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INTRODUCCION

El bagazo de cerveza (en inglés Brewers’ Spent Grain BSG) es el subproducto mas
abundante de la industria cervecera y representa el 85% del total de los residuos generados.
El gran volumen que se genera de este subproducto, su bajo costo, y sus componentes lo
convierten en un recurso de alto potencial para su reciclado y/o aprovechamiento. Se
producen entre 17 y 23 kilos de BSG por hectolitro de cerveza producida. Actualmente, el
BSG se destina mayormente a la alimentacion de ganado o en algunos casos al abono de
tierras de cultivo. Su contenido de humedad esta en el rango de 77-81%; su precio en el
mercado internacional de BSG para alimentacion animales es de aproximadamente 35
Euros/ton. El BSG se produce en grandes cantidades durante todo el afo y especialmente
en zonas urbanas donde se localizan las cervecerias industriales y artesanales
convirtiéndose en un problema a causa de su rapida descomposicion.

El BSG es un material lignocelulésico que consiste en el pericarpio de la cascara y capa de
la cubierta que cubre el grano de cebada original. Durante el macerado se extraen los
azucares y sustancias solubles por lo que el contenido de almiddn es bajo dependiendo del
régimen de elaboracién utilizado (Mussatto, Dragone, Roberto, 2006). BSG es una sustancia
heterogénea, esto se debe a un numero de factores, como la variedad de cereal, el momento
de la recoleccion, el tipo de lupulo agregado, el régimen de malteado y macerado, y si se
emplearon no adjuntos durante la elaboracién (Steiner, Procopio, Becker, 2015); sin
embargo, el muestreo dentro de la cerveceria ha demostrado que BSG es bastante
homogéneo (Santos, et al 2003).

Este subproducto es basicamente un material lignoceluldsico, donde los principales
componentes son la fibra (proveniente de la hemicelulosa y celulosa), proteina y lignina
(Xiros y Christakopoulos, 2012). La fibra constituye aproximadamente la mitad de la
composicion de BSG en peso seco, mientras que las proteinas pueden constituir hasta un
30%. Este alto contenido de fibra y proteina hace que el BSG sea una materia prima
sumamente interesante para una gran cantidad de aplicaciones.

La hemicelulosa consiste principalmente en arabinoxilano (el constituyente principal del BSG
hasta un nivel del 40% en peso seco) y esta unida a la fibrillas de celulosa (Mandalari y col,
2005). Acidos fendlicos como por ejemplo el acido ferulico (AF) funcionan como agente de
entrecruzamiento entre la lignina, (polimero polifendlico) y la hemicelulosa a través de
enlaces éter (Mendis y Simsek, 2014). Asimismo, el acido ferulico se encuentra unido a
cadenas arabinoxilano presentes en la hemicelulosa mediante enlaces éster (Mandalari y
col. 2005). Los materiales ricos en hemicelulosa pueden hidrolizarse por varios procesos,
entre las cuales la hidrolisis alcalina se destaca como una de las mas eficientes para liberar
acidos fendlicos, disolviendo la lignina (Fengel y Wegener, 1989) y permitiendo la utilizacion
completa de los materiales lignoceluldésicos con un bajo impacto ambiental (Xiao et al.al.,
2001).
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Los compuestos fendlicos, son de interés considerable para los cientificos, fabricantes y
consumidores, debido a su influencia en la calidad de los alimentos, y su accion preventiva
en enfermedades crénicas (Shahidi y Naczk, 2004). Los acidos fendlicos, como el ferdlico,
estan presentes mayoritariamente en la cascara externa.

El &cido ferulico (AF), es uno de los &acidos fendlicos con mayor presencia en el BSG
(Bartolome et al., 1997, 2003) y tiene funciones fisiolégicas, las cuales no soélo incluyen
propiedades antioxidantes en respuesta a los radicales libres, sino que también tiene
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antitrombdéticas, anticancerigenas, protege
contra enfermedades coronarias, reduce el colesterol e incrementa la viabilidad de los
espermatozoides (Ou y Kwok, 2004). Debido a todas estas propiedades, actualmente es uno
de los compuestos mas investigados por sus aplicaciones en los alimentos, la salud,
cosmeéticos e industrias farmacéuticas (Kroon y Williamson, 1999). El AF no se produce en el
pais por lo que debe importarse y ademas tiene un costo sumamente elevado el cual ronda
alrededor de losU$700/100gr AF.

La nanotecnologia se define como el campo de las ciencias aplicadas dedicado al control y
manipulacién de la materia a una escala menor que un micrémetro. En este contexto nacen
los nanosistemas de liberacién de sustancias quimicas, como son los liposomas
ultradeformables unilamerales que, formados por estructuras nanométricas, logran
transportar principios activos a diferentes partes del cuerpo humano gracias a la posibilidad
de sufrir deformaciones a temperatura ambiente. Los liposomas son pequefas vesiculas
esféricas constituidas por una o varias bicapas fosfolipidicas concéntricas que encierran un
igual numero de compartimientos acuosos, utilizadas en muchas areas diferentes de la
ciencia y la tecnologia (Maierhofer, 1988 y Gregoriadis, 1990). La versatilidad de los
liposomas se refleja tanto en su arquitectura, en sus propiedades fisicas, en la carga
superficial, el tamafo, la permeabilidad/la rigidez de la pared como en la capacidad de su
carga (Sessa G, 1968).Los liposomas tienen una tendencia natural a ligarse a determinados
tejidos y células, cualidad que puede ser aprovechada para incrementar al maximo la
eficacia terapéutica del farmaco administrado, como puede ser el AF y reducir al minimo los
efectos sistémicos no deseados. Ademas, constituyen un medio util para proteger productos
labiles biolégicamente activos, y asimismo las dosis eficaces de un farmaco se pueden
reducir de forma muy marcada cuando se administra en una formulacion liposomal
(Maierhofer G, 1988).

El objetivo del presente trabajo es obtener un producto de alto valor agregado (acido ferulico)
aprovechando las grandes cantidades de BSG que se producen anualmente en zonas
urbanas. Se estudiara una alternativa de procesamiento de este subproducto cervecero con
el fin de evitar los problemas ambientales que provoca su rapida descomposicion. Se
evaluara el rendimiento y pureza del AF obtenido mediante la técnica decromatografia
liquida de alta presion (HPLC)y se demostrara que es posible su encapsulacion en un
nanosistema, como son los liposomas ultradeformables unilamelares, con el fin de proteger
el AF obtenido, para una futura aplicacion cosmecéutica.

PARTE EXPERIMENTAL

Extraccién del AF: Se siguieron los protocolos descriptos en Mussatto et al (2005) y
Mussatto et al (2007b) para la extraccion del AF. La técnica consiste en un tratamiento de la
materia prima a utilizar (BSG) a partir de un secado a 60°C hasta lograr un 10% de humedad
como maximo, con el fin de evitar la descomposicion del BSG debido a que el alto contenido
de humedad y la composicién de este subproducto hacen que sea una materia prima muy
susceptible de ser degradada por microorganismos. La humedad se determiné por diferencia
de peso seco en estufa a 60°C, hasta obtener peso constante < 0.001 g.
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Una vez estabilizado el residuo se realizé un tratamiento con tolueno-etanol con el fin de
eliminar los materiales cerosos. Luego se evaluaron dos procesos de extraccion: uno de
ellos consistié en un pretratamiento acido seguido de un tratamiento basico fuerte, mientras
que el otro consistié en una extraccidon con una base fuerte a elevadas temperaturas.
Respecto al primero de estos procedimientos (experimento 1) se utilizé acido sulfurico
(H2S04) al 72% p/p con el objetivo de aumentar la porosidad del material para que difunda y
se impregne en el siguiente paso el hidroxido de sodio (NaOH) que solubiliza la lignina y los
restos de hemicelulosa. El segundo método de extraccion (experimento 2) consistio en tratar
el BSG directo con una base fuerte (NaOH, 1M) durante un tiempo de 30 minutos a elevada
temperatura, luego se procedié a concentrar la solucién y adicionar etanol para con el fin de
precipitar la hemicelulosa, posteriormente se filtrd la soluciéon y se evaporé en rotavapor el
etanol. El siguiente paso consistio en precipitar la lignina con acido sulfarico 0,1 M y
finalmente el filtrado se tratd con cloroformo/metanol (3:1) evaporandose el metanol
nuevamente en rotavapor.

Cuantificacién del AF: Se llevo a cabo una cuantificacién por medio de cromatografia
liquida de alta presién(HPLC) utilizando un detector UV (a 276 nm) y una columna C18 (3,9
mm x 300 mm). Las muestras fueron filtradas por una membrana 0,45 ym e inyectadas en el
cromatografo (Detector: Waters 2998 y Bomba: Waters 1525) bajo las siguientes condiciones
operativas: temperatura ambiente, como solvente se utilizé acetonitrilo/agua (1/8 con 10 g.L™
de acido acético, ajustandose el pH a 2,5 con la adicion de H3PQO,), el volumen de inyeccion
fue de 20 pL y la velocidad de flujo utilizada fue de 0,9 mL.min
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Figura 1:Esquena sobre los métodos de extracciones del AF

Desarrollo y caracterizacion de la formulacién liposomalultradeformable (UL)

Preparacion de los liposomas: Los liposomas ultradeformablesunilamelares fueron
preparados a partir de una mezcla de Fosfatidilcolina de Soja
(SPC,“soyphosphatidylcholine”) y Colato de sodio (ColNa) en una proporcion 6:1 p/p
suspendida en Cloroformo:Metanol (1:1, v/v). Luego, los solventes organicos fueron
evaporados en rotavapor a 40°C y 190 rpm obteniéndose una pelicula delgada lipidica en la

|||I Quimica



5° Jornadas ITE - 2019 - Facultad de Ingenieria - UNLP

pared del baldn. El film lipidico se hidraté con una solucién de 12,85 ppm de AF (40 mg de
SPC por ml de solucién de rehidratacion). Finalmente, la suspension liposomal obtenida fue
sometida a agitacion ultrasonica, donde se realizaron 3 ciclos de 30 segundos a 10.000 W
con sonicador de punta (Chiaramoni, Ns y otros, 2009) (entre cada ciclo se descansé un
tiempo de 30 segundos) con el fin de reducir el tamafio y la lamelaridad (bicapas lipidicas).

Dispersion de luz dinamica (DLS) y potencial Z: El tamafo promedio de los liposomas fue
medido por dispersion de luz dinamica (Dynamic Light Scattering) en un equipo Nanopartica
SZ-100 series, Horiba, Japon; las medidas se realizaron por triplicado. Las mediciones de
potencial { se realizaron en el mismo equipo una temperatura de 25°C(por triplicado).

sPC/ColNa

§ 5
——— — UL-AF
I CIUrUfurma;’MEtanUlI I Film Lipidico I

Sonicador
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Figura 2:Proceso de elaboracion de liposomas ultradeformblesunilamelaresencapsulados
con AF (UL-AF)

RESULTADOS y DISCUSION

Cuantificacién del AF: Los resultados obtenidos siguiendo el método del experimento 1
revelaron la presencia del AF a partir del uso de la técnica cromatografica HPLC, en los dos
extractos obtenidos del residuo de BSG sdlido (figura 1). En la Fig. 3a se muestra el espectro
del patron de acido ferulico. En la figura 3b se demuestra la presencia del AF delextracto 1
correspondiente al filtrado obtenido luego del pre-tratamiento acido del BSG, visualizandose
un pico a Rt= 22,030 min. Asimismo, en la figura 3c se observa nuevamente la presencia del
AF en el extracto 2 obtenido luego de la extraccion alcalina, representado con un pico mas
intenso en el cromatogramaa Rt 21,877.
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Figura 3: Cromatograma HPLC del acido ferulico utilizando un detector UV a 276 nm y una
columna C18. a) estandar de AF b) extracto 1 acido BSGc) extracto 2 de alcalino de BSG.

La concentracién de AF fue determinada en base a la curva de calibracion de las areas bajo
la curva obtenidas por HPLC usando diferentes concentraciones del patron de AF.

El rendimiento del proceso de extraccion siguiendo el Experimento 1 fue de 21,85 mg AF/100
gr BSG en base seca(teniendo en cuenta los rendimientos individuales de los extractos 1y
2).

|||I Quimica



59 Jornadas ITE - 2019 - Facultad de Ingenieria - UNLP

Respecto a la metodologia utilizada en el experimento 2 (Figura 1), en los cromatogramas
obtenidos para el extracto 3 no se observd ningun pico (cromatogramas no mostrados) que
haga referencia a la presencia de AF en este extracto. Por ende, este segundo método
estudiado no fue considerado adecuado para la extraccion de AF a partir del BSG. Se han
planteado dos posibles alternativas por las cuales la metodologia seguida en el
Experimento 2 podria no ser adecuada. Una de ellas estd relacionada con que
probablemente el tratamiento basico (sin un previo tratamiento acido) no permita la
solubilizacién de la hemicelulosa evitando que el acido ferulico unido a esta estructura quede
disponible para ser extraido por hidrélisis alcalina. La otra hipétesis sugiere que el
tratamiento con una base fuerte a elevadas temperaturas sea destructivo para la muestra a
analizar.

Dispersion de luz dinamica (DLS) y potencial Z: El AF obtenido por el experimento 1, fue
encapsulado en un transportador liposomal ultradeformable unilamelar (UL), al cual se le
realizaron analisis de dispersion de luz dinamica (Figura 4) y potencial ¢, con el fin de
evaluar el tamano y la carga superficial del mismo. Las medidas se realizaron por
quintuplicado. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 1. Para las moléculas y
particulas que son suficientemente pequefias como los UL que tienen un tamafo
nanomeétrico de 180,2 nm un potencial zeta alto predice estabilidad, es decir indica que la
solucién o dispersion se resiste a la agregacion (esta estabilizado por repulsion
electrostatica).

Tabla 1: DLS y potencia Z de los UL con AF ] -'
encapsulado |

40- |
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Didgmetro (nm)

Figura 4: DLS de los UL-AF

CONCLUSIONES

El Experimento 1 fue el que mejor resultados arroj6 para la extraccion del AF, en
comparacion con el experimento 2, no detectando AF en el extracto por HPLC.

La mejor efectividad en la extraccion de AF observada en el experimento 1 puede atribuirse
a que la utilizaciéon del acido sulfurico en una primera etapa permite disponibilizar en gran
proporcion la lignina presente en el BSG, produciendo un aumento en la porosidad del
material (BSG) para que posteriormente pueda impregnarse el hidroxido de sodio (NaOH)
con el fin de solubilizar la lignina junto los restos de hemicelulosa, donde se encuentra unido
el AF a extraer, y asi permitir la liberacion de este acido.

Se observé una importante concordancia entre el pico obtenido en el cromatograma de
HPLC del patrén de AF y los extractos de AF obtenidos (extracto 1 y 2) lo cual indica que
efectivamente el producto extraido es AF.

Asimismo, se demuestra que es posible encapsular la droga obtenida en un transportador
liposoma lultra deformable, con un tamafo nanométrico y una carga superficial adecuada,
indicando una correcta estabilidad de la suspension liposomal. Esta propiedad es
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sumamente importante al momento de almacenar las suspensiones por distintos periodos de
tiempo, impidiendo agregaciones de mayor tamafio.

Por lo tanto, se logré obtener un producto de alto valor agregado a partir de BSG, como el
AF, el cual no se produce en el pais. Asimismo se demostré que es posible su encapsulacién
en liposomas ultradeformables unilamelares, con potencial aplicacion en la industria
cosmecéutica.
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