
crea una suspension coloidal de particulas discretas de un fluido dispersas homogéneamente en



una fase continua de otro fluido. (Gao et al., 2021; Wijaya et al., 2017). Esta tecnologia ha
permitido crear numerosos productos alimenticios (bebidas, aderezos, condimentos, salsas y
postres), asi como productos cosméticos, de cuidado personal o medicamentos (Albert et al.,
2019).

Las emulsiones de elevada fase interna son sistemas coloidales complejos en los que la fraccion
de volumen de fase interna (¢) es mayor o igual a 0,74. Una vez la fraccién de volumen de la
fase interna es mayor de 0,74, las gotas de grasa dispersas alcanzan la mdxima densidad de
empaquetamiento, cambiando el comportamiento del flujo a tipo “viscoelastico”. Al excederse
el limite geométrico para el empaquetamiento de esferas rigidas, las gotas se juntan y aprietan,
dando lugar a una geometria poliédrica. En lo referente a la textura, estas emulsiones son
materiales sélidos blandos gelificados o muy viscosos (Zamani et al., 2018). Particularmente,
tienden a actuar como sélidos eldsticos por debajo de un estrés critico y como liquidos viscosos
por encima de este estrés (Gao et al., 2021). Para conseguir sistemas emulsionados estables y
disminuir la pérdida de aceite, se estd estudiando el uso de biopolimeros -proteinas vy
polisacaridos- como agentes estructurantes, ya que poseen propiedades emulsionantes y
estabilizantes, respectivamente (Vélez-Erazo et al., 2020). Seria interesante estudiar si el
subproducto torta de cerveza presenta propiedades capaces de permitir estructurar aceite para
la obtencién de emulsiones de alta fase interna.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAIJO

2.1. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es estructurar aceite de girasol para la obtencion de
emulsiones de elevada fase interna empleando como emulsionante y/o estabilizante el
subproducto torta de cerveza integro. Este subproducto de la industria cervecera, procedente
del tanque de fermentacidn, estd compuesto principalmente por levaduras, lipulo y proteinas
de alta masa molecular. Las emulsiones disefiadas deben presentar un elevado perfil nutricional
y ser capaces de mimetizar las propiedades de las grasas plasticas, ricas en acidos grasos
saturadosy trans, empleadas de forma generalizada en la formulacién de alimentos industriales.

Para ello, se investigard la influencia de la concentracién de subproducto torta de cervezay del
pH de la fase acuosa de la emulsidon en la estabilidad estructural y fisica de las diferentes
emulsiones.

Este objetivo persigue dar solucién a dos de los retos mas importantes a los que se enfrenta la
industria alimentaria actualmente, estos son:

- La reducciéon el impacto ambiental y/o econdmico provocado por la gestidén de los
residuos, mediante la revalorizacion del subproducto de la industria cervecera.
- El desarrollo de alimentos de elevado perfil nutricional.

2.2. PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo establecido para la consecucién del objetivo ha sido estructurado de la
siguiente manera:

1. Acondicionamiento de la materia prima (torta de cerveza) para su uso como
emulsionante y/o estabilizante.

Preparacion de las emulsiones a diferentes pH y concentraciones.

Estudio de la microestructura de las emulsiones.

Estudio de las propiedades reoldgicas de las emulsiones.

vk wnwN

Estudio de las propiedades fisicas (estabilidad y color) de las emulsiones.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Para elaborar las emulsiones se empled aceite de girasol (Hacendado, Mercadona S.A., Espafia),
agua (Bezoya, Segovia, Espafia) que fueron comprados en un supermercado y el subproducto
torta de cerveza (mezcla de lipulo, levaduras y proteinas) que fue suministrado por la empresa
Cerveza Tyris SL (Valencia, Espafia).

3.2. METODOS

3.2.1. OBTENCION DEL POLVO DE LA TORTA DE CERVEZA

Una vez recogida la torta de cerveza del tanque de fermentacidn, se almacend a -8°C para evitar
la proliferacién de microorganismos. Para eliminar el licor residual de cerveza, la torta de
cerveza se descongeld y centrifugd a 17.000 g (Sorvall Super T21, RAMSEY, MN, EEUU) y 4°C
durante 10 min. A continuacién, se secd a vacio a 40°C (Vaciotem-T, J. P. SELECTA, Espafia) hasta
alcanzar un peso constante. Posteriormente, la muestra se sometié a una primera trituracion a
temperatura ambiente en un molino con camisa de agua refrigerante (M20 de IKA, Staufen,
Alemania). A continuacién, se sometié a una segunda trituracién en un molino de bolas para
reducir el tamafio de particula.

El contenido en agua del polvo fue de 3,70 + 0,07 % y se determiné mediante secado en un
horno a vacio (Vaciotem-T, J.P., SELECTA, Espafia), a 60°C durante 24 h.

3.2.2. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA DEL POLVO DE LA TORTA
DE CERVEZA

El tamafio de particula se determind mediante una tamizadora digital con control de amplitud
automatico (RP 200N SILENT, CISA, Barcelona, Espafia). Las condiciones de trabajo empleadas
fueron: amplitud de 2,2 mm y un tiempo de 5 min.

3.2.3. OBTENCION DE LAS EMULSIONES

Para obtener las emulsiones, primero se prepararon las fases acuosas. Para ello, se disperso el
polvo de la torta de cerveza en agua y se mantuvo en agitacién durante una hora, para asegurar
su completa disolucién. Se prepararon tres disoluciones acuosas con diferente concentracién de
polvo de torta de cerveza: 1,0, 2,5 y 4,0 % (concentracién expresada sobre el total de la
emulsion). Cada una de estas disoluciones acuosas se ajusto a tres pHs diferentes (9, 10,5y 12)
mediante la adicién de NaOH 6M para no diluir en exceso las muestras. Una vez ajustado el pH,
la fase acuosa se sometié a agitacion durante 2 h a temperatura ambiente. En total, se
obtuvieron 9 fases acuosas, es decir, 9 disoluciones de polvo de la torta de cerveza con diferente



concentracion y pH. En la Figura 3 se muestran, a modo de ejemplo, las fases acuosas a pH 9 de
las tres concentraciones de subproductos.

Figura 3. Fases acuosas con concentracion 1,0-2,5-4,0 % de polvo de torta de cerveza respectivamente y ajustadas a
pH 9,0.

Las emulsiones se elaboraron de acuerdo con el método descrito por Wijaya et al. (2019) con
algunas modificaciones. En primer lugar, la fase acuosa se disperséd con un UltraTurrax
(Ultraturrax T18, IKA, Alemania) empleando para ello un vastago con rotor de 12,7 mm durante
30 s a 909 g. A continuacion, se incremento la velocidad del homogeneizador hasta 2.783 gy se
afiadieron 20 g del aceite de girasol. Para asegurar la completa homogeneizacién, la mezcla se
sometid durante 30 s a 3.635 g. Finalmente, estas emulsiones se almacenaron a 4°C hasta su
analisis, al dia siguiente. En la Figura 4 se presenta una imagen explicativa de la elaboracién de
las emulsiones. En total se desarrollaron 9 emulsiones diferentes (Tabla 1) a partir de fases
acuosas con tres concentraciones diferentes de subproducto y ajustadas a tres pHs diferentes.

Ultraturrax
con regulador
de frecuencia

Cronémetro para
controlar el tiempo

Vaso de precipitados
con aceite de girasol

MG " Emulsién
"\ } {forméndose

Pipeta Pasteur para
adicionar el aceite

Figura 4. Elaboracion de la emulsion.
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Tabla 1. Emulsiones desarrolladas con diferente concentracion de subproducto polvo de torta de cerveza y pH de la
fase acuosa.

EMULSIONES

pH 9,0 pH 10,5 pH 12,0

9L IMm 9H 10,5L | 10,5M | 10,5H 12L 12m 12H

Concentracion

Subproducto (%) 1,0 2,5 4,0 1,0 2,5 4,0 1,0 2,5 4,0

Aceite Girasol

(%) 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
(]

Agua (%) 19,0 17,5 16,0 19,0 17,5 16,0 19,0 17,5 16,0

3.2.4. MICROESTRUCTURA DE LAS EMULSIONES

La estructura de las emulsiones se estudid empleando la técnica microscopia electrénica de
barrido a temperaturas criogénicas (Cryo-SEM). Para ello, las muestras se colocaron en el
soporte, se congelaron por inmersién en nitrégeno liquido (T = -210°C) y se transfirieron a una
unidad criogénica (CT 15000 C, Oxford Instrument, Oxford, England), conectada a un
microscopio electrénico de barrido JEOLISM 5410 (JEOL, Tokyo, Japan). Después de fracturar,
sublimar y metalizar con platino, las muestras se observaron a 15kV y a una distancia de trabajo
de 15 mm.

3.2.5. CARACTERIZACION REOLOGICA DE LAS EMULSIONES

Para evaluar el comportamiento reoldgico de las emulsiones se empled el reémetro rotacional
de esfuerzo controlado Kinexus Pro+ (Malvern Panalytical, Malvern, UK) (Figura 5) y el software
informatico rSpace for Kinexus. Se realizaron tres tipos de medidas reoldgicas, todas ellas con la
geometria plato-plato liso de 40 mm didmetro y a temperatura constante de 5°C. Se fijé 1 mm
de gap y, una vez ajustado este espesor de muestra, se dejé reposa la muestra durante 3 min
previamente a la realizacién de cada uno de los ensayos.

El primer ensayo consistid en un barrido de esfuerzo para determinar el intervalo viscoelastico
lineal (IVL), en un intervalo de 0,01 a 100 Pa y a frecuencia fija de 1 Hz. A continuacidn, se
seleccioné un valor de esfuerzo dentro del IVL (1 Pa) para realizar el barrido de frecuencia.

El segundo ensayo fue un barrido de frecuencia llevado a cabo a una amplitud de esfuerzo
constante de 1 Pa variando la frecuencia en el intervalo de 0,1 a 10 Hz.

El tercer ensayo fue la evaluacién del comportamiento al flujo de las emulsiones, registrandose
la variacién de la viscosidad y del esfuerzo cortante con el gradiente de velocidad, en funcién
del tiempo. Se realizé una rampa de velocidad ascendente de 0 hasta 100 s* (3 min), seguida de
una rampa descendente de 100 a 0 s (3 min).
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Figura 5. Reometro rotacional de estrés controlado.

3.2.6. ESTABILIDAD FiSICA DE LAS EMULSIONES

Para determinar la estabilidad fisica de las emulsiones se midié la pérdida de aceite tras ser
sometidas a fuerzas centrifugas, siguiendo el método de Vélez-Erazo et al. (2020) con algunas
modificaciones. Para ello, se introdujo aproximadamente 1 g de emulsidn en un tubo Eppendorf
de 1,5 mL y se centrifugd a 11.200 g durante 30 min a 4°C (5415R Eppendorf, Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). El aceite libre en el sobrenadante se recuperd con una pipeta Pasteur.
Los resultados, expresados como g de aceite libre por 100 g de emulsidn, se calcularon haciendo
uso de la Ecuacion 1.

, . . m; mf
Pérdida de aceite (%) = —=x 100 Ecuacicn 1
m; —m
Donde m; es la masa inicial del tubo con la emulsion; ms, la del tubo con la emulsidn tras retirar
el aceite separado en la centrifugaciéon y m la del tubo Eppendorf.

3.2.7. COLOR DE LAS EMULSIONES

Para determinar el color de las emulsiones se usé un espectrocolorimetro Minolta CM-3600d
(Minolta Co., Tokyo, Japdn). Las emulsiones se colocaron cuidadosamente en placas Petri de
vidrio de cal sodada de 40 x 12 mm vy se cubrieron, asegurando que no aparecieran burbujas. El
color se midid en base al espacio de color CIELAB o CIEL*a*b*, considerando la fuente de luz
estandar D65 y un observador estandar de 10°.

El espacio CIELAB es muy usado ya que correlaciona valores numéricos de color con la
percepcién visual humana. Describe el color en funcién de 3 atributos: luminosidad (L*),
tonalidad (h*) y pureza de color (C*). La luminosidad esta relacionada con la sensacidn visual de
emision de luz de una superficie; el tono hace referencia a la similitud de uno o a proporciones
de dos de los colores percibidos (rojo, naranja, amarillo, verde, azul y purpura) y la pureza esta
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relacionada con la tonalidad, es decir, el contenido de color en proporcidn a su luminosidad
(Talens Oliag, 2017).

Para calcular estos atributos se determinaron 3 pardmetros: L* (L* = 0 [negro] y L* = 100
[blanco]; a*, que indica las coordenadas rojo/ verde (-a* = verde y +a* = rojo); b*, que indica las
coordenadas amarillo/ azul (-b* = azul y +b* = amarillo). A partir de estos parametros, se pueden
determinar los otros dos, tonalidad, h* (Ecuacién 2) y pureza de color, C* (Ecuacidn 3).

*

Tonalidad = h* = arctg — Ecuacién 2
a

Pureza = C* =+ a*? + b*? Ecuacion 3

3.2.8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo con el programa XLSTAT 2018.1
(Addinsoft, Espafia, Barcelona, Espafia). Para caracterizar todas las muestras se utilizé un disefo
experimental multifactorial categérico con dos factores: concentracion de subproducto torta de
cerveza y pH de la fase acuosa. Se realizé el andlisis de la varianza (ANOVA), herramienta
estadistica que proporciona un andlisis de la varianza total, con el fin de determinar si existen o
no diferencias estadisticamente significativas entre las muestras analizadas, empleando un
intervalo minimo de confianza del 95% (se considera que existen diferencias estadisticamente
significativas cuando p < 0,05). Para determinar las diferencias significativas entre las muestras
se utilizé el Test Fisher de LSD (Least Significant Difference) a un nivel de significancia del 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA DEL POLVO DE TORTA DE
CERVEZA

La distribucion del tamafio de particula se muestra en la Figura 6. Mas de la mitad de las
particulas (53 %) tuvieron un tamafio entre 90y 106 um, el 42 % entre 63 y 90 um y tan solo una
minoria (5 %) presenté un tamafio entre 45y 63 pum.

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
45 - 63 um 63-90 um 90 -106 pm

Figura 6. Distribucidn del tamafio de particula del polvo de la torta de cerveza.

4.2. MICROESTRUCTURA DE LAS EMULSIONES

Para poder estudiar de forma independiente el efecto del pH y de la concentracidn de
subproducto de la fase acuosa sobre la estructura y la distribucién de los glébulos de grasa de
las emulsiones, se observaron por Cryo-SEM las emulsiones 9H, 12L y 12H (Figura 7). Las
emulsiones 9Hy 12H, porque presentan la misma concentracion de subproducto y fases acuosas
con dos pHs diferentes y las emulsiones 12L y 12H, porque estan elaboradas con fases acuosas
que tienen el mismo pH, pero presentan diferente concentracion de subproducto.

Al comparar las emulsiones de diferentes pHs, concretamente las 9H y 12H, se pudo apreciar
que en la emulsién 9H, los glébulos de aceite eran mayoritariamente grandes y estaban
insertados en una matriz continua, constituida principalmente por los componentes del
subproducto torta de cerveza. En la emulsién 9H la distribucién y el tamafio de los glébulos no
fue homogéneo. Aunque si se aprecié efecto emulsionante por parte del subproducto, el
sistema presentd poca estabilidad. Probablemente, la matriz continua se generd por
interacciones débiles entre los biopolimeros (proteina y polisacaridos) que constituyen el
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subproducto. En la emulsidn 12H se observaron glébulos de grasa de menor tamaiio y mas
empaquetados que en la 9H. No se observo fase continua y estos glébulos tendieron a adoptar
una estructura poliédrica. En la emulsién 12H se aprecié un mayor grado de estructuracién que
en la 9H. Esto parece indicar que el subproducto torta de cerveza a pH elevado, concretamente
pH 12, proporciona efecto emulsionante y estabilizante. El efecto estabilizante de los
biopolimeros presentes en la torta de cerveza parece ser mayor cuanto mayor es el pH de la fase
acuosa.

Al comparar las emulsiones elaboradas con el mismo pH y diferente concentracién de
subproducto, concretamente las 12L y 12H, se observd que la emulsién con menor
concentracién (12L) estaba constituida por glébulos de diferentes tamafios, distribuidos de
forma heterogénea, y conectados y separados probablemente por una interfase constituida por
las interacciones entre los biopolimeros procedentes del subproducto. La emulsién 12H,
constituida por glébulos empaquetados, pequefos y de estructura mas poliédrica presentd un
mayor grado de homogeneidad y estructuracién que la 12L. El efecto estabilizante de los
biopolimeros presentes en la torta de cerveza parece ser mayor a mayor concentracién de
subproducto cuando el pH de la fase acuosa es elevado.

Figura 7. Microestructura de las emulsiones por Cryo-SEM. A, B, C: emulsién 9H. D, E, G: emulsién 12L. G, H, I:
emulsion 12H. A, D, G: 500x. B, E, H: 2000x. C, F, I: 5000x.
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4.3. CARACTERIZACION REOLOGICA DE LAS EMULSIONES

La reologia estudia la deformacidn y el flujo de los materiales y permite conocer cémo éstos
responden a los esfuerzos aplicados. En la industria alimentaria estas mediciones son muy
importantes, ya que permiten caracterizar las materias primas, optimizar procesos de
elaboracion, prever la evolucidn del alimento durante la conservacidn, e incluso, mejorar la
percepcién sensorial (Fuentes et al., 2016). Conocer estas propiedades de los alimentos resulta
util en su disefo y en la prediccion de la estabilidad al almacenamiento (Talens Oliag, 2018b).

En este trabajo, se analizaron las propiedades reoldgicas -viscoelasticas- de las emulsiones
formadas, para estudiar la influencia de la concentracién de subproducto y el pH de la fase
acuosa sobre la estabilidad de la emulsidn. La muestra 9L no se pudo analizar debido a su
inestabilidad. Para todas las propiedades estudiadas hubo interacciones significativas (p < 0,05)
entre los dos factores, concentracién de subproducto y pH de la fase acuosa.

En primer lugar, se determiné el Intervalo de Viscoelasticidad Lineal (IVL). El IVL representa el
rango de esfuerzos para los que el médulo elastico G’ y el médulo viscoso G, se mantienen
constantes y no dependen de otros parametros reolédgicos. G’ representa la componente
eldstica del producto y G” indica el comportamiento viscoso. Una vez sobrepasado el IVL, los
enlaces temporales entre las moléculas o agregados de la muestra son destruidos y esta se
deforma entrando en la zona de flujo. (Talens Oliag, 2018b). Ademas, al representarse los
mddulos G’ y G” puede determinarse el comportamiento de la muestra. Si predomina el
comportamiento elastico -caracteristico de los sdlidos- sobre el viscoso -caracteristico de los
liquidos-, es decir G’ > G”, serd sdlido. Si por el contrario G”” > G’, sera liquido.

Para determinar el IVL se llevd a cabo un barrido de esfuerzo (o) a frecuencia constante de 1 Hz.
En la Figura 8, se representan los mdédulos viscoeldsticos en funcion del esfuerzo aplicado. Todas
las muestras presentaban viscoelasticidad lineal en la regiéon de bajo esfuerzo aplicado. Se
seleccioné 1 Pa para hacer el barrido de frecuencia porque la muestra mas débil (9M) comenzé
a perder la linealidad alrededor de 3-4 Pa. Respecto al comportamiento, las emulsiones
presentaron un comportamiento sélido (G’ > G’’) a amplitudes bajas, y el punto de cruce entre
ambos maddulos -que invierte el comportamiento de sélido a liquido- se dio a esfuerzos
superiores. Este comportamiento es propio de las emulsiones de elevada fase interna, que como
se ha indicado previamente, tienden a actuar como soélidos eldsticos por debajo de un estrés
critico y como liquidos viscosos al sobrepasarlo (Gao et al., 2021). Este punto caracteristico se
desplazd hacia la derecha al aumentar el pH y la concentracidn, lo que indica que estas
emulsiones eran capaces de aguantar mayor esfuerzo manteniendo un comportamiento sélido.
Por tanto, a mayor pH y concentracién las emulsiones resultaron mas estables.

Después, se llevé a cabo un barrido de frecuencia (f) a esfuerzo constante de 1 Pa. En la Figura
9 se muestra la relacion entre la frecuencia y los médulos viscoelasticos. En todas las muestras
y a lo largo de todo el ensayo G’ fue mayor que G’ y no se observd apenas dependencia de la
frecuencia. Por tanto, se evidencia un sistema emulsionado sélido en todo el intervalo de
frecuencia estudiado.
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En la Tabla 2 se muestran los resultados del médulo elastico (G’) y el viscoso (G”) a frecuencia
de 1 Hz y esfuerzo cortante aplicado de 1 Pa. En todas las muestras el mddulo elastico fue mayor
que el viscoso, lo que indicé un comportamiento de tipo “sélido”.

Tabla 2. Propiedades reoldgicas de las emulsiones.

Muestra G' (Pa) G" (Pa) Vls(?as.:;ad
aL - - -

9M 206 (12)* 43 (2)* 0,24 (0,04)?
9H 261 (19)° 67 (4)° 0,56 (0,02)°
10,5L 69 (9)° 19 (2)* 0,24 (0,03)?
10,5M 391 (49)« 80 (11)° 0,67 (0,04)¢
10,5H 670 (88)° 160 (16)¢ 0,55 (0,03)°
12L 78 (6)° 29 (3)° 0,41 (0,03)°
12M 515 (30)¢ 129 (6)¢ 1,51 (0,06)¢
12H 1228 (37)f 248 (41)f 2,61 (0,03)f

G’y G” estan determinadas para frecuencia de 1 Hz y esfuerzo de 1 Pa y la viscosidad a un gradiente de velocidad de
50 s, Diferentes superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

Respecto al médulo elastico (G’), al comparar la influencia del pH de la fase acuosa, no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre las muestras de menor concentracion de
subproducto (10,5L - 12L). Entre las muestras de concentracidon media, sélo la de menor pH (9M)
presentd diferencias significativas respecto a las de pH medio (10,5M) y alto (12 M). Entre las
muestras de mayor concentracidn, si hubo diferencias significativas, aumentando el médulo con
el aumento del pH (9H < 10,5H < 12H). Por tanto, a mayor pH, mayor comportamiento sdlido. Al
comparar la influencia de la concentracion de subproducto, no se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05) entre las muestras de menor pH en la fase acuosa (9M - 9H), pero si entre
las de pH medio y alto. El mdédulo G’ aumenté significativamente (p < 0,05) al aumentar la
concentracion.

Respecto al médulo viscoso (G”), al comparar la influencia del pH de la fase acuosa, no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre las muestras de menor concentracién de
subproducto (10,5L - 12L), pero si para las de concentraciéon media y alta. En estas muestras el
moddulo G” aumentd significativamente (p < 0,05) al aumentar el pH de la fase acuosa. La
influencia de concentracién de subproducto tampoco influyd significativamente (p > 0,05) entre
las muestras de menor pH en la fase acuosa (9M - 9H), pero si influyd (p < 0,05) en las de pH
medio y alto. En estas muestras el modulo G”” aumentdé de manera significativa (p < 0,05) al
aumentar la concentraciéon de subproducto. Por tanto, los pardmetros viscoeldsticos G’ y G”
aumentaron sus valores al aumentar el pH de la fase acuosa y la concentracién de subproducto.

Por ultimo, se analizé la viscosidad de las emulsiones (Tabla 2). La viscosidad es un parametro
fundamental que caracteriza a los fluidos respecto a su comportamiento reoldgico y es la
relacidon entre el esfuerzo cortante (fuerza aplicada por unidad de superficie, o, expresado
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generalmente en Pay el gradiente de velocidad generado (y, expresado generalmente en s?).
Para estudiar el comportamiento viscoso se estudiaron las curvas de flujo y las de viscosidad.

Primero, se determinaron las curvas de flujo para observar el comportamiento de las emulsiones
y su dependencia o no del tiempo. En la Figura 10 se muestran los reogramas obtenidos, que
reflejan la variacidn del esfuerzo cortante registrado (o) al realizar el barrido ascendente y
descendente del gradiente de velocidad (y). Respecto a la dependencia del tiempo, todas
mostraron un comportamiento dependiente, ya que no coincidieron las curvas ascendentes y
descendentes, apreciandose un lIébulo de histéresis. Para un gradiente de velocidad constante,
el esfuerzo disminuyd con el tiempo de cizalla. Por tanto, se trataba de fluidos tixotrdpicos. Estos
fluidos suelen ser sistemas formados por dos fases: una dispersa (sélida, liquida o gaseosa) y
otra continua liquida que, al ser sometidos a un gradiente de velocidad, reorientan, desenrollan
o deforman sus particulas produciendo una disminucién de la resistencia al flujo o de la
viscosidad aparente. En estos productos, normalmente con estructura de gel (mayonesas,
espumas...) la reodestruccion estructural es intensa y suele deberse a la ruptura de la estructura
del producto, relacionada con el area de histéresis (Talens Oliag, 2018a). El fluido estudiado
presentd estas caracteristicas, ya que es un sistema formado por dos fases, una dispersa (aceite)
y otra continua (fase acuosa compuesta por subproducto disuelto en agua) y presentd una
estructura de tipo gel

En las muestras de baja concentracidon (10,5L - 12L), la curva ascendente describié un
comportamiento similar al de fluidos pseudoplasticos, pues la relacién gradiente de velocidad-
esfuerzo parte del eje de coordenadas. Sin embargo, a las concentraciones mas elevadas (9H,
10,5H y 12H), la curva describié una tendencia distinta con un pico de esfuerzo a bajo gradiente
de velocidad (entre 0y 10 %), que luego disminuyd hasta seguir la tendencia de las muestras de
menor concentracién. Este comportamiento fue similar al que presentan los fluidos plasticos,
gue se caracterizan por requerir un esfuerzo minimo para empezar a fluir (umbral de fluencia),
por debajo del cual presentan caracteristicas de sélido. El pico apreciado podia deberse a una

III

estructura compacta inicial, de tipo “gel”, que para romperse y empezar a fluir requeria superar
un mayor nivel de esfuerzo. Esto concuerda con la microestructura analizada, en la que se
apreci6 como a mayor concentracion de subproducto, las gotas de aceite estaban mas

compactas y presentaban una distribucién mas homogénea y aparentemente estable.

Respecto a las curvas de descenso, puede observarse como en todas las muestras hubo una
relacidn directamente proporcional entre el gradiente de velocidad y el esfuerzo. Esto podria
indicar que, tras la reodestruccion de las emulsiones, fluyeron de manera similar a la de
comportamiento ideal o newtoniano, comportandose como el aceite. Los resultados obtenidos
fueron muy similares a los de un estudio realizado por Worrasinchai et al., (2006), en el que se
estudiaba la aplicacién de B-glucano extraido a partir de subproducto de levadura de cerveza
para la elaboracién de mayonesa. En este estudio todas las muestras presentaron
comportamiento tixotrdpico. Las curvas ascendentes de las muestras con menor concentracion
de B-glucano presentaron también una tendencia pseudoplastica, y las de mayor concentracion,
pldstica, con valores de esfuerzo umbral debido a su comportamiento sélido inicial. Las curvas
descendentes también mostraron un comportamiento newtoniano.
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Una vez analizadas las curvas de flujo, se representé la viscosidad (n) de las emulsiones en
funcion gradiente de velocidad generado (y), durante el barrido ascendente (Figura 11).

En todas las muestras se observaron curvas de viscosidad muy parecidas, caracterizadas por un
rapido decaimiento del valor de viscosidad en las primeras velocidades de cizallamiento para
luego alcanzar un valor estacionario (en el que la disminucidn de viscosidad era muy lenta).
Ademas, se observd una tendencia de mayor valor de viscosidad a mayor concentracién de
subproducto. Sélo la muestra 10,5H presentd cierta “anomalia” a esta tendencia, pues su valor
de viscosidad fue menor que el de 10,5M, aunque al final del ensayo su valor de viscosidad ya
superaba al de 10,5M.

En la Tabla 2 se muestran los valores de viscosidad a 50 s. La influencia del pH en la fase acuosa
resultd significativa (p < 0,05) entre las muestras de baja y media concentracion. Las muestras
de mayor concentracién sélo presentaron diferencias significativas respecto a la de mayor pH
(12H). La tendencia fue de aumento de la viscosidad al aumentar el pH a excepcidn de la muestra
10,5H, que presentd un valor de viscosidad menor que el de 9H. La influencia de la concentracidn
de subproducto fue significativa para todos los pHs, es decir, entre las muestras de pH 9, 10,5y
12 se observaron diferencias significativas (p > 0,05) al aumentar la concentracién. La tendencia
fue de aumento de la viscosidad al aumentar la concentracidén de subproducto. Sin embargo, la
muestra 10,5H presentd una anomalia ya que su valor fue menor que el de la 10,5M.

La relacidon entre el aumento de la viscosidad aparente y el aumento de concentracién,
concuerda con estudios sobre emulsiones a las que se afiadié glicina de soja (Liuy Tang, 2016)
y sobre emulsiones a partir de proteina de suero aislada a diferente concentracion (Liu et al.,
2019). El comportamiento presentado por la muestra de disminucion de viscosidad aparente al
aumentar la velocidad de cizallamiento, fue el comportamiento caracteristico de los sélidos
blandos, cuya estructura se rompe por cizallamiento (Liu et al., 2019). Este comportamiento es
propio de emulsiones altamente concentradas que, a elevadas velocidades de cizallamiento,
fluyen como consecuencia de la destruccidn de su estructura interna (Derkach, 2010).

Estos resultados se pueden relacionar con la microestructura, en la que se observaba como a
mayor pH y concentracion, las emulsiones tenian tamafios de gota mas pequefios y las gotas
estaban mas juntas. Segln Liu et al. (2019), esto puede vincularse al aumento de la viscosidad
por tres razones: primero, porque al ser gotas mas pequefias, aumenta el nimero de contactos
por unidad de volumen; segundo, porque esta disminucidn en el volumen de gotas disminuye
su deformabilidad al aumentar su presion de Laplace y tercero, porque el aumento de
concentracién pudo haber aumentado las interacciones entre gotas debido a mayor nivel de
floculacién (Liu et al., 2019).
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Los resultados también se pueden relacionar con el efecto del aumento del pH sobre los
componentes de la torta de cerveza. Segun se ha explicado anteriormente, la torta estd formada
por mosto lupulado y levaduras gastadas, que en conjunto contienen principalmente proteinas
de alto peso molecular, polisacaridos y glucanos y glucoproteinas procedentes de las paredes
celulares de las levaduras. Segun Pinto et al. (2015), al aumentar el pH de la fase acuosa hasta
12,0 se solubilizan proteinas y algunos polisacaridos de la pared celular, liberandose a la fase
acuosa biopolimeros de la pared celular. Segin Avramia y Amariei (2015), el medio alcalino
podria haber degradado la estructura ramificada de los glucanos y sus enlaces covalentes con
las manoproteinas, reduciendo su grado de ramificacién y polimerizacién. Ademas, a mayor pH
las manoproteinas aumentan su solubilidad, segun estudiaron Li y Karboune (2019). Por tanto,
estas podrian ser algunas justificaciones de cémo el aumento del pH tendria un efecto positivo
sobre la viscosidad aparente.

Respecto al efecto de la concentracién de subproducto, que también aumenté la viscosidad, se
puede asociar a la mayor cantidad de compuestos estabilizantes y emulsionantes que participan
en la emulsion; especialmente, los polisacaridos y proteinas procedentes de levadura (Vélez-
Erazo et al., 2020).

4.4. ESTABILIDAD FiSICA DE LAS EMULSIONES

En los resultados de estabilidad fisica se pudo comprobar que si hubo interacciones (p < 0,05)
entre los factores concentracion de subproducto y pH de la disolucidn acuosa. En la Figura 12 se
muestran el grafico de interacciones obtenido para la pérdida de aceite de las diferentes
emulsiones estudiadas. En las emulsiones elaboradas con pH 9,0y 10,5, la pérdida de aceite fue
superior al 50 % para todas las concentraciones de subproducto, siendo significativamente (p <
0,05) mas altos los valores de pérdida para las elaboradas a baja concentracion de subproducto.
No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre las elaboradas con una cantidad
media y elevada de subproducto para ninguno de estos pHs. Sin embargo, las muestras
elaboradas con pH 12 fueron las mas estables y no presentaron diferencias significativas (p >
0,05) entre ellas. Estos resultados parecen indicar que, aunque tanto el pH de la disolucidn
acuosa con la que se formula la emulsidén como la concentracién de subproducto influyen en la
estabilidad de las emulsiones, el aumento del pH parece ser el factor mas decisivo, mostrando
las emulsiones de mayor pH una mayor estabilidad.
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Figura 12. Grdfico de interacciones para la pérdida de aceite de las emulsiones.

En la Figura 13 se puede observar, a modo de ejemplo, la apariencia de las emulsiones 9Hy 12H
tras su centrifugacion. Como se puede apreciar, en ambas emulsiones se pudieron distinguir 3
fases. La superior, formada por el aceite libre, fue mucho mayor en la emulsién de menor pH.
Como se ha visto en las imdgenes obtenidas por microscopia, las emulsiones de menor pH son
también las menos estructuradas. La fase intermedia, constituida por la emulsién, fue mucho
mayor en la emulsién de mayor pH. La fase inferior estuvo formada por la fase acuosa y
compuestos insolubles precipitados. Esto podria significar que las propiedades emulsionantes
del subproducto podrian deberse principalmente a compuestos solubles presentes en la torta
de cerveza, como proteinas y polisacdridos solubles, que las fuerzas centrifugas no han sido
capaces de eliminar de la interfase. Por tanto, un aumento de concentraciéon de subproducto
podria favorecer la estabilidad de las emulsiones al proporcionar mayor cantidad de producto
emulsionante y estabilizante para formar la emulsidon. Ademads, un aumento de pH podria
favorecer la estabilidad de la emulsion al favorecer la capacidad emulsionante de los polimeros
que integran el subproducto.
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Figura 13. Apariencia de las emulsiones después de la centrifugacion. Izquierda: muestra 9H; derecha: muestra 12H.

4.5. COLOR DE LAS EMULSIONES

En la Figura 14 se muestra una imagen de todas las emulsiones estudiadas en este trabajo.
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Figura 14. Apariencia fisica de las emulsiones.
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En la Tabla 3 se muestran los pardmetros de color, L*, C* y h*, obtenidos tras analizar las
emulsiones. No hubo interacciones (p > 0,05) entre los factores concentracidn de subproducto
y pH de la fase acuosa para ninguno de los parametros de color estudiados. Los dos factores, sin
embargo, tuvieron un efecto significativo (p < 0,05) sobre estos pardmetros.

Tabla 3. Pardmetros de color de las emulsiones.

Muestra L* c* h*

aL 55,8 (0,7)« 18,5 (0,9)° 93,9 (1,1)f
9M 54,2 (1,3)° 21,7 (1,2)« 89,2 (0,5)¢
9H 47,7 (0,9)? 21,0 (0,6)°° 86,9 (0,8)¢
10,5L 57,7 (0,7)¢ 19,8 (0,9)* 87,3 (1,1)
10,5M 53,8 (0,8)b« 21,9 (0,1) 82,3 (1,5)¢
10,5H 51 (3)® 22,7 (0,9)¢ 83,6 (1,6)¢
12L 57 (5)¢ 20,61 (0,03)°c 77,9 (1,5)¢
12M 57 (3)¢ 23,0 (0,4)¢ 71,4 (0,5)°
12H 52,5 (1,5)" 24,5 (1,3)¢ 74,7 (0,3)°

Diferentes superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

La coordenada L*, mide la luminosidad de un color en el intervalo entre 0 (negro) y 100 (blanco).
Todas las emulsiones mostraron valores de L* dentro del rango 40 - 60, por lo que todas las
emulsiones presentaron una luminosidad intermedia. En cuanto a la influencia del pH de la fase
acuosa de la emulsidn, solo se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre las muestras
9H y 12H, es decir, entre las elaboradas con elevada concentracidon de subproducto y los pHs
extremos, siendo mayor el valor de L* para la emulsion de mayor pH. Si se comparan,
Unicamente, las emulsiones con el mismo pH de fase acuosa, las muestras elaboradas con una
mayor concentracién de subproducto (9H - 10,5H - 12H) presentaron valores de L* inferiores (p
< 0,05) que las elaboradas con una cantidad media (9M - 12M) y baja de subproducto (9L - 10,5L
- 12L), sin encontrarse diferencias significativas (p > 0,05) entre las emulsiones con baja y media
concentracién de subproducto. A pH 10,5 las emulsiones con media concentracién de
subproducto no presentaron diferencias ni con las de alta ni baja concentracidn.

A partir de los parametros L*, a* y b*, se obtienen las coordenadas psicométricas, la pureza de
color o croma (C*) y el tono (h*).

El croma (C*) mide la saturacion o pureza de un color, y se representa como la linea recta desde
el eje central del espacio de color (a* = b* = 0) hasta un punto exterior. Por tanto, para un
estimulo acromatico, el valor de C* es 0 -sin orientacion hacia rojo, verde, azul o amarillo- y para
un color altamente saturado, C* tiene un valor elevado.

Los valores del croma se situaron en el intervalo entre 15 y 25 (Tabla 3). Si se compara el efecto
del pH en las emulsiones con una misma concentracion de subproducto, se puede observar que
hubo diferencias significativas (p < 0,05) entre las emulsiones elaboradas con baja concentracion
de subproducto, 9Ly 12L y las elaboradas con alta concentracién, 9H y 12 H. El valor de C* fue
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mayor (p < 0,05) al aumentar el pH, excepto para concentraciones intermedias de subproducto.
En cuanto a la influencia de la concentracion de subproducto, a pH 9y a pH 10,5 se observaron
diferencias (p < 0,05) en los valores de C* entre las muestras elaboradas con bajo contenido en
subproducto y las elaboradas con mayor contenido, siendo mayor la C* en las emulsiones con
mayor concentracion, sin encontrar diferencias (p > 0,05) entre las elaboradas con un contenido
medio y alto de subproducto. A pH 12 hubo diferencias significativas (p < 0,05) entre las tres
emulsiones, aumentando el valor de C* al aumentar la concentraciéon de subproducto. En
general, los valores de C* aumentaron tanto al aumentar la concentracion de subproducto como
el pH de la fase acuosa de la emulsion.

Por ultimo, el pardmetro h* representa el angulo de tonalidad. El origen 0° esta definido por
valorde a* >0y b* =0, y representa un color puramente rojo. Si giramos en sentido antihorario,
el dngulo 90° representa un color estrictamente amarillo (a* =0y b* > 0), del de 180° (a* <0y
b = 0) estrictamente verde y el de 270° (a* =0y b* < 0), puramente azul.

En la Tabla 3 se puede observar que, para la mayoria de las emulsiones, el angulo de tonalidad
se situé entre 70° y 90°, excepto para la emulsién de pH 9,0 y concentracién 1,0, que superé el
angulo de 90°. Para esta emulsidn el color fue amarillo - verdoso. Sin embargo, el resto de las
emulsiones se situaron en el intervalo rojo - amarillo, por lo que la mayoria de las emulsiones
presentaron tonos anaranjados. En general, el aumento del pH de la fase acuosa de la emulsion
mostré emulsiones mas rojizas. En cuanto a la concentracidon de subproducto, si se comparan
las emulsiones del mismo pH, el aumento en la concentracion de subproducto también generé
emulsiones mds rojizas. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p < 0,05)
entre las emulsiones 9M y 9H, ni entre las 10,5M y 10,5H. Todas las emulsiones formuladas a pH
12 presentaron diferencias significativas (p < 0,05) entre ellas, siendo las elaboradas con menor
concentracién de subproductos (12L) las que presentaron los valores significativamente (p <
0,05) mas elevados de h. La influencia de la concentracidn de subproducto en el tono parecié
ser mayor a valores de pH de disolucién acuosa elevados. El motivo por el que el aumento de
pH de la fase acuosa provocé una disminucién del angulo de tono, cambiando las muestras de
un tono amarillo-verdoso a uno anaranjado, puede deberse al efecto del pH sobre el lUpulo.
Segln Bedini et al. (2015), los ldpulos gastados son una fuente del flavonoide xantohumol
(compuesto bioactivo). Un aumento en el pH del medio favorece la separacion de estos
flavonoides de la pared celular y por lo tanto su extraccién (Zechner Krpan et al., 2010). Este
compuesto, cuando esta en disolucién, exhibe un color rojo intenso (Verzele et al., 1957), que
puede explicar la disminucion de angulo de tono hacia uno mas rojizo.
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5. CONCLUSIONES

El aumento de la concentracién de subproducto y del pH de la fase acuosa permitié desarrollar
emulsiones de elevada estabilidad fisica y estructural, con glébulos de tamafio regular y de
estructura poliédrica, distribuidos de manera homogénea.

En general, los resultados de reologia evidenciaron una estructura mas estable a mayor pH 'y
mayor concentracidn de subproducto. En las muestras con alta concentracién de subproducto
se observd un pico de esfuerzo en el comportamiento al flujo que se asocia a la estructura sélida
caracteristica de las emulsiones de alta fase interna.

El aumento en la concentracién de subproducto disminuyd los valores de luminosidad. En
general, el aumento en la concentracion de subproducto y del pH de la fase acuosa de la
emulsién aumenté los valores de croma y disminuyd el angulo de tono, favoreciendo la
formacién de emulsiones de tono anaranjado.

Con este trabajo se demuestra que es posible valorizar el subproducto del proceso industrial de
elaboracion de cerveza llamado torta de cerveza para su uso como estabilizante en el disefio de
emulsiones de elevada fase interna. Sin embargo, seria conveniente plantear nuevas
investigaciones que profundicen en el aprovechamiento de este subproducto para el disefio de
emulsiones concentradas.
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