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Abreviaciones y simbologia.

%CV: Porcentaje de coeficiente de
variabilidad.

°C: Temperatura en grados Celsius.
3D: Tercera dimension.
AcOH: Acido acético.

ADF: Fibra Detergente Acido (Acid
detergent Fiber).

ANOVA: Andlisis de Varianza

(Analysis of Variance)
AQP: Analisis Quimico Proximal.
ATR: Reflectancia Total Atenuada.

BSA: Albumina Sérica Bovina (Bovine

Serum Albumin).

BSG: Grano Gastado de malta de

Cerveceria (Brewer’s Spent Grain).

CAD: Disefio Asistido por
Computadora (Computer-Aided
Design).

cm: Longitud en centimetros.

cm®: Longitud de onda en el espectro

de infrarrojo en cm a la inversa.
COg2: Dioxido de carbono.

cP: Viscosidad en centiPoises

FTIR: Espectroscopia de Infrarrojo por
la Transformada de Fourier.

g: Masa en gramos.

G': Modulo de almacenamiento.
G": MdAdulo de pérdida.

GHz: Frecuencia en gigaHertz.
h: Tiempo en horas.

H2S0a4: Acido sulfurico.

HCI: Acido clorhidrico.

HMF: Hidroximetil furfural.

kcal: Contenido energético en

kilocalorias.

kDa: Unidad de masa atémica en

kiloDaltons

kg: Masa en kilogramos.

kgr. Fuerza en kilogramo-fuerza
kHz: Frecuencia en kiloHertz.

kJ: Contenido energético en

kiloJoules.
KMnOa4: Permanganato de potasio.

kV: Diferencia de potencial eléctrico
en kiloVolts.



L: Volumen en litros.

LSD: Diferencia Minima Significativa
(Least Significant Difference).

m/v: Relacion masa/volumen.

M: Concentracion molar.

mg: Masa en miligramos.

MHz: Frecuencia en megaHertz.
min: Tiempo en minutos.

mL: Volumen en mililitros.

mM: Concentracién milimolar.
mm: Longitud en milimetros.
MPa: Presion en megaPascales.
n: indice de comportamiento de flujo.
N2: Nitrogeno.

NaCl: Cloruro de Sodio.

NaOH: Hidroxido de sodio.

NDF: Fibra
(Neutral Detergent Fiber).

Detergente  Neutro

pH: Potencial de hidrégeno.

PLA: Acido polilactico (polylactic acid).

ppm: Concentracién en partes por

millon).
R2: Coeficiente de determinacion.

rpm: Velocidad angular o velocidad de

corte en revoluciones por minuto.
s: Tiempo en segundos.

s1: Velocidad de corte en segundos a

la inversa

SCP: Proteina Unicelular (Single Cell

Protein).

Tan (O):

mecanica.

Tangente de pérdida

USAII: Unidad de Servicios de Apoyo

a la Investigacion.

V: Diferencia de potencial eléctrico en
Volts.

W: Potencia en Watts.
ug: Masa en microgramos.
uL: Volumen en microlitros.

um: Longitud en micrometros



1. Introduccion.

1.1. Planteamiento del problema.

En México se producen y comercializan una gran diversidad de alimentos de origen
vegetal, durante la cosecha y post cosecha se generan cantidades importantes de
residuos, estos residuos conformados principalmente por biomasa lignocelulésica
tienen un impacto ambiental considerable por su compleja degradacion (Cortés,
2014; Mejias et al., 2016).

La cerveza es el producto agroalimentario principal de exportacion en México,
incluso México ocupa el primer lugar en exportacion de cerveza a nivel mundial, asi
también produce cantidades importantes de esta bebida para consumo local
(Gutiérrez, 2021; Forbes México, 2021). Para la elaboracion de la cerveza se
producen cientos de miles de toneladas de malta (964 mil toneladas en 2019 previo
a la pandemia causada por la COVID 19), después de la produccion de cerveza
guedan cantidades similares de grano gastado de malta (INEGI, 2020), estos
residuos tienen gran potencial para ser aprovechados para la obtencion de

productos de valor agregado.

Por otra parte, la poblacion mundial aumenta cada vez mas, lo que implica una
creciente demanda de alimentos y, con ello, una creciente demanda de proteinas.
Las proteinas son macronutrimentos compuestos por largas cadenas de
aminoécidos indispensables para el mantenimiento de la vida. Hay aminoacidos que
el cuerpo humano s6lo puede adquirir a través de la dieta (aminoacidos esenciales)
((Belitz & Schieberle, 2009; Galvez et al., 2013). Ante la creciente demanda de
alimentos, las fuentes convencionales de proteina de buena calidad biol6gica como
la leche, el huevo y la carne no se daran abasto en un futuro para cubrir la demanda
mundial de proteinas, por lo que es necesario desarrollar fuentes alternativas de

proteinas que contribuyan a cubrir dicha demanda (Qin et al., 2018).

Se busca que las fuentes alternativas de proteinas sean sostenibles y sean
amigables con el medio ambiente, pues se sabe que las fuentes convencionales de

proteina de buena calidad biol6gica como la carne tienen suministros limitados y se




relacionan con problematicas ambientales como el cambio climético, uso excesivo

de agua dulce y pérdida de la biodiversidad (Kumar et al., 2021).

Cada individuo posee requerimientos nutricionales diferentes debido a su actividad
fisica, estado de salud, edad, etc., incluso cada individuo tiene sus propios gustos.
Los alimentos que encontramos en el mercado se producen en masa, por lo que no
pueden cubrir las necesidades y gustos de toda la poblacion, de tal manera que
tecnologias como la impresion de alimentos en 3D comienzan a emerger con gran
fuerza gracias a que con este tipo de tecnologia se pueden elaborar alimentos
personalizados, alimentos que cubran las requerimientos nutricionales y deseos de

cada individuo (Jiang et al., 2019).

1.2. Objetivo.

Desarrollar un producto de valor agregado a partir de residuos de cerveceria.

1.2.1. Objetivos particulares.

e Determinar el método de extraccion mas adecuado para la extraccion de las
proteinas del grano gastado de malta de cerveceria.

e Explorar de manera teérica una alternativa a los métodos de extraccidon para
la obtencién de proteinas a partir de residuos de cerveceria.

e Disefiar una formulacién éptima para impresion en 3D.

e Desarrollar un alimento formulado con proteinas obtenidas a partir de
residuos de cerveceria y producido mediante la innovadora tecnologia de

impresion de alimentos en 3D basada en extrusion.

1.3. Hipotesis.

A partir de los residuos de malta gastada de cerveceria, posterior al secado y
mediante el proceso de extraccibn mas adecuado, se logrardn obtener proteinas
Gtiles para la formulaciéon de un material capaz de extruirse en una impresora 3D,
obteniendo un alimento en 3D rico en proteinas de buena calidad biologica y una
apariencia agradable disefiada a través de un programa CAD. Este alimento
beneficiara a la sociedad por el aprovechamiento de los residuos cerveceros, podria

llegarse a considerar como una alternativa a las fuentes convencionales de




proteinas y su produccién no tendré los efectos ambientales negativos que llega a
tener la produccién de las fuentes de proteinas comunes como la carne, por poner

un ejemplo.
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2. Marco tedrico.

2.1. Residuos agricolas.

Los residuos generados por la agroindustria han adquirido una gran importancia
debido a que buena parte de sus componentes pueden ser utilizados como materia
prima para la produccion de nuevos productos con valor agregado, tal importancia
actual se prevé que continle a futuro principalmente para disminuir el impacto

ambiental que estos residuos ocasionan (Mejias et al., 2016).

En las industrias que procesan alimentos, una gestion sensata puede garantizar que
los nutrientes y otros recursos se recuperen en la mayor medida posible de los
residuos generados, esto incluye también el alcance de reprocesamiento y la mejora

de la productividad (Jagadiswaran et al., 2021).

En México se producen y comercializan en fresco o en productos procesados:
Frutas, verduras, tubérculos, cereales, vainas, semillas, raices y hojas. Durante la
cosecha y post cosecha se produce una gran cantidad de residuos en sus cadenas
de produccién de la agroindustria, los cuales en su mayoria constituyen biomasa
lignocelulésica y lipidica, que, a pesar de que su degradacion es compleja, pueden
ser tratados por métodos fisicos, quimicos, bioldgicos o combinaciones de estos
para el fraccionamiento de sus componentes (Mejias et al., 2016). Estos residuos
pueden ser aprovechados para la generacion de productos como biocombustibles
y productos quimicos de importancia comercial (Cortés, 2014).

Para obtener biocombustibles y productos quimicos de valor comercial a partir de
residuos agricolas, se requiere su procesamiento en biorrefinerias. El concepto de
biorrefineria es similar al de las refinerias de petroleo, en las refinerias de petréleo
se fracciona este recurso no renovable para la obtencion de productos quimicos,
energia y combustibles; lo mismo ocurre en las biorrefinerias, la diferencia radica
en que las biorrefinerias no usan recursos no renovables como el petrdleo, al
contrario, se usan recursos renovables (Ferreira, 2017), entre estos recursos

renovables se encuentran los residuos agricolas.
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Se puede decir que las zonas rurales tienen el potencial suficiente para abastecer
biorrefinerias con la capacidad de revalorizar los subproductos que se obtienen de

la agroindustria (Contreras et al., 2019).

En la llustracidén 1 se puede observar un esquema que ejemplifica el concepto de
biorrefineria, donde la biomasa por medio de tratamientos fisicos, quimicos y/o

biologicos se transforma en productos de valor agregado.

/ Biomasa \ /  Biorrefineria |\ /~  Productos "\

e Bioenergia
Hidrélisis,

‘ separacion, o - S
fraccionemiento, . el
etc. o=, %

Productos quimicos

’ . Alimentacion

Gasificacion,
e

combustion,
‘ M pirolisis, Alimentos

fermentacidn, etc.

Analisis de ciclo de vida Dafio embiental y costo de inversion Impacto social

Bijicasrarronsn sanaaoncysiesd | Sustentabllldad ‘., ................................................
llustracién 1. Concepto de biorrefineria (traducido de Ferreira, 2017).

2.1.1. Residuos agricolas de la industria cervecera.

Los residuos de la industria cervecera se componen principalmente de cascara,
salvado y residuos de endospermo de cebada y otros granos utilizados como
adjuntos en la elaboracion de cerveza (He et al., 2021).
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El grano gastado de malta de cerveceria (BSG por sus siglas en inglés) es el
subproducto que permanece después del proceso de maceracion vy filtracion del
mosto (Riafio et al.,, 2021). Esta materia lignocelulésica es abundante en
componentes como la celulosa (12-15%), hemicelulosa (20-35%) y lignina (7-28%),
conformando a la fibra, el componente mayoritario con valores alrededor de 50
hasta 70%, mientras que el segundo componente mayoritario esta conformado por
las proteinas con valores entre 14-30% del peso seco (He et al., 2021), ademas
contiene carbohidratos solubles como el almidon en cantidades variables que van
desde 2% (Qin et al., 2018) hasta 21% (Parchami et al., 2021), asi también se puede
encontrar en muy poca cantidad el B-glucano (cerca del 1%) (Qin et al., 2018); una
pequefia cantidad de lipidos (5-11%) (lkram et al.,2017), compuestos fendlicos
(1.2%) (Riafio et al., 2021), vitaminas y minerales (silicio, fésforo y calcio,
principalmente) (He et al., 2021).

El BSG es la corriente secundaria mas abundante de la industria cervecera, se
genera un aproximado de 20 kg de grano gastado en forma himeda por cada 100
L de cerveza producida, lo que representa aproximadamente el 85% del total de
subproductos generados (lkram et al., 2017; Qin et al. 2018; He et al., 2021; Li et
al., 2021; Riafio et al., 2021). Este subproducto se genera tanto en grandes como
en pequefias empresas, su valorizacion abre oportunidades a que las empresas

cerveceras se incorporen al concepto de biorrefineria (Riafio et al., 2021).

Por lo general el BSG se vende o se dona para alimentacion animal, manteniendo
a este residuo fuera del flujo de desechos, sin embargo, se descompone con
facilidad por su alto contenido de nutrimentos y alto contenido de humedad
(alrededor de 70%), por ello se puede considerar como un material de desecho, su
vida util varia de 2-10 dias en climas calidos, dificultando su almacenamiento y
transporte (lkram et al., 2017; He et al., 2021).

También se han intentado usos alternativos para el BSG como materia prima para
la produccion de oligosacaridos, xilitol, acido lactico, polifenoles y flavonoides,
incluso en la produccion de alimentos funcionales y suplementos alimenticios (He
et al., 2021).
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Para la alimentacion humana, el BSG puede considerarse como un ingrediente ideal
debido a su facil disponibilidad, bajo costo, y es rico en nutrimentos. Puede
agregarse a productos como panes, galletas, muffins y bocadillos que necesiten
mejorar su contenido de fibra (asociada al aumento de excrecién del colesterol y
grasas, y a la mejora del transito digestivo), polifenoles (con actividad antioxidante)
y proteinas (buena fuente de aminoacidos esenciales (Ver seccion 2.2.2., llustracion
2)) (lkram et al., 2017).

México ocupa el primer puesto en exportacion de cerveza por arriba de paises como
Alemania y Paises Bajos (Gutiérrez, 2021) a pesar de que la produccion tuvo una
caida del 4.7% y una caida en la exportacion del 6.2% en 2020 atribuidas a la
situacion sanitaria ocasionada por la COVID 19, enfermedad generada por el virus
SARS-CoV-2. En dicho afio 118.7 millones de hectolitros fueron producidos y 37.6
millones de hectolitros fueron exportados, estas cifras mantienen a la cerveza como
el principal producto agroalimentario de exportacion en México (Forbes México,
2021), La elaboracion de cerveza genera una enorme cantidad de residuos de BSG,
residuos de los cuales pueden obtenerse grandes cantidades de proteinas y otros
productos de interés comercial, pues segun el INEGI (2020) desde 2016 se ha

mantenido la producciéon de malta cervecera arriba de las 900 mil toneladas por afio.

2.2. Proteinas.

El acido desoxirribonucleico que constituye a los genes donde se almacena la
informacion estructural y metabdlica de los seres vivos, son transcritos para formar
distintos tipos de acido ribonucleico, el cual es traducido en los ribosomas para la
sintesis de proteinas. El codigo genético tiene la informacion para sintetizar 20 a-
aminoacidos, los cuales son aquellas unidades, que, como “eslabones”, se unen
mediante el grupo amino de uno al grupo carboxilo del siguiente (enlace peptidico),
formando péptidos, cuando se forman cadenas polipeptidicas de altos pesos
moleculares se les denomina a estas estructuras como proteinas (Galvez et al.,
2013).

Los a-aminoacidos se clasifican de diferentes maneras, dado que sus cadenas

laterales son factores importantes en las interacciones inter e intramoleculares de
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las proteinas y, por lo tanto, en sus propiedades. Pueden clasificarse como:
aminoacidos con cadenas laterales no polares y no cargadas, por ejemplo: glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalaninay triptéfano (estos
dos ultimos también se clasifican como amino&cidos aromaticos); aminoacidos con
cadenas polares no cargadas, por ejemplo: serina, treonina, cisteina, tirosina
(clasificado también como aminoacido aromatico), asparagina y glutamina;
aminoacidos con cadenas laterales cargadas, por ejemplo: acido aspartico y
glutamico, histidina, lisina y arginina. Otra manera en que pueden clasificarse es de
acuerdo con sus funciones nutricionales/fisiologicas, donde se dividen en
aminoacidos esenciales y aminoacidos no esenciales. Los aminoacidos esenciales
son aquellos que no pueden ser sintetizados por el cuerpo humano, por lo tanto,
deben obtenerse a través de la dieta, entre ellos se encuentran: valina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, triptéfano, metionina, treonina, histidina (esencial para
infantes), lisina y arginina (semiesencial); por otra parte, los aminoacidos no
esenciales son aquellos que el cuerpo humano puede sintetizar, entre ellos se
encuentran: glicina, alanina, prolina, serina, cisteina, tirosina, asparagina,

glutamina, acidos aspartico y glutamico (Belitz & Schieberle, 2009).

Los aminoacidos, péptidos y proteinas, desempefian un papel importante en los
sistemas bioldgicos y son muy versatiles. Tienen todo tipo de funciones como:
estructura, transporte, motilidad, defensa, reconocimiento, almacenamiento y
funcidn catalitica (enzimas) (Galvez et al., 2013). En los alimentos son componentes
de gran importancia, contribuyen al sabor por ser precursores de compuestos
aromaticos, imparten color gracias a las reacciones térmicas o enziméaticas que
ocurren durante la produccion, procesamiento y almacenamiento, también influyen
de manera significativa en las propiedades fisicas de los alimentos a través de su
capacidad para formar o estabilizar geles, espumas, emulsiones y estructuras
fibrilares (Belitz & Schieberle, 2009).

La hidrélisis del enlace peptidico de las proteinas aumenta el numero de
aminodcidos libres y grupos carboxilo, incrementa la solubilidad, digestibilidad y

propiedades funcionales de estos compuestos, formando péptidos bioactivos, es
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decir, péptidos que confieren funciones biolégicas que van mas alla de su valor

nutricional (Hou, et al., 2017).

Energéticamente, aportan un valor similar al de los carbohidratos (17 kJ/g o 4
kcal/g). Entre las fuentes alimenticias mas importantes de proteinas, se encuentran:
carne, leche, cereales, oleaginosas, legumbres, incluso pueden considerarse las
algas y proteinas de organismos unicelulares (SCP por sus siglas en inglés), por
ejemplo, levaduras y bacterias (Belitz & Schieberle, 2009).

Se puede decir que las proteinas alimenticias son aquellas que son facilmente
digeribles, no son toxicas, nutricionalmente adecuadas, funcionalmente utiles en los

alimentos y disponibles en abundancia (Galvez et al., 2013).

2.2.1. Proteinas en residuos agricolas.

La obtencion de bioproductos basados en proteinas extraidas de residuos agricolas,
puede ayudar a diversificar los ingresos en las biorrefinerias, pues se pueden utilizar
en su forma completa o como hidrolizados por sus propiedades nutricionales,
bioactivas y tecno-funcionales (Contreras et al., 2019) obteniendo productos de

valor agregado.

La demanda de proteinas a nivel mundial va en aumento de manera proporcional al
incremento de la poblacién y, por lo tanto, de alimentos. En un futuro las fuentes de
proteinas convencionales no podran cubrirla. Una buena alternativa para resolver
esta problematica es la extraccion de proteinas a partir de biomasa lignocelulésica,
de esta manera se puede proporcionar una mayor cantidad de estos componentes

alimentarios para satisfacer una demanda futura (Qin et al., 2018).

A parte de satisfacer la demanda de proteinas, las proteinas obtenidas a partir de
residuos agricolas tienen potencial para sustituir a las proteinas animales, que son
caras, tienen suministro limitado y estan relacionadas con el agotamiento del agua
dulce, el cambio climatico, pérdida de la biodiversidad y, a menudo, se relacionan
con enfermedades humanas (Kumar et al., 2021).

El uso cada vez mas frecuente de nuevos métodos alternativos ecoinnovadores

para la obtencion de proteinas de residuos agricolas, permite alcanzar no solo los

16

——
| —



objetivos del procesamiento moderno de alimentos (garantia de produccién
rentable, sostenible y respetuosa con el medio ambiente), sino que parece mas

alcanzable el concepto de “desperdicio de cero alimentos” (Poji¢ et al., 2018).

Se estima que los residuos de la industria agroalimentaria contienen entre 10-40%
de proteinas, hay productos que pueden tener mas, como lo es el caso de las algas
rojas, que llegan a contener hasta un 50% de proteinas en peso seco (Alvarez-Vifias
et al., 2021).

Las proteinas obtenidas de los residuos agricolas pueden utilizarse como
ingredientes por sus propiedades tecno-funcionales (por ejemplo, gelificantes,
aglutinantes y espumantes) y como nutrimentos para la fortificacion de alimentos y
suplementos alimenticios (Poji¢ et al., 2018). Las propiedades nutricionales de las
proteinas que pueden aislarse de algunos residuos agricolas podrian ser tan
adecuadas como algunas fuentes de proteina que se consumen actualmente, y que

contienen la mayoria de los aminoacidos esenciales (Mechmeche, 2017).

La limitante del uso de algunas proteinas vegetales para el consumo humano son
la alergenicidad, toxicidad, mal sabor, presencia de alta cantidad de fibra en los
extractos y factores antinutricionales como, por ejemplo, taninos, acido fitico,
glucosinolatos, fitatos, acido erucico, inhibidores de tripsina, entre otros (Pojic¢ et al.,
2018).

Se puede clasificar a los residuos agricolas de acuerdo con su contenido de
proteinas, los residuos agricolas relativamente ricos en proteinas contienen una
cantidad mayor al 20% en base seca, entre ellos se encuentran los residuos del
procesamiento de arroz, soya, harinas de semillas, granos de destilerias de
cereales, entre otros; aquellos residuos con contenido medio son aquellos que
contienen de 10-20% en base seca, entre ellos se encuentran las semillas de las
frutas, cascaras, salvado de cereales, entre otros; por ultimo, los residuos con bajo
contenido de proteinas, son aquellos que contienen menos de 10% en base seca,
estos residuos son conformados por hojas de plantas, tallos, paja, entre otros
(Contreras et al., 2019).

17

——
| —



2.2.2. Proteinas en grano de malta gastada de cerveceria.

Un alto contenido de proteina es deseable para aplicaciones alimentarias, en el caso
de la elaboracion de cerveza es deseable un contenido bajo de estas
macromoléculas, pues el contenido de proteinas y el contenido de almidén estan
inversamente relacionados, a mayor contenido de proteinas, menor contenido de
almidon, lo que se traduce en bajos rendimientos de extracto de malta, sin embargo,
tampoco se desea un contenido muy bajo de proteinas, pues la levadura requiere
aminoacidos para su nutricion y, por ende, para poder realizar de manera adecuada
el proceso de fermentacion; incluso un bajo contenido de proteinas conduce a una
baja actividad enzimatica, lo que se traduce en una cantidad baja de azlcares
fermentables. La cantidad de proteina ideal en malta cervecera va del 10-12%, con

una cantidad de almidén aproximadamente de 60% (Jaeger et al., 2021).

El malteado provoca que las proteinas se degraden parcialmente en aminoacidos
solubles y péptidos debido a las peptidasas enddégenas del grano de cebada, sin
embargo, la mayoria permanecen insolubles (74-78% del total). Gracias a la
solubilizacion del endospermo durante la maceracion, el contenido de proteinas
aumenta en el grano gastado de malta de cerveceria de 10 a 24% en peso seco
(Rommi et al., 2018).

El BSG contiene una gran cantidad de proteinas en su composicion, esta cantidad
oscila entre 18 y 30%, varia dependiendo de la materia prima, coadyuvantes y el
proceso llevado a cabo en la industria (Qin et al., 2018; Li et al., 2021), incluso estos

factores de variacion pueden ampliar el intervalo de 14-30% (He et al, 2021).

El contenido de proteina del BSG es mucho mas alto en comparacién con otros
residuos o subproductos agricolas, esto ha provocado que en los ultimos afios se le
haya prestado atencion para obtener proteinas mediante métodos como la
extraccion alcalina o la extraccion asistida por enzimas (Qin et al., 2018).

Estas proteinas tienen potencial para estabilizar emulsiones acuosas y oleosas,
ademas se ha demostrado que los péptidos que se pueden obtener de este residuo
tienen alta bioactividad in vitro como la actividad antioxidante, lo que proporciona

informacion para la aplicacion de estas proteinas como ingredientes en alimentos
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funcionales. Sin embargo, es complicado obtener proteinas con altos rendimientos,
pues componentes como la lignina y la celulosa forman una red compleja donde las

proteinas quedan atrapadas (Li et al., 2021).

Las proteinas del BSG estan compuestas principalmente por hordeinas
(prolaminas) (alrededor de 50%), seguidas por las glutelinas en menor cantidad, el

resto (hasta 20%) se conforma por albuminas y globulinas (Riafio et al., 2021).

De acuerdo con la extractabilidad secuencial de Osborn, utilizando la técnica de
extraccion de mosto acuoso durante el proceso de elaboracion de cerveza, se ha
logrado obtener 43% de hordeina (separada con alcoholes en presencia de un
agente reductor), 21.5% de glutelina (separada con soluciones alcalinas diluidas en
presencia de un agente reductor, agentes caotropicos y/o detergentes) y pequefias
cantidades (7.5%) de globulina y albumina (solubles en agua con sal) (Ikram et al.,
2017; Li et al., 2021).

El BSG es una buena fuente de aminoacidos esenciales (constituyen
aproximadamente el 30% de la proteina total), siendo la lisina de particular interés
porque generalmente es un aminodcido limitante en cereales para consumo
humano (Jaeger et al., 2021). Los aminoé&cidos esenciales en el BSG se encuentran
en cantidades significativas (>263 mg/100 g) en comparacién con su contenido en
frijoles, chicharos, miz, trigo, arroz, papay coliflor (Qin et al., 2018), en la llustracion
2 se puede apreciar un aminograma del BSG. Desde luego, el BSG también es
fuente de aminoacidos no esenciales. Entre los aminoacidos esenciales mas
abundantes se encuentran: metionina, fenilalanina, triptéfano, histidina, lisina y
leucina; por otra parte, entre los aminoacidos no esenciales mas abundantes se
encuentran: serina, alanina, glicina, prolina, glutamina y asparagina (lkram et al.,
2017). Cabe mencionar que las oleaginosas presentan bajos niveles de metionina
y lisina, mientras que los cereales presentan bajos niveles de lisina, triptofano y
treonina (Galvez et al.,, 2013), por lo que las proteinas del BSG pueden
complementar a las oleaginosas y cereales aportando algunos aminoacidos

deficientes en estos alimentos.
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Aminoacidos Composicion

(mg 00 g BEG)
leucina a7z.4
lisina 477.0
YValina 352.0
Fenilalanina qz8.9
tirosina =281.3
isoleucina S02.2
Treonina 205.0
metionina 1zg.8
Histidina 157.35
Arginina 483.0
serina 442.0
4-hidroxiprolina 15.4
Glicina cd=.8
alanina 585.3
prolina [=F=-N
Acido aspartico o700
Acido glutamico S1io.0
cisteina ao.7
Total FO00.G

llustracion 2. Aminograma del BSG (Qin et al., 2018).

2.3. Obtencidn de proteinas a partir de residuos agricolas.

Para obtener proteinas a partir de los residuos agricolas de manera convencional,
primeramente, se debe elegir el método de extraccién/solubilizacién, tales métodos
se clasifican en quimicos, bioquimicos y fisicos o fisicoquimicos, también es
plausible la combinacion de estos; posteriormente se separan las proteinas de los

extractos, se concentran y si se requiere, se lleva a cabo una purificacion adicional
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(Contreras et al., 2019). Las etapas de obtencién de proteinas en una biorrefineria

se ejemplifican en la llustracion 3.

Biomasa agricola

Residuos de:
Cosecha (biomasa primaria).

Fost-cosecha y procesamiento
[biomasa secundaria)

0 N
A
dn /
Semillas Frutos

Cereales oleaginosas oleaginosos

Cascada de procesos de biorrefineria

Extraccién de proteinas

En condiciones no secas:

Tratamientos quimicos
Tratamientos biogquimicos
Tratamientos fisicosfisicoguimicos
Zombinacion de tratamientos

En condicicnes secas:

Wolienda y tamizado
Separacion electrostatica

Concentracion de proteinas

Precipitacion acida
Precipitacion con solventes
Precipitacion isoeléctrica y
tratamiento con agua
electrolizada

Purificacion con membranas
Hidrolisis

Purificacion adicional con
cromatografia

Aplicaciones

Proteinas como tal o en su forma
hidrolizada

Aplicaciones en alimentos:

Mutricidn

Sustitutos de carne y gluten
Fropiedades funcionalesiutrecéuticas
Propiedades tecnofuncionales y de
estabilizacion de sistemas de
alimentos y bases para nuevos
productos.

Otras

— Otras aplicaciones.

Frutas Tuberculos

llustracion 3. Obtencion de proteinas en biorrefinerias (traducido de Contreras et
al., 2019).

Una alternativa para el aprovechamiento de residuos agricolas para la produccion
de proteinas es el uso de microorganismos para producir SCP, convirtiéndose en
una buena practica cada vez més viable e interesante para convertir los desechos
alimentarios en productos de valor agregado. Residuos agricolas ricos en azlcares
fermentables y no fermentables, como aquellos derivados de la industria citrica, han
sido aprovechados como sustrato para la produccion de SCP, ayudando a reducir
la contaminacion por esta clase de residuos, y también se obtienen proteinas Utiles

para la produccion de alimentos (Gervasi et al., 2018).

2.3.1. Métodos de extraccion de proteinas.

Los métodos de extraccion/solubilizacion, se eligen en funcion a las caracteristicas
de las proteinas de los residuos agricolas a tratar, pues las proteinas vegetales
presentan propiedades fisicoquimicas diversas (Contreras et al., 2019), diversos
estudios sugieren que las combinaciones de métodos convencionales (como
extraccion por disolventes y extraccion alcalina) y no convencionales (extraccion

asistida por enzimas, asistida por ultrasonido, asistida por microondas, asistida por
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campo eléctrico pulsado, asistida por altas presiones y extraccion por extrusion de

doble tornillo) ofrecen mejores rendimientos (Kumar et al., 2021).

Una propiedad importante para la extraccion de proteinas vegetales es la
solubilidad. La presencia de proteinas tanto hidrofilicas como lipofilicas, da como
resultado solubilidades proteicas variables en agua (Du et al., 2020). De acuerdo
con la clasificacion de Osborn (1895), las proteinas solubles en agua son aquellas
denominadas albuminas; las proteinas solubles en soluciones salinas son
denominadas globulinas; las prolaminas son aquellas proteinas que son solubles en
etanol al 70%; por ultimo, estan las glutelinas, que son las proteinas solubles en

soluciones alcalinas diluidas (Eskin & Shahidi, 2013).

En los dltimos afios se han buscado tecnologias mas ecoldgicas no térmicas para
mejorar la eficiencia de las extracciones y reducir la degradacion de las proteinas
durante el proceso, asi también se han buscado métodos que no presenten efectos
nocivos al medio ambiente y con estos se puedan producir proteinas seguras para

el consumo (Kumar et al., 2021), ejemplos de estos se observan en la llustracién 4.
\

[Extraccit'm seca

: = | Ultrasonido

Altas

5 Wresiones
Yy B
2
g ¥ Disrupcion celular
w ~ Pulso

eléctrico
i

1N
B
Microondas

@xtraccit’m himeda »

Fuente de origen vegetal ) Biotransformacién ) Proteinas

llustracion 4. Tecnologias no convencionales y ecolégicas (traducido de Poji¢ et
al., 2018).

A continuacion, se abordaran algunos métodos de extraccion tanto convencionales

como no convencionales para la extraccion de proteinas.
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2.3.1.1. Extraccion con disolventes organicos.

Las proteinas de almacenamiento solubles en alcohol, las prolaminas, se pueden
solubilizar utilizando disolventes organicos como el cloroformo o el hexano, sélo una
cantidad pequefa puede extraerse con agua, sal, &cidos o &lcalis (Wang et al.,
2007).

De manera tradicional se emplea hexano debido a su estabilidad, baja corrosividad,
con él se obtienen harinas con bajo contenido de aceite residual y buenas
caracteristicas sensoriales, sin embargo, es altamente inflamable, téxico y es
obtenido de recursos no renovables, contribuyendo a la contaminacion ambiental;
alternativamente se ha buscado sustituirse por alcoholes de cadena corta como el
etanol o el isopropanol, por su seguridad operativa, baja toxicidad y pueden
obtenerse de recursos renovables. Para una extraccion de proteinas con mejores
rendimientos, los alcoholes deben presentar un bajo contenido de agua, pues el
contenido de agua y la temperatura afectan la solubilidad de la fraccion proteica
(Capellini et al., 2017).

El agua también puede emplearse como disolvente de extraccion, Qin et al., 2018,
lograron obtener un rendimiento de 64-66% extrayendo las proteinas del BSG
mediante un tratamiento hidrotermal a 60°C, resultando ser un método de extraccion
selectivo con un rendimiento sorprendente, pues se obtuvo un porcentaje de
proteinas mayor al esperado, pues se ha reportado que las albuminas y globulinas
(proteinas que pueden extraerse con este método) conforman hasta 20% de las

proteinas totales de este residuo agroindustrial (Riafio et al., 2021).

2.3.1.2. Extraccion alcalina.

La extraccién alcalina produce la ruptura de las paredes celulares vegetales con

soluciones bésicas para facilitar la extraccion (Du et al., 2020).

Este método es el mas comun para extraer proteinas, mas respetuoso con el medio
ambiente que la extraccion con disolventes organicos, se emplea para mejorar la

capacidad de extraccion, pues las soluciones alcalinas pueden romper los enlaces
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disulfuro, incluso la solubilidad mejora a pH basico por la ionizacién de aminoacidos

acidos y neutros (Contreras et al., 2019).

Si los residuos agricolas contienen albuminas como fraccion principal, se puede
utilizar un método de extraccion utilizando solamente agua como disolvente, pero
con el uso de soluciones alcalinas, aparte de solubilizar glutelinas, se favorece la
extraccion de albiminas, globulinas e incluso prolaminas (Hojilla-Evangelista et al.,
2017).

La extraccion alcalina puede producir rendimientos de proteinas de mas del 90% en
cultivos de soya, colza y otros cultivos oleaginosos, incluso se puede aplicar en
cereales (Kumar et al., 2021). Qin et al. (2018) obtuvieron buenos rendimientos de
extraccibn de proteina con un tratamiento alcalino en combinacién con un
tratamiento acido en BSG, con un rendimiento del 95%, la desventaja es que no es
un método selectivo, es decir, se solubiliza una gran cantidad de carbohidratos y

lignina junto con las proteinas.

Rommi et al. (2018), sugieren que, al fraccionar la lignina y las proteinas a pH acido
después del tratamiento alcalino, el precipitado mantiene una cantidad importante
de proteinas y lignina en su composicién, estos resultados indican que la
coprecipitacibn puede implicar interacciones fuertes, posiblemente enlaces

covalentes, entre proteinas y lignina.

A pesar de los altos rendimientos, bajo costo y una recuperacion completa de
triptéfano con este método de extraccién, se puede producir hidrélisis de las
proteinas, alterando su funcionalidad, incluso puede conducir a la destruccién

completa de la mayoria de los aminoacidos (Hou et al., 2017; Fetzer et al., 2018).

2.3.1.3. Extraccion asistida por enzimas.

Los procesos de extraccion asistidos por enzimas se han aplicado cada vez mas
para el tratamiento de la materia lignocelulésica y de las propias proteinas. Cuando
los rendimientos de extraccion resultan bajos, pueden emplearse carbohidratasas
con la finalidad de hidrolizar los carbohidratos que componen la pared celular y de

esta manera liberar a las proteinas que se encuentran ligadas al material
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lignocelulésico, también pueden usarse proteasas para hidrolizar y solubilizar a las
proteinas, promoviendo su extraccion, o bien, pueden usarse en conjunto ambos

tipos de enzimas (Contreras et al., 2019).

La hidrolisis enzimética puede realizarse en condiciones suaves, acidas, basicas o
neutras de acuerdo con las enzimas utilizadas, incluso se pueden evaluar las
condiciones de proceso (pH, relacién solido-liquido, tiempo de extraccion,
temperatura y numero de ciclos de extraccion) con la finalidad de maximizar los

rendimientos en la extraccion (Fetzer et al., 2018).

Rommi et al. (2018), sugieren que las proteinas del BSG aumentan su solubilidad
del 15% (en los granos sin tratamiento) a un 80% usando proteasa alcalina
comercial (Alcalase 2.4), incluso mencionan que puede aumentar aun mas

empleando carbohidratasas y proteasa alcalina.

La extraccion asistida por enzimas proporciona proteinas que exhiben alta
estabilidad térmica, baja viscosidad y menor resistencia al dafio oxidativo, por lo que
son productos con propiedades funcionales mejoradas (formacion de espuma,
solubilidad, emulsificacion) y propiedades biolégicas (quelacion de metales,
antioxidantes y eliminacién de radicales libres). Los rendimientos también pueden
mejorar combinando esta técnica con otras técnicas de extraccion de proteinas

(microondas, ultrasonido, alta presiéon) (Kumar et al., 2021).

El uso de enzimas puede realizarse en condiciones suaves con control preciso del
grado de hidrdlisis, minimizando las reacciones secundarias y la generacién de
factores toxicos en los productos. Pueden emplearse enzimas de origen microbiano
como proteasas que pueden hidrolizar proteinas en péptidos y aminoéacidos libres,
y otras enzimas que pueden degradar carbohidratos complejos y lipidos, algunas
tienen la ventaja de eliminar factores alergénicos o antinutricionales, la desventaja
son los costos relativamente altos y la limitacién de la actividad enzimatica por la
posible presencia de inhibidores enzimaticos presentes en los residuos agricolas
(Hou et al., 2017).
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2.3.1.4. Extraccion con agua subcritica.

El agua subcritica es aquella que se encuentra a 100-374°C, las presiones de hasta
22 Mpa la mantienen en estado liquido, sus propiedades son distintas a las del agua,
la viscosidad y densidad disminuyen, la compresibilidad es baja y la constante
dieléctrica es menor debido a que la estructura de enlace de hidrogeno se debilita,
esto Gltimo facilita la solubilizacién de componentes apolares (Alvarez-Vifias et al.,
2021).

La tecnologia del agua subcritica es una técnica eficiente para la hidrélisis como
para la extraccibn de proteinas, pero primero se necesitan seleccionar las
condiciones adecuadas para maximizar los rendimientos de extraccion y evitar la
descomposicion en mondmeros y productos de extraccion (Alvarez-Vifias et al.,
2021).

Riafio et al. (2021) lograron extraer 78% de la proteina total del grano gastado de
malta empleando agua subcritica a 185°C, 5 Mpa y 4 mL/min en un reactor de lecho
fijo, un rendimiento alto en comparacién con un tratamiento enziméatico con proteasa
donde obtuvieron un rendimiento de 47.1%, incluso supero al tratamiento alcalino,

en este obtuvieron un rendimiento del 50.5%.

La extraccién con agua subcritica estd emergiendo como un método de extraccion
“verde”, que evita el uso de otras sustancias quimicas como los disolventes o las
soluciones alcalinas al proceso, incluso es un método prometedor, pues los
rendimientos y pureza de las proteinas extraidas es comparable con el tratamiento
de extraccion alcalina (Du et al., 2020).

2.3.1.5. Extraccion por extrusiéon de doble tornillo.

La extrusion de doble tornillo es una tecnologia muy versatil que permite realizar
diferentes operaciones unitarias (transportar, triturar, mezclar, cizallar, evaporar,
comprimir, extraer, dar formar), en el equipo se ajusta la temperatura y energia
mecanica, pueden emplearse sustancias quimicas, por ello se considera como un

reactor termo-mecanico-quimico, en las biorrefinerias puede realizarse el
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tratamiento heterogéneo de la biomasa permitiendo la separacién liquido-sélido
(Evon et al., 2018).

La extrusion mejora la lisis mecéanica de las células vegetales, la accion extrusora
del equipo se debe a los diferentes elementos que lo componen: los tornillos de
paso hacia adelante producen una accion de transporte, los tornillos de paleta
monolobe ejercen principalmente una accion de compresion y cizallamiento radial,
y los tornillos de paso inverso aplican cizallamiento intensivo, mezclado y también
un fuerte esfuerzo axial, compresion en combinacion con los tornillos de paso hacia
adelante (Colas et al., 2013).

La disposicion en diferentes posiciones y diferente espaciamiento de los elementos
en el equipo definen “la configuracién del equipo”, factor principal influyente en el
rendimiento de la extrusion; otro factor importante es la fuerza de cizallamiento o
corte, a mayor fuerza, mayor es la extraccion de proteinas, con este método se
puede extraer hasta mas del 50% en peso seco de proteina en plantas verdes a
temperatura ambiente, pues la temperatura no es factor influyente en la extraccion
(Colas et al., 2013).

En la llustracion 5 se puede observar la representacion esquematica de un cilindro

de una extrusora de doble tornillo.

Entrada de
materia prima “{
149 - =
4 v Refinado
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| ==} 1 1

Inyeccion de t _,{ Extracto liquido ‘
solvente

llustracion 5. Extrusora de doble tornillo (traducido de Evon et al., 2018).
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2.3.1.6. Extraccion asistida por ultrasonido.

Las ondas de energia de ultrasonido, que son ondas sonoras a una frecuencia de
20 kHz (Poji¢ et al., 2018), conducen a la formacion de burbujas de cavitacion en la
superficie de las paredes celulares, estas burbujas rompen eventualmente las
paredes y membranas de las células, de esta manera se liberan las proteinas de las
células en el disolvente circundante conduciendo a buenos rendimientos de
extraccion (Kumar et al.,, 2021). La implosion de las burbujas de cavitacion, la
formacion de microjets, la microturbulencia, las colisiones de particulas de alta
velocidad y la perturbacion en particulas microporosas, dan como resultado mejores
rendimientos de extraccion, mientras que las reacciones sonoquimicas, la sondlisis
del agua, la formacion y colapso de las burbujas cavitacionales y la microcorriente

aplicada, provocan cambios tecno-funcionales en las proteinas (Li et al., 2021).

Le extraccion asistida por ultrasonido es una técnica rapida, rentable y puede usarse
a gran escala en la industria alimentaria, no requiere de altas temperaturas, por lo
que puede extraer con mejores rendimientos proteinas termolabiles, eficiente en la
extraccion de proteinas a partir de semillas oleaginosas como las de girasol, soya,
cacahuate y otros tipos de residuos agricolas, sin embargo, el poder de sonicacién
prolongado y alto pueden reducir los rendimientos de la extraccion, pues los
radicales hidroxilos formados estimulan la agregacion de las proteinas por
formacién de enlaces disulfuro, incluso la agitacién acustica prolongada provocada
por la cavitacion, da como resultado la desnaturalizacion de fracciones de proteinas
solubles (Kumar et al., 2021).

Li et al., 2021 lograron un rendimiento de extraccion de 86.16% de proteinas BSG
mediante extraccién alcalina asistida por ultrasonido (rendimiento alto en
comparacién a la extraccion tradicional sin ultrasonido donde se obtuvo un
rendimiento de 45.71%), emplearon NaOH 110 mM, una relacion solido-liquido 1:15
(m/v) bajo tratamiento con ultrasonido a 250 W, 20 min. y un ciclo de trabajo del
60%. Incluso demostraron una mejoria en las propiedades funcionales de las
proteinas, entre ellas la capacidad de absorcibn de grasas, propiedades

emulsionantes y espumantes, sin embargo, no mejoro la capacidad de retencion de
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agua. La mejora de las propiedades funcionales se atribuye a la modificacion

estructural de las proteinas por la sonicacion.

2.3.1.7. Extraccion asistida por campo eléctrico pulsado.

En esta técnica, los residuos agricolas se someten a alta intensidad de campo
eléctrico (100-300 V/cm a 10-50 kV/cm) por un breve periodo de tiempo (de micro a
milisegundos) (Poji¢ et al., 2018), provocando la formacion de poros en las
membranas celulares, ayudando a la liberacion de las proteinas al disolvente de
extraccion (Kumar et al., 2021).

La extraccion eléctrica a bajas temperaturas, con duracion de pulso mas prolongada
y mayor intensidad de campo eléctrico provoca una mayor recuperacion de
proteinas, sin embargo, existe una necesidad de optimizar los factores de entrada
para extraer proteinas en su estado nativo. Con este método la calidad de la
proteina se ve minimamente afectada durante el proceso y almacenamiento, incluso
la extraccion de proteinas en su forma pura, es decir, sin necesidad de un método
de purificacion, hace a esta técnica Unica en comparacion con otras técnicas, esto

altimo se atribuye a la electroporacion (Kumar et al., 2021).

2.3.1.8. Extraccion asistida por microondas.

La técnica de extraccion asistida por microondas emplea ondas electromagnéticas
de frecuencia en el rango de 300 MHz a 300 GHz, la energia de esta radiacion
rompe los enlaces de hidrégeno, permite la migracion de los iones disueltos y
aumenta la porosidad de la matriz bioldgica (Poji¢ et al., 2018), de esta manera, se
facilita la entrada del disolvente en la matriz de la materia lignocelulésica,
promoviendo el movimiento de las proteinas solubles al disolvente, mejorando la

extraccion (Kumar et al., 2021).

Esta técnica tiene la ventaja de extraccion en poco tiempo y de uso de menor
cantidad de disolvente, sin embargo, la radiaciéon de las microondas genera una
gran cantidad de energia térmica que puede provocar la degradacion de

compuestos como las proteinas termolabiles, por lo que se requieren pulsos breves
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de microondas y la optimizacion de parametros de entrada de microondas para

extraer proteinas vegetales de manera eficiente (Kumar et al., 2021).

El uso de radiacion electromagnética de microondas puede alterar la estructura
secundaria de las proteinas, por lo que disminuye la alergenicidad, incluso se ha

demostrado que este método es util para disminuir antinutrientes (Pojic¢ et al., 2018).

Esta técnica es adecuada para materia vegetal estructuralmente rigida, que son
dificiles de digerir por enzimas y/u ondas de ultrasonido, este tipo de materia vegetal
puede provenir de subproductos de la industria de la molienda, como el salvado de

trigo, arroz y sésamo (Kumar et al., 2021).

2.3.1.9. Extraccion asistida por alta presion.

En esta técnica, al aplicar altas presiones a los residuos agricolas, las proteinas se
liberan gracias a que la presion rompe las paredes celulares (Kumar et al., 2021), la
presion puede alterar los enlaces no covalentes, enlaces de hidrogeno, enlaces
iGnicos y las interacciones hidrofébicas, por lo que puede alterar moléculas grandes
como las que constituyen las paredes celulares y también como las proteinas, que

al hidrolizarse en péptidos solubles, se mejora su extraccion (Contreras et al., 2019).

La extraccion asistida por alta presion es una técnica de extraccion ecoldgica que
estd ganando popularidad como alternativa a los métodos convencionales basados
en disolventes, es una técnica rapida, con altos rendimientos y con impurezas
minimas en el producto final, al ser una técnica que se realiza a temperatura
ambiente, se evita la degradacion térmica de proteinas termolabiles (Kumar et al.,
2021).

2.3.2. Obtencién de proteina unicelular (SCP) usando residuos agricolas como
sustrato.

La SCP, puede definirse como la masa celular rica en proteinas derivadas de
microorganismos cultivados a gran escala para consumo animal o humano, este
tipo de proteinas contienen todos los aminoacidos esenciales, siendo una gran
alternativa para obtener este tipo de macromoléculas, pues los microorganismos

tienen una alta tasa de crecimiento con sustratos econémicos (como los residuos
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agricolas, por ejemplo) (Glazer & Nakaido, 2007). Algunos residuos agricolas
usados comunmente como sustratos son los residuos provenientes de frutas como
las manzanas, frutas citricas, iame, pifia, papaya, desechos de tubérculos como la
papa, etc. A partir de estos, se elaboran los medios de crecimiento donde se lleva
a cabo la fermentacibn sumergida o de naturaleza soélida con tratamientos
posteriores como purificacion, ruptura celular y lavado para finalmente obtener tasas

generalmente altas de produccion de SCP (Sharif et al., 2021).

La SCP proviene de hongos, bacterias, levaduras e incluso algas. Los hongos y las
bacterias son los microorganismos mas comunes para la produccion de SCP.
Ademas del contenido de proteinas que puede alcanzar hasta el 80% en peso seco,
también consta de carbohidratos, &cidos nucleicos, lipidos, vitaminas y minerales
(Sharif et al., 2021).

Las levaduras como Saccharomyces cerevisiae son microorganismos potenciales
para la produccion de SCP para consumo humano, caracterizados por un
crecimiento rapido, tienen la ventaja de tener un tamafo relativamente grande (5-
10 um) que facilita su separacion, contiene un alto porcentaje de vitaminas del
complejo B, la cantidad de acidos nucleicos va de 4 a 10% y la cantidad de proteinas
es de aproximadamente 60%, estas proteinas contienen aminoacidos esenciales
como lisina, triptéfano, treonina, metionina y cisteina. La desventaja de estos
microorganismos es la cantidad de acido Urico, esta es mayor que en las plantas y
animales, lo que limita el uso de esta SCP en la alimentacion humana, aunque
pueden aplicarse métodos para la eliminacién de acido urico de la SCP (Gervasi et
al., 2018).

El &cido drico, proveniente del catabolismo de los acidos nucleicos, especificamente
de la degradacion de las purinas, incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad
de la gota y de desarrollar calculos renales en los humanos, por ello en 1972, un
Grupo Asesor de Proteinas de las Naciones Unidas, recomend6 que las SCP
destinadas para consumo humano no deben de aportar mas de 2 g de acido Urico
por dia (Glazer & Nakaido, 2007).
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Se puede obtener SCP a partir de cultivos de bacterias, pues contienen un alto
contenido de proteina, pueden crecer en sustratos de bajo costo con minimos
requisitos de suelo, agua y temperatura, Mahan et al. (2018) sugieren la produccién
de SCP a partir de residuos citricos y de maiz con Rhodococcus opacus para
alimentacion animal, lo cual es una buena alternativa para obtener proteinas, ya que
los residuos citricos se producen en enormes cantidades, no son ricos en proteinas
(6% aprox. En base seca) pero son ricos en azucares fermentables como la glucosa
e insolubles como la pectina y la celulosa. Con este tipo de bacterias se puede
producir una biomasa con un contenido de proteinas de hasta 63% en peso seco
sin necesidad de pretratar extensamente el sustrato y suplementarlo con nutrientes,
la cantidad de proteina puede aumentar optimizando condiciones del medio de
fermentacién. La limitante para la produccion de SCP para consumo humano puede
ser la cantidad de &cido Urico que aportan este tipo de microorganismos, que no
esta reportado en el estudio, pero se sabe que es considerable por el tipo de

microorganismo.

Los hongos filamentosos también pueden usarse para producir SCP, son ricos en
proteinas de facil digestion, aminoacidos esenciales y no esenciales, también
cuentan con un bajo contenido de grasas, lo cual convierte a estos microorganismos
en una fuente nutritiva de proteinas (Parchami et al., 2021). Fusarium venenatum
es un hongo que ha sido aceptado para la produccion de proteinas para consumo
humano, pues las células se separan del caldo de fermentacion, el cual contiene los
productos de degradacion de los acidos nucleicos; una ingesta de 17-33
g/personal/dia aportaria 0.35-0.7 g/persona/dia de acido Urico, muy por debajo de
los 2 g/persona/dia que recomienda el Grupo Asesor de Proteinas de las Naciones
Unidas. Estudios en animales sugieren que las proteinas producidas por F.
venenatum no causa toxicidad crénica, no causa toxicidad reproductiva,
teratogénica y no es carcindégena; incluso no contiene factores antinutricionales y
es mucho menos alergénica que otros productos de consumo habitual como los
cacahuates o los mariscos; aporta cerca de 50% de proteinas en peso seco con
todos los aminoacidos esenciales y totalmente digeribles, con calidad similar a las

proteinas del huevo y la caseina de leche (Glazer & Nakaido, 2007). Actualmente,
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la empresa de Reino Unido “Marlow Foods”, produce un sustituto de carne llamado
Quorn™ usando SCP mediante el cultivo de F. venenatum en un medio sintético, el
uso de un medio sintético y la falta de competencia, provocan que este producto
sea mas caro que la propia carne, sin embargo, podrian usarse sustratos baratos
para disminuir el costo final del producto, por ejemplo, el grano gastado de malta de

cerveceria (Parchami et al., 2021).

El cuidado més importante con los hongos filamentosos es la produccion de
micotoxinas, metabolitos secundarios producidos por hongos de géneros como
Fusarium, Aspergillus y Penicillium, estos metabolitos son altamente téxicos para el
ser humano, se producen en carencia de nutrientes o baja presion de oxigeno, por
ello es importante brindarle a estos hongos medios de fermentacién sin limitaciones
nutricionales, si se usan residuos agricolas se necesita determinar si contienen los
nutrientes necesarios o se requiere de suplementacion, de tal manera que se evite

la produccién de micotoxinas (Glazer & Nakaido, 2007).

Algunos tipos de microalgas se han utilizado para producir SCP para consumo
humano y animal, contienen un contenido saludable con proteinas en cantidades de
hasta 70% en peso seco, una buena fuente de lipidos (especialmente acidos grasos
omega 3), aportan minerales, vitaminas, clorofila y aportan antioxidantes; la
cantidad de acidos nucleicos oscila entre 3 y 8%. ElI cultivo de estos
microorganismos es sencillo, el crecimiento es rapido y con buen uso de la energia
solar, algunas especies como Spirulina, Chlorella y Senedessmus son potenciales
para la produccion de SCP (Sharif et al., 2021).

2.3.2.1. SCP a partir de residuos agricolas de la industria cervecera.

La produccion de SCP a partir del BSG, gracias a su alto contenido de proteinas
(14-30%) y carbohidratos fermentables como el almidon (hasta 20%), permite la
produccion de una fuente alternativa de proteinas que tiene el potencial de contribuir
a la seguridad alimentaria mundial, asi también a la reduccion del impacto ambiental
incorporando estos residuos agricolas en la produccién de alimentos. Para preparar
un medio de cultivo a partir del BSG, primeramente, debe someterse a un

pretratamiento con la finalidad de separar el almidon y las proteinas de la fibra, pues
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los sélidos en suspension (principalmente conformados por fibra) en un medio de
cultivo sin dicho pretratamiento, afectan negativamente la digestibilidad del producto
final, limitando la incorporaciéon de la SCP en los alimentos, ademas los hongos
consumen principalmente almidon, dejan casi intacta la celulosa y la hemicelulosa.
También un pretratamiento en condiciones adecuadas evitara la formacion de
furfural e hidroximetil furfural (HMF), que son compuestos toxicos producidos por la
degradacion de azucares, incluso se evita la formacién de acido férmico y acido
levulinico (productos de la degradacion del furfural e HMF), compuestos
indeseables en el producto con efecto inhibidor en los cultivos de hongos

filamentosos (Parchami et al., 2021).

Parchami et al. (2021), prepararon un medio de cultivo liquido rico en almidén y
proteinas a partir de BSG. Para la separacion del almidon y las proteinas de la fibra,
asi como para controlar la formacion de compuestos inhibidores, determinaron que
el pretratamiento hidrotermal adecuado para el grano gastado de malta de
cerveceria es a 180°C por 30 min., o bien, a 140°C durante 4 h. Con el
pretratamiento hidrotermal se logré solubilizar hasta el 83% del contenido total de
almidon y hasta 48% del total de proteinas. El medio de cultivo permitié la obtencion
de biomasa fungica con alto contenido de proteina (hasta 59% del contenido total)

usando Neurospora intermedia.

El BSG puede emplearse junto con otros residuos agricolas para crear un medio de
cultivo rico en nutrimentos sin necesidad de utilizar componentes sintéticos,
Aggelopoulos et al. (2018) crearon un medio de cultivo a partir de BSG (30 g), pulpa
de naranja (5 mL), melaza (20 mL), pulpa de papa (20 mL), suero de leche (5 mL) y
raicillas de malta gastada (5 g), a pH 4 y una temperatura optima de crecimiento de
25°C. En este medio se produjeron proteinas a partir de Pleurotus ostreatus, donde
la masa fungica tuvo un alto contenido de proteinas (30% del contenido total), asi
también contenia minerales (principalmente magnesio) y compuestos volatiles de
aroma, tal composicion indica que las proteinas fungicas tienen el potencial de uso
como suplemento alimenticio rico en proteinas para uso en alimentos, incluso, por

su alto contenido en acido ribonucleico, muestra potencial para ser usado como
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aditivo alimentario, especificamente como potenciador de sabor (en bajas
cantidades). La desventaja fue la produccion de acetaldehido, el cual es un inhibidor
de crecimiento del hongo vy, por lo tanto, se obtiene menor cantidad de SCP de la

que deberia.

Pleurotus albidus, es otro hongo con potencial para la bioconversion de los residuos
agricolas en productos de valor agregado, es una especie verséatil y facil de cultivar
en residuos agricolas. Stoffel et al., (2021) obtuvieron harina de micoproteina a partir
del cultivo de P. albidus sobre BSG, esta harina fue utilizada para elaborar galletas
ricas en proteina y fibra, las galletas presentaron 11.6% de proteinas, aumentando
67% el contenido de este macronutrimento con respecto a un control de galletas de
harina de trigo, ademas se evidencié que hubo aumento en el contenido de fibra,
contenido fendlico y actividad antioxidante.

2.4. Purificacion de las proteinas.

Las primeras técnicas usadas para el fraccionamiento y purificacion de proteinas
tienen como fundamento la adsorcion y la precipitacion, estas técnicas se siguen
usando hoy en dia como pasos preliminares para el fraccionamiento o la
concentracion de soluciones muestra, fue hasta las décadas de 1950 y 1960 que se
desarrollaron las técnicas electroforéticas y cromatogréaficas, técnicas que sentaron
las bases de los métodos de purificacion actuales. Antes de disefiar un protocolo
para la purificacion, se debe recopilar tanta informacién como sea posible acerca de
las proteinas obtenidas, se deben de tener en cuenta las impurezas mas
importantes, se necesitan conocer caracteristicas como el peso molecular
aproximado, el punto isoeléctrico, grado de hidrofobicidad, presencia de
carbohidratos o grupos sulfhidrilos libres; se deben de establecer criterios con
respecto a la estabilidad de las proteinas obtenidas, por ello se deben tener en
cuenta los parametros que afectan la estructura de las proteinas como la
temperatura, el pH, disolventes organicos, metales pesados y fuerza de
cizallamiento o corte. EI nimero promedio de pasos en un procedimiento de

purificacion es de 4, muy pocas veces se puede obtener proteinas puras a partir de
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un solo procedimiento (Janson, 2011). En la Tabla 1 se muestra de manera

esquematica la preparacion de un procedimiento de purificacion en tres etapas.

Tabla 1. Etapas de un procedimiento de purificacion de proteinas (Janson, 2011).

1 Clarificacion de las Centrifugacion: Util a nivel laboratorio, se pueden
proteinas, emplear centrifugadoras refrigeradas con

separandolas de velocidades de 20,000 a 75,000 rpm.

pigmentos, Microfiltracién: La microfiltracion tangencial o de
compuestos flujo cruzado recibe una mayor atencion para
fendlicos, lipidos, aplicaciones a gran escala.

acidos nucleicos y Ultrafiltracion: EI proceso de ultrafiltracion es

otras sustancias. suave, rapido y econémico, se usan membranas
con diferentes limites de corte para la separacion
de moléculas desde 1 a 300 kDa, puede separar
sales o moléculas pequefas de fracciones de
proteinas con mayor peso molecular, al mismo
tiempo, puede efectuar la concentracion de
proteinas.
Precipitacion: Las proteinas a granel en el
extracto bruto suelen precipitarse con el material
particulado residual, posteriormente las proteinas
de interés son precipitadas de la solucién
sobrenadante resultante, a veces, se deja a las
proteinas de interés en las aguas madres para su
aplicacion en columnas cromatograficas. Los
agentes precipitantes mas comunes son: Sulfato
de amonio, sulfato de sodio, etanol, acetona y
polietilenglicol.
Separacion liquido-liquido: Es una forma

radicalmente diferente para la separacion inicial de
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Etapa
cromatografica,
donde hay una

particion diferencial
de

entre

las proteinas

una fase
estacionaria
(adsorbente) y una

fase movil (solucién

tampaon),

normalmente el
adsorbente se
empaqueta en
columnas de
plastico, vidrio o
acero inoxidable,
mientras que la

solucion tampon se
bombea a través de
la columna. Las

condiciones

las proteinas, el fraccionamiento se lleva a cabo
en un sistema de dos fases liquido-liquido de dos
polimeros, comunmente se usa polietilenglicol y
otro polimero como el dextrano. Es posible
obtener la proteina de interés en la fase superior
generalmente de polietilenglicol; en la fase inferior,
incluso en la interfase, se recogen las proteinas a
granel contaminantes y otras particulas, estas se

pueden eliminar por centrifugacion.

La eleccion de las técnicas cromatogréficas se rige
por los siguientes parametros: volumen de la
muestra, concentracion de proteinas, viscosidad
de la muestra, presencia de acidos nucleicos,
pirégenos y enzimas proteoliticas en la muestra; y
la facilidad con la que pueden lavarse los
diferentes tipos de adsorbentes, contaminantes
adsorbidos y proteinas desnaturalizadas.

Las técnicas cromatograficas mas comunes son
las siguientes:

Tamafo y forma: Filtracion en gel, cromatografia
de exclusiéon por tamario.

Carga netay distribucién de grupos cargados:
Cromatografia de intercambio i6nico.

Punto isoeléctrico: Cromatoenfoque.
Hidrofobicidad: Cromatografia de fase inversa,
cromatografia de interaccion hidrofébica.

Union de metales: Cromatografia de iones
metalicos inmovilizados.

de

Cromatografia covalente.

Contenido grupos tiol expuestos:
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de

separacion pueden

preliminares

conocerse en bases
de datos o a través
de

preliminares a

ensayos

escala analitica.

El paso final tiene

como propoésito
eliminar posibles
agregados o]
productos de
degradacion y
acondicionar la

proteina purificada
para su posterior uso
o almacenamiento.
El procedimiento

serd diferente de

acuerdo con el
destino de la
proteina.

Afinidades

inhibidores,

bioespecificas por ligandos,

receptores, anticuerpos, etc.:

Cromatografia de afinidad.

Filtracion en gel: Eliminacion de agregados y
productos de degradacion.
Transferencia de proteinas a tampones
voléatiles: Se lleva a cabo este procedimiento si
las proteinas se van a liofilizar.

Eliminacién de endotoxinas (lipopolisacarido)
y acidos nucleicos: Se lleva a cabo en proteinas
destinadas a uso parenteral en seres humanos.
Ultrafiltracion: Técnica utilizada para la
concentracion de proteinas.

Didlisis: Concentracion de pequefios volimenes
de soluciones de proteinas en bolsas de didlisis
cubierta por una sustancia de alto peso molecular
gue no penetran la bolsa, pero generan presién
osmotica para eliminar el liquido a través de la
membrana de dialisis.

Secado: Las proteinas con actividad bioldgica
detienen sus procesos cuando se liofilizan, es
decir, se secan por la sublimacion del agua, esta
técnica se usa para el almacenamiento de dicho

tipo de proteinas.
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2.5. Impresion en 3D.

La impresién en 3D o también conocida como fabricacion aditiva, es un método para
crear objetos tridimensionales depositando material capa por capa. Las impresoras
3D pueden imprimir materiales como alimentos, ceramica, madera, plastico extruido
0 polvo e inclusive células humanas. Enfocdndonos en el area de los alimentos, se
pueden imprimir alimentos como frutas, pasta, galletas, chocolate, goma de mascar,

inclusive alimentos nutricionales personalizados (Singhal et al., 2020).

La impresion de alimentos en 3D permite disefiar nuevos productos con la forma,
sabor, tamafio y personalizacibn deseados gracias a un nuevo enfoque de
produccion asistida por computadora (Candodan & Bulut, 2021), esto abre
posibilidades para adaptar los contenidos de los alimentos de acuerdo a los
requerimientos de salud y actividad fisica de cada individuo, asi también de acuerdo
a sus preferencias gustativas personales, abriendo oportunidades a las empresas
de fabricar alimentos instantaneos personalizados en el punto de venta (Jiang et al.,
2019).

Basicamente el proceso de impresiéon en 3D se lleva a cabo en tres etapas:
Modelado, corte e impresién. La primer etapa denominada como modelado,
consiste en disefar el alimento con la ayuda de un software de disefio asistido por
computadora (CAD por sus siglas en inglés); la segunda etapa consta del corte
realizado mediante un lenguaje de programacion denominado como Caédigo G, el
cual contiene una serie de codigos que determinan paso a paso como deben
moverse los ejes de la impresora; por ultimo, la tercera etapa que es la impresion
del alimento, se basa en el principio de la acumulaciéon de capas del material que
se encuentra contenido en cartuchos, utiliza datos digitales preparados en una

computadora (Candogan & Bulut, 2021).

En la llustracion 6 se muestra el proceso de elaboracion de una galleta paso por
paso mediante una impresora 3D, donde podemos observar las tres etapas
(modelado, generacién del cddigo G para el corte y la etapa de impresion) ilustradas
junto con pasos necesarios para la elaboracion de la galleta, como la seleccion de

la receta y la coccidon después de la deposicion.
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Paso 1: Disefio en 3D i Paso 2: Generacién del Cédio G Paso 3: Seleccion de ingredientes

7 -
,"»

MAIN INGREDIENTS

Flours

Paso 6: Horneado Paso 5: Impresion de la galleta en 3D

Paso 4: Impresion en 3D
11

llustracion 6. Proceso de elaboracion de una galleta mediante impresion 3D
(traducido de Sun et al., 2018).

Algunas impresoras 3D para la impresion de alimentos son aptas para uso
doméstico, otras pueden emplearse para la produccién industrial de alimentos, pues
son avanzadas y polivalentes, esto permite su alta eficacia y automatizacion. Esta
tecnologia, en comparacién con los métodos tradicionales de producciéon de
alimentos, se considera como una tecnologia desafiante del futuro por sus
diferentes ventajas, entre ellas permite ahorrar energia y tiempo, minimiza los
desperdicios, permite crear prototipos rapidos y es facil de integrar en la linea de
produccion (Candogan & Bulut, 2021).

A pesar del gran potencial y las multiples ventajas que presenta la impresioén de
alimentos en 3D, también hay limitaciones, una de ellas es que algunos materiales
alimenticios no son aptos para ser impresos por su débil estabilidad estructural,
otros materiales alimentarios son dificiles de incorporar entre si o el propio producto
impreso resulta dificil de cocinar; también como limitacién esta el impacto que puede
presentar el producto terminado por la variabilidad de la materia prima; otras
limitaciones son las dificultades que pueden presentarse con las caracteristicas
intrinsecas de los alimentos como la sensacién en la boca o el sabor, pues pueden
no estar a la altura de las expectativas del consumidor (Jiang et al., 2019). La

impresion de alimentos en 3D se encuentra en una etapa temprana, se necesitan
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desarrollos tecnolégicos en este campo para garantizar la calidad de los productos
finales (Pérez et al., 2021).

Existen varias técnicas empleadas para imprimir objetos en tercera dimensién para
producir alimentos, entre estas técnicas se encuentran la impresion basada en
extrusion, impresion por Inyeccion de tinta, impresion por chorro aglutinante y la
bioimpresion, en la Tabla 2 se pueden observar las caracteristicas de cada técnica,

para este trabajo la técnica de interés es la impresion basada en extrusion.

Tabla 2. Técnicas de impresion en 3D de alimentos (traducido de Singhal et al.,

2020).

Técnica Caracteristicas Productos
Impresion El material alimenticio se carga en la Chocolates,
basada en | jeringa, posteriormente se expulsa de pizzas, galletas,
extrusion manera controlada, la corriente que pastas, alimentos

contiene el material se mueve a un camino en gel.

predefinido y finalmente las capas

depositadas forman una estructura sélida

coherente.

Impresién por | El cabezal de inyeccion tipo jeringa gotea relleno superficial

inyeccion  de | una corriente de material alimenticio, las o como

tinta gotas se depositan por accion de la decoracion en

gravedad forman una imagen digital galletas, bases de

bidimensional y media (entre 2D y 3D). pizzas, pasteles y
cupcakes.

Impresion por ElI material en polvo se distribuye de Pasteles.

chorro manera uniforme, se le rocia una corriente

aglutinante de agua nebulizada para minimizar la

rotura causada por el dispensador

aglutinante, con ayuda del aglutinante

liquido se unen dos 0 mas capas entre si.
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Bioimpresion Se lleva a cabo una deposicién precisa Tejidos, por
capa por capa de cultivos y materiales ejemplo, tejido de
biologicos de células vivas, principalmente cerdo comestible.
se usa la impresién por inyeccién de tinta,

asistida por laser y microextrusion.

2.5.1. Impresion 3D basada en extrusion.

La extrusion es la accion para forzar materiales liquidos, semisolidos o sélidos a
través de la abertura de una matriz para crear objetos con las secciones
transversales deseadas, esta tecnologia, por su naturaleza eficiente y continua,

puede transformar la materia prima en productos finales (Sun et al., 2018).

La impresion basada en extrusion es una técnica de impresion en 3D que puede
emplearse en la produccion de alimentos, donde existe una etapa de operacion de
proceso de construccién robdtica controlada digitalmente. El material alimenticio se
carga en una jeringa, después se expulsa por una boquilla de manera controlada en
direcciones predefinidas colocando una capa de material sobre otra, finalmente se

obtiene el producto deseado (Singhal et al., 2020).

La impresién basada en extrusion es la técnica mas popular en la impresion de
alimentos 3D, proporciona una solucién de ingenieria para el disefio digitalizado de

alimentos y el control de la nutriciéon (Sun et al., 2018).

Las impresoras de alimentos basadas en extrusién constan de una plataforma de
varios ejes y una o mas unidades de extrusion, tienen un tamafio compacto y un
bajo costo de mantenimiento, sin embargo, son criticadas debido a sus limitadas
opciones de materiales y su largo tiempo de fabricacién. Los componentes de estas
maquinas se fabrican con materiales inocuos para evitar la contaminacion de los
alimentos y se consideran seguros cuando estan en contacto con estos (Sun et al.,
2018).

Actualmente existen impresoras 3D comerciales basadas en extrusion para le
impresion de alimentos, entre ellas se encuentran: Foodini, ByFlow y Procusini 3.0,

todas ellas capaces de imprimir alimentos salados y dulces; también se encuentran
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Choc Creator V2.0 Plus y BeeHex Robot, la primera es usada para imprimir
chocolates y la segunda usada para imprimir pizzas (Pérez et al.,, 2021). Estas
impresoras suelen ofrecer un buen rendimiento de extrusion, pero son muy caras,
por ejemplo, Choc Creator Il a precio de descuento es de unos 3,800 ddlares
estadounidenses (aproximadamente 76,000 pesos mexicanos) y el precio minorista
de Foodini ronda los 1,000 dolares (aproximadamente 20,000 pesos mexicanos)
(Sun et al., 2018).

Existen tres mecanismos de extrusibn que se pueden emplear para extruir
materiales alimenticios: extrusion a base de jeringa, extrusion a base de tornillo y
extrusion impulsada por aire, en la Tabla 3 se explican a detalle cada uno de los
mecanismos, mientras que en la llustracién 7 se muestran los esquemas de los

equipos para cada mecanismo de extrusion.

Tabla 3. Mecanismo de extrusion para la impresion de alimentos en 3D (traducido
de Singhal et al., 2020).

Mecanismo Caracteristicas y operaciones Materiales
de alimentarios
extrusion que se pueden
imprimir

A base de Se utiliza un motor paso a paso disefiado de tal Materiales
jeringa manera que controla el movimiento y la sélidos y
ubicacion del embolo de la jeringa, y empuja el semisélidos.
material alimenticio hacia afuera de la boquilla.
La velocidad de extrusion se controla ajustando
la velocidad del motor, para los productos de
alta viscosidad se requiere mayor velocidad de
extrusion. La Unica preocupacion de utilizar
este mecanismo es el gasto de energia
adicional que aumentaria debido a la fuerza de
friccion durante la sobrecarga.
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A base de EIl material alimenticio se carga en un cartucho

tornillo

Impulsada

por aire

que es ancho desde la parte superior (para
facilitar la carga del material), pero se estrecha
desde la parte inferior. Utiliza un motor
accionado por tornillo, el material alimenticio se
empuja continuamente hacia abajo a través de
una boquilla de extrusion. El empuje conduce a
la formacion de burbujas minimas. El tornillo y
el cartucho debe ser de acero inoxidable porque
se encuentran en contacto con el material
alimenticio, se deben esterilizar en autoclave.

Utiliza un cartucho encapsulado y una bomba
neumatica para generar la presion de aire, esta
presion ayuda a extruir el material alimenticio de
la boquilla, permite usar mas de un cabezal de
extrusion con diferentes velocidades de
extrusion al mismo tiempo mediante valvulas
reguladoras, sin embargo, al cambiar la
velocidad de extrusion, cambia el tiempo de
respuesta. Utiliza un sistema de filtracion para
la bomba

esterilizar el aire presente en

neumatica

Materiales
sélidos y

semisolidos.

Materiales
liquidos. Los
materiales
sélidos y
semisdlidos
pueden
depositarse en el
lado interno del
cartucho, lo que
conduce al

bloqueo de este.
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llustracion 7. Esquemas de los equipos para cada mecanismo de extrusion. (A)
extrusion a base de jeringa, (B) extrusién impulsada por aire, (C) extrusion a base
de tornillo (traducido de Sun et al., 2018).

2.5.1.1. Materiales y capacidad de impresion.

La formulacion de materiales imprimibles para impresion 3D es un gran desafio,
debido a la fluidez deseable a través de la boquilla, la estabilidad o capacidad de
impresion y la retencion de la estructura del producto después de la impresion
(Hussain et al., 2021).

La capacidad de impresion se relaciona con la capacidad de realizar un objeto 3D
mediante la deposicién capa por capa de un material y que este pueda soportar su
estructura una vez impreso, de esta manera, la imprimibilidad esta determinada por
las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de un material. Cuantificar la capacidad
de impresién es una tarea compleja, pero el conocimiento sobre las propiedades
reologicas de la formulacion y la optimizacion de los parametros de impresion son

los factores clave para la creacion de objetos 3D (Pérez et al., 2021).

Hasta la fecha se han logrado imprimir productos sin necesidad de agregar aditivos,
entre estos: Pizza, masa para galletas y chocolate, sin embargo, muchos materiales
no tienen las propiedades adecuadas para imprimirse sin ser procesados
previamente (Pérez et al., 2021). Para mejorar la capacidad de impresion en

materiales que no son adecuados para imprimir, es necesario agregar diferentes
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aditivos como goma de xantana, caseinato de sodio, metilcelulosa, k-carragenina,

goma guar, transglutaminasa, etc. (Hussain et al., 2021).

Para poder obtener un objeto 3D mediante impresion basada en extrusion, los
materiales deben ser pseudoplasticos con un comportamiento de adelgazamiento
por cizallamiento adecuado, de tal manera que puedan extruirse por las boquillas
de la impresora bajo una fuerza de cizallamiento apropiada y pueda solidificarse por
la recuperacion estructural rapida después de la impresion (Jiang et al., 2019), se
puede decir que estos materiales tienen un indice de comportamiento de flujo bajo
(n), lo que significa que al aplicarle un esfuerzo de cizallamiento creciente, la
viscosidad disminuye, por lo tanto, fluyen con mayor facilidad al momento de
imprimir. Por otra parte, los materiales con alta viscosidad y alto indice de
consistencia no se extruyen con facilidad por la boquilla, a menos que presenten un

comportamiento de flujo bajo (Pérez et al., 2021).

La tangente de pérdida mecanica dinamica (Tan (&) = G” / G’) puede ayudar a
determinar si un material presenta un comportamiento viscoso o elastico, de esta
manera determinar si un material es apto para ser impreso. El modulo de
almacenamiento (G’) define el comportamiento del sélido elastico y refleja la
resistencia mecanica, mientras que el moédulo de pérdida (G”) es la respuesta
viscosa. Los valores de Tan (8) menores que 1 significan que el comportamiento del
material es predominantemente elastico, por otro lado, valores mayores a 1
significan que el comportamiento del material es predominantemente viscoso, por
lo tanto, si G” es mas grande que G’, el material saldra con facilidad por la boquilla
de impresién, también se puede decir que valores mas altos de Tan (&) indican un
comportamiento mas fluido del material , contrariamente, valores bajos indican un

comportamiento mas solido con poca fluidez (Pérez et al., 2021).

El limite elastico es el limite donde debajo de este, los materiales se comportan
totalmente elasticos, es decir, recuperan su estructura por completo cuando se les
deja de aplicar fuerza de cizallamiento, dicho limite en conjunto del médulo de
almacenamiento, pueden utilizarse para predecir la capacidad de un material

impreso para conservar su forma a lo largo del tiempo y lograr una buena resolucion
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después de la impresion (Pérez et al., 2021). Los materiales con un limite elastico
mas alto que el esfuerzo de flujo y un médulo de almacenamiento mas grande que
el médulo de pérdida, son utiles para la retencion de la forma del producto después

de la impresion (Hussain et al., 2021).

Los parametros de impresion influyen en la precision y, por lo tanto, en la impresion
del producto final. La temperatura del cartucho y la boquilla pueden afectar la fluidez
de la formulacién, pues un aumento de la temperatura disminuye la viscosidad de
la formulacion, mientras que la boquilla (didmetro, altura y velocidad de movimiento)
puede afectar la estructura del producto final después de la deposicion. La velocidad
de extrusion es un factor que debe optimizarse para obtener una buena precision
de impresion, pues velocidades muy altas o bajas, pueden conducir a estructuras
impresas deficientes (Pérez et al., 2021).

2.5.1.2. Texturizacion de las proteinas en impresoras 3D mediante impresion basada
en extrusion.

A excepcidn de algunas proteinas similares a las gomas (como, por ejemplo, la
gelatina), la mayoria de las proteinas no se pueden utilizar directamente como

materia prima de impresion 3D (Jiang et al., 2019).

El punto isoeléctrico es cuando hay la misma cantidad de cargas negativas y de
cargas positivas en una proteina, en este punto las proteinas pueden mostrar
agregacion, lo que esta precipitacion isoeléctrica resulta muy atractiva para la

impresion en 3D para la formacién de hidrogel y gelatinizacion (Jiang et al., 2019).

La desnaturalizacion de las proteinas bajo estrés fisico (térmico o mecénico) o por
compuestos acidos o bésicos, es una buena forma de preparar materia prima

adaptada a la impresion 3D (Jiang et al., 2019).

Para mejorar la capacidad de impresion de las proteinas, los métodos mas usados
en la industria de alimentos son la reticulacion ionotropica y la formacion de
coacervados, podria utilizarse el método de reticulacion quimica, sin embargo,
muchos de los reactivos utilizados en este método son metales pesados, los cuales

resultan no aptos para el consumo humano. La reticulacion ionotropica y la
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formacion de coacervados aseguran que las proteinas formen estructuras similares

a un gel y mejoran su estabilidad (Jiang et al., 2019).

La repulsion mutua en las cargas de las proteinas extiende las moléculas y mejora
la viscosidad del sistema, mientras que la velocidad de cizallamiento aumenta el
flujo de las proteinas debido a que disminuye la viscosidad, por lo que se facilita su
impresion y, una vez impresas, recuperan su estructura por completo al eliminar la
tension, siempre y cuando no se rebase el limite elastico. En condiciones extremas
de velocidad de cizallamiento se reduce de manera irreversible la viscosidad, pues
se rebasa el limite elastico, la estructura interna no puede soportar toda la presion
y almacenar toda la energia, entonces la estructura del material se rompe y fluye.
(Jiang et al., 2019; Pérez et al., 2021).

2.5.1.2.1. Productos impresos en 3D formulados con proteinas.

Se han impreso objetos usando proteinas de origen animal como materia prima,
entre estos se encuentra un gel de surimi, donde se us6 cloruro de sodio como
aditivo, el cual mejora la reologia, la fuerza del gel y la capacidad de retencion de
agua del producto; otro producto fue un snack con proteinas de harina de gusano;
también se ha logrado imprimir un objeto con pasta de carne de pavo, donde la
enzima transglutaminasa, usada como aditivo, promueve la reticulacion de las

proteinas, creando hidrogeles con estructuras estables (Pérez et al., 2021).

Por otra parte, las proteinas de origen vegetal estan cobrando gran importancia en
las formulaciones de productos impresos en 3D, un ejemplo de ello son las
formulaciones enriquecidas con proteinas evaluadas por Hussain et al. (2021),
donde usaron aislado de proteinas de chicharo al 10% para la impresion de galletas.
En este tipo de productos, es importante optimizar la proporcién de los diferentes
componentes y aditivos para obtener un material con buenas propiedades
reologicas y de textura, de esta manera conseguir que el material pueda extruirse a
través de la boquilla de la impresora, asi también, obtener un material con estructura
estable y coherente después de la impresion, también se deben de tener en cuenta
gue los parametros de impresion como el diametro, la altura critica y la velocidad de

la boquilla son factores que determinan los rendimientos de impresion, exactitud,
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uniformidad y estabilidad del producto impreso. Hussain et al. (2021) variaron la
proporcion de harina, agua y mantequilla, donde la formulacion con mejores
resultados fue aquella con proporcién de harina, agua y mantequilla: 30:30:15
respectivamente, con parametros fijos de impresion con un didmetro de la boquilla

de 2 mm, una altura critica de 2 mm y una velocidad de 1 mm/s.

Hablando de las fuentes alternativas de proteinas, los residuos agricolas y su gran
potencial pueden significar oportunidades importantes para desarrollar productos de
valor agregado elaborados con proteinas obtenidas a partir de estos, Jagadiswaran
et al. (2021) desarrollaron un producto utilizando residuos agricolas, el producto fue
una galleta impresa en 3D formulada con trigo partido y orujo de uva, los residuos
agricolas le dieron buenas propiedades nutricionales, se obtuvo una galleta rica en
proteina, fibra y antioxidantes.

La recuperacion, reciclaje y reacondicionamiento de los residuos agricolas para la
obtencién de productos impresos en 3D con valor agregado son excelentes
opciones sustentables y sostenibles que benefician al medio ambiente usando
residuos como materias primas, benefician al consumidor por sus propiedades
nutricionales y/o funcionales, aparte de tener estructuras personalizadas y
atractivas; incluso pueden contribuir a cubrir la preocupante demanda mundial

creciente de proteinas.
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3. Materiales y equipos.

3.1. Materia prima.

El BSG fue proporcionado por el QFB Agustin Reyo Herrera, responsable de la
planta piloto de cerveza ubicada en el edificio A en el Laboratorio de Ingenieria
Quimica de la Facultad de Quimica de la UNAM donada en el afio 2009 por Grupo
Modelo.

3.2. Reactivos.

Los diferentes reactivos quimicos fueron adquiridos de distintas marcas como se

muestra a continuacion:

Bio-Rad: Reactivo de Bradford.

Drogueria Cosmopolita: Glucosa, alginato de sodio, almidén de maiz.
Farmacia Paris: Hidréxido de sodio.

J.T. Baker: Eter etilico, fosfato disddico, borato de sodio.

Reactivos Meyer: Eter etilico, acido sulfarico.

Sigma-Aldrich: Acido clorhidrico, albimina sérica bovina, acido acético, lauril sulfato
de sodio, etilendiaminatetraacetato de sodio, etilcelulosa, bromuro de

cetiltrimetilamonio, permanganato de potasio.
Otra marca: Fenol.

3.3. Equipos.

Los equipos de diferentes marcas utilizados para llevar a cabo las diferentes

metodologias se mencionan a continuacion:

Agitador vortex: Heathrow Scientific Vortexer.

Balanza Analitica: Ohaus Adventurer Pro.

Bafio de ultrasonido: Digital Ultrasonic Cleaner PS-10A.

Bomba peristéltica: Cole-Parmer Master Flex Easy-Load 3.
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Centrifuga industrial: Westfalia Separator LWA 205.

Centrifuga: Labtek Centrifuge XC-2000.

Centrifuga: Zenithlab 800D Centrifuge.

Espectrofotdmetro UV-Vis: Cole-Parmer Unico Spectrophotometer.
Espectrofotometro UV-Vis: Perkin EImer Spectrometer Lambda 2S.
Extrusor de doble tornillo: Clextral Evolum 25.

Horno de conveccion forzada: Lindberg/Blue Mechanical Oven.
Impresora 3D: Anet ET5 Pro 3D Printer

Impresora 3D: MONOPRICE Select Mini 3D Printer V2

Mantillas de calentamiento: NanBei ZNHW HEATER

Molino para café: Krups Type F408.

Motores: DIAB 0520-S.

Mufla: Termolyne 1500 furnace

Parrilla de calentamiento y agitacibn magnética: Thermoscientific Cimarec.
Termobalanza: AND MF-50

Viscosimetro: Brookfield Model DV-II + Viscometer.
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4. Desarrollo experimental.

4.1. Acondicionamiento y analisis de la materia prima.

Una vez recibido el BSG, se sometio a un proceso de
secado en un horno de conveccion forzada a 60°C.
Una vez seco se almacené en una bodega a
temperatura ambiente hasta su posterior andlisis y
uso (Fotol).

4.1.2. Analisis Quimico Proximal (AQP).
El AQP se llevd a cabo utilizando diversas
metodologias para la determinacion de la cantidad en

porcentaje de humedad, cenizas, grasa, proteinas,

carbohidratos totales y fibra, presentes en el BSG.

4.1.2.1. Andlisis de humedad.

La humedad del BSG fue determinada por el
método de secado en termobalanza. En este
método la muestra se calienta en condiciones
controladas de temperatura, el equipo mide de
manera automatica la pérdida de peso por
evaporacion del agua y registra el porcentaje de

humedad en la muestra (Nielsen, 2017).

Alrededor de 5 g de muestra, por cuatriplicado, se
pesaron en una charola de aluminio colocada

dentro de la termobalanza, una vez pesadas se

accion6 el equipo para llevar a cabo la

Foto 2. Termobalanza para
determinacion de humedad.

determinacion. El equipo indicé con un sonido el
final de la determinacion, mostrando en la pantalla

el registr6 del porcentaje de humedad final de cada muestra (Foto 2).
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4.1.2.2. Analisis de cenizas.

El contenido de cenizas en el BSG se determiné de
manera similar al método de incineracion seca
explicado por Nielsen (2017). Las cenizas son los
residuos inorganicos que quedan después de la
ignicibn o la oxidacion completa de la materia
organica en una muestra, su determinacion puede
llevarse de manera hiumeda oxidando la materia

organica con &cidos y/o agentes oxidantes, o bien, se

.. puede determinar el contenido de cenizas por
i incineracion seca, para esté método la muestra se

Foto 3. Precalcinaciéon de la calcina a temperaturas elevadas (500-600°C), el
muestra. agua y los volatiles se evaporan, mientras que la
materia organica se quema en presencia de oxigeno convirtiéndose en CO2 y 6xidos

de Na.

Para esta determinacion se pesaron alrededor de 2 g de muestra por triplicado, una
vez pesadas se colocaron en crisoles previamente secados y pesados. Los crisoles
con la muestra se sometieron a una precalcinacion en una parrilla hasta que dejaron
de emitir humo (Foto 3), posteriormente se metieron a una mufla donde se
incineraron a 550°C por 5 h. Al finalizar el procedimiento se obtuvieron cenizas
grises, las cuales fueron pesadas junto con sus respectivos crisoles para calcular el

porcentaje de cenizas en el BSG.

4.1.2.3. Analisis de grasa.

El contenido de grasa se determind por el método de Soxhlet de manera similar al
descrito por James (1999). En el método de Soxhlet la grasa se extrae de manera
semicontinua con un disolvente organico. El disolvente se calienta y se volatiliza,
posteriormente se condensa goteando sobre la muestra, la muestra se empapa y,
de esta forma, el disolvente extrae la grasa. A intervalos de 15-20 minutos, el
disolvente se sifona al matraz calefactor para iniciar un proceso nuevo (Nielsen,
2017).
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Para esta determinacién se pesaron cerca de 4 g de muestra por triplicado, las
muestras se colocaron en paquetes de celulosa,
estos paquetes fueron colocados dentro de
aparatos de extraccion Soxhlet. En matraces de
bola de fondo plano previamente secados y
pesados, se colocaron alrededor de 200 mL de
éter etilico. Los matraces se conectaron al
aparato de extraccion Soxhlet, los aparatos de
extraccion Soxhlet  se conectaron a
condensadores. Posteriormente comenzo el

calentamiento a ebullicion suave con una parrilla

para volatilizar el disolvente y extraer la grasa.

Foto 4. Equipo de extraccion
alrededor de 100 mL de éter etilico para continuar de grasa.

Cada que hizo falta, se agregaron cargas de

el proceso de extraccion. Una vez extraida la grasa, se quitd el cartucho con la
muestra desengrasada, se recupero el disolvente que quedd en el aparato de
extraccion, mientras que el disolvente remanente en los matraces se dejo evaporar
a temperatura ambiente en una campana de extraccion. Los matraces con grasa se
secaron y posteriormente fueron pesados para poder calcular el contenido de grasa
en el BSG (Foto 4).

4.1.2.4. Analisis de proteina.

La proteina presente en BSG fue cuantificada empleando el método de Bradford
(1976). En este método, el colorante Coomasie® Brilliant Blue G-250 contenido en
una solucién acida (reactivo de Bradford) se une a residuos de aminoacidos,
principalmente aromaticos y basicos, en especial a arginina, provocando un cambio
de color de la solucién a diversas concentraciones de proteina debido a que el
colorante cambia su maximo de absorbancia de 465 nm a 595 nm cuando se une a

los aminoacidos.

Para esta determinacidn se prepar6 una curva patrén en concentraciones de 0 a 0.9

mg/mL, partiendo de una solucion patrén de albumina sérica bovina (BSA por sus
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siglas en inglés). La tabla 4 muestra la informacion de la preparacion de las

soluciones stock para la elaboracion de la curva patron.

Tabla 4. Datos de preparacion de las soluciones stock para la elaboracién de la

Concentracion
de Stock
(mg/mL)

0.2
0.35
0.5
0.75
0.9

curva patron de proteinas.

Volumen de Volumen de agua Volumen de

disolucion destilada (mL) aforo (mL)
patrén de BSA
(2 mg/mL) (mL)

0
2
3.5
5
7.5
9

Foto 5. Curva patréon del método

de Bradford.

10 10
8 10
6.5 10
5 10
2.5 10
1 10

El reactivo de Bradford se prepar6 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se

agregaron 5 mL de reactivo a 100 uL de cada

I solucion stock y muestra, después se agitaron

. en un agitador vortex y se incubaron por 5 min.

a temperatura ambiente. Finalmente se llevo a
cabo la lectura de las absorbancias a 595 nm

en un espectrofotometro UV-Vis (Foto 5).

Para cuantificar las proteinas presentes en
BSG, este se sometié a un procedimiento de
hidrdlisis alcalina similar al reportado por Riafio
et al. (2021), colocando 7.5323 g de BSG en
150 mL de NaOH 0.1 M (relacion solido-liquido
del 5%) a 50°C, 4 h, con agitacion.




Posteriormente se llevo a cabo una filtracion, el extracto se neutralizé con HCI 1 M
obteniéndose un extracto total de 210 mL. Por ultimo, los sélidos en suspension
remanentes se separaron por centrifugacion a 4000 rpm, 4 min. El extracto se diluy6
tomando 1 mL y afiadiendo 4 mL de agua para poder realizar la lectura en el
espectrofotometro.

4.1.2.5. Andlisis de carbohidratos.

Se determiné la cantidad de carbohidratos totales presentes en el BSG por el
método de fenol-sulfurico, también se determind la cantidad de fibra presente en la
muestra, pues la fibra representa la mayoria de los carbohidratos presentes en el
BSG. Incluso con los datos obtenidos se estim0 la cantidad de carbohidratos

solubles.

4.1.2.5.1. Andlisis de carbohidratos totales.

Los carbohidratos totales fueron determinados de acuerdo con el método fenol-
sulfarico descrito por Nielsen (2017). Este método colorimétrico determina toda
clase de carbohidratos, incluidos mono, di, oligo y polisacéridos. El &cido sulftrico
concentrado descompone los polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos a
monosacaridos, posteriormente las pentosas se deshidratan a furfural y las hexosas
a HMF. Los compuestos de deshidratacion de los monosacaridos reaccionan con el
fenol para producir compuestos color amarillo-dorado que absorben de 480-490 nm.

Para esta determinacién se prepard una curva patrén en concentraciones de 0 a
100 partes por millébn (ppm, pg/mL o mg/L) partiendo de una solucion patrén de
glucosa 100 ppm. La tabla 5 muestra la informacion de la preparacién de las

soluciones stock para la elaboracion de la curva patrén.

Tabla 5. Datos de preparacion de las soluciones stock para la elaboracién de la

curva patrén de carbohidratos.

Concentracion Volumen de Volumen de agua Volumen de
de Stock (ppm) disolucién destilada (mL) aforo (mL)
patrén de
glucosa
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(100 ppm) (mL)

0 0 2 2
20 0.4 1.6 2
40 0.8 1.2 2
60 1.2 0.8 2
70 14 0.6 2
80 1.6 0.4 2
100 2 0 2

A cada solucion y muestra, se les
agrego6 50 uL de una solucién de fenol
al 80%, se agitaron en un agitador
vortex, posteriormente se les agrego 5
mL de acido sulfirico (H2SO4)
concentrado, cuando disminuyd la
temperatura de los tubos de ensayo, se
agitaron nuevamente en el agitador
vortex para dejar reaccionar al fenol
con los compuestos de deshidrataciéon
de los monosacéridos por 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de reaccién, los tubos se

agitaron por Ultima vez en vértex y se

realiz6 la lectura de la absorbancia de

cada tubo a 490 nm (Foto 6). Foto 6. Curva patron del método fenol-
sulfarico.

La muestra empleada para Ila

determinacién de los carbohidratos totales fue aquel extracto preparado para la
determinacion de proteinas (seccion 4.1.2.4.). Se tom6 1 mL de extracto y se aforo
a 100 mL de agua. De la dilucion, se tomaron 2 mL para llevar a cabo la reaccion y
lectura de las absorbancias.
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4.1.2.5.2. Analisis de fibra.

El analisis de fibra se llevé a cabo empleando la modificacion del método de Van
Soest-Wine descrito por Pimentel (2013). Este método consiste en separar para
poder cuantificar las diferentes fracciones de la fibra vegetal: celulosa, hemicelulosa
y lignina, esto se consigue aplicando un detergente neutro para retirar los sdlidos
solubles y obtener el residuo sdlido correspondiente a la fibra total (NDF), un
detergente acido para separar la hemicelulosa (ADF), un agente oxidante (KMnQOa)
para remover la lignina y finalmente el material resultante se incinera para poder

eliminar la celulosa.

La determinacion de fibra se llevo a cabo por duplicado, primeramente, se pesaron
alrededor de 0.5 g de BSG, se colocaron en matraces de bola con 50 mL de la
solucion NDF (relacién solido-liquido 1:100) y fueron sometidos a ebullicion por 1 h.
Transcurrido el tiempo mencionado, se filtraron las muestras en crisoles porosos
previamente secados y pesados, los residuos solidos se lavaron con agua destilada
hirviendo hasta que dej6 de generarse
espuma (Foto 7). Después del lavado, las
muestras se secaron en un horno de
conveccion forzada a 105°C, 1 h,
posteriormente se pesaron los crisoles con

Sus respectivas muestras.

Para el lavado con la solucibn de ADF, se

llevd a cabo el mismo procedimiento que en

el caso de la solucion NDF.

En el caso de la oxidacién, se agregaron
volumenes pequefios de KMnOs al 5%,

dejando reaccionar las muestras por 90 min.

Después de transcurridos los 90 minutos, se

Foto 7. Sistema de filtracion y
lavado de los residuos soélidos. filtraron las muestras y se repitidé el

procedimiento de oxidacion hasta que la

solucion de KMnO4 en cada crisol permanecio de color puarpura.
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Para evitar la calcinacion, se agrego6 una solucion desmineralizante a cada muestra
para retirar tanto los minerales remanentes de la muestra como los residuos del
agente oxidante, de esta manera, el residuo sélido final fue la celulosa total,

mientras que la materia perdida en los lavados fue la lignina.

En la llustracion 8, se puede observar el esquema general del procedimiento.

i ™ i !

" ™ s ~
Residun salido Lavado MOF 5 Agu_aa de lavado:
Salidos solubles

- A . y,

Anuas de lavado:

Lavado ADF )
Hemicelulosa

e ey e A
Residuo salido

' ! ' "y

Oxidacidn con o Aduas de lavado:

|—| KMy, i Lighina

L .L A L i
' "y ' ™y

Aplicacidn de ) A

solucidn » HE%UET'U':;DSSD;'UD'

desmineralizante

. " . A

llustracion 8. Esquema general para la determinacién de fibra.

4.2. Eleccién del método adecuado para la extraccién de proteinas.

Para elegir el método adecuado para una mejor extraccion de proteinas del BSG,
se compararon cuatro métodos de extraccion: Tratamiento hidrotermal, tratamiento

alcalino, extrusion de doble tornillo y tratamiento alcalino asistido por ultrasonido.

El método adecuado se seleccion6 de acuerdo con la concentracion (en porcentaje
m/v) de proteinas obtenido después de la extraccién, para ello, se determiné la
concentracion de proteinas por el método de Bradford (1976) (ver seccién 4.1.2.4.).
Previo a la determinacion de proteinas, los extractos fueron clarificados por

centrifugacion a 4000 rpm, 4 min. (algunos extractos requirieron dilucion para poder

59

——
| —



obtener la concentracion de proteinas). De cada extracto se tomaron tres muestras
y se realizo la lectura de cada muestra por triplicado a 595 nm con la finalidad de
calcular el porcentaje de proteinas extraidas del BSG a partir de la curva patrén

obtenida en la determinacion de proteinas en el AQP.

Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés)
y una comparacion de medias por el método de diferencia minima significativa de
Fisher (LSD por sus siglas en inglés), descritos por Montgomery (2004). Estos
andlisis estadisticos se realizaron con la finalidad de determinar si existe diferencia

significativa entre muestras.

4.2.1. Tratamiento hidrotermal.

El tratamiento hidrotermal se llevo a cabo en
condiciones similares a las descritas por Qin et
al. (2018), la extraccion de proteinas se realizo
en agua con una relacion m/v del 4%,
agregando 4.1550 g de BSG en 100 mL de
agua, el calentamiento se llevé a cabo en un
bafio de glicerina a 60°C con agitacion por 24 h
(Foto 8).

Posterior al tratamiento, se realizé el filtrado
para retirar los sélidos. El filtrado liquido (100 |
mL) (correspondiente al extracto de proteinas),

Foto 8. Equipo de calentamiento
(similar para tratamiento
hidrotermal y tratamiento

4.2.2. Tratamiento alcalino. alcalino).

El tratamiento alcalino fue el mismo que el

se almaceno en refrigeracion para su posterior

analisis (no requiri6 dilucién).

empleado para la cuantificacion de proteinas en el AQP del BSG (ver seccidn
4.1.2.4.), utilizando 7.5323 g de BSG y 150 mL de NaOH 0.1 M, obteniéndose un
extracto neutralizado de 210 mL, el cual fue diluido en agua (1:10) para su posterior

analisis.




4.2.3. Extrusion de doble tornillo.

Para la extrusion de doble tornillo, se utilizé un
extrusor de 10 modulos, la configuracion puede
observarse detalladamente en la llustracion 9. El
BSG (97.5534 g) se sometié a un tratamiento
térmico-alcalino-mecanico con un tiempo de
operacion del equipo de 5 min, en el modulo 1
entrd la solucion alcalina de NaOH 0.4% a un flujo
de 1.7 kg/h, en los modulos 2,3y 4 se llevo a cabo
la extraccion alcalina, en el modulo 5 se llevo a
cabo la neutralizacion con AcOH 0.15% a un flujo

de 3.5 kg/h, en el médulo 6 se filtr6 todo el

extracto de proteinas (314 mL) (el cual fue

Foto 9. Extrusor de doble almacenado y diluido en agua (1:10) para su

tornillo. _ -
posterior andlisis) (Foto 9).
Tolva ‘ Cabezal
‘2 Calentadores = Termocuplas formador
A ~:, ‘,/ N '/’//'«\\
BSG ——N e .27 /' N 3 o \\ ;
;",,;.\ I l‘l l‘l/ l‘l lil ]
- | s |
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10
= 60°C_| 60°C | 60°C Temperatura ambiente
|
’ L J L J \l LY J | J L 1
|
Tornillo Canon |acoHo0.15% Residuo Extrudado
- it
-, MOtOl’ . Sélido rico
‘ en fibra
Filtrado {extracto

rico en proteinas)

llustracion 9. Configuracién del extrusor de doble tornillo para la extraccién de

proteinas.
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4.2.4. Tratamiento alcalino asistido por ultrasonido.

El tratamiento alcalino se llevo a cabo tomando
como referencia al descrito por Li et al. (2021).
El BSG y la solucion alcalina de NaOH 0.1 M en
relacion solido-liquido 1:15 (33.3336 g de BSG
y 500 mL de NaOH 0.1 M) fueron colocados en

una bolsa de plastico, la bolsa fue colocada en

i\ DIGITAL ULTRAS,

un bafio de ultrasonido a una potencia de 60 W, W
una frecuencia de 40 kHz y con temperatura de

25 °C, por un tiempo de 20 min.

Li et al. (2021) sugieren que la extraccion se

lleve a cabo a una potencia de 250 W, una

frecuencia de 20-25 kHz y un ciclo de trabajo del - :
Foto 10. Bafio de ultrasonido.

60%, sin embargo, el equipo con el que se

cuenta en el laboratorio no permite ajustar estos parametros, por ello se utilizaron

los parametros predeterminados del equipo (Foto 10).

Del extracto alcalino obtenido (500mL), se tomaron 37 mL de extracto, los cuales
se neutralizaron con AcOH al 1.15%, obteniéndose un extracto neutro de 39 mL, el
cual fue diluido en agua (1:10) para su posterior andlisis.

4.3. Produccion de proteinas.

Para comenzar a producir el aislado de proteinas del BSG, primeramente, se llevo
a cabo una prueba a pequeiia escala para verificar si el rendimiento y la pureza de
las proteinas son lo suficientemente buenos para después llevar la prueba a una
mayor escala con la finalidad de obtener un aislado de proteinas que pueda

afiadirse a las formulaciones para imprimir un alimento en 3D rico en proteinas.

4.3.1. Produccion a pequefia escala.

Como en los ensayos de extraccion de proteinas el método adecuado result6 ser la
extraccion alcalina, la produccion de proteinas se llevé a cabo utilizando este

método.
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Para la primera prueba se utilizaron 3 L de NaOH 0.1
M, siendo la relacion solido-liquido del 5%, se usaron
149.6594 g de BSG. La hidrdlisis se llevo a cabo en un
matraz bola de 5 L dentro de una mantilla de
calentamiento a 50°C, por 4 horas con agitacion (Foto
11). Después de la hidrdlisis, se procedio a filtrar el
extracto de proteinas en tela para separarlo de los
residuos ricos en fibra. El extracto rico en proteinas se
llevé a pH &cido (pH 4) con la finalidad de llevar a las
proteinas al punto isoeléctrico y precipitarlas, tal y
como lo mencionan Celus et al. (2007), sin embargo,

se utilizé acido acético 0.2 M en lugar de acido citrico

2 M. Una vez precipitada la proteina, se drend la gran

Foto 11. Equipo para  parte del sobrenadante con una bomba peristltica
hidrélisis alcalina. .

(Foto 12), el resto de sobrenadante con las proteinas

precipitadas, se separaron mediante una pequefa centrifuga a 4000 rpm, 4 min. Por

ualtimo, el aislado de proteinas restante fue secado a temperatura ambiente en un

horno de conveccién forzada.

A los residuos ricos en fibra se les realiz6 una
cuantificacion de fibra NDF (ver seccién 4.1.2.5.2.),
el resultado se corrigié con la determinacion de
minerales. Al aislado de proteinas se le realiz6 una
cuantificacion del porcentaje de proteinas
mediante el método de Bradford con la finalidad de
obtener la pureza del aislado (ver seccién 4.1.2.4.),
al sobrenadante descartado, también se le
determind el porcentaje de proteinas con la

finalidad de saber la cantidad de proteinas que

guedaron remanentes. Finalmente, se envié una

Foto 12. Precipitado de

proteinas y drenado de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAII), sobrenadante.

muestra del aislado de proteinas a la Unidad de
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donde se le realiz6 un analisis de Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR) por Reflectancia Total Atenuada (ATR). Este método funciona
midiendo los cambios que ocurren en un haz IR al incidir con una muestra, el haz
se dirige a un espejo de alta refraccion, la reflectancia interna crea una onda que se
atenda en las zonas del IR donde la muestra absorbe energia, el haz atenuado en
el detector se registra como una sefal de interferograma que posteriormente genera
el espectro de IR (Thermofisher). El andlisis de IR fue realizado por la Q. Marisela
Gutiérrez Franco, la apariencia de las vibraciones y absorciones de los enlaces de
los grupos funcionales en el espectro de infrarrojo generado durante el andlisis, se

interpretaron con base en el portal web de Merck y Sigma-Aldrich.

4.3.2. Produccion a mayor escala.

La produccién a mayor escala ahora se llevé a cabo
en dos matraces bola de 6 L y uno de 5 L, cada uno
con sus respectivas mantillas de calentamiento. La
cantidad de NaOH 0.1 M empleada fue de 16 L para
hidrolizar 802.1559 g de BSG.

El procedimiento fue similar a la produccion a
pequefia escala salvo que para esta produccion no
se llevd a cabo el ‘

drenado y la
Foto 13. Centrifuga
industrial.

centrifugacion con la
centrifuga pequefia, en
esta ocasion la
separacibn de las proteinas precipitadas del
sobrenadante se llevd a cabo en una centrifuga
industrial a 12 000 rpm (Foto 13).

Los analisis realizados al sélido rico en fibra, aislado

de proteina y sobrenadante fueron los mismos que en

Foto 14. Anet ET5 Pro 3D
Printer.

la produccién a pequefia escala.
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4.4, Impresion en 3D.

Ante la falta de impresoras 3D de alimentos en México, se obtuvo una impresora 3D
convencional que emplea principalmente plasticos como acido polilactico (PLA por

sus siglas en inglés) como material de impresion.

Primeramente, se obtuvo una impresora Anet ET5
Pro 3D Printer (Foto 14), esta impresora fue
elegida de acuerdo con sus especificaciones
técnicas segun el sitio web de Amazon en
comparacion con otros modelos, la comparacion
puede encontrarse en el Anexo 4, Tabla A4-1 sin
embargo, funcion6 una sola vez antes de que
fallara un sensor en la boquilla de impresion

impidiendo su correcto funcionamiento, es por ello

' que, con el reembolso, se obtuvo la impresora
%i ~ MONOPRICE Select Mini 3D Printer V2 (Foto 15),

Foto 15. MONOPRICE Select también se seleccioné acorde con la misma tabla
Mini 3D Printer V2 comparativa. A esta Ultima impresora se le
realizaron algunas modificaciones con la finalidad de imprimir formulaciones

alimenticias elaboradas con el aislado de proteinas de BSG.

4.4.1. Eleccion de la formulacion para impresion en 3D y propiedades reolégicas.

Previo a la impresion, se determind la viscosidad a diferentes velocidades de corte

de tres formulaciones para observar el comportamiento reolégico del material.

La primera formulacion fue elegida para observar el comportamiento de la proteina
sola en una suspension a pH neutro; la segunda se eligié debido a que es una
formulacion de un alimento con propiedades adecuadas para la impresion en 3D
segun la literatura; mientras que la dltima es una formulacion que podria ser la base
para un alimento mas elaborado, contiene almidon y alginato como aditivos para
obtener un hidrogel autosuficiente que incorpore a las proteinas y mejore su reologia
para obtener un material adecuado para imprimir en 3D, tal como ocurrid con

algunas formulaciones a base de proteinas mencionadas por Pérez et al. (2020).
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Se empled6 un viscosimetro rotacional digital (Foto 16) utilizando aproximadamente

60 mL de las siguientes formulaciones:

Suspension de aislado de proteinas de BSG al 10% (60.53% de pureza) a

pH neutro (neutralizada con NaOH 0.1 M).

Formulacidon de masa para galletas
basada en la descrita por Hussain et
al. (2020) que a su vez fue basada en
la descrita por Lipton et al. (2010):
30% de harina de trigo refinada, 30 %
de mantequilla, 15% de agua, 10% de
aislado proteinas de BSG (60.53% de
pureza), 14.6% de azucar y 0.4% de
goma de xantana. La determinacién
se llevé a cabo a 100°C.

Formulacion con 10% de aislado de
(60.53% de

pureza), 10% de almidén de maiz, 2%

proteinas de BSG

de alginato de sodio y 78 % agua.

4.4.2. Impresion de la formulacién en 3D.

Foto 16. Equipo para la
determinacion de la viscosidad.

Para imprimir las formulaciones en 3D, el modelado se realiz6 en el programa CAD

Repetier Host V2.2.4 desarrollado por Hot-World GmbH & Co. Mediante la carga de

un archivo “slt”, en este mismo programa, el disefio se puede modificar en

dimensiones, se programan las condiciones de impresion (temperatura de la

boquilla y cama de impresion, velocidad de impresion, cantidad de material, etc).

Una vez que la informacién del disefio esta lista, se transforma a un archivo de

Cdédigo G “.gco”, el cual se carga en una memoria Micro SD que se inserta en la

impresora 3D. Como se menciond anteriormente, el Cédigo G es aquel lenguaje de

programacion que, mediante codigos, indica a la impresora en qué direccion mover

Sus ejes para depositar las capas de material.
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Una vez insertada la memoria Micro SD, se realiz6 el nivelado de la platina de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, en el caso de la
impresion de PLA, se llevé a cabo el precalentamiento de la boquilla y la cama de
impresion a 200°C y 40°C respectivamente. La impresion de PLA se llevé a cabo
para comprobar el correcto funcionamiento de la impresora 3D. Para esta prueba

se uso6 una boquilla de 0.4 mm.

En el caso de la formulacion elaborada con aislado de proteinas, debido a la
viscosidad, se empledé una boquilla modificada de 2 mm, la impresion se llevo a
cabo con la boquilla a temperatura ambiente, pues la formulacion se inyect6 fundida

a través de una jeringa, la cama de impresion se llevéd 40°C.
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5. Resultados y analisis de resultados.

5.1. AQP

Los resultados de los diferentes analisis estan reportados en porcentaje del BSG

seco, estos pueden observarse en la Tabla 6.

La suma de todos los componentes presentes en el AQP es de 100% con 0.36% de
sobreestimacion, se cree que esta sobreestimacion puede deberse al porcentaje de
lignina, pues su porcentaje de coeficiente de variabilidad (%CV) es bastante grande
junto con el %CV del porcentaje de la celulosa (Tabla 14), esto es indicio de que los
resultados fueron bastante variables y poco confiables, sin embargo, el resultado de
lignina puede ser el Unico que afecta en el resultado de la suma de todos los

componentes en el AQP, pues la celulosa se considera dentro de los carbohidratos

totales.
Tabla 6. Analisis Quimico Proximal.
Humedad * 7.21%
Cenizas 3.40%
Grasa 3.29%
Proteinas** 16.26%
Carbohidratos totales 64.68%
Carbohidratos solubles*** 34.12%
Fibra (Celulosay Hemicelulosa) *** Celulosa: 4.74%

Hemicelulosa: 25.82%
Fibra (Lignina) 12.73%
Total 100.36%

*El porcentaje de humedad no se considera dentro del total de componentes porque
las determinaciones estan reportadas en base seca.

**Se considero6 el porcentaje de proteinas determinado al tratamiento alcalino en la
comparacion de los métodos de extraccion, pues en la determinacion de proteinas
para el AQP, el porcentaje parece estar sobreestimado.
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***E| porcentaje de carbohidratos solubles, celulosa y hemicelulosa es considerado
dentro del porcentaje de los carbohidratos totales para la suma del total.

5.1.1. Andlisis de humedad.

Debido a que el BSG fue secado previo a su almacenamiento, los analisis realizados
se llevaron a cabo con un BSG de baja humedad (7.21%), por lo que el método de
secado en termobalanza fue adecuado para el analisis de humedad de la materia
prima y, gracias a que el método es automatico, los resultados obtenidos son
bastante homogéneos segun su bajo %CV. Los resultados pueden apreciarse mejor

enla Tabla 7.
Tabla 7. Andlisis de humedad.

Masa de la muestra (g) % Humedad

5.302 7.55

5.382 7.15

5.322 7.00

5.558 7.15
7.21 Promedio
0.24 Desv. Est
3.27 %CV

5.1.2. Analisis de cenizas.

En el analisis de cenizas, los datos obtenidos se muestran homogéneos, no hay
mucha variacion entre ellos de acuerdo con su %CV, incluso la cantidad de cenizas
gue contiene el BSG (3.40%) es similar a la reportada por Qin et al. (2017) (3.57%)
y muy cercana a las reportadas por Rommi et al. (2021) (4.00%) y He et al. (2021)
(4.60%). Los resultados del porcentaje de cenizas obtenidos en el BSG se pueden
observar a detalle en la Tabla 8, tales resultados fueron calculados empleando la

Ecuacion 1 del Anexo 1.

Tabla 8. Analisis de cenizas.

Masa de la muestra Masa del crisol Masa crisol + cenizas

(g) (g) (g) % Cenizas
2.0204 20.8137 20.8840 3.48
2.0149 21.0904 21.1592 3.41
2.0084 21.2233 21.2899 3.32
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3.40 Promedio
0.08 Desuv. Est.
2.42 %CV

5.1.3. Analisis de grasa.

Los resultados del contenido de grasa en el BSG (Tabla 9) son bastante bajos
(3.29%) en comparacion por los reportados por Qin et al. (2018) (5.30%), He et al.
(2021) (8.30%) y Rommi et al. (2021) (11.00%)), este resultado puede atribuirse a la
variabilidad del BSG, incluso los resultados entre investigadores no son similares,
pues la composicion depende de la materia prima, coadyuvantes y el proceso de
produccion de cerveza (Qin et al., 2018; Li et al., 2021). Los resultados se calcularon

con la Ecuacioén 2 del Anexo 1.

Tabla 9. Andlisis de grasa.

Masa matraz + grasa

Masa de la muestra (g)  Masa del matraz (g) (g) % Grasa
4.0620 114.4793 114.6133 3.30
4.5232 108.2319 108.3800 3.27
4.2805 119.2497 119.4517 4.72%*
3.29 Promedio
0.02 Desv. Est.
0.53 %CV

* Este dato fue omitido debido a que se desvia bastante de los otros valores.

5.1.4. Andlisis de proteinas.

El contenido de proteinas fue obtenido mediante la extrapolacién de la absorbancia
de la muestra tratada con el reactivo de Bradford a 595 nm con la curva patrén
elaborada a partir de soluciones stock de BSA y posteriormente se elaboraron los

calculos descritos en el Anexo 1.

En la curva patron se correlacionan los valores de absorbancia a 595 nm y
concentracion de proteinas (Grafico 1), los datos de la curva y de la muestra se
observan en la Tabla 10. Cabe mencionar que la curva patron presenta un
coeficiente de correlacion (R?) no tan alejado a 1, lo que significa que hay una buena

correlacion entra absorbancia y la concentracion.
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Tabla 10. Absorbancias de las soluciones stock, de la muestra y porcentaje de

proteinas en BSG.

| Concentracién (mg/mL)  Absorbancia a585nm | PromAbs  Desv.Est  %CV Abs
0.00 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.00
0.20 0.0207 0.0204 0.0206 0.0002 1.03
0.35 0.0360 0.0420 0.0390 0.0042 10.88
0.50 0.0669 0.0815 0.0742 0.0103 13.91
0.75 0.1220 0.1257 0.1239 0.0026 2.11
0.90 0.1289 0.1322 0.1306 0.0023 1.79
Muestra 0.2912 0.2931 0.2922 0.0013 0.46
Curva patron de proteinas
0.1600
y =0.1589x - 0.0068
0.1400 R2=0.9777 i
0.1200 >
£
< 0.1000
n
a
© 0.0800 pe
§ 0.0600
]
2 0.0400 °
<
0.0200 ®
0.0000 e
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
-0.0200

Concentracién (mg/mL)

Gréfico 1. Curva patrén de proteinas.
Los resultados sugieren que en el BSG contiene una gran cantidad de proteinas
(26.23%), incluso el contenido se encuentra un poco por arriba de los reportados
por Qin et al. (2018) (22.44%), Rommi et al. (2021) (23.00%), Parchami et al. (2021)
(22.65%), Riano et al. (2021) (17.70%) y He et al. (2021) (21.90%). A pesar de tener
resultados que se encuentran en el rango mencionado en la literatura (14% hasta
30%), parece ser que el porcentaje de proteinas se encuentra sobreestimado, pues
si se suma este resultado con el resto de los componentes del BSG se obtiene un

total de 110.33%, del mismo modo, el porcentaje de compuestos solubles
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considerando este porcentaje de proteinas, no coincide con el porcentaje de
compuestos solubles determinados en los lavados de fibra con solucion NDF
(63.64% en comparacion con 56.71% de los lavados con NDF). La sobreestimacion
podria atribuirse a que el reactivo de Bradford puede unirse a otros componentes
presentes en la muestra causando interferencia en las lecturas de absorbancia,

cuantificando también componentes que no son proteinas.

El porcentaje de proteinas considerado finalmente en el AQP fue el porcentaje de
proteinas determinado para el mismo tratamiento en la comparacion de los
tratamientos de extraccion de proteinas, esta decision fue tomada porque el
porcentaje de proteinas en esta determinacion(16.26%) es congruente al obtener el
porcentaje total del AQP (100.36%) y con el porcentaje de compuestos solubles en
los lavados con solucion NDF (53.67%, muy cercano al 56.71% de los lavados con
NDF), incluso para esta determinacion se llevaron a cabo mas lecturas de

absorbancia con buen %CV, lo cual indica que el resultado es confiable.

5.1.5. Analisis de carbohidratos.

A priori, en los resultados de los analisis de carbohidratos (Tabla 11) se puede
observar una cantidad alta de carbohidratos solubles, una baja cantidad de celulosa
y una cantidad bastante coherente de hemicelulosa con respecto a la literatura. Mas
adelante se discutirén estos resultados a detalle.

Tabla 11. Resultados de los analisis de carbohidratos.

Carbohidratos Porcentaje

Carbohidratos Totales 64.68
Carbohidratos Solubles 34.12
Hemicelulosa 25.82
Celulosa 4.74

5.1.5.1. Andlisis de carbohidratos totales.

El porcentaje de carbohidratos totales en el BSG fue obtenido extrapolando los

datos de absorbancia de la muestra tratada con fenol y H2SOa4 con la curva patrén
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elaborada con soluciones stock de glucosa y posteriormente fue calculado como se

muestra en el Anexo 1.

En la curva patrén se correlacionan los valores de absorbancia a 490 nm y
concentracion de carbohidratos como se muestra en el Gréfico 2, los datos de la
curva y de la muestra se observan en la Tabla 11. La curva patron presenta una
buena correlaciébn entre absorbancia y concentracion, pues el coeficiente de

correlacion (R?) es muy cercano a 1.

Tabla 12. Absorbancias de las soluciones stock, de la muestra y porcentaje de

carbohidratos totales en BSG.

Concentraciéon (ppm) Absorbancia a490nm  Promedio  Desv. Est. % CV
0 0 0 0 0 0
20 0.2699 0.2703 0.2701 0.000 0.10
40 0.3870 0.3870 0.3870 0.000 0.00
60 0.5936 0.5932 0.5934 0.000 0.05
80 0.7215 0.7235 0.7225 0.001 0.20
100 0.9050 0.9028 0.9039 0.002 0.17
Muestra 1.9529 1.9480 1.9505 0.003 0.18
% Carbohidratos
Totales en BSG 64.68

Curva patron de carbohidratos totales

1.0000

0.9000 )
0.8000

0.7000 ?

0.6000 .

0.5000

0.4000 N
y = 0.008x + 0.0945

0.3000 ps R*=0.9939
0.2000

Absorbancia a 490 nm

0.1000

0.0000

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ppm)
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Grafico 2. Curva patrén de carbohidratos totales.

El porcentaje de carbohidratos totales en el BSG (64.68%) es bastante elevado con
respecto a los valores reportados en la literatura, Qin et al. (2018) reportan 46.52%,
mientras Rommi et al. (2021) reportan 43.00%. Considerando el porcentaje de
carbohidratos totales y del porcentaje de los carbohidratos de la fibra, los datos
sugieren que hay una cantidad elevada de carbohidratos solubles (34.12%)
(calculados con la Ecuacion 7 del Anexo 1), incluso la cantidad es mas elevada que
la reportada por Parchami et al., (2021), donde el almidén (componente mayoritario
de los carbohidratos solubles del BSG) tomé un valor de 20.88%. La alta cantidad
de carbohidratos solubles puede deberse a que la extraccion de carbohidratos no
fue lo suficientemente efectiva durante la elaboracién de cerveza, quedando una
cantidad importante de ellos en el BSG, esta situacion pudo generarse desde el
malteado de la cebada, pues en este proceso se producen proteasas que degradan
en péptidos a las proteinas, cuando esta hidrolisis es insuficiente, se inhibe la
degradacion del almidén debido a que sus granos se encuentran estrechamente
asociados a las proteinas (en especial a la hordeina), las cuales forman una especie
de barrera que impide el ingreso de las enzimas que hidrolizan al almidon, asi

también evitan la migracion del almidon al extracto (Jaeger et al., 2021).

5.1.5.2. Analisis de fibra.
El porcentaje de la fibra total y de cada uno de sus componentes (Tabla 14) fueron

calculados como se muestra en el Anexo 1, utilizando los datos recabados en la
Tabla 13.

Tabla 13. Datos para la determinacion de fibra y sus componentes.

50.1966 50.4152

48.3083 0.5579 48.5522 0.2439
50.1966 0.5100 50.2858 0.0892
48.3083 0.5579 48.4056 0.0973
50.1966 0.5100 50.2068 0.0102
48.3083 0.5579 48.3500 0.0417
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Tabla 14. Porcentajes de la fibra y sus componentes.

57.14 56.71 0.60 1.07
56.28
25.37 25.82 0.64 2.48
26.28
15.49 12.73 3.91 30.69
9.97
2.00 4.74 3.87 81.71
7.47
42.86 43.29 0.60 1.40
43.72

El resultado obtenido del porcentaje de fibra total (43.29%) es bastante congruente
a los valores reportados en la literatura por He et al. (2021) quienes obtuvieron un
porcentaje de fibra total en BSG del 45.50%, de igual forma que los demas
componentes, la fibra puede variar de acuerdo con la materia prima, por ejemplo,
Parchami et al. (2021) reportaron un valor més alto de fibra total, la cual constituyo
el 59.57%.

El contenido de fibra total obtenido es bastante confiable por su bajo %CV, incluso
complementa perfectamente la cantidad de componentes solubles calculados en el
AQP (considerando el porcentaje de grasa, porcentaje de proteinas y porcentaje de
carbohidratos solubles) que sumados conforman el 53.67%, porcentaje muy
cercano al de sélidos solubles calculado después de los lavados con la solucién
NDF (56.71%).

El porcentaje de hemicelulosa en BSG (25.82) también coincide con algunos
porcentajes reportados por algunos autores, Qin et al. (2018) reportaron un 25.97%
y Parchami et al. (2021) reportaron un 25.31%. Al igual que el porcentaje de fibra
total, el resultado es confiable por su bajo %CV, tal como se menciona en la
literatura, la hemicelulosa es el componente mayoritario de la fibra del BSG y
alcanza porcentajes de 20-35% en peso seco (He et al., 2021).




Los componentes restantes, lignina y celulosa, arrojan resultados que no son
confiables debido a que presentan un %CV muy alto, sin embargo, al
complementarse sus valores en el duplicado de determinaciones, no afectan el
porcentaje de fibra total. So obtuvieron porcentajes de lignina y celulosa de 12.73 y
4.74 respectivamente, el porcentaje de lignina es cercano al reportado por Rommi
et al. (2021) quienes obtuvieron un 15.00%, mientras que es mas distante del
reportado por Qin et al. (2018) quienes obtuvieron un 19.60%, sin embargo, el valor
se mantiene dentro de los intervalos mencionados en la literatura, lkram et al.
(2017) mencionan un intervalo del 10-28%, mientras que He et al. (2021) mencionan
un intervalo un poco mas amplio de 7-28%. Por ultimo, el porcentaje de la celulosa
no coincide con los valores reportados en la literatura, se encuentra muy por debajo,
Qin et al. (2018) registran un valor del 20.56% de celulosa en BSG y Parchami et
al. (2021) reportaron un porcentaje de 17.52%, incluso se encuentra por debajo del
rango mencionado por He et al. (2021), el cual va de un 12% a un 15%. Los
resultados poco confiables podrian deberse a algun error durante las etapas de
oxidacién y desmineralizacién en la metodologia, que son justo las etapas donde se
determinan las cantidades de lignina y celulosa.

5.2. Eleccion del método de extraccion de proteinas adecuado.

Los porcentajes de proteinas extraidas del BSG con cada tratamiento podemos
visualizarlos en la Tabla 16, para obtenerlos se utilizaron los datos de lecturas a 595
nm de los extractos obtenidos en cada tratamiento de extraccion aplicados al BSG
después de reaccionar con el reactivo de Bradford, estos datos se pueden observar
en la Tabla 15.

El calculo del porcentaje de proteinas para cada tratamiento se realiz6 de manera
similar al calculo del porcentaje de proteinas en el AQP (ver Anexo 1, Ecuaciones:
3y 4), en el Anexo 2 se muestran ejemplos de calculos para las muestras de cada
tratamiento de extraccion. En el Anexo 2 también se puede encontrar el desglose

de todo el anélisis estadistico.
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Tabla 15. Lecturas a 595 nm de los extractos de cada método de extracciéon

después de reaccionar con el reactivo de Bradford.

Absorbancia a 595 nm
Tratamiento Hidrotermal Alcalino Extrusion de doble tornillo Ultrasonido

0.099 0.090 0.114 0.081

0.098 0.090 0.113 0.081

0.098 0.090 0.113 0.081

0.078 0.087 0.132 0.070

0.078 0.087 0.131 0.070

0.077 0.087 0.131 0.070

0.088 0.081 0.128 0.070

0.088 0.081 0.127 0.070

0.088 0.080 0.128 0.069

Promedio 0.088 0.086 0.124 0.074
Desv. Estandar 0.009 0.004 0.008 0.006
%CV 10.18 4.82 6.65 7.603

Tabla 16. Concentracion de proteinas extraidas del BSG con cada método de

extraccion.

Concentraciéon de proteinas (%m/m)
Extrusion de doble

Tratamiento Hidrotermal Alcalino tornillo Ultrasonido

1.60 16.98 2.45 10.43

1.59 16.98 2.43 10.43

1.59 16.98 2.43 10.43

1.28 16.46 2.81 9.12

1.28 16.46 2.79 9.12

1.27 16.46 2.79 9.12

1.44 15.41 2.73 9.12

1.44 15.41 2.71 9.12

1.44 15.23 2.73 9.00

Promedio 1.44 16.26 2.65 9.54
Desv.

Estandar 0.14 0.73 0.17 0.66

%CV 0.09 0.04 0.06 0.07
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TRATAMIENTOS DE EXTRACCION DE PROTEINAS
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Grafico 3. Diagrama de cajas de las concentraciones de proteinas extraidas del

BSG con cada método de extraccion.

Como se puede observar en la Tabla 16, a priori, la extracciéon alcalina es el método
gue mas porcentaje de proteina extrae del BSG, seguido por el tratamiento alcalino
asistido por ultrasonido, dejando atras a la extrusion de doble tornillo y al tratamiento
hidrotermal, incluso el Gréfico 3 nos muestra de una manera visual la diferencia
entre métodos. Con el analisis estadistico que se encuentra en el Anexo 2, se puede

afirmar que existe diferencia significativa entre todas las muestras.

El tratamiento alcalino fue el mas efectivo, pues es un tratamiento que consiste en
la ruptura de las paredes celulares (Du et al., 2020), rompe enlaces disulfuro y la
extraccion se ve favorecida por la ionizacion de los aminoacidos gracias a la
solucion alcalina (Contreras et al., 2019), extrae todas las fracciones de las
proteinas (glutelinas, albuminas, globulinas y prolaminas) (Hojillas-Evangelista,
2017). El tratamiento al llevarse a cabo a 50°C puede tener también un efecto sobre

la extraccion al mejorar la solubilidad de las proteinas.
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En cuanto al tratamiento alcalino asistido por ultrasonido, puede decirse que es una
alternativa interesante para le extraccion de las proteinas del BSG, obtuvo menor
porcentaje que el tratamiento alcalino clasico, sin embargo, las pruebas se llevaron
a cabo a temperatura ambiente implicando un ahorro en la energia eléctrica, con el
aumento de la temperatura podria aumentar el porcentaje y obtener valores mas
cercanos a la extraccion alcalina clasica. Incluso podria mejorar el porcentaje de
extraccibn a temperatura ambiente utilizando los pardmetros de potencia y
frecuencia sugeridos por Li et al. (2021), como se menciona antes, estos parametros
no fueron posibles de modificar en el equipo de ultrasonido utilizado.

En el caso de la extrusion de doble tornillo, las proteinas pueden extraerse gracias
la lisis mecanica de las células (Colas et al., 2013), a pesar de ello, este método no
extrajo un buen porcentaje de proteinas del BSG, ni siquiera porque se utilizé una
solucion alcalina como disolvente. La baja extraccion podria atribuirse al corto
tiempo de residencia del BSG en el extrusor, extrayendo sélo una pequefia cantidad

de proteinas.

Por dltimo, el tratamiento hidrotermal, método que arrojé el menor porcentaje de
extraccion. Es facil comprender el resultado, pues el agua extrae s6lo una fraccion
de proteinas (albuminas y parte de las globulinas) (Riafio et al., 2021), sin embargo,
la extraccion podria mejorar optimizando la metodologia tal como lo describen Qin
et al. (2018), pues ellos emplearon una incubadora a temperatura y velocidad
constante, mientras que en este proyecto la temperatura oscilaba por la parrilla 'y el
bafio de glicerina, aparte de que la agitacion se llevd a cabo con una barra de

agitacion magnética.

5.3. Produccién de proteinas.

Los resultados de la produccion de proteinas tanto a pequefia como a mayor escala
se encuentran en la Tabla 17, los balances de materia y los calculos
correspondientes a los balances de materia, determinacién de fibra NDF, pureza y
rendimientos de los aislados de proteinas, se pueden encontrar en el Anexo 3. Los
Graficos 4 y 5 corresponden a los espectros de infrarrojo generados en los analisis

de espectroscopia de infrarrojo de las muestras de aislados de proteinas.
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Tabla 17. Datos de la produccién de proteinas.

Produccién Pequefia escala Mayor escala
BSG 149.6594 g 802.1559 g
Residuo sdlido seco 54.9451 g 168.1000 g
Aislado de proteina 12.3302 g 51.0789 g
Fibra NDF en residuo 74.02% 77.32%
solido seco
Pureza de aislado de 52.74% 60.53%
proteina
Proteinas remanentes en 0.08% 0.1%
sobrenadante
Rendimiento de aislado 8.23% 6.37%
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Grafico 4. Espectro de infrarrojo del aislado de proteinas producido a pequefa

escala.
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Grafico 5. Espectro de infrarrojo del aislado de proteinas producido a gran escala.

Observando los datos de la Tabla 17, podemos darnos cuenta de que la pureza de
la proteina mejord en la produccién a mayor escala, aunque presenté un menor
rendimiento de aislado de proteinas. La pureza indica una mejor hidrélisis y
separacién de las proteinas de la fibra y carbohidratos, pues las proteinas se
asocian estrechamente con carbohidratos y lignina (Qin et al., 2018; Jaeger et al.,
2021), sin embargo, no es posible obtener rendimientos muy altos debido a la
coprecipitacién de las proteinas con la lignina y algunos carbohidratos (Rommi et
al., 2018). En los resultados de fibra en el residuo sélido se puede observar que
cuando la pureza de la proteina aumenta, la fibra en el residuo sélido también lo
hard, indicando que las impurezas en el aislado de proteinas en su mayoria estan

constituidas por fibra.
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El aumento de pérdidas (como se observa en el Anexo 3) y el bajo rendimiento del
aislado de proteinas en la produccién a mayor escala puede deberse a que esta
produccion fue mas complicada de llevarse a cabo en el laboratorio, especialmente
en la filtracién del residuo sélido para obtener el extracto rico en proteina, pues este
proceso se llevdo de manera manual, incluso hay pérdidas considerables en la
separacion del aislado de proteinas humedo de la centrifuga debido a la adherencia
a las paredes en las superficies del equipo, utensilios y recipientes de recoleccion.
Estas pérdidas pueden disminuirse y, por lo tanto, aumentar el rendimiento de los
aislados de proteinas, al utilizar equipos como prensas Y filtros para obtener una

mayor cantidad de extracto rico en proteinas.

La separacién por centrifugacién arroja buenos resultados, pues al analizar el
sobrenadante que se descarta en este proceso, se observa que este contiene bajas
cantidades de proteina remanente tanto en las producciones a pequefia y gran
escala, por lo que puede decirse que es una operaciéon muy 0til para separar el

aislado de proteinas precipitado.

El secado con aire a temperatura ambiente cumple cabalmente con su funcion, es
una buena opcién para ahorrar energia y evitar dafios térmicos a las proteinas, no

obstante, lleva mas tiempo que someter el aislado a temperaturas mayores.

Observando los espectros de infrarrojo (Graficos 4 y 5), podemos darnos cuenta de
gue son bastante parecidos y presentan sefiales de las vibraciones y absorciones
de los enlaces de los grupos funcionales en zonas similares de longitud de onda, lo
cual es indicio que la extraccion alcalina de proteinas de BSG es reproducible. En
la Tabla 18 se muestran las sefiales del espectro de infrarrojo de los aislados de
proteinas y los posibles grupos funcionales asociados de acuerdo con el portal de
Merck y Sigma-Aldrich.

Tabla 18. Sefiales de los espectros de infrarrojo e interpretacion.

Rango de Sefial del Sefal del Enlaces asociados a la sefal
longitud de aislado aislado
onde producido producido

reportado  apequefia  amayor
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en la
literatura
(cm)

3300-2500

3200-2700

3200-2800

3000-2840

2000-1650

escala

(cm™)

3284.36
Fuerte.

3009.77
Débil

2922.89

Fuerte

2853.11
Media

1743.54
Débil

escala

(cm™)

3286.72
Fuerte.

3010.65
Débil

2922.26

Fuerte

2871.48
2852.61

Medias

1743.21
Débil

——

Estiramiento correspondiente a enlaces O-
H de &cidos carboxilicos, podrian
corresponder a carboxilos terminales de las
proteinas, aminoacidos como acido
aspartico y &cido glutamico, y al &cido
aceético remanente.

Estiramiento de enlaces O-H
intermoleculares de alcoholes, podrian
corresponder a hidroxilos de carbohidratos,
compuestos de la lignina y a aminoacidos
como la treonina y la serina.

Estiramiento de enlaces N-H, podrian
corresponder a grupos amino terminales de
las proteinas y a aminoacidos como la
lisina.

Estiramiento de enlaces alcano C-H,
podrian corresponder principalmente a las
cadenas alifaticas de aminoacidos como
alanina, leucina, isoleucina y valina,
también a enlaces C-H dentro de las
estructuras de lignina, carbohidratos y
proteinas.

Flexion de enlaces C-H de grupos
aromaticos, puede corresponder a los
compuestos de las ligninas y a aminoacidos
aromaticos como fenilalanina, tirosina,

triptéfano e histidina.
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1640

1550-1500

1450

1440-1330

1275-1200

1250-1020

1640.80

Fuerte

1532.49

Media

1451.46
Media

1413.94
Media

1241.68

Media

1152.23
Media

1641.58

Fuerte

1538.10

Media

1451.61
Media

1411.55
Media

1204.72

Media

1149.11
Media

——

Estiramiento del enlace C=0O de amidas,
pueden corresponder a las amidas del
enlace peptidico de las proteinas.
Estiramiento de los enlaces N-O. Se
desconoce a qué tipo de compuesto
presente en el aislado de proteinas puede
corresponder esta sefial.

Flexion de enlaces C-H de grupos metilo
(los grupos metilenos también muestran
sefales en valores cercanos de frecuencia),
puede corresponder a los grupos metilo o
metilenos de los aminoacidos como alanina,
valina, leucina, isoleucina y treonina.
Flexion de los enlaces O-H de acidos
carboxilicos y  alcoholes, podrian
corresponder a carboxilos terminales de las
proteinas, a aminoacidos como acido
aspartico y acido glutamico, y al acido
acetico remanente; hidroxilos de
carbohidratos, compuestos de la ligninay a
aminoacidos como la treonina y la serina.
Estiramiento de los enlaces C-O de los
alquil-aril éteres, es bastante probable que
esta sefal corresponda con la lignina, en su
estructura contiene este tipo de grupos
funcionales.

Estiramiento de los enlaces C-N de aminas,
pueden corresponder a grupos amino
terminales de las proteinas y a aminoacidos

como la lisina.
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1085-1050 1076.82

Media

1250-1020 1029.85

Media

700 £+ 20 700.17

850-550 -

690-500 575.91

1075.92

Media

1044.74

Media

702.33

622.71

554.94

468.57

Estiramiento de los enlaces C-O de
alcoholes primarios, este tipo de enlaces se
encuentran en el aminoacido serina y en
algunos carbohidratos.

Estiramiento de los enlaces C-N de aminas,
pueden corresponder a grupos amino
terminales de las proteinas y aminoéacidos
como la lisina.

Sefiales  correspondientes a  anillos
bencénicos. Seguramente estas sefiales se
deben a los anillos arométicos de la lignina
y a aminoacidos aromaticos.

Estiramiento correspondiente a enlaces C-
Cl. Se desconoce si realmente pueden
pertenecer a compuestos halogenados
presentes en el aislado de proteinas.
Estiramiento correspondiente a enlaces C-
Br o C-I. Se desconoce si realmente pueden
pertenecer a compuestos halogenados
presentes en el aislado de proteinas.

No se tiene informacion para esta sefial.

Los espectros de infrarrojo presentaron sefiales esperadas para este material rico

en proteinas, se esperaban sefiales provenientes de enlaces de los atomos de las

cadenas laterales de aminoacidos, enlaces de los grupos amino y grupos carboxilos

propios de las proteinas, asi también de los enlaces amida del enlace peptidico,

incluso pueden reflejarse los enlaces presentes en el acido acético remanente.

Estos espectros también respaldan la informacion obtenida previamente de los

ensayos de pureza del aislado de proteinas y de acuerdo con los analisis de fibra

correspondientes a los residuos solidos, se sugiere que las impurezas del aislado

corresponden principalmente a la fibra (especificamente lignina), informacién que

——
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encaja perfectamente con los espectros porque hay sefiales que indican la
presencia de anillos aromaticos y ésteres de estos mismos que confirmarian la
presencia de la fibra en el aislado de proteina justamente por la coprecipitacion de

proteinas, lignina y algunos carbohidratos que mencionan Rommi et al. (2018).

5.4. Impresion en 3D

Para la impresion de las formulaciones, se
realizaron algunos ajustes a la impresora 3D, el
primero de ellos fue la adaptacién de una jeringa de
plastico de 5 mL a la entrada de material, debido a
gue las formulaciones fueron fluidas y no sdlidas
como lo es el PLA, inclusive la presibn manual
cumplié con la funcion de extrusion que ejerceria la
jeringa, aire o tornillo de una impresora 3D de

alimentos (ver llustraciéon 6, seccion 2.5.1.), también

< - (8 se realiz6 esta adaptacion debido a que las
Foto 17. Sistema de arrastre
de PLA hacia la boquilla de inyector de aire o tornillo para extruir el material, en

la impresora 3D.

impresoras de PLA no contienen una jeringa,

su lugar cuentan con un mecanismo de engranes

que arrastra el material hacia la boquilla (Foto 17).

La otra adaptacion que se llevd a cabo fue la modificacion de una boquilla de 0.4
mm de didmetro, esta se taladré con una broca muy fina para obtener una abertura
de 2 mm de diametro, esto se realiz6 debido a que el didmetro de la boquilla influye
bastante al momento de imprimir, a menor diametro se requiere una mayor
velocidad de corte y una mayor caida de presién, es decir, se requiere una mayor
fuerza para hacer pasar el material a través de la boquilla, esto se explica mejor de
manera matematica empleando las Ecuaciones 23, 24 y 25 descritas por Anguita
(1977) que se pueden encontrar en el Anexo 4, la ejemplificacion de los céalculos se
llevé a cabo con la formulacion Alginato-almidén-aislado de proteinas y se resume
en la Tabla 19.
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Tabla 19. Velocidad de corte y caida de presion requeridas para extruir un material

a través de distintos diametros de boquilla.

Diametro de la boquilla Velocidad de corte Caida de presion a 100
(mm) (rpm) rpm
(Kg*s/cm?)
0.4 79595.64 75399.65
1 5,090.92 1930.23
2 636.37 120.64

5.4.1. Eleccion de la formulacion para impresion en 3D y propiedades reoldgicas.

El comportamiento reolégico de cada formulacién puede observarse claramente en
los Gréficos 6, 7 y 8, elaborados a partir de las Tablas 20, 21 y 22 respectivamente.
En estos graficos se muestra el cambio de la viscosidad en centipoises (cP) de las
formulaciones con respecto al cambio de la velocidad de corte en revoluciones por
minuto (rpm). La viscosidad es la resistencia de un material a fluir, mientras que la
velocidad de corte es el esfuerzo de corte aplicado al material (Sahin & Gulum,
2006).

Lo que se buscaba con estas pruebas era encontrar materiales con un
comportamiento reoldgico de fluido no newtoniano pseudoplastico adelgazante al
cizallamiento, es decir, aquellos que disminuyen su viscosidad al aumentar la
velocidad de corte (Jiang et al., 2019), esto permite que el material al ser extruido
disminuya su viscosidad y pase con facilidad a través de la boquilla. Una vez
impresa la figura, el material debera ser capaz de deponerse capa por capa debido
a su rapida recuperacion estructural, de esta manera puede soportar la estructura

impresa (Jiang et al., 2019; Hussain, et al. 2020).

Existen materiales con comportamiento de fluido newtoniano, estos no varian su
viscosidad al aumentar la velocidad de corte; por otra parte, se encuentran los
materiales con comportamiento reolégico de fluido no newtoniano espesantes al
cizallamiento que, al aumentar la velocidad de corte, aumentan su viscosidad (Sahin

& Gulum, 2006). Estos materiales no son aptos para la impresién en 3D porque al
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momento de la extrusion, los fluidos newtonianos pasan a través de la boquilla, pero
al ser practicamente liquidos, no adquieren forma alguna; mientras que los
espesantes al cizallamiento, al momento de la extrusion, el material se espesa y
tapa la boquilla (Pérez et al., 2021).

Tabla 20. Datos de viscosidad a diferentes velocidades de corte de la suspension

de aislado de proteinas del BSG en viscosimetro rotacional digital.

Aislado de Proteinas de BSG
Velocidad de cizalla (rpm) Viscosidad (cP)

0.5 24000
1 12000
6000
2.5 4800
4 3000
5 2400
10 1200
20 600
50 240
100 160

24000 . . . ;
1 Comportamiento reolégico del aislado de proteinas

del BSG

22000
20000
18000
16000
14000
12000

10000

Viscosidad (cP)

8000

6000

4000

2000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Velocidad de corte (rpm)
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Grafico 6. Comportamiento reoldgico de la suspension de aislado de proteinas de
BSG.

El comportamiento reoldgico de la suspension neutra del aislado de proteinas de
BSG (Grafico 6) muestra un comportamiento de pseudoplastico, su viscosidad
disminuye cuando se aumenta la velocidad de corte, sin embargo, la viscosidad
disminuye demasiado y su comportamiento llega a perecerse al comportamiento de
un fluido newtoniano debido a que es una suspension, si pasara por la boquilla, no
podria deponerse el material para formar una estructura sélida y coherente,
entonces la suspension de aislado de proteinas es una formulacion no apta para

imprimir en 3D.

Tabla 21. Datos de viscosidad a diferentes velocidades de corte de la masa para

galletas en viscosimetro rotacional digital.

Masa para galletas
Velocidad de cizalla (rpm) Viscosidad (cP)

0.5 928000

1 508000

2 334000

2.5 288000

4 198000

5 136800

10 99200

20 71200

50 40920

100 18440

89

——
| —



Comportamiento reoldgico de la masa para
galletas

900000
850000
800000
750000
700000
650000
600000
550000
500000 ¢
450000
400000
350000 o
300000 4
250000
200000 .
150000 \
100000 .
50000 .
O [ ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Velocidad de corte (rpm)

Viscosidad (cP)

Grafico 7. Comportamiento reoldgico de la masa para galletas.

El comportamiento reolégico de la formulacion de la masa para galletas (Grafico 7)
es el de un pseudopléstico, es un material apto para impresion en 3D que ha sido
empleado antes por Lipton et al. (2010) y mas tarde por Hussain et al. (2020). El
problema de la formulacion es que, al ser compleja, su viscosidad es bastante
grande incluso a altas velocidades de corte. De hecho, la determinacion en el
viscosimetro se llevé a cabo a 100°C, pues el aumento de la temperatura provoca
un descenso en la viscosidad en la mayoria de los materiales (Sahin & Gulum,
2006), a temperatura ambiente la formulacién fue mas espesa que el equipo no

logré mesurar su viscosidad.

Debido a la viscosidad tan alta, la extrusion en la impresora 3D con la gue contamos
no fue viable para esta formulacion debido a que la boquilla se tapa a pesar de
utilizar aquella con un orificio mas amplio (2 mm), incluso en la Ecuacion 25 (Anexo
4) podemos darnos cuenta de que se requiere una mayor caida de presion ante una
mayor viscosidad, requiriendo un mayor esfuerzo para extruir el material. En

impresoras 3D de alimentos es viable la impresion debido a que estas si cuentan
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con un sistema integrado de extrusion. Hussain et al. (2020) imprimieron su
formulacion para galletas utilizando también un diametro de boquilla de 2 mm, este
dato sugiere que en este proyecto fue necesario contar con un buen sistema de

extrusion para imprimir un material tan viscoso como la masa para galletas.

Tabla 22. Datos de viscosidad a diferentes velocidades de corte de la formulaciéon

alginato-almidén-aislado de proteinas de BSG en viscosimetro rotacional digital.

Alginato-Almidén-Aislado de proteinas de BSG
Velocidad de cizalla (rpm) Viscosidad (cP)
0.5 16000
1 15000
13500
2.5 12800
4 11750
5 10800
10 9900
20 9350
50 5920
100 4290

Comportamiento reoldgico alginato-almidon-
aislado de proteina de BSG

17000

16000 @

15000 @

14000

13000 g
12000 \
11000 A
10000 .
9000

8000

7000

6000 .

5000

4000 ®
3000

2000

1000

Viscosidad (cP)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Velocidad de corte (rpm)
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Gréfico 8. Comportamiento reologico de la formulacion alginato-almidén-aislado de

proteinas de BSG.

Para obtener una formulacion con las propiedades adecuadas para imprimir en 3D,
al aislado de proteinas en suspension se le agregaron aditivos para obtener un
material mas viscoso con la propiedad de formar un gel capaz de reestructurarse
después de la extrusion y obtener asi una estructura coherente, los aditivos fueron
almidon de maiz y alginato de sodio. En el Grafico 8 se muestra el comportamiento
reoldgico de la formulacion, al igual que las dos formulaciones anteriores, muestra
un comportamiento de pseudoplastico, la ventaja es que no resulté una formulacion
demasiado espesa como en el caso de la masa para galletas y su viscosidad no
disminuye tanto como en el caso de la suspensién del aislado de proteinas, por lo

tanto, se consideré a esta formulacién como la ideal para la impresion en 3D.

5.4.2. Impresion de la formulacion en 3D.

El modelo que se imprimio fue la figura de un matraz Erlenmeyer figurando estar
conteniendo una reaccién quimica, en la llustracion 9 puede observarse la vista
previa del objeto en el programa CAD. Esta figura fue elegida debido a que su
impresion es relativamente sencilla, pues con la formulacién de alginato-almidon-
aislado de proteinas no podria fabricarse un objeto mas complejo, se deformaria
porque no se adhiere, no se seca rapidamente, ni tampoco se endurece tanto como

ocurre con el PLA.

Wista 30 | Curva de Temperatura |

DIVIRODD
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llustracién 9. Modelado para impresion en 3D.

W Antes de la impresion de la formulacion

elegida, se imprimio el objeto con PLA, pues
con PLA los objetos se obtienen con una
excelente capacidad de impresion, es decir,
el material se depone capa por capa
manteniendo su estructura final (Pérez et al.,
2021), la Foto 18 muestra el objeto de PLA

perfectamente impreso.

En el caso de la impresién de la formulacion
;,; Alginato-almidén-aislado de proteinas, la
capacidad de impresion no es muy buena a
pesar de tener buenas propiedades
Foto 18. Impresion en 3D de PLA reoldgicas para impresion en 3D, los detalles
de la figura se terminan perdiendo porque la

propia formulacion termina por rellenarlos, :
esto debido a que el didmetro de la boquilla
utilizada es mas grande que el de la boquilla
utilizada para imprimir PLA, los parametros de
la boquilla afectan la capacidad de impresion |
y la precision de esta (Pérez et al., 2021). Lo
que se rescata de la impresion de la
formulacion es que conservé la forma
deseada a pesar de la no muy buena
capacidad de impresion, esto se puede

observar en la Foto 19.

A

Se esperaria que en una impresora 3D de
alimentos se logren obtener figuras con mejor Foto 19. Impresion en 3D de
capacidad de impresién que en el presente ~ Formulacion alginato-almidon-

) aislado de proteinas de BSG
proyecto, pues al adaptar la impresora 3D
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para PLA se tienen aun limitantes para lograr impresiones 3D de buena calidad e

incluso limitantes para imprimir formulaciones de alimentos complejas.
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Conclusiones.

El método mas eficaz para la extraccion de las proteinas del BSG fue el
clasico método de la extraccion alcalina, una alternativa interesante es la
extraccion alcalina asistida por ultrasonido, la cual cuenta con la ventaja de
que se puede llevar a cabo a temperatura ambiente y la optimizacion del
proceso podria arrojar resultados de extraccion favorables como la
extraccion alcalina clasica.

La alternativa a las extracciones para obtener proteinas a partir de los
residuos de cerveceria es el desarrollo de medios de cultivo éptimos a partir
de BSG para obtener proteinas SCP, las cuales resultan ser de alta calidad
biol6gica con muy buenos rendimientos.

La formulacion éptima para impresion en 3D resultd ser la formulacion
elaborada con alginato, almidén y aislado de proteinas de BSG, que exhibi6
propiedades reoldgicas adecuadas para la impresion en 3D. La masa para
galletas con 10% de aislado de proteinas es Optima siempre y cuando la
impresora 3D tenga un sistema adecuado de extrusion, pues exhibe buenas
propiedades reoldgicas pero una alta viscosidad.

No se logré obtener un alimento impreso en 3D debido a las limitaciones del
equipo con el que se cuenta, la idea era imprimir masa para galletas con 10%
de aislado de proteinas de BSG, sin embargo, se logré imprimir un objeto a
bese de una formulacién sencilla que podria fungir como base para la

impresion 3D de alimentos mas complejos.
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Anexo 1. Ecuaciones para el calculo de los componentes

del AQP.

Ecuacion 1. Célculo del porcentaje de cenizas.

o Comizas — (Masa crisol + cenizas) — (Masa del crisol) x 100
o Lenizas = Masa de la muestra

Ecuacion 2. Calculo del porcentaje de grasa.

% G _ (Masamatraz + grasa) — (Masa del matraz) « 100
obrasa = Masa de la muestra

Céalculo del porcentaje de proteinas.

Para el calculo del porcentaje de proteinas, primero se parte de la ecuacién de la

curva patrén de proteinas (Ecuacion 3).
Ecuacion 3. Ecuacion de la curva patron de proteinas.

y = 0.1589x — 0.0068

Despejando la Ecuacion 3 queda la Ecuacion 4.

Ecuacion 4. Despeje de la ecuacion de la curva patrén de proteinas.

_ y+0.0068
X = 701589

En la Ecuacion 4, “x” es el valor de la concentraciéon en mg/mL e

y” el valor de la
absorbancia a 595 nm. Al emplear dicha ecuacion, en conjunto con los datos del
tratamiento de la muestra, se obtuvo el porcentaje de proteinas en el BSG como se

muestra a continuacion:

~0.2922 + 0.0068
X = 0.1589

= 1.8817 mg/mL

1.8817 mg-proteinas y 1 g proteinas o 5 mil-de-dilucién
1 ml-de-dilucion 1000 mgproteinas 1 ml-deextracto

210 mL-de-extracte
7.5323 g de BSG

% Proteinas =

X 100 = 26.23% de proteinas
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Célculo del porcentaje de carbohidratos.

Para obtener el porcentaje de carbohidratos totales, se debe partir de la ecuacion
de la curva patron de carbohidratos (Ecuacion 5).

Ecuacion 5. Ecuacion de la curva patron de carbohidratos.

y = 0.008x + 0.0945

Despejando la Ecuacion 5, se puede obtener la Ecuacion 6.
Ecuacion 6. Despeje de la curva patron de carbohidratos.

_y—0.0945
X=770.008

“n “en

En la Ecuacién 6, “x” es el valor de la concentracién en ppm e “y” el valor de la
absorbancia a 490 nm. Al emplear dicha ecuacion, en conjunto con los datos del
tratamiento de la muestra, se obtuvo el porcentaje de carbohidratos totales en el

BSG como se muestra a continuacion:

_1.9505 — 0.0945

X 0,008 = 232mg/L
% Carbohidratos totales
_ 232 mg-de-carbs- o 1 g de carbs. y 100 mi-de-dilucién
1000 nb-de-ditueién 1000 mg-decarbs: | ml-deextracte
210 mf-de-extracto
75323 g de BSG X 100 = 64.68% de carbohidratos

Ecuacion 7. Calculo de carbohidratos solubles.
Carbohidratos solubles = Carbohidratos totales — (Celulosa + Hemicelulosa)
Célculo del porcentaje de fibra 'y de sus componentes.

Antes de calcular cada componente de la fibra, se debe de calcular la masa del
residuo solido después de cada paso de la metodologia utilizando la Ecuacion 8.

Ecuacion 8. Calculo del residuo sélido.

RS = (Masa del crisol + RS) — Masa del crisol
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Después del calculo del residuo sélido después de cada paso de la metodologia, se
procedi6 a calcular la cantidad de solidos solubles en la muestra y cada componente

de la fibra a partir de las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 9. Célculo del porcentaje de solidos solubles.

Masa de la muestra — RS NDF

9% Soélidos solubles = Vasa de lauestra x 100

Ecuacion 10. Célculo del porcentaje de hemicelulosa.

] (RS NDF — RS ADF)
% Hemicelulosa = Vasa do la muestra x 100

Ecuacion 11. Calculo del porcentaje de lignina.

% Liding = (RS ADF — RS Ox) « 100
oLigina = Masa de la muestra

Ecuacién 12. Célculo del porcentaje de celulosa.

RS Ox

% Celul = x 100
% Celulosa Masa de la mustra

Una vez obtenidos los calculos de cada componente, se calculd el porcentaje de

fibra total con la Ecuacion 13.
Ecuacién 13. Célculo del porcentaje de fibra total.

% Fibra total = % Hemicelulosa + % Lignina + % Celulosa
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Anexo 2. Analisis estadistico para elegir el método de

extraccion de proteinas adecuado.

Ejemplos de céalculos para determinar el porcentaje de proteinas extraidas del BSG
a partir de los datos de las muestras de cada método de extraccion. Todos los
calculos parten de la Ecuacién 4 (Anexo 1).

a) Tratamiento hidrotermal.

~0.099 +0.0068
X =T 01589

= 0.6658 mg/mL

0.6658 mg-proteinas o 1 g proteinas o 210 mlL-de-extracte
1 mh-de-extracte 1000 mg-proteinas 4.1550 g de BSG

X 100 = 1.60% de proteinas

% Proteinas =

b) Tratamiento alcalino.

~0.090 + 0.0068
X =T 01589

= 0.6092 mg/mL

0.6092 mg-proteinas y 1 g proteinas o 10 mb—de-dihieidn
1 ml-de-dilucién 1000 mgproeteinas 1 ml-de-extracto

210 ml-de-extracto
7.5323 g de BSG

% Proteinas =

X 100 = 16.98% de proteinas

c) Extrusién de doble tornillo.

_ 0.114 +0.0068
X =T 01589

= 0.7602 mg/mL

0.7602 mg-proteinas y 1 g proteinas o 10 mb-de-ditneion
1 ml-de-dilucién 1000 mgproeteinas 1 ml-deextracto

314 ml-de-extracto

7975534 g de BSG

% Proteinas =

X 100 = 2.45% de proteinas

d) Tratamiento alcalino asistido por ultrasonido.

~0.081 +0.0068
X =T 01589

= 0.5525mg/mL
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0.5525 mgproteinas y 1 g proteinas
1 ml-de-dilucion 1000 mg-proteinas
10 nrb—de-ditucion 39 mib-de-extracto-neitro
% 1 ml-de-extracto-neutro % 31 ml-de-extracto-alealino
500 mL-de-extracto-alealino
33.3366 g de BSG

% Proteinas =

X 100 = 10.43% de proteinas

Andlisis de varianza (ANOVA).

Para determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos de extraccion
de proteinas a los que fue sometido el BSG, se realizaron 5 observaciones para
cada nivel (tratamiento de extraccién), en total se analizaron 4 niveles. Los datos

pueden visualizarse en la Tabla A2-1.

Tabla A2-1. Datos del porcentaje de proteinas extraidas del BSG para cada

método de extraccion.

Concentracion De Proteinas (%m/v)
Tratamiento Hidrotermal Alcalino  Extrusién de doble tornillo  Ultrasonido
1.60 16.98 2.45 10.43
1.59 16.98 243 10.43
1.59 16.98 2.43 10.43
1.28 16.46 2.81 9.12
1.28 16.46 2.79 9.12
1.27 16.46 2.79 9.12
1.44 15.41 2.73 9.12
1.44 1541 2.71 9.12
1.44 15.23 2.73 9.00
Total (yi.) 12.92 146.37 23.87 85.88 269.03 ..
Promedio (yi.) 1.44 16.26 2.65 10.40 7.69 ¥..

El analisis de varianza (ANOVA) se empled para probar la hipétesis nula (Ho) contra

la hipotesis alternativa (Hz).
Donde Ho: p1=p2=p3=p4 (1 es la media); Hi: Alguna de las medias son diferentes.

Para el ANOVA, se requirié calcular las sumas de cuadrados con las siguientes

ecuaciones:

100

——
| —



Ecuacion 14. Suma de cuadrados total (SSr).

a n
2
55, = z V2 — yT = (1.60)% + (16.98)2 + -+ + (2.73)% + (9.00)2 —

i=1j=1

(269.03)2
36

Ecuacion 15. Suma de cuadrados debida a los tratamientos (SStratamientos).

2

1 y.2 1 (269.03)?
SSrratamiontos == ) ¥E === 5[(1292)2 + -+ (85.88)?] — = ——
i=1

36

Ecuacion 16. Suma de cuadrados debida al error (SSk).
SSg = SST — SStratamientos

Donde:

a = Numero de tratamientos = 4

n = Numero de observaciones = 9

N = Mediciones totales.

i = Tratamiento i-ésimo.

j = Observacion j-ésima.

yi. = Suma total de las observaciones del tratamiento i.

Vi. = Promedio de las observaciones del tratamiento i.

y.. = Suma de los totales.

y.. = Promedio de los promedios de las observaciones de cada tratamiento.

yij = Observacion i-ésima tomada bajo el nivel del tratamiento i.

En la tabla A2-2 se resume el ANOVA, notese que SSrt tiene N-1 grados de libertad

debido a que hay N observaciones en total, SStratamientos tiene a-1 grados de libertad

debido a niveles (y medias de a tratamientos) y SSe tiene n-1 grados de libertad

debido a que hay n réplicas. Los cuadrados medios debidos al tratamiento y al error

(MStratamientos Y MSE respectivamente) corresponden al cociente de la suma de
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cuadrados entre sus respectivos grados de libertad. Fo corresponde al cociente de
MSrratamientos €ntre MSE, si Ho es verdadera, tal cociente se distribuye como Fa-1, N-a,

por lo tanto, HO debera rechazarse si Fo > Fq, a-1, N-a.

Tabla A2-2. ANOVA de los datos de porcentaje de proteinas extraidas.

Suma de Grados de Cuadrado
Fuentes de variacion cuadrados libertad medio Fo Fo.05,3,32
Concentracién de proteinas
extraidas (% m/m) 1271.09 3 42370 167096 19.46
Error (dentro de los tratamientos) 8.11 32 0.25
Total 1279.21 35

Entonces como Fo > Fq, a-1, N-a cOn a igual 0.05 se rechaza Ho. Esto quiere decir que
hay medias diferentes y que los tratamientos extraen proteinas del BSG en

diferentes proporciones.

Para determinar entre qué medias existe diferencia significativa, se compararon las
medias por el método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, en este
procedimiento se emplea el estadistico F para probar si las medias son iguales o
existe diferencia significativa, la LSD se calcula con la Ecuacion 17, si el disefio es

balanceado (n1=n2=nsz=n4), se simplifica a la Ecuacién 18.

Ecuacion 17. LSD.

LSD =ta,_,

Donde niy nj son los nimeros de observaciones del tratamiento i y del tratamiento |

respectivamente.

Ecuacion 18. LSD para disefio balanceado.

2MS;
n

LSD =ta,_,
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Entonces simplemente se compara el valor absoluto de la diferencia entre la media
del tratamiento i y la media del tratamiento j con su LSD correspondiente, si |yi.-

yi.|>LSD, se concluye que hay diferencia significativa entre las medias.
Para los tratamientos de extraccion de proteinas, la LSD se obtuvo de la siguiente

manera a partir de la Ecuacion 18:

LSD =t 20025 0.48
= lo.o5 = U.
=232 9

La comparacion de medias puede consultarse en la Tabla A2-3.

Tabla A2-3. Comparacion de medias de los métodos de extraccion.

Diferencia

| yi.-yi. | significativa
Alcalino vs Hidrotermal 14.83 Si
Alcalino vs EDT 13.61 Si
Alcalino vs Ultrasonido 5.86 Si
Ultrasonido vs Hidrotermal 8.96 Si
Ultrasonido vs EDT 7.75 Si
EDT vs Hidrotermal 1.22 Si

Con los resultados obtenidos, se pueden ordenar los métodos de extraccién de

proteinas del mejor (1°) al peor (4°), esto se muestra en la Tabla A2-4.

Tabla A2-4. Clasificacion de los métodos de extraccion.

Tratamiento Clasificacion
Alcalino 1°
Ultrasonido 2°
EDT 3°
Hidrotermal 4°
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Anexo 3. Balances de materia y calculos concernientes

a la produccion de proteinas.

1) Balances de materia.

Los balances de materia se realizaron solamente con la materia seca, asi que

utilizando los datos de la llustracion A3-1, debe cumplirse la Ecuacién 19.
Ecuacion 19. Ecuacién de los balances de materia.

BSG + NaOH + AcOH = Aislado de proteina + Residuo sélido seco + otros so6lidos

@ 2,696 mL extracto
Hidrélisis [:> Filtracién [:> Precipitacion :{> Aislamiento pf 23302 aisladade
proteinas

1496594 g BSG 54.9451 g Residuo
3,000 mLNaOH 0.1 sdlido seco tico en 1,600 mLACOH 0.2 M Sobrenadante
] fibra

13,870 mL extracto
Hidrdlisis :> Filtracidn M Precipitacion :{> Aislamiento »{31:0789 g Aislado de
proteinas

802.1559 g BSG 168.1000 g Residuo
16,000 mLNaQOH 0.1 sdlido seco rico en 5,230 mLACOH 0.2 M Sobrenadante
] fibra

llustracion A3-1. Balances de materia en la extraccion de proteinas del BSG. A:

Pequefia escala; B: Mayor escala.

Los “otros sélidos” corresponden a las sales, carbohidratos y demas compuestos
del BSG que llegan a perderse durante el proceso o permanecen solubles en el

sobrenadante.

Como en las ilustraciones, el NaOH y el AcOH se encuentran en solucién, se deben

calcular como solidos con las siguientes ecuaciones:
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Ecuacion 20. Célculo del NaOH sélido.

0.11%91—1\#&9#)( 40 g NaOH
1 Ldisolucién 1 moelNaOH

NaOH ) =V NaOH 0.1 M (L-diselueién) X

Ecuacion 21. Calculo del AcOH sdélido.

0.2 molAcOH o 40 g AcOH
1 Ldisolucién 1 molAcOH

AcOH sy =V AcOH 0.1 M (I-kisolucién) X

Los datos obtenidos con las Ecuaciones 19, 20 y 21 para las producciones a

pequefia y gran escala, se muestran en la Tabla A3-1.

Tabla A3-1. Datos de los balances de materia.

Produccién Pequefia escala (g) Mayor escala ()
BSG 149.6594 (82.75%) 802.1559 (86.35%)
NaOH solido 12 (6.63%) 64 (6.89%)
AcOH solido 19.2 (10.62%) 62.76 (6.76%)
Residuo sélido seco 54.9451 (30.38%) 168.1 (18.10%)
Aislado de proteinas 12.3302 (6.82%) 51.0789 (5.50%)
Otros sélidos 113.5841 (62.80%) 709.737 (76.40%)
Total en ambos lados de 180.8594 (100%) 928.9159 (100%)
la igualdad

2) Determinacion de fibra NDF en los residuos solidos secos.

Para calcular la fibra NDF, primeramente, se calcularon los residuos sélidos
utilizando la Ecuacién 9 (Anexo 1), después se obtuvo el porcentaje de estos de
manera similar a la Ecuacién 12 (Anexo 1), por ultimo, el resultado se corrige
restando la cantidad de cenizas, las cuales se calcularon con la Ecuacion 1. En la

Tabla A3-2, se muestran los datos de las determinaciones.
Tabla A3-2. Datos de la determinacion de fibra.

Produccion Pequefia escala Mayor Escala
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Masa de crisol (NDF) 45.3550 48.2968

Masa de crisol + fibra 45.7407 48.7653
NDF
Masa del residuo solido 0.3857 0.5901
Porcentaje de fibra 75.78% 79.39%
Masa del crisol (cenizas) 20.8143 21.2220
Masa de crisol + cenizas 20.8211 21.2317
Porcentaje de cenizas 1.76% 2.07%
Porcentaje de fibra 74.02% 77.32%
corregido

3) Determinacién de la pureza de los aislados de proteinas.
La determinacion de pureza, parte de la Ecuacion 4 (Anexo 1).
a) Pequena escala:

_ 0.077 +0.0068
X =T 01589

= 0.5274 mg/mL

% P _ 0.5274'mg de proteinas y 10 mb-de-disolucion < 100
0 U e = e dicolueid T07mg aislado de protefas

= 52.74% de pureza.

b) Mayor escala:

~0.099 +0.0068
X = T0.1589

= 0.6658 mg/mL

% p _ 0.6658 mg de proteinas y 10 mil-de-disolueidn % 100
O e = T il de disolueidn 11 mg aislado de proteinas

= 60.53% de pureza.

4) Determinacion de las proteinas remanentes en los sobrenadantes.

De la misma manera que en los céalculos de pureza, las proteinas remanentes se

determinaron partiendo de la Ecuacién 4 (Anexo 1).
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a) Pequefia escala:

_ 0.115 + 0.0068
X = T0.1589

= 0.7665 mg/mL

% Proteinas remanentes

_ 0.7665. mg-de-proteinas o 1 g deproteinas o
"~ 1mlL dedisolucién 1000 mg-de-proteinas

= 0.08% de proteinas remanentes.

100

b) Mayor Escala:

_ 0.153 +0.0068
X = T0.1589

1.0057 mg-de-proteinas o 1 g deproteinas »
1 mL de disolucion 1000 mg-deproteinas

= 0.10% de proteinas remanentes.

= 1.0057 mg/mL

% Proteinas remanente = 100
5) Rendimientos.

Para calcular el rendimiento del aislado de proteinas, se utilizé la siguiente ecuacion:
Ecuacion 22. Calculo del porcentaje de rendimiento del aislado de proteinas.

) masa del aislado de proteinas
Rendimiento del aislado de porteinas = x 100
masa del BSG

a) Pequenfa escala:

Rendimiento del aislado d teinas = 12.3302 g de aislado de proteinas < 100
endimiento del aislado de porteinas = 149.6594 g de BSG

=8.23%
b) Mayor escala:

Rendimiento del aislado d o 51.0789 g aislado de proteinas 100
= X
endimiento del aislado de porteinas 802.1550 g de BSG

=6.37%
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Anexo 4. Datos acerca de la impresion en 3D.

Tabla A4-1. Comparacion entre las diferentes impresoras 3D comerciales.

Marca y modelo. Descripcién del producto Temperatura  Costo Enlace de Amazon
de trabajo (pesos
mxn)
Comgrow Creality Ender 3 Avanzada tecnologia de extrusores: Boquilla: No 4,665 CCE3

Reduce el riesgo de obstruccion y especificada.
mala extrusion.

Cama de
Capacidad de reanudar la impresion calentamiento:
ante cortes de energia. Llega a 110°C

en 5 minutos.
Plataforma de construccion de
aluminio.

Fuente de alimentacion protegida de
seguridad.

Comgrow Creality Ender 3 Pro | Mismo rendimiento y  Boquilla: No 5,635 CCE3P
especificaciones que la Ender 3, con  especificada.

componentes actualizados que

brindan mayor estabilidad, duracion Cama de

y facilidad de uso a la impresora. calentamiento:



https://www.amazon.com.mx/Comgrow-Ender-3-Ender3-impresora/dp/B07BR3F9N6/ref=sr_1_1?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&crid=3I5Z6GU82KC0K&keywords=impresora+3d&qid=1643150457&sprefix=impresora+3d+de+alimentos%2Caps%2C704&sr=8-1&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815
https://www.amazon.com.mx/Comgrow-Creality-Ender-Pro-actualizaci%C3%B3n/dp/B07GYRQVYV/ref=sr_1_5?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=impresora+3d&qid=1643156608&sr=8-5&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815

Plataforma de construccion de vidrio
protegida por una placa de superficie
CMagnet que le brinda seguridad.

Fuente de alimentacion Meanwell
con certificaciéon UL.

Impresion de objetos grandes (hasta
300x300x400 mm).

Nivelacion automatica matricial.

Reanudacion automatica de la
impresion ante falta de material o
cortes de energia.

Pantalla tactil LCD a color, permite el
facil control del movimiento,
nivelacion e impresion en los ejes X,

Y, Z.

Operacion estable y de facil
precision. Proteccion térmica contra
fugas, se apaga automaticamente al
no detectar la temperatura en un
periodo de tiempo.

Llega a 110°C
en 5 minutos.

Boquilla: 4,999
Hasta 250°C.

Cama de
calentamiento:
Hasta 100°C.
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https://www.amazon.com.mx/Anet-Impresora-impresi%C3%B3n-curr%C3%ADculum-300x300x400mm/dp/B088WP37PN/ref=sr_1_6?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=impresora+3d&qid=1643157026&sr=8-6&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815

Artillery Hornet

Impresion de alta precision.

Plataforma de construccion de vidrio
templado recubierta con una cama
de calefacciéon de aluminio.

Impresion de objetos de hasta
220x220x250 mm.

Interruptor integrado de perilla de
una sola tecla.

Imprime materiales bésicos como PLA o
ABS, materiales mas avanzados como PLA
conductor, madera, metal, etc.

Compacta con impresion de objetos
de hasta 100x100x100.

Se envia completamente
ensamblada.

Cama de calefaccion de aluminio.

Pantalla LCD con perilla de facil
manipulacion.

Boquilla:180- 4,948
240°C.

Camade
calentamiento:
No
especificada.

Boquilla: 4,848
Hasta 250°C.

Cama de
calentamiento:
Hasta 100°C.
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https://www.amazon.com.mx/Artillery-Hornet-silenciosa-estructura-construcci%C3%B3n/dp/B09MH94SN5/ref=sr_1_9?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=impresora+3d&qid=1643162627&sr=8-9&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815
https://www.amazon.com.mx/Monoprice-15365-Select-Mini-3D/dp/B01FL49VZE/ref=sr_1_6?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=monoprice%2B3d&qid=1650339142&sr=8-6&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.8a46d436-f8dd-421d-a49c-494b5d1632c6&th=1

nron KP3S

SainSmart X Creality Ender-3

Resistencia al desgaste durante la
impresion a largo plazo. Una vez que
la impresion termina, la boquilla cae
por debajo de los 50°C, los
ventiladores de refrigeracion dejaran
de funcionar, ahorrando energia y
aumentando la vida util.

Impresion de alta precision.

Fuente de alimentacion segura y
estable.

Plataforma de impresion con una
lamina de fibra de  vidrio
reemplazable con una superficie de
policarbonato mate.

Reanudacion automatica de la
impresion ante falta de material o
cortes de energia.
Resistente al agua.

Reanudacion automatica de la
impresion ante falta de material o
cortes de energia.

Impresion de objetos de hasta
220x220x250 mm.

Reduce el riesgo de obstruccion de
la boquilla.

Boquilla: No
especificada.
Camade
calentamiento:
100°Cen 3
minutos.

Boquilla: No
especificada.

Camade
calentamiento:
Llega a 110°C
en 5 minutos.

5,074

5,837
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https://www.amazon.com.mx/Kingroon-Actualizada-Impresoras-reanudaci%C3%B3n-alimentaci%C3%B3n/dp/B098DZBVVM/ref=sr_1_12?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=impresora+3d&qid=1643173962&sr=8-12&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815
https://www.amazon.com.mx/SainSmart-Creality-Ender-3-Printer-Printing/dp/B07DGV2L8Z/ref=sr_1_26?crid=33FJPK6TYARNG&keywords=impresora%2B3d&qid=1643251631&sprefix=impre%2Caps%2C1392&sr=8-26&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815&th=1

Creality CR-10 Mini

Reanudacion automatica de la
impresion ante falta de material o
cortes de energia.

Plataforma de construccién de vidrio
templado y aluminio disenada para
duracion por afos.

Impresion de objetos de hasta
300x220x300 mm.

Pantalla LCD con control de perilla
de aviacion.
Impresion de alta precision.

Facil nivelacion de la cama de
calentamiento.

Plataforma de impresion de vidrio de
silicona de cristal de carbono.

Impresion de objetos de hasta
220x220x250 mm.

Reanudacion automatica de la
impresion ante falta de material o
cortes de energia.

Pantalla LCD con perilla.

Boquilla:
Hasta 250°C.

Cama de

calentamiento:

Hasta 100°C.

Boquilla:
Hasta 250°C.

Cama de

calentamiento:

Hasta 110°C
en 5 minutos.

5,766

Sy 518
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https://www.amazon.com.mx/Creality-Impresora-3D-impresi%C3%B3n-reanudaci%C3%B3n/dp/B07BB1JSMF/ref=sr_1_28?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&keywords=impresora%2B3d&qid=1643255819&sr=8-28&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.d6a47de5-06cb-4416-9abc-48deac71c815&th=1
https://www.amazon.com.mx/Voxelab-Aquila-X2-agotamiento-construcci%C3%B3n/dp/B0953M39YB/ref=sr_1_1?__mk_es_MX=%C3%85M%C3%85%C5%BD%C3%95%C3%91&crid=25ZGPEH0RXAA&keywords=VOXELAB+Aquila+X2&qid=1650336388&sprefix=voxelab+aquila+x2%2Caps%2C402&sr=8-1&ufe=app_do%3Aamzn1.fos.8a46d436-f8dd-421d-a49c-494b5d1632c6

La Tablas A4-1 sirvi6 como un marco de referencia para adquirir la impresora 3D en
la tienda en linea de Amazon, primeramente, se eligid la impresora Anet ET5X
debido a sus funciones modernas como el nivelado automatico, el panel de control
con pantalla tactil, grandes dimensiones de impresion y sus sensores térmicos, con
un precio bastante accesible, sin embargo, el distribuidor envié una impresora Anet
ET5 Pro, una impresora con funciones similares a la Anet ET5X. El problema llego
cuando a la segunda impresién le fallaron los sensores, por lo cual se realizé la
devolucién con su respectivo reembolso. Entonces después se optd por adquirir la
MONOPRICE Select-Mini V2, pues a pesar de sus limitadas dimensiones de
impresion, es una impresora compacta, facil de manipular y tiene la capacidad de
imprimir materiales distintos al PLA, lo dltimo fue lo méas atractivo, pues se buscaba
una impresora que pudiera adaptarse a la impresion de alimentos, otra ventaja
atractiva fue su precio ain mas accesible a comparacion de la mayoria de las

impresoras mostradas en la tabla antes mencionada.

Ecuaciones para comprender la fuerza que debe aplicarse a un material para

extruirlo a través de la boquilla en una impresora 3D:

Ecuacion 23. Caélculo de la velocidad de corte en boquillas circulares (Anguita,
1977).

_ 4Q
TR3

Donde:

o: Velocidad de corte.
Qo: Flujo del material.
R: Radio de la boquilla.
m: 3.1416.

Ecuacion 24. Calculo del flujo del material en boquillas circulares (Anguita, 1977).



B nR* AP

Donde:

Qo: Flujo del material.

R: Radio de la boquilla.

: 3.1416.

L: Longitud de la boquilla.

AP: Caida de presion.

Despejando la Ecuacion 24, puede obtenerse la Ecuacion 25.

Ecuacién 25. Calculo de la caida de presion.

_ Qon8L

AP
R4

La aplicacion de los calculos se ejemplificé con la formulacion constituida por
alginato-almidon-aislado de proteinas, comparando los diametros de boquilla 0.4
mm, 1 mmy 2 mm. Se considerd que el material tuvo un flujo de 2.5 mL (cm®) en 5
min. Antes de calcular la velocidad de corte, se realizaron las siguientes

conversiones de unidades:

25cm?®  1min
0= — X
5 min 60 s

=8.33x 1073 cm3/s

_Da%mx 1cm
2 10 mm

Empleando la Ecuacion 23, se tiene que:

4(8.33 X 1073 em?/s) _, _ 60rpm

m(=5— emy?

= 79595.6406 rpm
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4(8.33 x 1073 em?/s) _,_60rpm
01 = 01 = 84.8487 s—=X 1o = 5090.9220 rpm
m(7 em)?
4(8.33 X 1073 em3/s 60 rpm
0, = ( W /5) = 10.6061 s=£ x 1 spj = 636.3660 rpm
n(? emy®

Se puede concluir que, a menor diametro de la boquilla, se requiere una mayor

velocidad de cizalla para extruir el material a través de la boquilla.

Para calcular la caida de presion, se consideré la viscosidad a 100 rpm (ver Tabla
23) para poder comparar entre los 3 diametros de boquilla, la longitud de las

boquillas fue de 1.3 cm, antes del calculo de la caida de presion, se realizo la
siguiente conversion:

1Kgs - s/cm?

= )( R —
Moo rpm = 4290 €B X —50 e b

= 0.4375Kgy - s/cm?

Empleando la Ecuacién 25 se tiene que:

3
(833 x 107 £-)(0.4375 K gy -C‘”*W)(s - 1.3 em)

APy, = 507 = 75399.6543 Kg/cm?
n(—5— em)*

3
(833 x 107 £5-)(0.4375 K gy ':W)@ 1.3 em)

AP, = 0T = 1930.2312Kg;/cm?
n(? em)*

3
(8.33x 1073 —6’:)(0.4375 Kgs —)(8 1.3 em)
AP, = L =120.6394 Kgr/cm?
02 .,
n(=- em)

Se puede concluir que, a menor diametro de la boquilla, se requiere mayor fuerza
para la extrusion del material a través de la boquilla.
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