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RESUMEN:

La cerveza es una de las bebidas alcoholicas no destiladas mas consumida en todo el
mundo. Uno de los principales subproductos que aparece durante su elaboracion es el bagazo de
cerveza (BSG: Brewer Spent Grain), que es el residuo solido que se obtiene después del prensado
y filtrado del mosto de cerveza. El bagazo supone el 85% de los residuos totales generados por lo
gue su descarte implica un gran impacto ambiental y econdémico. Su aprovechamiento como
fuente alternativa de proteinas puede resultar muy interesante dada la importancia que estan
adquiriendo las proteinas de origen vegetal en el desarrollo de productos veganos y vegetarianos.
Ademas, este aprovechamiento permitiria contribuir a una economia circular.

Debido a esto, el objetivo principal de este Trabajo fin de Grado fue determinar la
influencia de la temperatura y la aplicacion de ultrasonidos en la cinética de extraccion de proteina
de bagazo de cerveza. Para ello, se obtuvieron cinéticas experimentales de extraccion (hasta 40
min) de proteinas de bagazo en medio alcalino con y sin (control) la aplicacion de ultrasonidos
de potencia (500 W/L) a dos temperaturas (25 y 50 °C). Los resultados indicaron que la cavitacion
acustica realizada por los ultrasonidos favorecio la extraccion proteica (rendimiento de 38,34%)
frente a la agitacion mecénica (rendimiento de 14,46%) a 25 °C. Sin embargo, la subida de la
temperatura de extraccion de 25 a 50 °C no supuso un aumento significativo en el rendimiento de
extraccion proteico con la aplicacion de ultrasonidos (37,66%). Las cinéticas se modelizaron con
el modelo de Weibull. EI modelo propuesto fue capaz de simular los procesos de extraccién con
gran exactitud (R? entre los rendimientos experimentales y calculados entre 0,93 - 0,99) y permiti6
la cuantificacion de la influencia de las variables estudiadas en el proceso.

Palabras clave: Extracto proteico; rendimiento de extraccion; cavitacion acUstica.

ABSTRACT:

Beer is one of the most consumed non-distilled alcoholic beverages worldwide. One of
the main by-products that appear during its production is brewer's spent grain (BSG), which is
the solid residue obtained after pressing and filtering the beer wort, accounting for 85% of the
total generated waste. Therefore, its disposal has a significant environmental and economic
impact. The up-cycling of BSG as an alternative protein source can be very interesting given the
increasing importance of plant-based proteins in developing vegan and vegetarian products.
Additionally, this use would contribute to a circular economy.

Due to this, the main objective of this Thesis was to determine the influence of
temperature and the application of ultrasound on the kinetics of protein extraction from BSG. For
this purpose, experimental protein extraction kinetics (40 min) from spent grain in an alkaline
medium were obtained with and without (control) application of power ultrasound (500 W/L) at
two temperatures (25 and 50 °C). It was found that acoustic cavitation favored protein extraction
(yield of 38.34%) compared to mechanical agitation (yield of 14.46%) at 25 °C. The increase of
extraction temperature from 25 to 50 °C with the application of ultrasound (37.66%) did not
increased the yield. The kinetics were modelled with the Weibull model. The proposed model
was able to simulate the extraction processes with great accuracy (R? between experimental and
calculated yields between 0,93 - 0,99) and permitted the quantification of the tested variables in
the process.

Key words: Protein extract; extraction yield; acoustic cavitation.
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1. ODS

Los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) a cumplir en este proyecto son los
siguientes:

o ODS 2. Hambre cero: Obtencién de una fuente alternativa de proteina que
permita combatir el hambre y la desnutricion, que siguen siendo grandes
obstaculos para el desarrollo de muchos paises.

o ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras: Desarrollo de procesos
industriales mas eficientes y que generen menor impacto.



2. INTRODUCCION

2.1. El desperdicio alimentario. Revalorizacion del
producto

Segun la AESAN el desperdicio alimentario se puede definir como aquellos productos
agricolas y alimentarios descartados de la cadena alimentaria que siguen siendo perfectamente
comestibles y adecuados para el consumo humano y que, a falta de usos alternativos, terminan
desechados como residuo. El sector de produccién y procesado de alimentos contribuye en un
30% al desperdicio alimentario. Por ello se plantea la revalorizacion de los subproductos
generados en el procesado como alternativa necesaria hacia un cambio a una economia circular
(AESAN, 2024)

Los subproductos de cerveceria se caracterizan por un alto contenido en proteinas y fibra,
componentes de gran importancia econémica y nutricional en el desarrollo de una formulacion.
El bagazo de cerveza (Bewer Spent Grain (BSG) en inglés) es el subproducto mayoritario,
representando el 85% de los subproductos solidos de la industria cervecera (Cerisuelo & Bacha,
2021). El BSG se trata de un material lignocelulésico, derivado de una fuente natural, la cebada.
Hoy en dia, estad principalmente destinado al consumo directo animal o a la elaboracion de
piensos. Sin embargo, existe un creciente interés en posibles aplicaciones en la industria
alimentaria y otras, como las industrias de biomateriales o productos quimicos de alto valor,
debido a su gran similitud con el carbono fésil (Zeko-Pivac et al., 2022). También se puede
observar una posible aplicacion desde el punto de vista alimentario en la elaboracién de alimentos
proteicos cuya fuente de proteina sea no animal.

Diversos estudios han demostrado el reciente interés de los consumidores por las
proteinas de origen vegetal como alternativa para la proteina animal. Esto también ha sido
impulsado por la tendencia actual por adoptar dietas veganas o vegetarianas basadas en la
ausencia de todo producto de origen animal. Este cambio ha creado un nuevo enfoque hacia la
produccién de cereales y leguminosas como fuentes de obtencidn de proteina (Onwezen et al.,
2021).

Por lo tanto, la extraccion de proteinas del BSG proporcionaria una fuente de proteinas
alternativa que podria satisfacer las necesidades de los consumidores (Rodriguez et al., 2023),
facilitar la implantacion de una economia circular, e incrementar la apuesta por la reduccién y
reutilizacion de residuos de la industria alimentaria.

2.2. Bagazo de cerveza (BSG)

Existe un aumento mundial del consumo de cerveza en los Ultimos cincuenta afios, que
ha conseguido superar al consumo de vino en un factor de 7. Esto ha hecho que la produccion
anual de BSG ha alcanzado un volumen promedio de 39 millones de toneladas en el mundo, de
las cuales, 3,4 millones corresponden a la Union Europea. Se producen alrededor de 20 kg de
BSG humedo por cada 100 L de cerveza elaborada, que se vende con un precio medio de 35€/
tonelada para la elaboracion de piensos (Lynch et al., 2016a).

Segun se expone en el Reglamento (UE) No 68/2013 (2013) relacionado con la
fabricacion de cerveza, el bagazo de cerveza (BSG) se trata del producto de cerveceria compuesto
por residuos de cereales malteados o no malteados y otros productos amilaceos, que pueden
contener materias de lupulo. Tras el proceso de maceracion, la fraccidn insoluble del grano de
cebada, el BSG, estd mezclado con el mosto soluble (liquido). EI mosto se filtra a través del BSG
y de ahi se fermenta la cerveza, pero el bagazo se elimina como subproducto de su elaboracion
(Lynch et al., 2016).



El proceso de elaboracién de cerveza se inicia con la germinacién y tostado de la cebada
para obtener la malta. Seguidamente se tritura con agua caliente y sufre una disolucion del 75%
de su contenido. La malta se filtra para separarla del extracto acuoso obteniendo asi el mosto que
afiadiendo el lupulo pasa por el proceso de coccion. El residuo solido es el denominado BSG.
Posteriormente, el mosto sufre una fermentacién en la que los azucares se transforman en alcohol
y CO,, seguido de una maduracion y clarificacion (Burini et al., 2021).

En la figura 1 se presenta un diagrama de bloques simplificado del proceso de elaboracion
de la cerveza.

miliing water hop dosage

malt silo mashing vessel

brewers spent grain

—p . ﬂ‘ﬂ‘ﬂ—'ll-’D -

keg cleaning ‘ filling
beer filter “ \
;\\*mwmwf
= *T\u-»ﬂ W =
fermentation maturation bottie cleaner

Figura 1. Proceso de elaboracion de cerveza (Lynch et al., 2016)

El BSG se trata de una sustancia heterogénea, diferente entre cervecerias y tipos de
elaboracion, cuya composicion puede variar en funcion de la variedad de cereal, el tiempo de
cosecha, el tipo de lapulo agregado o el régimen de malteado y macerado. Se puede definir el
BSG como un material lignocelulésico, porque esta formado principalmente de fibra (celulosa y
hemicelulosa), proteina y lignina (Lynch et al., 2016). La fibra se encuentra en una proporcion
entre 42 y 50%, y la proteina puede representar hasta un 30% del BSG en peso seco (figura 2).
Dichas proteinas presentan un perfil de aminoacidos similar al del cereal de origen (cebada),
siendo leucina, fenilalanina y valina los aminoacidos esenciales mas relevantes (Cerisuelo &
Bacha, 2021).
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Figura 2. Composicién de BSG (Lynch et al., 2016)

2.3. Proteina de bagazo de cerveza. Métodos de extraccion

Segln la FAO las proteinas son grandes moléculas de aminoacidos que se pueden
encontrar en alimentos de origen animal y vegetal. Constituyen los principales componentes de
las células y tejidos. Por lo tanto, son necesarias para el crecimiento, desarrollo y mantenimiento
del cuerpo. Ademas, también son componentes esenciales de ciertas hormonas (FAO, 2024).

Los aminoéacidos esenciales constituyen aproximadamente el 30% de la proteina total del
BSG, siendo la lisina uno de ellos. Esto es interesante ya que la lisina suele ser el aminoéacido
limitante de gran cantidad de alimentos. Un estudio realizado por Connolly et al. (2013) revel6
que la glutamina y prolina fueron los aminoacidos mas abundantes en aislados de BSG. Ademas,
Bazsefidpar et al. (2024) indicaron que los hidrolizados de proteinas de BSG presentaban
capacidad antioxidante y antidiabética.

En los Gltimos afios se han estudiado distintos métodos de extraccion de proteinas a partir
de BSG (proteinas aisladas, hidrolizadas o concentradas) entre los que se encuentran la extraccion
etandlica, alcalina, o enzimatica (Rodriguez et al., 2023). La extraccién alcalina se trata de una
técnica comunmente utilizada ya que permite obtener un rendimiento de extraccion de proteinas
relativamente alto ya que estas condiciones (pH > 7) permiten descomponer la matriz celular de
la planta y solubilizar las proteinas (Hadidi et al., 2023). Se ha demostrado que la aplicacion de
pretratamientos a la muestra, ya sea de forma enzimética o hidrotermal, o la combinacion con
otras tecnologias como el uso de ultrasonidos o microondas, mejora el rendimiento de los procesos
de extraccion. Sin embargo, la extraccion alcalina seguida de una precipitacion por acidificacion
puede generar alteraciones en la estructura proteica debido a las temperaturas empleadas. Es por
ello que se estan estudiando otros métodos de extraccion como la ultrafiltracion, la asistencia de
ultrasonidos u otras técnicas mas avanzadas, que permitan la recuperacion de las proteinas de
BSG (Boniféacio-Lopes et al., 2020).

2.4. Ultrasonidos

Los ultrasonidos de potencia se tratan de una tecnologia emergente respetuosa con el
medio ambiente, no térmica, que se diferencia de otros métodos de extraccion convencionales por
su capacidad para mejorar la transferencia de masa a través de paredes celulares (Umafia, 2015),
lo que permite generar un mayor rendimiento de la extraccion. Esto es debido a los efectos que
generan los ultrasonidos como el fendmeno de cavitacion acustica, variaciones de presion,
esfuerzos cortantes o la generacion de microcorriente.



Los ultrasonidos son ondas de mecanicas de frecuencia superior al limite de audicion del
oido humano (Gallo et al., 2018), es decir, presentan frecuencias superiores a 20 kHz (Carcel et
al., 2011). La cavitacion acustica es el fendmeno que ocurre debido a la aplicacién de ondas
ultrasonicas en medios liquidos. Consiste en la formacién, crecimiento e implosion de
nano/microburbujas de gas en el interior del liquido debido a las diferencias de presién producidas
por las ondas ultrasonicas. Ademas, la propagacion de los ultrasonidos a través del fluido produce
gue las moléculas oscilen alrededor de su estado en equilibrio, haciendo continuas modificaciones
en las distancias intermoleculares. Es decir, ocurren fendmenos de compresion-descompresion
(Umafia et al., 2020).

2.4.1. Aplicacion de ultrasonidos en procesos de extraccion de
proteinas

Diversos trabajos han estudiado el empleo de la ultrasonicacion para mejorar la capacidad
de extraccion de proteinas. La mayoria se centran en la determinacién de las mejores condiciones
del proceso o en los diversos impactos de su funcionamiento (Dabbour et al., 2021a). Asi, por
ejemplo, Tang et al. (2009) determinaron que las condiciones dptimas para la extraccién de
proteina de BSG con ultrasonidos en medio alcalino fueron: pH=10 (usando disolvente alcalino
como el tampon carbonato), relacion muestra-disolvente de 2,09/100 mL (p:v), potencia de
ultrasonidos de 88,2 W/100 mL, tiempo de 81,4 minutos. En estas condiciones alcanzaron un
rendimiento proteico de 96,4 + 3,5 mg/g BSG (Bonifécio-Lopes et al., 2020).

El rendimiento de la extraccion esté fuertemente influenciado por los diversos parametros
del proceso (Suchintita Das et al., 2022):

- Potencia acustica (Power): es la energia acustica aplicada por unidad de tiempo. Se
expresa directamente en vatios 0 como porcentaje de potencia acustica total del
equipo. Las altas potencias (500 W) pueden favorecer la extraccion de proteinas, pero
también producir una disminucion significativa en el rendimiento proteico debido a
la formacion de puentes de disulfuro por la oxidacion de los aminoacidos que
contienen azufre, ya que durante la sonicacién se pueden generar radicales libres de
hidroxilo.

- Amplitud: indica la altura méaxima del ciclo de onda o la cantidad maxima de
desplazamiento de una particula del medio desde su posicion de reposo. Se expresa
en um. Aumentos en la amplitud producen aumentos en la intensidad y en la potencia
de onda. También hay que tener en cuenta que tratamientos ultrasénicos prolongados
pueden llevar a una cavitacion excesiva y a la agregacion de las proteinas.

- Ciclo de trabajo: La aplicacion de ultrasonidos en medio liquido produce
calentamiento. Para evitar calentamientos excesivos, los ultrasonidos se pueden en
forma de pulsos. Asi, el ciclo es el porcentaje de tiempo durante el cual la sefial de
ultrasonidos esta encendida. Por lo tanto, se puede aplicar ciclos en modo pulsado,
en el que la energia acUstica se transmite en rafagas, o un ciclo continuo, en el que la
energia acustica se transmite continuamente (100%). Li et al. (2021) realiz6 un
estudio sobre BSG a distintos ciclos (20%, 40%, 60%, 80% y 100%) a 250 W durante
20 min. Estos autores concluyeron que los rendimientos aumentaron de forma lineal
con la duracion del ciclo hasta alcanzar un méximo al 80% donde se estabilizo. Al
llegar al 100% (ciclo de trabajo continuo) se observo una ligera disminucion. Hay
que considerar que, ciclos de trabajo prolongados pueden llevar a la desnaturalizacion
de las proteinas debido al aumento térmico.

- Temperatura: el aumento en la temperatura de extraccion favorece la difusion de las
proteinas y destruye los enlaces con otros compuestos de la muestra permitiendo una
liberacion mas répida. Sin embargo, las altas temperaturas pueden producir la
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desnaturalizacion de las proteinas ademas de una reduccion del impacto por
cavitacion.

- pH: los disolventes mas comunes son los alcalinos porque conducen a la
solubilizacién de la proteina. Posteriormente, se baja el pH y se produce la
precipitacion acida en el punto isoeléctrico de las proteinas. De hecho, el proceso de
extraccion alcalina asistida por ultrasonidos ha sido utilizado en diversos estudios
como los presentados en la tabla 1:

Tabla 1. Productos sometidos a la extraccién alcalina con ultrasonidos

Producto de extraccion Bibliografia
Soja Eze et al. (2022)
Semilla de onagra Hadidi et al. (2021)
Semilla de mel6n amargo Naik et al. (2022)
Salvado de sésamo Gorguc et al. (2019)
2.5. Modelizacion

La modelizacion se trata de una herramienta muy Util para simular, optimizar, controlar
y disefiar los distintos procesos alimentarios debido a su capacidad para describir y predecir el
comportamiento de un sistema sometido a las diferentes condiciones de operacion (M. Umafia,
2015).

En el planteamiento matematico del modelo deben establecerse relaciones matematicas
entre las variables del proceso para definir ecuaciones representativas. Estas relaciones pueden
ser de caracter fenomenolégico o empirico. Los modelos fenomenoldgicos estan basados en la
formulacion de leyes fisicas, como los derivados de la teoria de la difusién o de la segunda Ley
de Fick. En cambio, los modelos empiricos, 0 no paramétricos, son aquellos que derivan de datos
experimentales (Lendinez, 2018). Los modelos empiricos en general, no interpretan fenémenos
fisicos ya que su principal objetivo es determinar las variables relevantes y describir las relaciones
entre ellas (Blasco et al., 2006).

25.1. El modelo de Weibull

El modelo empirico de Weibull esta basado en una funcién probabilistica utilizada para
predecir el comportamiento de los sistemas complejos variantes. En la industria alimentaria, se
ha aplicado para describir procesos degradativos, inactivacion enzimatica, crecimiento o
supervivencia de microorganismos, digestion in vitro y/o degradacién quimica (Lendinez, 2018).
Este modelo se define en la ecuacion 1.

B Ecuacion 1.
Y=Y _ @]
YO - qu

Como se observa en la ecuacion 1, el modelo se trata de una ecuacion exponencial, donde:

- Y: Concentracion de analito.

- Yeq: Concentracion final de analito.

- Yo: Concentracidn inicial del analito a extraer (en este caso, proteina).

- aestarelacionado con la cinética del proceso, que representa la inversa a la constante
de velocidad.
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- P representa el comportamiento de la materia prima, de forma que:
o P=1,laextraccidn sigue una cinética de primer orden.
o P <1, la extraccién adquiere forma convexa de forma que la velocidad
disminuye con el tiempo, como se presenta en procesos de extraccion.
o PB>1,lacurva adquiere forma concava y la velocidad de extraccion aumenta
con el tiempo.

En la Tabla 2 se muestran distintos estudios en los que se ha aplicado el modelo de Weibull en
procesos de extraccion:

Tabla 2. Estudios realizados con modelo de Weibull

Materia Prima Compuesto de interés Bibliografia
Naranja Pectina Umafia (2015)
Agar-Agar Compuestos fendlicos Filipigh (2019)
Remolacha Betanina Menor et al. (2018)
Alcachofa Polifenoles Lendinez (2018)
Setas Ergosterol Umania et al. (2020)
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3.0BJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo fin de Grado fue determinar la influencia de la
temperatura y la aplicacion de ultrasonidos en la cinética de extraccidn de proteina de bagazo de

cerveza.

Para esto se plantearon los siguientes objetivos especificos:

2.

Acondicionar y caracterizar BSG obtenido como residuo en una cervecera para utilizarlo
como materia prima en los procesos de extraccion de proteinas.

Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonidos y la temperatura en el rendimiento del
proceso de extraccion de proteinas.

Simular mateméaticamente las cinéticas de extraccion de proteinas del bagazo de cerveza
asistidas por ultrasonidos y agitacion mecéanica a diferentes temperaturas (25 y 50 °C).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

4.1.1. Materia prima

La materia prima objeto de estudio fue el bagazo de cerveza (BSG: Brewer Spent Grain),
principal residuo de la elaboracion de esta. EI BSG fue proporcionado por la empresa LA
SOMNIADA COOP. V. - CERVECERIA L'AUDAC y se obtuvo durante la preparacion de la
cerveza de malta tipo Pilsen, caramelizada y tostada. Una vez recibido en el laboratorio, el bagazo
se congeld a -18 °C hasta su acondicionamiento.

La humedad del bagazo se determind a partir de un proceso de secado a 103 °C hasta peso
constante, siguiendo el método AOAC 935,29 (AOAC, 2000) y se utilizo la siguiente ecuacion:
Peso muestra humeda — Peso muestra seca Ecuacion 2

Humedad base himeda (bh) (%) = Peoso de la muestra himeda x 100

Acondicionamiento de muestra;
Secado:

Con el fin de contar con una materia prima estable y homogénea asi lograr el objetivo 1
se realizé un proceso de secado para disminuir la humedad del BSG y asi obtener un polvo con
un tamafio de particula adecuado y en una cantidad representativa.

El proceso se realizd depositando en bandejas de aluminio rectangulares
aproximadamente 300 g de BSG congelado. Posteriormente, se introdujo en una estufa de vacio
a 60 °C con una presion de -0,8 atm durante 24 h. Luego, las muestras se atemperaron a 30 °C en
la estufa y se pesaron para comprobar la pérdida de peso. En este proceso se obtuvo una pérdida
del 65-70% del peso inicial, de tal manera que se elimind practicamente todo el contenido de agua
de la muestra

Molienda:

La muestra se molié en un molinillo de café para alcanzar un tamafio homogéneo.
Posteriormente se tamiz6 con un tamiz de porosidad < 400 um sobre un papel de filtro para evitar
grumos y pérdidas de muestra. Una vez tamizado, el polvo obtenido se envaso al vacio (100%)
en bolsas de plastico y se almacend a -18 °C hasta su uso.

Contenido de proteinas en el BSG

El contenido de proteina del BSG utilizado se determind mediante un proceso de
combustion a 1000 °C. De esta forma, se transformé el Nitrégeno total en Nitrogeno gaseoso o
oxido de nitrogeno, el cual fue detectado posteriormente mediante una cromatografia de gases
(Thompson, 2008). El contenido de proteinas se calculd a partir del nitrégeno determinado al que
se le aplic6 un factor de 6,25.

4.1.2. Reactivos
Los reactivos utilizados para este trabajo fueron los siguientes:

- NaOH 110mM (Scharlau, SO4201000)
- Disolucion Bradford (Brilliant Blue G)
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4.2. Disefio experimental

Para conseguir el objetivo 2 de este trabajo se llevaron a cabo experimentos de cinéticas
de extraccion de proteinas en diferentes condiciones. Especificamente, se llevaron a cabo
cinéticas de extraccion obtenidas mediante agitacién mecanica como control y mediante la
aplicacion de ultrasonidos de potencia. Por otra parte, también se evaluaron dos temperaturas de
extraccion 25y 50 °C.

Todas las extracciones se llevaron a cabo en un medio alcalino (solucion de NaOH 110
mM) pues se ha observado en varios estudios que esté es un disolvente adecuado para la
extraccion de proteinas de BSG. Todas las cinéticas de extraccion se llevaron a cabo como
minimo por triplicado.

4.3. Extraccion con agitacion

La extraccion de proteinas con agitacion mecéanica se llevo a cabo en un vaso de
precipitados de 250 mL utilizando un agitador (RZR 1, Heidolph) conectado a un accesorio de un
aspa y ajustando la agitaciéon a 200 rpm. El vaso se sumergié en un bafio termostatico
(Termotronic 100, P-Selecta) cuya temperatura se ajustod a 25 o 50 °C segln correspondio. La
temperatura se controld6 mediante un termometro sumergido en el liquido y con el sistema de
control interno del equipo. EI montaje se puede observar en la figura 3.

Una vez conseguida la temperatura deseada, comenzé el proceso de extraccion afiadiendo
120 mL de NaOH 110 mM y 8 g de BSG (ratio 1:15). Este relativamente bajo ratio se fijé para
evitar que la saturacion del solvente puede producir la reduccion de la transferencia de masa.
Durante la extraccion se obtuvieron muestras de 1 mL de la disolucion utilizando una jeringuilla
de 3 mL a los siguientes tiempos: 3, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 40 min. En la figura 5 se observa un
esquema de este proceso.

El volumen extraido se diluyd en proporcion 1:6 (1 mL de muestra: 5 mL de agua
destilada) en un vaso. Se agit6 manualmente la disolucion y se filtrd6 mediante una jeringuilla 'y
un filtro acoplado a la misma (filtro de nylon de 0,45 um) para conseguir un minimo de 0,5 mL
en un eppendorf (rotulado previamente). Dichas muestras se congelaron anotando fecha y nombre
de extraccion, para posteriormente medir el contenido de proteinas con el Método Bradford.

Figura 3. Montaje experimental para las cinéticas de extraccion asistidas por agitacion
mecéanica
4.4, Extraccion con ultrasonidos

La extraccion asistida por ultrasonidos se llevo a cabo con un equipo de ultrasonidos
(Hielscher, UP400St, Berlin (Alemania)) conectado a una sonda de 22 mm de didametro. La
extraccion se llevo a cabo en un vaso de encamisado, con capacidad de 600 mL, conectado a un
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bafio de recirculacién (VWR, USA — Pennsylvania). Dicho bafio permitio controlar la temperatura
durante todo el proceso de extraccidn (40 min) ya que los ultrasonidos aumentan rapidamente la
temperatura de la solucién. Para la extraccion a 25 °C se ajusté el bafio a 5 °C, y para la extraccion
a 50 °C se ajustd a 35 °C. En ambos casos, se coloco una sonda de temperatura dentro del vaso
encamisado para controlar que el proceso se lleva a cabo a la temperatura deseada, La sonda
medié la temperatura en todo momento de la extraccion. Si se se superaba la temperatura
establecida, se conecta la circulacion de agua del bafio de atemperamiento por el vaso de
encamisado para disminuir su temperatura. Las temperaturas del bafio se establecieron haciendo
ensayos previos para que durante los 40 min de extraccion la muestra se mantuviera a la
temperatura deseada. EI montaje experimental se puede observar en la figura 4.

Las condiciones de trabajo utilizadas en este proceso de extraccién con ultrasonidos fueron
las siguientes:

- Potencia=260 W
- Amplitud = 100%
- Ciclo=60%

- Tiempo = 40 min

Tal y como se detallé anteriormente para la extraccién asistida por agitacion mecénica, las
extracciones con aplicacion de ultrasonidos se llevaron a cabo introduciendo 120 mL de NaOH
110 mM en el vaso y afiadiendo 8 g de BSG. Durante la extraccion se obtuvieron alicuotas de 1
mL de la solucién a los tiempos indicados anteriormente y se diluyo, filtré y almacend tal y como
se describe en el apartado relativo a las experiencias de agitacion mecanica. Un esquema de todo
este proceso experimental se puede observar en la Figura 5.

Posterior a la extraccion, tanto con agitacion como con la aplicacion de ultrasonidos, se
separ6 el sélido del liquido mediante centrifugacién. El sélido sobrante puede contener otras
moléculas interesantes como celulosa y por lo tanto se pretende utilizar como materia prima para
estudios posteriores.

El contenido restante de la extraccion se sometid a centrifugacion (Orto alresa, Bioprocen
22 R) previamente acondicionada a 10 °C por 20 min a 9341 rpm (rotor 153). Se recogi6 el
sobrenadante proteico (liquido) y se congeld. El residuo sélido se volvié a suspender con 120 mL
de agua destilada en un vaso de precipitados y se someti6 a agitacion magnética durante 10 min
para eliminar el exceso de NaOH. Se separé el s6lido de nuevo por centrifugacion y se almacen6
congelado para posteriores estudios.

4.4.1. Caracterizacion de la potencia acustica. Estudio
calorimétrico

La densidad acustica (W/L) real suministrada al sistema se determin6 por calorimetria.
El método se basa en la determinacion del incremento de temperatura de la solucion sometida a
ultrasonidos durante los primeros minutos de aplicacion. Asi, se prepard una suspension de 120
mL de NaOH 110 mM y 8 g de BSG, para que los resultados sean lo méas parecidos a la
experimentacion posterior. La temperatura del medio se registr6 cada segundo durante los
primeros 5 min de extracciéon con una sonda (N2014, Cormark, Korea). El calculo de la densidad
acustica se realiz6 empleando la Ecuacién 3, a partir de la curva generada de temperatura—tiempo.

dT Ecuacion 3

Densidad actustica = —Cpm
dt
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Donde:

- Cp = Capacidad calorifica en J/kg °C del solvente, en este caso del agua (4,16 J/kg °C)
- dT = Diferencial de temperatura (°C)

- dt = Diferencial de tiempo (s)

- m = Masa del solvente (kg)

—
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Figura 5. Esquema del proceso experimental de extraccion de proteinas

4.5. Meétodo Bradford para la determinacion de proteinas

El primer paso para la determinacion del contenido de proteinas de los extractos fue sacar
a descongelar las muestras a temperatura ambiente. De esta forma, todas ellas se encontraron en
estado liquido.

Para la aplicacion del método Bradford, primero se realizé una recta patron, en la que se
pes6 10 mg de BSA (Bovine Serum Albumin, que se utiliza esta por su alta solubilidad en agua),
se traspaso a un matraz aforado de 10 mL y se enrras6 con agua destilada, creando asi la disolucion
madre (DM) con una concentracion de 1 mg/mL. De esta solucion se cogieron los volimenes
indicados en la Tabla 3 para la realizacién de las disoluciones patrén.
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Tabla 3. Cantidades de DM para patrones

Patrones PO P100 P300 P600 P800 P1000

Concentracion 0 100 300 600 800 1000
(Mg/mL)

uL de DM 0 500 1500 3000 4000 1000

Una vez realizadas las disoluciones patrén y las muestras estaba descongeladas, se extrajo
con pipeta 0,1 mL de cada una de ellas para introducirlo en vasos opacos. Alli, se mezclaron con
5 mL de disolucion Bradford, previamente preparada y filtrada a través de papel de filtro
(guardada en oscuridad). La disolucién obtenida se agitd en vortex y se obtuvieron los 200 pL
para la lectura en UV-Visible. Tanto el patron como cada muestra se analiz6 por triplicado como
se muestra en el esquema, obteniendo asi 3 valores de absorbancia por cada tiempo de extraccion.

La placa de lectura se llevé al equipo de espectrofotometria (biochom, EZ Read 2000,
Microplate reader) cuya determinacion se basa en la union del colorante, Comassie Blue G-250
a las proteinas a una longitud de onda (1) de 595 nm. Todo este proceso se puede observar en la
figura 6.

Esquema de procedimiento del Método Bradford:

~— 10mg

\ Muestras de extraccion
01mL

‘ /5 mi
Teeeeeee S8 2001t
DM y

'/ Y SR IR TR W | Yasos oscuros S /
In. e e e > LD
— -
Patron Vasos oscuros \
SmL

Figura 6. Esquema de aplicacion del Método Bradford

El rendimiento de extraccion se calculé dividiendo las proteinas extraidas segun el
método Bradford (g) por la proteina inicial (g) presente en la materia prima utilizada durante la
extraccion y el resultado se expresd en %.

4.6. Modelizacion

Con el objetivo de cuantificar la influencia de las variables consideradas en el rendimiento
de extraccion de proteina del BGS, se procedid a la modelizacion de las cinéticas de extraccion.
Para ello, se escogid el modelo de Weibull (Ecuacién 1) (Objetivo 3). La identificacion de los
pardmetros presentes en la ecuacion se realizé mediante el uso de SOLVER, una herramienta de
optimizacion incluida en la hoja de célculo de Microsoft Excel 2020 (Umafia, 2015). Se establecio
como funcidn objetivo la minimizacion del error relativo medio (ERM) (Ecuacion 4), obtenido
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por la diferencia entre los valores experimentales (Ye) Y l0s valores predichos por el modelo
(Year). Asi, a cada una de las extracciones se identificaron los pardmetros del modelo Yeq, a y S.
Considerando:

- Y = Rendimiento de la extraccion
- Yeg = Rendimiento en el equilibrio o rendimiento méximo
- Yo = Rendimiento al inicio de la extraccion.

e | Yexp—Ycal Ecuacion 4
Yig | Y exp |
x 100

ERM =
n® datos

Se ajustaron los parametros para cada réplica de las cinéticas obtenidas (minimo 3) en todos
los tratamientos estudiados, luego se hizo un promedio y desviacion de los parametros obtenidos.
Esto permitié cumplir el objetivo de establecer un modelo matemaético que se ajuste lo maximo
posible a el proceso de extraccion.

4.7. Analisis estadisticos

Los parametros obtenidos en el modelo para cada tratamiento diferente se compararon a
través de un test ANOVA utilizando el software “RStudio (Rstudio, 2022.)” para determinar la
significacion de diferencias (p<0,05) obtenidas y se realizd un test Tukey para determinar que
parametros resultaron diferentes entre si. Antes de aplicar los test ANOVA y Tukey, se verificd
la normalidad de los datos con el test Shapiro, en caso de no seguirla, los datos se transformaron
a logaritmos.
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5.RESULTADOS

Con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura y la aplicacion de ultrasonidos sobre
las cinéticas de extraccidn de proteinas, se utilizo como materia prima el bagazo de cerveza
(BSG). En este apartado se presentan los resultados obtenidos son respecto a las caracteristicas
de la materia prima y a la determinacion de la potencia acustica de la sonda caracterizada.
Seguidamente, se detallan y discuten los resultados obtenidos en los experimentos de extraccion,
evaluando el efecto de la temperatura de extraccion y la potencia acUstica aplicada. El analisis de
los resultados obtenidos en los experimentos de extraccidn asistida con ultrasonidos se ha
realizado usando como control experimentos realizados con agitacion mecanica.

5.1. Caracterizacion del BSG

El contenido en humedad del BGS antes del proceso de secado fue de 76 £ 0,36% b.h. Durante
el proceso de acondicionado de la muestra se eliminé practicamente toda la humedad.

Para poder determinar el porcentaje de proteina extraida en la experimentacion se debe
conocer el contenido en proteina de la materia prima inicial (BSG). Este contenido fue de 15,81
+ 1,23%, ligeramente inferior al mostrado en la bibliografia 19-30% (Lynch et al., 2016). Estas
diferencias pueden estar relacionadas con la variedad del grano de malta o el tratamiento durante
la elaboracion de la cerveza.

5.2. Caracterizacion de la potencia acustica

La densidad de potencia acustica generada por la sonda de ultrasonidos se determind
mediante un estudio calorimétrico, obteniendo el siguiente resultado presentados en la tabla 4:

Tabla 4. Densidad acUstica de las sondas estudiadas

Medida de la sonda (mm) Densidad acustica (W/L)
22 500 + 6
5.3. Cinéticas de extraccion

En este apartado se presentan los resultados obtenidos por los distintos experimentos de
extraccion ultrasénica, comparados con una extraccion de control con agitacién mecanica, a dos
temperaturas diferentes (25 y 50 °C). A continuacion, se presenta la nomenclatura que va a ser
utilizada en el resto del trabajo (Tabla 5).

Tabla 5. Nomenclatura de las extracciones

Temperatura Tratamiento Nomenclatura
25°C Ultrasonidos US25
Agitacion Mecénica AG25
50°C Ultrasonidos US50
Agitacién Mecéanica AG50

En la tabla 6 y en las figuras 7 y 8 se presentan los resultados correspondientes al promedio
del rendimiento proteico (Y) a cada tiempo de extraccion tanto con Ultrasonidos (US) como con
Agitacion mecanica (AG). Los resultados se muestran en forma de promedio y desviacion tipica.
El porcentaje equivale a cantidad (g) de proteina extraida frente a la proteina presente inicialmente
en la muestra.

20



Tabla 6. Rendimientos proteicos de extraccion (%)

25°C 50 °C

Tiempo AG25 US25 AG50 US50

(min)
3 525 + 0,03 13,93 + 151 11,12 + 0,66 1429 + 1,49
6 7,81 + 0,45 19,13 + 1,49 12,95 + 2,20 2283 + 245
10 8,06 + 0,00 2336 + 3,95 20,74 + 1,83 23,84 + 571
15 10,89 + 1,30 26,71 + 3,98 2492 + 217 26,67 + 6,71
20 11,29 + 0,12 31,51 + 0,31 2271 + 1,78 34,02 + 1,80
25 13,98 + 2,01 34,28 + 1,17 24,87 + 1,32 27,65 + 1,80
30 14,23 + 0,71 36,67 + 0,81 23,05 + 2,18 28,92 + 2,06
40 14,46 +1,80 38,34 + 0,06 2457 + 2,85 37,66 + 1,73

La temperatura afect6 significativamente el proceso de extraccion con agitacion mecénica.
Asi, se puede observar que después de 40 min de extraccion, el rendimiento a 50 °C (25%) casi
duplico al observado a 25 °C (14%). En cambio, cuando la extraccion se realizé con aplicacion
de ultrasonidos no se observé una influencia clara de la temperatura. De hecho, después de 40
min de extraccidn, no hubo diferencias entre las distintas temperaturas ensayadas y en ambos se
obtuvo un rendimiento final del 38%.

En cuanto a la aplicacion de ultrasonidos, al comparar las cinéticas obtenidas por agitacion y
por ultrasonidos a 25 °C, se puede observar diferencias muy grandes. En estas condiciones, la
aplicacion de ultrasonidos practicamente duplicé el rendimiento. Asi, por ejemplo, en el punto
final de la extraccion (40 min), las muestras AG25 mostraron un rendimiento del 15% y las US25
del 38%. Este efecto, sin embargo, se observé en menor medida cuando la extraccidn se llevé a
cabo a 50 °C.

El estudio realizado por Li et al. (2021) inform6 de tendencias similares a las obtenidas en
este trabajo. Estos autores realizaron una extraccién asistida por ultrasonidos del BSG, en el que,
a 250 W, durante 20 min con un ciclo de trabajo de 60% alcanzaron un rendimiento proteico del
86,16%, mucho mayor que el obtenido con una extraccién convencional, en la que alcanzaron un
47,71%. Otro estudio que también corrobora los resultados obtenidos fue el realizado por Dabbour
et al., (2021) en el que, a partir de girasol, extrajeron proteina con accion ultrasonica a 30, 40 y
50 °C. La aplicacion de ultrasonidos aumenté el rendimiento proteico de 23,46% a un 34,66% a
30 °C, y de un 25,90% a un 35,69% a 40 °C. Por otro lado, Stroescu Marta & Sturzoiu Aurelia
(2011) observaron que el aumento de la temperatura no mejoré los efectos de la aplicacion de
ultrasonidos. De hecho, no observaron diferencias significativas entre la aplicacion de
ultrasonidos a 55 °C y a 25 °C.
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Figura 7. Cinética de extraccion con agitacion mecénica a 25 °C y 50 °C. Los valores
experimentales se presentan como puntos y los calculados por el modelo como linea continua.
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Figura 8. Cinética de extraccion con ultrasonidos a 25°C y 50 °C. Los valores experimentales
se presentan como puntos y los calculados por el modelo como linea continua.

5.4, Modelizacidon de las cinéticas de extraccion

Con el objetivo de describir matematicamente la transferencia de materia durante la
extraccion, se utilizo el modelo de Weibull, descrito en la Ecuacion 1. A partir de su ajuste a los
datos experimentales, se determinaron los parametros del modelo (Yeq, o y f), considerando que
el rendimiento proteico a tiempo inicial era 0. Los resultados se muestran en la Tabla 7. Ademas,
también se ha afiadido a la tabla el error relativo medio (ERM) (Ecuacion 4), parametro que
permite evaluar el ajuste del modelo.



Tabla 7. Parametros del modelo de Weibull identificados para las cinéticas de extraccion de
proteinas de bagazo de cerveza, con agitacion y con aplicacion de ultrasonidos a diferentes

temperaturas.
T a (s) p Yeq (%0) ERM (%)
Agitacion 25 890 + 192 0,618 +£0,063* 16,8 +1,6° 5,59
50 320 + 14° 0,842 +0,030*° 24,2+1/5° 6,70
Ultrasonidos 25 604 + 107° 0,747 +£0,043* 39,3 +0,5° 3,50
50 314 + 54¢ 0,637 +0,141* 30,1+1,5° 8,52

*Diferentes letras en el mismo parametro indican diferencias significativas (p<0,05)

El ERM (Error Relativo Medio) es un pardmetro que permite conocer la precision del ajuste
del modelo de Weibull, y, por lo tanto, su capacidad para representar las extracciones
experimentales y predecir las variaciones del sistema. Asi, si los valores obtenidos son inferiores
al 10%, significa que el modelo matematico permite una correcta simulacion del proceso. En
todas las cinéticas modelizadas se obtuvieron valores inferiores al 10 %, lo que indica que el
ajuste fue adecuado. Esto también se puede observar en las figuras 7 y 8 donde se muestra que
los datos experimentales y los calculados con el modelo siguieron la misma tendencia. En la figura
8 se observa como, para la cinética US50, hay dos puntos que difieren de la tendencia de los
demas. Esto se explicaria como errores experimentales debido a que las condiciones de este
experimento dificultaron el mantenimiento de la temperatura durante la aplicacion de
ultrasonidos. Ademas, la combinacion de temperatura y aplicacion de ultrasonidos podria haber
provocado en algunos casos una degradacion de las proteinas. Este desajuste explica que en estas
condiciones es cuando se obtiene el ERM mas alto (8,52%).

Se puede observar en la tabla 7, que el parametro « varié en funcion de la temperatura y del
método de extraccion. Este pardmetro tiene una relacion inversa con la velocidad del proceso (k),
por lo que cuanto mas alto es su valor, mas lenta es la cinética de extraccién. En las cinéticas
obtenidas por agitacion mecanica a 25 °C, este parametro fue significativamente superior (p<0,05)
que el obtenido a 50 °C, lo que significa que la cinética fue mas rapida a la temperatura mas alta.
Sucede algo similar al comparar este parametro a 25 y 50 °C en las cinéticas obtenidas con
ultrasonidos.

Si se comparan las experiencias realizadas a 25 °C, las extracciones asistidas actsticamente
presentaron valores significativamente (p<0,05) mas bajos que las realizadas con agitacion. Sin
embargo, a 50 °C, las diferencias en el pardmetro « entre la agitacion y la aplicacion de
ultrasonidos no fue significativa (p>0,05).

Respecto al parametro f, segin se ha mencionado con anterioridad, describe el
comportamiento del proceso de extraccion. Los valores pueden ser < 1, adquiriendo una forma de
cinética convexa y que la velocidad de extraccion disminuya de forma progresiva con el tiempo,
pueden ser en torno a 1 siguiendo una cinética de extraccion de primer orden, o pueden ser > 1
creando una curva de extraccion concava y que la velocidad aumente con el tiempo. En este
trabajo, los valores de este pardmetro identificados fueron inferiores a 1 para todas las cinéticas
estudiadas y no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre si. En las figuras 7 y 8, se
puede observar que en todas las cinéticas aparece una forma convexa notable, y en todas se
produce un punto de inflexion de la extraccién proteica, en el que se equilibra el rendimiento
proteico. Umafia et al. (2020) estudid la extraccion de ergosterol a partir de residuos de
champifion, también observo que su valor tanto, para una extraccion asistida por ultrasonidos
como para la extraccién de control, fue menor a la unidad.

El rendimiento proteico en el equilibrio Yeq seria una medida del porcentaje de proteina
maximo que se puede extraer usando el método establecido. El efecto de la aplicacion de

23



ultrasonidos sobre los rendimientos proteicos en equilibrio (Yeq) fue notable y a 25 °C, se
observaron diferencias significativas (p<0,05). Asi, el valor de Yeq fue significativamente superior
con la aplicacién de ultrasonidos. En cambio, se observd un comportamiento distinto a 50 °C, en
el que no se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los métodos de extraccion
utilizados.

En las figuras 9, 10, 11y 12 se presenta la relacion entre los valores de rendimiento calculado
(Yeac) con el modelo frente al rendimiento determinado experimentalmente (Yey). Ademas, se
incluye la ecuacion del ajuste lineal y el R? asociado a la ecuacion.

AG25
16
14 y =0,9342x + 0,4626 o
R?=0,9786 _..:®
e
12 ° .

10 o

Ycalc(%)
[0¢]

8 10 12 14 16
Yexp (%)

Figura 9. Rendimientos proteicos experimentales (Yexp) vs calculados (Ycalc) obtenidos con
agitacion a 25 °C
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30

y =0,9229x + 1,2547

25
R?=0,9636 oSN

20

o

15

Ycalc(%)

10

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Yexp(%)

Figura 10. Rendimientos proteicos experimentales (Yexp) vs calculados (Ycalc) obtenidos con
agitacion a 50 °C
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Figura 11. Rendimientos proteicos experimentales (Yexp) vs calculados (Ycalc) obtenidos con
la aplicacion de ultrasonidos a 25 °C
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Figura 12. Rendimientos proteicos experimentales (Yexp) vs calculados (Ycalc) obtenidos con
la aplicacion de ultrasonidos a 50 °C

El valor de R? representa el ajuste entre los datos experimentales y los calculados por el
modelo establecido, de forma que cuanto mas se acerque este valor a 1, mayor sera la correlacion
entre los valores experimentales y los calculados. Las cinéticas que mayor correlacion presentaron
fueron las de 25 °C, con valores de R? de 0,98 y 0,99. En cambio las cinéticas a 50 °C, obtuvieron
valores inferiores, de 0,96 en experiencias realizadas con agitacion, y de 0,93 en experiencias
realizadas con ultrasonidos. Esto puede deberse tanto a la heterogeneidad de materia prima como
a las posibles alteraciones inducidas por la aplicacion de ultrasonidos durante la extraccion que
dificultaron el control de la temperatura. Asi, los valores de la ordenada en el origen de la ecuacion
del ajuste lineal fueron cercanos a 0 para todos los casos excepto para las experiencias US50, en
las que este valor fue mas alto. Ademas, los valores de la pendiente son en general cercanos a la
unidad lo que indica un buen ajuste y la ausencia de errores sistematicos.
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6. CONCLUSIONES

La aplicacion de ultrasonidos a la extraccién de proteinas de bagazo de cerveza
incrementd el rendimiento de extraccion en comparacion con las extracciones con agitacién
convencional. Este efecto fue mayor en las experiencias realizadas a 25 °C lo que indicaria que
efecto de los ultrasonidos en la transferencia de materia fue mas acentuado a temperaturas bajas.

El aumento de la temperatura incrementd el rendimiento de extraccidon proteica en las
extracciones realizadas con agitacion. En cambio, en las experiencias con ultrasonidos se llego a
observar una disminucion del rendimiento lo que podria atribuirse a un que la combinacion de
ultrasonidos y altas temperaturas podria generar un efecto negativo.

El modelo empirico de Weibull simul6é adecuadamente las cinéticas de extraccion ya que el
ERM de cada extraccion fue inferior 10% y la misma tendencia de datos experimentales y
calculados (elevados valores de R?).

Los parametros del modelo identificados indicaron que la extraccion con aplicacion de
ultrasonidos resultd mas rapida y alcanz6 un mayor rendimiento de extraccion en el equilibrio.
Esto fue especialmente importante a la temperatura mas baja ensayada, 25 °C. A 50 °C, un posible
efecto negativo de la combinacién de ultrasonidos y temperatura alta hizo que los valores de
equilibrio resultaran ligeramente inferiores.

Como conclusion final del presente trabajo se podria destacar que se ha visto que la aplicacién
de ultrasonidos durante la extraccion de proteina de bagazo puede contribuir a incrementar los
rendimientos y la velocidad de extraccion a temperaturas bajas, lo que podria implicar un menor
consumo energético de la operacion.
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