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RESUMEN

La industria lactea es una de las industrias alimentarias que mas variedad de
procesos productivos presenta, dicha diversidad genera como consecuencia grandes
volimenes de residuos con un alto poder contaminante. Un claro ejemplo de desecho
obtenido en ellas, es el suero lactero, cuyo origen radica en la elaboracion del queso.
Este suero, debido a su contenido composicional es una excelente matriz para la
bioconversion microbiana y la produccion del acido lactobiénico, compuesto muy
apreciado en la actualidad debido al gran abanico de posibilidades y propiedades que

posee.

En el presente trabajo se ha disefiado un proceso de purificacion y separacién del
acido lactobionico contenido en el caldo de fermentacion del lactosuero dulce. Para ello
se ha estudiado el comportamiento de dos membranas, cerdmica y plastica, ante
distintos medios: agua, suero y caldo fermentado. Se ha determinado que el uso de la
membrana cerdmica tubular es més apropiado, ya que concentra la cantidad de proteina
existente y sin pérdida del &cido lactobidnico en el concentrado. Obteniéndose a su vez
una menor pérdida de la lactosa existente. Dicha membrana es introducida en una
carcasa metalica de 60 mm de longitud, en un equipo a escala planta piloto. De esta
forma, tras su filtrado se obtiene un producto mas homogéneo y apropiado para
posteriores etapas de purificacion.

Posteriormente, se ha procedido a la purificacion del acido lactobidnico contenido
en el permeado por un proceso de intercambio idnico en columna mediante el empleo de
la resina Lewatit S4428. Se ha determinado la capacidad de retencion del &cido
lactobionico por la resina, inicialmente con disoluciones sintéticas y posteriormente con
producto de fermentacion filtrado previamente por microfiltracion. Se han encontrado
diferencias entre el medio comercial y los fermentados. Dichas diferencias pueden ser
debidas muy probablemente a la formacion de compuestos secundarios generados
durante la obtencion de acido lactobionico a partir de Pseudomonas taetrolens.Se ha
deteminado la viabilidad del proceso combinado de purificacion por membranas

intercambio i6nico para la obtencion final del acido lactobidnico.



ABSTRACT

The dairy industry is one of the food industries that have more production and
processes; this diversity is result of the generation of large volumes of waste with high
pollution. A clear example of waste obtained in them is dairy whey, whose origin lies in
the manufacture of cheese. This whey, due to its composition is an excellent matrix for
microbial bioconversion and production of lactobionic acid, compound very appreciate

nowadays because its a lot of properties to be profit.

In this work we have designed a process of purification and separation of
lactobionic acid content in the fermentation. For this we have studied the behavior of
two membranes, ceramic and plastic, to several wherewithal water, serum and
fermentation broth. It has been determined that the use of tubular ceramic membrane is
more appropriate, because the amount of protein concentrates and not loss of
lactobionic acid in the concentrate is detected. In turn, it is obtained a lower loss of
lactose. This membrane is introduced into a metal housing 60 mm in length, on a pilot
plant scale. Thus, after filtering it has obtained a product more homogeneous and

suitable for subsequent purification steps.

Subsequently, it has proceeded to the purification of lactobionic acid content in
the permeate through a process of ion exchange in a fixed bed column by using the resin
Lewatit S4428. It was determined the retention capacity of lactobionic acid by the resin,
firstly with synthetic solutions and secondly with fermentation product previously
filtered by microfiltration. It was found differences between synthetic solutions and
fermentation product. Such differences maybe have been a result of the formation of
secondary compounds generated during production of lactobionic acid by Pseudomonas
taetrolens. The final separation process combined membranes and ion exchange

purification process to obtain finally lactobionic acid.
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Introduccion

1.- INTRODUCCION

El elemento diferenciador de la época en que vivimos, es la produccion
empresarial a partir de fuentes renovables, siguiendo los principios de produccion mas
limpia. Consiguiendo con ello una mayor calidad y productividad sin el deterioro del

medio ambiente.

La ciencia que cementa las bases de dichos procesos productivos es la
biotecnologia. Considerada en la actualidad la alternativa mas viable ya no solo a nivel
econdmico sino también a nivel tecnoldgico ya que con ella se reutilizaran los residuos
obtenidos en los distintos procesos industriales. Convirtiéndolos en nuevas materias
primas a la vez que otorga al producto de origen un valor afiadido, y una nueva salida en
los mercados a este subproducto obtenido, generando con ello un potencial nicho

econémico por descubrir.

Esta nueva ciencia nos proporciona las herramientas y conocimientos necesarios
para poder llevar a cabo esta reutilizacion de los residuos para asi conseguir un producto
con un valor afiadido. Ademas con el empleo de estas técnicas de bioconservacion
microbiana se consigue la reduccién de los efectos nocivos ambientales generados por
las actividades de la industria alimentaria. En la siguiente Tabla 1.1 se muestran algunos

de los efectos que se generan en el entorno ambiental.

Un claro ejemplo de esta conversion oxidativa microbiana es el caso del acido

lactobidnico procedente del lactosuero que se tratard a lo largo del presente proyecto.

La eleccion de dicho producto, es consecuencia de los miles de Tms de leche
(6487,60 Tms) generados por la industria lactea como muestra la Figura 1.1. Este gran
volumen de materia prima da lugar a una gran diversidad de procesos y productos,
generando como consecuencia una gran cantidad de residuos solidos, liquidos y
gaseosos, los cuales se incrementan con la mejora de la productividad, calidad y sanidad
de los mismos. Siendo el lactosuero un subproducto obtenido de la elaboracion de
quesos (Figura 1.2). Se considera un residuo muy contaminante, por causar grandes
dafios medioambientales debido a los altos valores de demanda quimica y bioguimica
de oxigeno (DQO> 60000ppm, DBO>35000) que presenta. A pesar de ser un desecho
muy peligroso también se considera una muy buena matriz (Tabla 1.2) para la

conversion oxidativa microbiana, convirtiéndose en una gran alternativa para la
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produccién de por ejemplo, acido lactobionico. Producto muy demandado en la

actualidad debido al abanico de posibilidades de su uso

Tabla 1.1. Identificacién de los efectos ambientales de la actividad de la

industria alimentaria (Restrepo Gallego, 2006)

ENTORNO

EFECTO

Atmoésfera

Emisiones acidas
Gases peligrosos
Humo

Cenizas

Agua

DBO
DQO
Sustancias peligrosas
Espumas
Turbidez

Color

Suelo

Residuos peligrosos
Residuos no peligrosos

Molestias

Visual

Polvo

Olor
Vibraciones acusticas

Recursos Naturales

Energia
Agua
Combustibles
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Tabla 1.2. Composicidn del lactosuero dulce y &cido ( Panesar et al, 2007)

COMPONENTE LATOSUERO DULCE g/L LATOSUERO ACIDO g/L
Solidos Totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 46,0-52,0 44,0-46,0
Proteina 6,0-10,0 6,0-8,0
Grasa 0,5-7,0 0,4-0,6
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfatos 1,0-3,0 2,0-4,5
Lactatos 2,0 6,4
Cloruros 11 11
pH 5,6-6.1 4,3-4,7
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Introduccion

En el presente trabajo nos centraremos en los procesos de purificacion y
separacion del acido lactobidnico a través de fermentacidn de suero lacteo para su uso
comercial. Ya que mediante una conversion microbiana de la lactosa existente en el
suero lacteo no sélo se obtiene el producto estrella (&cido lactobionico) sino que a su
vez también se generan otros subproductos indeseables tales como: biomasa, proteinas,
sales y otras impurezas que afectan al proceso de recuperacion del mismo, generando
una disminucion del valor del producto obtenido. Para poder subsanar dicho problema
existe una alternativa de separacion que actualmente se encuentra en proceso de
expansion y es la técnica de filtracion mediante la tecnologia de membranas, con las que

se pueden obtener un producto mas homogéneo.
Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo ha sido el disefio de un proceso de
purificacion y separacion del acido lactobidnico contenido en el caldo de fermentacion
de lactosuero dulce. Para ello se utilizaran técnicas de filtracion por membrana y de
intercambio i6nico. Para llevar a cabo este objetivo general se han planteado los

siguientes objetivos particulares:

e Seleccionar el tipo de membrana mas apropiada para poder realizar una
filtracion previa del lactosuero y asi eliminar las impurezas generadas en el
proceso de fermentacion.

e Llevar a cabo la caracterizacion de las dos membranas con: agua, suero
lacteo y medio fermentado. Mediante el analisis de la presion
transmembranal existente durante la filtracion a través de las membranas y
la determinacidn del contenido proteico y analisis cuantitativo la lactosa de
las muestras tras su filtrado para determinar el caudal éptimo de trabajo.

e Valoracion del comportamiento de la resina de intercambio ionico Lewatit
S4428 y MP500 para su posterior seleccién y acondicionamiento para el
proceso de purificacion.

e Probar la eficacia de la resina tanto en disoluciones sintéticas como
productos de fermentacion reales, para determinar la capacidad y la

viabilidad del proceso en columna.



2. CONSIDERACIONES TEORICAS
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2.- CONSIDERACIONES TEORICAS
2.1.- LACTOSUERO
2.1.1.- Introduccion

Ante las ansias y tenacidad por mejorar de los investigadores, asi como la
evolucion de las nuevas tecnologias nos han dado pie a poner en vias de solucién
problemas que antes eran irresolubles a la vez que costosos. Generando una batalla de
ideas e hipotesis de las que con el tiempo se van obteniendo pequefios resultados que
nos van proporcionando el continuo estudio de los diversos caminos ofertados por la

biotecnologia.

Frente a la posibilidad de que se nos presente una escasez de recursos naturales
por el constante aumento de demanda de la poblacién, en continuo crecimiento y
evolucidon de sus costumbres a la vez que la influencia de los cambios climéaticos que
inciden en la produccion de dichos productos. Encontramos en esta nueva ciencia una
alternativa viable a la par que econémica, porque nos proporciona las herramientas
necesarias para la reutilizacion de los subproductos de materias primas tales como el
caso del &cido lactobidnico procedente del lactosuero subproducto obtenido por la
industria lactea tras la elaboracién de quesos. Antes desechado y ahora considerado una
potencial fuente de diversos productos. Situacion ésta que nos viene dada tras una
primera etapa de bonanza econdémica en la que no se reparaba en la reutilizacion de los
residuos obtenidos en los distintos procesos y ante la acuciante situacion provocada por
la crisis que venimos sufriendo a nivel mundial nos lleva a agudizar el ingenio para la
obtencion de mejores resultados, empleando menos medios ofertandonos esta
posibilidad las ciencias biotecnoldgicas. Siendo estas una fuente de potencial
econdémico en distintos campos, pasando desde el sanitario por el alimentario y
finalmente el industrial. Lo que conlleva a su vez la apertura de un potencial nicho de

mercado laboral aun por explotar.

El &cido lactobidnico presenta un amplia gama de campos de aplicacion ya que en
la industria biosanitaria se puede emplear como solucién para la preservacion de
organos de trasplante, como antibiotico, excipiente en desinfectantes. En la industria
cosmética se emplea como hidratante, antioxidante...; industria quimica se usa como

detergente biodegradable, agente quelante, adyuvante en piensos de animales, protector
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de los metales ante la corrosion y finalmente en la industria alimentaria se utiliza como

antioxidante, conservante, regulador de pH, aromatizante, gelificante.

El uso del mismo en campos de indole tan diversa es debido a que la materia
prima de la que procede, lactosuero dulce, es rico en lactosa, proteinas (B-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, inmunoglobulina G, proteasa peptona, seroalbumina
bovina y otras), minerales (potasio, cloro, fésforo, calcio, sodio, magnesio y elementos
traza), grasas (triglicéridos, fosfolipidos, diglicéridos y &cidos grasos libres), nitrégeno
no proteico (urea, aminoacidos libres, &cido orotico y colina), vitaminas (vitamina B5,

vitamina B2, vitamina C y vitamina B6) y agua.

2.1.2.- Acido Lactobidnico

El &cido lactobionico es un polihidroxiacido complejo (consta de 8 grupos
hidroxilo), compuesto por una molécula de galactosa unida por enlace éster a una
molécula de acido gluconico. Se caracteriza por ser una molécula higroscopica, con una
gran capacidad antioxidante, y un poder inhibidor frente a enzimas metaloproteinasas.
(Figura 2.1)

CH,OH CH,OH
HO 0 OH
OH 0. K OH =0
OH
OH OH

Figura 2.1. Acido lactobiénico

Para su obtencion a partir del suero de la leche se nos ofertan cuatro vias
fundamentalmente: catalisis quimica, catalisis enzimatica, la electroquimica y la
biotecnoldgica (Figura 2.2.). Siendo ésta Ultima la mejor de las alternativas como se

indica anteriormente.
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La bioconservacion oxidativa de la lactoda llevada a cabo por Pseudomonas

taetrolens a partir del suero lacteo se presenta como una via econdmicamente rentable a

pesar de la existencia de otros componentes presentes en el suero como biomasa,

proteinas, sales y otras impurezas que también afectan al proceso de recuperacion del

acido lactobiénico.

CATALISIS QUIMICA

Ventajas:
-Bajos tiempos de reaccion.

-Alta productividad.

Inconvenientes:

-Altos costes operacionales (altas
temperaturas y/o presiones).

-Laboriosa preparacidn previa del
catalizador.

-Intermediarios de las reacciones.

-Necesidad de posterior
eliminacion del catalizador
(genera alta contaminacion).

-Presencia del resto de analitos/
nutrientes postreaccion en el caso
del lactosuero como sustrato
(interferencias en la recuperacion
posterior del acido).

-Escasos trabajos que empleen el
lactosuero como sustrato.

OXIDACION

ENZIMATICA

Ventajas:

-Bajos tiempos de reaccion.

-Control exhaustivo de la
transformacion.

Inconvenientes:
-Purificacion del enzima.

-Requiere cofactores y
mediadores.

-Inestabilidad del enzima.

-Bajas concentraciones de
lactosa.

-Recuperacion posterior de las
enzimas y mediadores quimicos.

-Escasos trabajos que empleen el
lacotsuero como sustrato.

BIOCONSERVACION
MICROBIANA

Ventajas:

-Nula o escasa formacion de
intermediarios o
subproductos.

-Temperaturas medias.

-Consumo de otros analitos
que interfieren en
procesamiento y/o posterior
recuperacion del acido

Sin pretratamiento previo del
sustrato.

-No requiere largas ni
costosas etapas previas a la
transformacién (caso de la
via enzimatica).

Inconvenientes:

-Tiempos de reaccion
largos.

-Posible existencia de fase
lag o de climatizacion.

Figura 2.2. Diagrama en el que se esquematizan las diferentes ventajas y puntos

débiles de cada una de las modalidades de obtencion de acido lactobidnico. (Alonso,

2009)
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2.2.- MEMBRANAS
2.2.1.- Introduccion: breve historia

El uso de las membranas como proceso de transferencia de materia no es nada
novedoso ya que la vida en si depende de la relacion que se establece a través de las

membranas bioldgicas existentes en nuestro cuerpo (piel) con el medio.

A pesar del conocimiento de la utilizacion de procesos de filtracion para la
purificacion y el ablandamiento de aguas, tuvieron que pasar afios hasta la llegada del
eclesiastico francés J.A. Nollet (1700 -1770) y del nacimiento de la fisicoquimica como

ciencia para poder explicar los fendbmenos que sucedian durante dichos procesos.

El descubrimiento del proceso de 6smosis fue realizado por J.A. Nollet, quien dio
con ella al realizar pruebas con ayuda de una vejiga animal. Sentando con ello las bases
de lo que sucedia a ambos lados.

Con ayuda del nacimiento de la fisicoquimica como ciencia Yy el resultado del
trabajo de numerosos investigadores se han ido explicando las reacciones
termoquimicas, la catalisis, la electrolisis y la fisica de las soluciones. Las bases de
dicha ciencia han sido sentadas por: Thomas Graham, padre de la quimica de los
coloides y serd quien ponga de manifiesto la capacidad de las membranas como medio
de separacion. Y Francois Marie Raoult, que es el fundador de la Teoria de las

Soluciones.

Los experimentos realizados por Graham a cerca de la difusion de los liquidos
(1828-1833) coinciden con la primera membrana artificial fabricada por Traube (1826-
1894). Dicha membrana se cred precipitando ferrocianuro y cobre sobre una lamina

ceramica.

Posteriormente basandose en los trabajos realizados anteriormente por Graham,
Adolf Eugen Fick (1829-1901) formuld la Ley de Fick, con la que se muestra una
relacién lineal entre el flujo de difusion y la diferencia de concentraciones que produce
dicho flujo. Siendo a su vez también el creador de la primera membrana organica
(1855).

A pesar del trabajo exhaustivo y tedioso realizado por Graham y Fick habia

grandes confusiones en la comunidad cientifica del momento, hasta la llegada de J.C.

11



Consideraciones Teoricas

Maxwell (1831- 1879) quien proporciond luz a la misma con la introduccion del

concepto de velocidad relativa.

El descubrimiento de la 6smosis es anterior al de la difusion siendo el primero
descubierto por J. A. Nollet gracias a las membranas semipermeables anteriormente
nombradas y el segundo fue realizado por Henri Dutrochet (1776- 1847).

Las observaciones realizadas por Dutrochef le sirvieron para construir el primer
dispositivo experimental para observar la presién osmotica existente en una membrana

semipermeable.

Gracias a las aportaciones de todos estos estudiosos del momento junto con
Pfeffer (quien concluyé que la variacion de la presion osmotica estaba directamente
relacionada con la temperatura), Van't Hoff, Josiah Willard Gibbs (1839-1903) y Raoult
(1830- 1901) quienes contribuyeron a dar unidad a la teoria de las soluciones
incorporando el comportamiento osmético como una de las propiedades de las

soluciones, sentandose asi las bases de los fendmenos de permeacion.

El avance mas significativo se produjo afios después en la UCLA (Universidad de
California Los Angeles) cuando Sidney Loeb y Srivasa Sourirajan realizaron estudios
que llegaron a nuevas aproximaciones de 6smosis y 6smosis inversa. Dando como
resultado de su trabajo el desarrollo de la primera membrana de acetato de celulosa
asimétrica en 1960. Gracias a este descubrimiento se consiguié que la Ol tuviera una
viabilidad comercial debido al aumento de las densidades de flujo de permeado entre

otras de las muchas mejoras obtenidas.

Todos estos sucesos anteriormente destacados y recogidos en la Figura 2.3, han
servido para que se realizaran grandes y rapidos progresos en el desarrollo de una

simple herramienta de laboratorio hasta convertirse en un gran proceso industrial.

1805-69
T. GRAHAM
MEMBRANA SEPARACION 1855
A.E. FICK
M. ORGANICA

s e

1826-94

1700 -70 TRAUBE 1060
 J.A.NOLLET PRIMERA M. ARTIFICIAL LOEB Y SOURIRAJAN
OSMOSIS INVERSA M. ASIMETRICA

Figura 2.3. Acontecimientos historicos mas importantes de las membranas
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2.2.2.- ¢Qué es una membrana?: conceptos—La filtracion por

membranas

El elemento méas importante de dicho proceso industrial es la membrana en si. En
sentido general se podria definir como una regidn que actia como barrera permitiendo

el paso exclusivo y/o de forma controlada de una 0 mas especies a traves de ella.

Antes de proceder a la explicacion de las distintas clasificaciones existentes de la

misma hay que entender el funcionamiento y una serie de conceptos clave.

Tras el paso de una alimentacion proporcionada a la membrana se generan dos
corrientes, una conocida como permeado que consiste en el paso de los componentes y
otra denominada retenido o concentrado Figura 2.4. El transporte a través de la misma
puede ser provocado por fuerzas impulsoras de indole muy diversa. Todas ellas tienen
una caracteristica en comun y es que restringen el paso de varias especies quimicas a su

traveés.

Alimentacion Retenido

Permeado

Figura 2.4. Esquema de la separacion con membranas

Los principales parametros que describen el proceso con membranas son:

o Selectividad: para poder definir el mismo hay que hacer referencia a dos

conceptos que son: retencion o rechazo (R o 6) o el factor de separacion (o).

Retencion o rechazo (R o 6): es una medida de la capacidad de una
membrana para impedir el paso a través de ella, de un componente
determinado. Se emplea en la casi totalidad de los procesos en los que la

alimentacion es una disolucion diluida y los solutos son parcial o

13
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totalmente diluidos por la membrana, pasando las moléculas de
disolvente. Siendo usado en este caso el coeficiente de retencion o de
rechazo (R), definido como el grado de separacion de un componente en

una disolucién bajo unas determinadas condiciones de operacion.

Siendo Cp y Cgr la concentracion de dicho componente en el
permeado y en el retenido.

El factor de separacion (a): se utiliza principalmente en gases,
definiéndose la relacion entre los componentes del permeado y la
alimentacion. Siendo el resultado de las diferentes velocidades de

transporte en el caso de los procesos con membranas

)
)

Es decir el término selectividad hace referencia a que la membrana permita

la separacién de los componentes deseados.

e Densidad de flujo de permeado (J). Definido como el volumen de
permeado o de algin componente por unidad de area de membrana y unidad de
tiempo. Estando influenciado el tipo de membrana que se esté empleando,
aplicacién y condiciones de operacién en funcién del tiempo.

¢ Existen otras variables de gran utilidad que simplemente se enumeran a
continuacion y son: umbral de corte (cut off), rendimiento volumétrico, factor de
concentracion (FC), permeabilidad, factor de concentracion de volumen (VCR),
factor de concentracion de peso (WCR), porcentaje de reduccion de volumen y

rendimiento ().

Todos ellos junto con el grosor, didmetro de poro, porosidad, la resistencia

guimica, térmica y mecanica etc. (Ostergaard, 1989) son parametros de vital
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importancia a la hora de elegir un tipo de membrana u otro para el proceso que se vaya a
realizar.

2.2.3.- Tipos de membranas

Existen diversas clasificaciones de las membranas, teniendo en cuenta distintos
criterios como son la fuerza impulsora responsable de la separacion (presion, presion
parcial, concentracion y potencial eléctrico) como se muestra en la Figura 2.6 , siendo
éste el factor diferenciador de los procesos de membranas mas comunes ( Cheryan,
1998). También se pueden clasificar en funcion del tamafio de poro (microporosas,
mesopororas), su naturaleza quimica (orgénica, inorganica) Figura 2.5... Algunos de
ellos se irdn abordando a lo largo de este apartado del trabajo.

"

bl
L) p
":l' ""'_ﬂr'?' Sales Monaualesies
Cramosts Inversa 2 PR
iy

Agua

Figura 2.5. Procesos con membranas cuyo potencial impulsor es una diferencia de

presion

Encontramos un gran bagaje bibliografico a cerca de las distintas técnicas de
membranas, fabricacién, comportamiento y aplicaciones de las mismas (Ho & Sirkar,
1992; Scott, 1996; Freemantle, 2003; Chen et al. 2004)
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FUERZA IMPULSORA RESPONSABLE DE LA SEPARACION

PRESION PRESION
PARCIAL

Microfiltracion -
Permeacion de

Vapores
Ultrafiltracion

Separacion de

) » Gases
Nanofiltracion

Pervaporacion
Osmisis Inversa

|
CONCENTRACION

Diélisis

Diéalisis Donan

Contactores con
membranas

POTENCIAL
ELECTRICO

Electrodialisis

Electrodialisis
con membrana

Figura 2.6. Esquema de los procesos comerciales con membranas en funcion de la

fuerza impulsora responsable de la separacion

En cuanto a la estructura podemos tener membranas simétricas y asimétricas.

Estando la asimetria relacionada con la estructura interna de la membrana aspecto de

gran importancia ya que éste a su vez, esta relacionado con los mecanismos de

separacion. Considerandose las membranas simétricas las que presentan tamafios de

poro uniformes repartidos a lo largo de la superficie de la misma y las membranas

asimétricas las que presentan una estructura doble, ya que estdn compuestas por una

capa fina (conocida como piel) y otra porosa mucho mas gruesa. Este tipo de

membranas se presentan con un tamafio de poro mayor (Cheryan, 1998).

Clasificacion segun la naturaleza quimica:

e Membranas organicas: en un principio estas membranas de aplicacion

industrial se fabricaban con polimeros basados en la celulosa, acetato de celulosa

dando lugar a lo que se conoce como membranas de 12 generacion, gracias a los

avances tecnologicos han surgido nuevas membranas organicas basadas en otros

polimeros como la poliamida, poliacrilonitrilo, polisulfona... ( membranas de 2*

generacion)
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e Membranas inorganicas también conocidas como membranas minerales
o ceramicas dando lugar a la 3? generacion de membranas. Destacando las de

alimina y 6xido de zirconio (empleada en este trabajo) entre otras.

Estas Ultimas presentan mas ventajas ya que son mas resistentes fisica y
quimicamente siendo inertes y sin apenas producirse variaciones en sus
propiedades con el tiempo. Gracias a sus caracteristicas seran mas facilmente
limpiables ya que resisten amplios intervalos de pH, temperatura y presion.
Convirtiéndose en membranas mas competitivas debido al ahorro econémico,
que aporta al tener una vida atil mas larga. En contraprestacion a ser mas
versatiles presentan como gran inconveniente su coste inicial ya que estamos

ante membranas mas caras.

Con ayuda de la clasificacién de la naturaleza quimica a continuacién se procede a
sefialar las membranas sintéticas mas comercializadas. Nos encontramos por un lado los
polimeros (organicas) que dan lugar a las fabricadas a partir de acetato de celulosa,
poliamida y polisulfona y por otro a las que proceden de materiales inorganicos, como

son los metales y cerdmicas.

2.2.4.- Modo de circulacion del flujo en un proceso con membranas

Es importante resefiar la direccion de flujo con respecto a la membrana

diferenciandose las siguientes:

o  Flujo cruzado: la alimentacion circula paralelamente a la membrana
mientras que el permeado fluye de manera perpendicular a la alimentacion.
Dicho movimiento del flujo da lugar a la filtracion tangencial en la cual el
soluto que tiende a acumularse en la superficie de la membrana es
arrastrado debido a las elevadas velocidades dando lugar a un proceso mas
eficiente. (Figura 2.7, b).

o  Flujo perpendicular: la alimentacion fluye de forma perpendicular a la
superficie de la membrana. Dicho movimiento del flujo es el que se

produce en la filtracion convencional. Mediante esta técnica de filtrado se
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van depositando los solutos en la membrana, generandose un
ensuciamiento de la misma (Figura 2.7,a) .

o  Flujo inverso: la direccion del flujo a través de la membrana es invertida
por la aplicacion de la presion en direccion opuesta a la entrada de la
alimentacion en el mddulo, lo que provoca normalmente la salida del
permeado. Siendo este flujo empleado en las etapas de lavado.

o  Multietapas con recirculacion: este tipo de flujos se aplica cuando estamos

ante un proceso que consta de dos o mas etapas.

a) FILTRACTON PERPENDICLLAR

b) FILTRACTON TANGENCIAL

Figura 2.7. Filtracion perpendicular (a) y filtracion tangencial (b) (Saavedra &
Romero, 1999)

2.2.5.- Médulos de membrana

El mddulo es el término empleado para definir la unidad practica mas pequefia que
contiene una 0 mas membranas y las estructuras soporte. Podemos distinguir los
siguientes tipos de mddulos: modulos de placas y marco, médulos espirales, modulos

tubulares y los modulos capilares y de fibras huecas.

Maodulos de placas y marco: son la configuracién mas simple y mas antigua
consisten en hojas planas de membrana instaladas en una especie de filtro o prensa

como se muestra en la Figura 2.8.
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Permeato

Membrana

Rejilla de
alimentacion

) " Retentato
Alimentacion —

Membrana

Permeato

Figura 2.8. Esquema de un médulo plano (Guizard, 1999)

Moddulos espirales: es una variante del médulo plano. Es un sistema de mddulo
plano enrollado sobre si mismo en torno a un tubo perforado central que recoge el

permeado (Figura 2.9).

Sclucian
atratar

Solucian . K=mbrana
a trata —
Tranzporie
de filirada
Filrado  Zspaciador Membrara
Filrado P=za
Cioweriura comespondsn

al circuita filtrado

Figura 2.9. Esquema de un médulo espiral (Guizard, 1999)

Maodulos tubulares: se basa en una membrana que presenta una forma de tubo en
donde la capa activa de la misma se encuentra en el interior. Estos mddulos pueden ser
de dos tipos: los tubos soportados (el tubo de membrana se encuentra soportado por
tubos perforados o porosos de acero inoxidable o plastico) y los tubos no soportados (en
este caso la membrana se encuentra soportada por el tubo que actGa como sustrato o

soporte). Un esquema del mismo se muestra en la Figura 2.10.
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Elementos filtrantes

Multicanal

Maodulo en Haz

Figura 2.10. Representacion esquematica de los elementos filtrantes tubulares y

multicanales asi como su ensamblaje en un mddulo (Guizard, 1999)

Maodulos capilares y de fibras huecas: en este caso las membranas se encuentran
dispuestas en forma de tubos de pequefio diametro. Diferenciandose de las anteriores en

que éstas membranas estan formadas por una capa activa que hace también de soporte
(Figura 2.11).

Alimamtacion
0 !

Alimentacion Retentals

= =
U Y

Pormeats Acteriata

Permeoato

Figura 2.11. Modos de funcionamiento de los mddulos de fibras huecas o capilares

en filtracion tangencial (Guizard, 1999)
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2.2.6.- Ventajas e inconvenientes de los procesos de separacion con

membranas

Las principales ventajas del proceso son las que se enumeran a continuacion:

>

El proceso de separacion puede llevarse a cabo a temperatura ambiente o a
temperaturas proximas a ella. Siendo de vital importancia en nuestro caso,
ya que el lactosuero empleado es muy termolabil. Sin olvidarnos que
empleando estas temperaturas obtenemos la ventaja adicional de un menor
consumo de energia.

Los procesos con membranas se pueden combinar con facilidad con otros
procesos de separacion.

La separacion se lleva a cabo sin que se produzca un cambio de fase si lo
comparamos por ejemplo con la evaporacion, y sin el uso de aditivos ni de
agentes masicos de separacién, por no requerirlo el proceso.

Estamos ante procesos continuos y mas sencillos por no requerir de
equipos complicados de generacion o transmision de calor con respecto a
la filtracion tradicional.

Gracias al efecto del flujo tangencial de los procesos de membranas, no
presentan la acumulacion tan acusada de especies sobre la superficie del

mismo suceso que aparecia en la filtracion tradicional.

Siendo los inconvenientes mas significativos los que se enumeran a continuacion:

>

No se produce el secado completo del soluto por lo tanto siempre quedara
algo de agua.
Estamos ante procesos que estan limitados por las caracteristicas del
concentrado.
El ensuciamiento de la membrana y las caracteristicas especificas de los

procesos de limpieza.

2.2.7.- Ensuciamiento de la membrana

El inconveniente que se debe tratar en profundidad es el relacionado con el

ensuciamiento de la membrana ya que podria reducir la eficacia del proceso causando
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pérdidas econdémicas. Las principales razones por las que se produce el mismo son:
concentracion de polarizacion (Field, 2010), adsorcion sobre la superficie de la
membrana, formacion de una capa de gel sobre la superficie de la misma y bloqueo de
los poros (Guel et al, 1999; Martinez et al., 2000).

Los efectos anteriormente mencionados generan una resistencia adicional al paso
de solutos y disolventes a través de la membrana. Estando condicionado el mayor o
menor efecto de los mismos por: el tipo de membrana, tipo de alimentacion,

condiciones de operacion.

2.2.8.-Limpieza de la membrana

El objetivo del mismo es la recuperacion de flujos iniciales de permeado. Se

puede entender desde tres puntos de vista diferentes como son:

% Limpieza fisica: consiste en el uso del permeado o aire a presion durante
un corto periodo de tiempo en sentido contrario al flujo normal.

% Limpieza quimica: empleo de agentes de limpieza quimicos como son los
acidos, bases, detergentes etc. Siempre teniendo en cuenta las condiciones
de operacion indicadas por el fabricante de la membrana.

% Limpieza bioldgica: se basa en el empleo de enzimas como agentes de

limpieza.

2.2.9.- Aplicaciones de las membranas en la industria

Durante los ultimos afos, la tecnologia de membranas esta siendo considerada una
herramienta importante ya no solo en los procesos de elaboracion del alimento sino
también el procesado de subproductos como es el caso del suero lacteo. Algunos
ejemplos de utilizacion de las mismas son los procesos de clarificacion de los zumos,

bebidas azucaradas, tratamiento de aguas...

La investigacion en este campo esta creciendo continuamente ya que los costes de
los procesos de elaboracion también estan creciendo por tanto se necesita de la
existencia de procesos que reduzcan los costes de elaboracion pero sin olvidarnos de
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que los productos deben de presentar la maxima calidad posible y siempre respetando el

medio ambiente.

2.3.- ELECTRODIALISIS
2.3.1.- Introduccion: breve historia

Estamos ante una metodologia antigua ya que la existencia de intercambiadores
ionicos de algunas arcillas y minerales se conoce desde hace afios. Los primeros
estudios realizados a cerca de dicho fendmeno fueron aportados por Thompson y Way
(1850). Gracias a los estudios de Way se concluy6 que la propiedad de intercambio era

debida a la presencia de pequefias cantidades de zeolita.

Aunque habria que esperar hasta la aparicion de Lemberg, quien facilité mas datos
sobre la capacidad intercambiadora de las zeolitas ampliando los conocimientos en estos

procesos de intercambio.

Las primeras zeolitas sintéticas serian obtenidas en 1905 por el aleman Gangs.
Dichas zeolitas surgidas de la reaccion de la mezcla de silicato de sodio o aluminato de
sodio, 0 mezcla de ambas, con sulfato de aluminio. Se tardaria unos afios en poder usar

la primera columna de zeolita mineral de modo practico.

El hecho mas significativo en la tecnologia de intercambio iénico viene dado por
los trabajos de Basil Adams y Eric Colmes en el Departamento de Investigacion
Cientifica e Industrial (Reino Unido), en 1935, con la sintesis de resinas organicas.
Fueron quienes desarrollaron polimeros organicos que imitaban a las zeolitas.
Posteriormente, Holmes cre6 una resina cationica fuerte a partir del &cido

fenolsulfénico.

Un gran paso en las resinas de intercambio i6nico fue conseguido gracias al
trabajo de Gaetano D'Alelio quien con sus investigaciones desarrolld las resinas
catidnicas de acido fuerte. Posteriormente Mc Burney desarrollé las resinas anionicas de

base fuerte.

Seria en 1948 cuando Skogseid produce la primera resina especifica para un metal,

el potasio.

23



Consideraciones Teoricas

A partir de entonces se ha continuado la investigacion y el desarrollo en nuevas
estructuras poliméricas, dando lugar a una serie de modernas resinas de intercambio
i6nico, cuyo empleo en el campo de las aplicaciones industriales ha sido enorme, ya
que con el uso de la filtracion natural no se eliminan las sales existentes en la disolucion
sino que Unicamente se elimina la materia organica y los microorganismos existentes en

la misma.

En la Figura 2.12. aparecen destacados los acontecimientos histéricos mas

importantes.
. 1927 1948
Lemberg : . . o
o Primera columna de Skogseid
Zeolita . . o .
Zeolita mineral Resina especifica para metal
+
1810 014 e T
o 1902 1935 (DICT
II__n:n].m:m y Way .Ilmn.n - Basil Adams y Eric Colmes
Estudios suelos Zeolita Sintetica Sintesis Resinas Orgdnicas

Figura 2.12. Acontecimientos historicos mas importantes

2.3.2.- Conceptos

El intercambio idnico se define como una operacién de separacion que esta basada
en la transferencia de materia fluido-sélido (Nervarez 2009; Pérez et al. 2006). En dicho
proceso se genera una reaccion quimica en la que los iones mdviles hidratados de un

solido son intercambiados por iones de igual carga de un fluido (Choi, 2005).

Estamos ante un proceso que emplea como fuerza impulsora la diferencia de un
potencial eléctrico, y que consiste en pasar un fluido sobre un intercambiador aniénico
y/o catiénico, reemplazando los cationes y/o aniones por el i6n hidrégeno (H+) y/o el

ion hidroxilo (OH-) respectivamente (Manahan, 2007)
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Viéndose la eficacia del proceso definida por la afinidad de la resina por un ion en
particular, el pH del fluido, concentracion de iones, temperatura y la difusion. Estando
este Ultimo factor relacionado con la dimension del ion, la carga electrostatica,
temperatura, estructura y tamafio de poro de la resina (Grageda y Grageda, 2006). De
ahi la gran importancia de conocer las caracteristicas del fluido que se vaya a emplear

para una correcta eleccion de la resina mas apropiada.

Las resinas de intercambio iénico son pequefias sustancias granuladas esféricas
insolubles en agua, que estan compuestas por una alta concentracién de grupos polares,
acidos o basicos que han sido incorporados a una matriz polimérica reticulada por la
accion de un agente entrecruzante (Grageda y Grageda, 2006). Reaccionando como
acidos, bases o sales, pero tienen la peculiaridad de tener s6lo cationes o aniones con la
habilidad de tomar parte de la reaccion quimica por su capacidad de migracion
(Nervérez, 2009).

Como la concentracion de los grupos polares en la resina es un namero finito,
éstas presentaran una capacidad determinada en el intercambio. La principal ventaja de
las resinas de intercambio i6nico es que tiene la habilidad de recuperacion de la
capacidad original mediante el tratamiento con la solucion apropiada que desplace los
iones retenidos por la resina y los reemplace por los deseados, regeneracién de la resina
(Nervérez, 2009).

A la corriente de alimentacion proporcionada se le denomina corriente a diluir o
diluido mientras que la corriente que se obtiene tras su paso se conoce como corriente
diluida. Siendo la corriente receptora de los iones separados del diluido la conocida
como corriente a concentrar o concentrado, esto serd en funcion de si se encuentra a la

entrada o a la salida.

Se conoce como disolucion de lavado a la que se hace circular antes de comenzar
el proceso para eliminar cualquier suciedad o materia extrafia existente sobre la

superficie.
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2.3.3.- Tipos de resinas y propiedades
Las resinas se pueden clasificar en funcion de:

» Su estructura de red en: microporosas o tipo gel, macroporosas o
macroreticulares y isoporosas.

»  Segun su grupo funcional: resinas cationicas de cido fuerte, cationicas de
acido débil, resinas anionicas de base fuerte, resinas anionicas de base

débil y resinas quelantes.

Las propiedades mas significativas de las resinas son: tamafio de las particulas,

solubilidad, forma, densidad, caida de presion, resistencia (Figura 2.13).

Tamano de
particula
Resistencia a la Solubilidad
PROPIEDADES
Caida de @ =
Presién orma

Densidad

Figura 2.13. Propiedades mas importantes de las resinas
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2.3.4.- Intercambio iénico en columna

Las etapas llevadas a cabo en el proceso de intercambio iénico en columna
aparecen descritas en el apartado 3.- Material y Métodos, 3.5.2.- Experimentacién en

columna, y en la siguiente Figura 2.15 adjunta.

EMPAQUET. ACONDICION. CARGA REGENE.

Figura 2.14. Etapas en el proceso de intercambio idnico

La operacion de intercambio idnico se ha realizado en columna para evitar las
pérdidas de la resina y empleando un lecho fijo a través del cual fluye una disolucion.
Aunque también se podria hacer mediante tanque agitado. En el presente trabajo se trata

la primera de las opciones por presentar un mayor nimero de ventajas.

Durante el inicio del proceso la mayor parte de la transferencia de materia tiene
lugar a la entrada de la columna en la que se encuentra la resina, con el transcurso del
mismo dicha zona se ira desplazando en el lecho, con el resultado de la saturacién de la
misma hacia zonas alejadas de la entrada hasta alcanzar el extremo inferior Figura 2.14.
Como consecuencia a la resistencia de transferencia de iones que se genera se crea un
gradiente de concentraciones, es el lugar donde se genera un mayor intercambio de los

iones y se conoce con el nombre de zona de transferencia.
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tm

Zona de

saturacion

Figura 2.15. Evolucién de la concentracién en un lecho de intercambio i6nico
(Gilarranz, 2006)

El tiempo transcurrido desde el comienzo de la operacion en el lecho hasta que se

alcanza la maxima concentracién permisible en el efluente, se denomina tiempo de

ruptura (tR). Siendo en este momento cuando la corriente ha de ser derivada a un

segundo lecho, que inicia el proceso de regeneracion del primero. La curva que

representa la evolucion de la concentracion del efluente que abandona el lecho recibe el

nombre de curva de ruptura y aparece representada en la siguiente Figura 2.16.
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C/Co

™.

Curva de nuptura

te Tiempo

Figura 2.16. Diagrama concentracion efluente-tiempo iénico (Gilarranz, 2006).

Se entiende por capacidad de la resina al valor de la concentracion de iones que
pueden ser retenidos por una unidad de peso de resina. Se considera un parametro

fundamental para la seleccion del intercambiador.

2.3.5.- Aplicaciones en la industria

Una de las aplicaciones mas extendida es el uso de las mismas en el tratamiento de
agua:
- ablandamiento de agua
- desmineralizacion parcial (ablandamiento y eliminacion de carbonatos)

- desmineralizacion completa (sin o con eliminacion de silicatos)

Otro claro ejemplo significativo de su uso es el que se desarrolla en el presente

trabajo, purificando el acido lactobidnico procedente del lactosuero.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1.-DESCRIPCION DEL EQUIPO

El equipo experimental de membranas empleado en el presente trabajo se utiliza a
escala planta piloto como se muestra en la Figura 3.1 siendo desarrollado por ADEPRO
INGENIERIA S.L., gracias al mismo, se pudo llevar a cabo el estudio del
comportamiento de las membranas, para posteriormente poder caracterizarlas

correctamente.

La instalacion se ha ubicado en una meseta de acero inoxidable modelo AISI 304,
dotada de ruedas auto frenables para una mejor comodidad y limpieza en el uso. Consta
de las siguientes partes: carcasa construida de acero inoxidable de longitud 600 mm, en
cuyo interior se introducen las membranas (de Poli-éter-sulfona inicialmente seguida de
la Membrana CERAM) para ajustar la carcasa al resto del equipo se han usado unas
juntas de goma sitas en la parte superior e inferior de la misma cuya sujecion se realiza
con dos bridas de acero inoxidable ajustables. Las caracteristicas principales de las

membranas empleadas son las que aparecen en la siguiente Tabla 3.1:

Tabla 3.1. Caracteristicas de las membranas empleadas

TIPO DE Membrana de poli-éter-sulfona, PES Membrana CERAM (Tami
MEMBRANA (Bergohf, Alemania) Industries, Nyons, France)
DIAMETRO

10,3 mm 10 mm

INTERNO

DIAMETRO DE
150 kDa 150 kDa
PORO
LONGITUD 600 mm 600 mm

En los ensayos de filtracion se han empleado membranas tubulares. En el caso de

la membrana de poli-éter-sulfona, se ha modificado su longitud para poder introducirla
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en la carcasa. La membrana Céramic usada consta de un soporte de oxido de titanio y

una capa activa de ZrO,/ TiO..

La alimentacion de 5 L proporcionada se ha almacenado en un depdsito de 20 L
de capacidad, construido a partir de metacrilato transparente con tapa embridada y
forma circular. Asimismo también consta de un difusor de aire con rotametro,
resistencia de calentamiento, sonda de temperatura, controlador digital, picaje para

venteo del aire, vaciado y toma de muestras lateral.

La aspiracion de la muestra se ha llevado a cabo por la parte inferior del tanque a
través de una bomba de vacio (Mod :2CDXA 70/ 20). Gracias a la presencia del
rotametro (Mod: 6001/INOX-Tecfluid) el caudal podra visualizarse y ajustarse
debidamente. También se han registrado otros parametros como son la presion a la
entrada y a la salida de la carcasa con la ayuda de dos sensores digitales que se han
visualizado en el armario eléctrico junto con la temperatura. Dichos controladores son
de la marca Omron cuyo modelo es el E5CN, situados en armario de control, junto al
interruptor general de funcionamiento, interruptor de activacion de la resistencia y la

seta de parada de emergencia para un uso mas seguro del mismo.

La obtencién del permeado se ha realizado mediante una valvula manual, mientras
que el retenido ha de ser recirculado al depésito o bien evacuado también mediante

valvulas manuales.

Para obtener un correcto entendimiento del funcionamiento del mismo a
continuacién se muestra una Figura 3.1 del equipo seguido de un esquema del mismo

Figura 3.2.

Figura 3.1. Equipo de membranas
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Figura 3.2. Esquema del equipo de membranas
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3.2.- CARACTERIZACION DE LAS MEMBRANAS
3.2.1.- Con agua

Para la caracterizacion de las mismas empezamos llenando el tanque
anteriormente descrito con 5L de agua, para observar el comportamiento frente a
diferentes caudales (500 L/h, 600 L/h, 700 L/h, 800 L/h). Inicialmente se ha introducido
en la carcasa de acero inoxidable la membrana de poli-éter-sulfona y a continuacion se

ha procedido al cambio para estudiar la membrana ceramica.

3.2.2.- Con suero

A continuacién se introduce una disolucion de 3 L de lactosuero dulce (ILAS
S.A) y 2 L de agua para obtener un volumen final de 5 L nuevamente, y asi mantener las
mismas condiciones de trabajo. De la misma forma que se hizo en la caracterizacion con
agua se sitta en primer lugar la membrana plastica en la carcasa de acero inoxidable.
Tras su colocacion y ajuste comprobando que no existan pérdidas del liquido por
ninguna de las uniones se procede al filtrado de los distintos liquidos. Debido a que el
diametro interno de la membrana plastica es mayor que el de la ceramica, muestra una
mayor velocidad de filtracion del permeado de ahi que se haya recogido el permeado en
una probeta de 1000 mL. Con la ayuda de un cronémetro se han ido tomando notas de
los tiempos una vez se han filtrado 100 mL, 200 mL, 300 mL, 400 mL, 500 mL, 600
mL, 700 mL, 800 mL, 900 mL y 1000 mL; dicho proceso se realiza por duplicado y con
los siguientes caudales: 500L/h, 600 L/h, 700 L/h, y 800 L/h. Todos los caudales han
sido ajustados con la ayuda del rotdmetro situado en el lado derecho del tanque de

alimentacion.

Una vez finalizada la primera parte del proceso se ha procedido a realizar los
mismos pasos con la membrana ceramica, en este caso la velocidad de filtrado sera
menor ya que el diametro interno de la misma también es menor, por tanto circulara
menos fluido. Necesitando méas tiempo para filtrar la misma cantidad de muestra.
Debido a esto, el proceso de ensuciamiento se agrava en comparacion con la membrana

de poli-éter-sulfona.
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En este caso se ha usado una probeta de 250 mL, y los tiempos se fueron tomando
a 30 mL, 50 mL, 70 mL hasta obtener los 250 mL citados anteriormente. Al igual que
con la membrana de poli-éter-sulfona se ha realizado el proceso por duplicado y se han
ido probando diferentes caudales (500 L/h, 600 L/h, 700 L/h, 800 L/h) para poder

observar cual era el comportamiento tomado por la membrana.

Tras finalizar los experimentos se ha procedido a realizar un protocolo de limpieza
de las membranas realizando lo siguiente: inicialmente se ha vaciado del tanque gracias
a una valvula que se encuentra en la parte inferior del mismo, para a continuacion
llenarlo de agua y asi poder realizar la limpieza de la membrana pléastica. El equipo
estuvo funcionando una media hora aproximadamente en la que se dejo pasar por la
membrana agua que se fue cambiando periddicamente hasta apreciar que el agua que
recirculaba al tanque era incolora. Para asegurarse de que el proceso de limpieza habia
sido realizado con éxito, nuevamente se llena el tanque con agua hasta obtener 5 L
(volumen optimo de funcionamiento) y midiéndose los distintos tiempos para el
llenado de una probeta de 1L, al comprobar que coincidian con los de la configuracion
de la membrana, proceso realizado al principio, concluyendo que el proceso de
limpieza se habia realizado con éxito. En el caso de la membrana ceramica se emplea
un proceso mas laboriosos pues se utilizaron dos disoluciones, una alcalina (hidréxido
sodico 15-20 g/L T2 85°C- 30 min) y otra acida (&cido nitrico al 58% 5mL/L T2 50°C-
15 min), con un aclarado intermedio entre ambas y uno final para neutralizar la
membrana. Para que se pudiese realizar la limpieza de la misma correctamente, se ha
dejado unos minutos en el tanque de alimentacion para que la resistencia eléctrica la
calentase debidamente. Al igual que se hizo con la membrana de poli-éter-sulfona se
han medido los tiempos de permeado con agua para cerciorarse de que fuesen

aproximadamente los mismos que los empleados en las operaciones anteriores.
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3.3.- DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO Y ANALISIS
CUANTITATIVO DE LA LACTOSA

Una vez concluido el proceso de filtrado a través de dos membranas distintas
(cerdmica y plastica) se prosiguio con la caracterizacion de las mismas mediante la
determinacion del contenido proteico y cuantificacion de la lactosa presente en las

muestras.

3.3.1.- Contenido proteico

Para la determinacién de la cantidad de contenido proteico se siguié el método de

Lowry modificado por Markwell, 1978. El cual consiste en lo siguiente:
Se preparan previamente las siguientes soluciones:

e Solucion A: 2% Na,COs3, 0,4% NaOH, 0,16% Sodium Tartrate,1% SDS.
e Solucion B: 4% CuSQO,4 + 5 H,0O
e Soluciéon C: 100 mL solucién A + 1 mL solucién C

e Reactivo de Folin: diluido 1:1 con agua destilada

Para la confeccion de la recta de calibrado se emplea BSA (Albumin from bovine
Serum), enriquecida en un 96% , que ha sido proporcionado por la casa comercial
Sigma-Aldrich. Las concenctraciones para la realizacion de la recta patron seran 200,
150, 100, 50 ppm.

Tras la adicion de la solucion correspondiente se debe de agitar para que se
produzca la homogenizacion de las mismas. La longitud de onda que se ha empleado
para la lectura es de 660 nm usandose una cubeta de cuarzo y el espectrofotometro
Helios , (Thermoscientific). EI método seguido se representa de forma esquematica en

la siguiente Figura 3.3.
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Figura 3.3. Esquema del proceso para la obtencién de proteina

3.3.2.- Andlisis cuantitativo de lactosa

El contenido de lactosa presente en la muestra fue analizado mediante
Cromatografia de Alta Eficacia (HPLC) siguiendo el método descrito por Pedruzzi et
al., 2007 con pequefias modificaciones. Se han utilizado las siguientes condiciones
analiticas 450 mM de H,SO,4 como fase movil (pH=3,1), una temperatura de la columna
fijada en 75°C y un flujo de 0,3 mL/min. En la determinacion y cuantificacion analitica
se ha empleado una columna ICSep ICE-ION-300 (Transgenomic Inc., San Jose,
California, Estados Unidos), utilizando el indice de refraccion como detector en un
Cromatdgrafo Agilent (modelo serie 1200, California, Estados Unidos). Las muestras

fueron cuantificadas empleando standards externos de grado HPLC obtenidos de las
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siguientes casas comerciales: lactosa (Chem Service) y acido lactobionico (Sigma-
Aldrich). La adquisicion y analisis de datos fue realizada con el software Agilent
ChemStation.Siendo el equipo empleado el que se muestra en la Figura 3.4

Figura 3.4. Equipo de Cromatografia de Alta Eficacia

3.4.- ESTUDIO DE LA MEMBRANA CERAMICA FRENTE AL
FERMENTADO

Para poder evaluar el comportamiento de la misma frente a la presencia de
biomasa se ha empleado el equipo descrito en el apartado 3.1. Usandose como fuente de
alimentacion el caldo de cultivo obtenido en la fermentacién de lactosuero para la
produccion de é&cido lactico en un biorreactor discontinuo (37°C, 264 h). El
microorganismo que dirige la fermentacion es una cepa de Lactobacillus casei subsp.
casei (ATCC 393). El volumen obtenido del mismo tras la fermentacion ha sido de
1820 mL que se ha llevado a 5 L con ayuda de agua para poder regular correctamente el
rotametro del equipo en 700 L/h, ya que si no entra aire e impide su ajuste. Acto
seguido se han medido los tiempos del permeado recogido en una probeta de 250 mL
con ayuda de un cronémetro (dicho proceso se ha hecho por duplicado).
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3.5.- RESINA DE INTERCAMBIO IONICOWY

3.5.1.- Purificacion del acido lactobionico con resinas de intercambio
i6nico
Para la recuperacion del LBA, se han estudiado dos resinas de tipo intercambio
anionico, Lewatit MP500 y Lewatit S4428. En primer término, se ha trabajado con
acido lactobionico con de mas de un 97% de pureza (Sigma-Aldrich) y, una vez
conocida las curvas de equilibrio y cinética, se ha empleado el suero lacteo fermentado.
Las caracteristicas principales de las resinas de intercambio idnico se describen en la
Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Caracteristicas de las resinas MP500 y Lewatit S4428

MP500 S44228
Forma ionica CI Free base/CI
Grupo funcional | Amina cuaternaria, tipo | Amina terciaria/cuaternaria
Matriz Poliestireno Poliestireno
Estructura Macroporosa Macroporosa
Apariencia Beige, opaco Beige, opaco

El medio de cultivo natural que se ha empleado para la purificacion a través de las
resinas de intercambio ionico procede de la fermentacion en lotes dirigida por una cepa
de Lactobacillus casei subsp. casei (ATCC 393), durante 96h a 30°C.

! Los datos descritos en el punto 3.5 Resina de intercambio idnico han sido extraidos del trabajo de
investigacidn de Janire Orcajo Lago que lleva por titulo “Procesos de purificacion y separacion del dcido
lactobidnico por fermentacion de suero ldcteo para uso comercial”.
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La metodologia experimental del intercambio ionico de las resinas, ha sido

desarrollada en tres fases: acondicionamiento, carga, y elucion.

3.5.2.- Experimentacion en columna

» Descripcion general del procedimiento

Los experimentos en columna se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20° C)
en una columna Vantage-L32x250 (32 mm de didmetro y 250 mm de longitud),
Millipore. La columna fue cargada con 3 g de la resina Lewatit S4428 (Figura 3.5). Las

disoluciones se bombearon con un flujo de 5 mL/min a través de la resina.

Figura 3.5. Resina Lewatit S4428

» Etapas a seguir

a. Para el acondicionamiento de la misma, se bombed NaOH 1M a 5 mL/min
durante 20 minutos aproximadamente. Después se lavo con agua destilada a
la misma velocidad durante unos 10 minutos. En esta etapa es necesario

ajustar el flujo de la bomba para que este preparada en la siguiente etapa.

b. En los primeros ensayos de carga se utilizd una disolucion de LBA
comercial (97% proporcionado por la casa comercial Sigma-Aldrich) v,
después, suero lacteo fermentado diluido 1:6. La carga se ha realizado a
contracorriente y se han ido tomando muestras a diferentes tiempos, desde O
a 70 minutos en el caso de LBA comercial y de 0 a 90 minutos para el suero
lacteo fermentado ( inicialmente cada minuto los primeros 5 min para a
continuacion cada 5 hasta los 20 y finalmente cada 10 hasta completar el

experimento).
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c. Tras la carga se ha realizado un lavado con agua destilada durante 30 min a
co-corriente con un flujo de 5 mL/min para asi retirar los posibles restos que

pudiesen existir en la resina de la muestra empleada.

d. Para laelucion de la resina, se pasé una solucién de NaOH 0,5 M durante 30
minutos para el LBA comercial y 40 minutos para el suero lacteo

fermentado.

En la Figura 3.6. se muestra la columna Vantage-L32x250 empaquetada con 3 g

de resina Lewatit S4428, en la que se llevaron a cabo los experimentos.

Figura 3.6. Columna Vantage-L32x250

3.5.3.- Andlisis cuantitativo del Acido lactobidnico

Para la determinacion cuantitativa del &cido lactobidnico se ha usado el mismo
procedimiento que para la cuantificacion de lactosa descrita en el apartado 3.3.2
Analisis cuantitativo de lactosa. Obteniéndose los cromatogramas tipo que aparecen a
continuacion en la Figura 3.7 Capacidad de carga y 3.8 Elucion
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Figura 3.7. Cromatograma de la capacidad de carga obtenido del fermentado
a tiempo 4 min

Figura 3.8. Cromatograma de la elucion del lactobionico obtenido del
fermentado a tiempo 1 min
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.- MEMBRANAS

En el proceso de separacion con membranas el elemento primordial es la propia
membrana como ya hemos mencionado a lo largo del trabajo. Por tanto, se han de
conocer las propiedades, funciones y las fuerzas impulsoras que intervienen en el
transporte a través de las cuales discurre la materia. Gracias a la diferenciacion de las
mismas se podran modificar las variables que intervienen en el proceso para asi poder

obtener un méximo rendimiento.

En el presente trabajo se han utilizado dos membranas (ceramica y plastica)
diferentes para poder estudiar el comportamiento de las mismas y asi poder seleccionar
cudl de ellas es la méas apropiada emplear en el proceso de separacion.

4.1.1.- Caracterizacion de las membranas
4.1.1.1.- Con agua

Para cada experimento se pretende determinar la variacion del caudal del
permeado con respecto al tiempo. Como se puede apreciar en las gréficas adjuntas
(Figuras 4.1. y 4.2.), a mayor caudal menor tiempo de filtrado del permeado, en el caso

de la membrana plastica.

Mientras que cuando estamos ante la membrana ceramica no se aprecia una
diferencia tan significativa al modificar los caudales. Ya que todos ellos (500, 600, 700

L/h) presentan valores similares. Esto es debido al menor diametro interno de la misma.
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Figura 4.2. Caracterizacion con agua de la membrana ceramica

Asimismo cabe destacar que al estar ante membranas diferentes se han empleado
volimenes de permeado distintos siendo para la membrana plastica el volumen del
mismo 1000 mL mientras que para el caso de la cerdmica es de 250 mL. Esto es debido
a que como estamos ante diametros internos diferentes, la cantidad de fluido que circula
a través de ella ser distinto, siendo mayor en el caso de la membrana pléastica ya que el
didmetro interno es mayor (las caracteristicas de las mismas se han descrito en la Tabla
3.1. Caracteristicas de las membranas empleadas).
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4.1.12.- Con suero lacteo

Para poder llevar a cabo la caracterizacion de las membranas se tomaron 3 litros
de suero de leche (proporcionado por ILAS S.A.) que fueron mezclados con 2 litros de
agua para poder trabajar con un volumen de alimentacion final de 5 litros ya que sino el
funcionamiento del rotdmetro seria erréneo, debido a que su manipulacién no podria ser
Ilevada a cabo por coger aire. En este caso los caudales estudiados han sido 500, 600,
700, 800 L/h.

Los resultados mostraron comportamientos similares para los caudales de 500-600
L/h y 700-800 L/h en el caso de la membrana cerdmica, datos que aparecen reflejados
en la Figura 4.4. Mientras que la membrana plastica no presenta diferencias tan

acusadas en los caudales empleados (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Comportamiento de la membrana pléstica
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Figura 4.4. Comportamiento de la membrana cerdmica
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El tiempo medio de permeado para un volumen de 250 mL es de 12,13 segundos
en el caso de membrana pléastica frente a los 9,46 segundos en la membrana ceramica
Siendo el liquido obtenido menos selectivo ya que al tener un diametro interno mayor
hay un mayor volumen de paso. Asimismo hay que destacar que la composicion de las
mismas también influye significativamente, proporcionando un permeado mas selectivo
la membrana ceramica. De ahi la importancia de la eleccion del material escogido para

la elaboracién de la misma (Cheryan, 1998).

Si nos fijamos en la Figura 4.4, podemos apreciar como con un caudal de 800
L/h inicialmente necesitaremos menos tiempo para obtener el mismo volumen de
filtrado, sin embargo tras la estabilizacién del flujo los valores de la velocidad de
filtrado que se obtienen son del mismo orden que para caudales menores 500 L/h y 600
L/h (500 L/h-252,59; 600 L/h-250,08; 700 L/h-250,47;800 L/h 248,50). Esto puede ser
debido a que se esté produciendo una mayor retencion en la membrana cuando trabaja
con caudales mas altos, lo que reduce el diametro de poro causando una menor

permeabilidad de la misma (Beolchini et al., 2004).
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Figura 4.5 Comparacién del comportamiento de las membranas frente a

distintos caudales

En la Figura 4.5 podemos apreciar como el comportamiento de las membranas

empleadas es totalmente antagonico ya que a menor caudal tenemos una mayor
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velocidad de filtrado, en el caso de la membrana ceramica. Mientras que en la plastica a

mayor caudal habrd una mayor velocidad de filtrado.

Tras la realizacion de los distintos filtrados se ha realizado un protocolo de
limpieza descrito en el apartado 3.3. Material y Métodos.

4.1.2.- Determinacion del contenido proteico y andlisis cuantitativo de la
lactosa

Para poder determinar el contenido proteico de las muestras se empled el Método

de Lowry modificado por Markwell, 1978 (descrito en el apartado 3.3.1).

Se realiza el anélisis del contenido proteico por espectrofotometria por lo que las
muestras tuvieron que ser diluidas 1:10 en el caso de las obtenidas tras el filtrado
mediante membrana ceramica y 1:20 para la membrana plastica. Los datos obtenidos en

el estudio son los que aparecen en la siguiente Tabla 4.1

La pérdida de proteina que se observa en el empleo de las diferentes membranas

es mayor en el caso de la membrana plastica que en el de la ceramica.

La membrana plastica nos proporciona muestras con una mayor turbidez, esto es
debido a la mayor cantidad de contenido proteico existente. Por tanto podriamos decir
que el contenido proteico y la turbidez son dos parametros proporcionales. De tal

manera que la muestra cuanto mas turbia esté mayor proteina tendra.

También habria que tener en cuenta la presencia de minerales existente en el
suero, ya que estos pueden precipitar creando puentes entre proteinas y membrana,
dando lugar a una mayor retencion de las proteinas. Por tanto la caracterizacion previa

del lactosuero empleado se evidencia como un punto importante en el proceso.

Existen estudios (Mufii et al., 2005) donde se muestra la relacion constante
existente entre la presion empleada y el porcentaje de proteina obtenido, mientras que
en el caso de otros componentes como son los minerales y la sacarosa aumentan su

contenido con el incremento de la presion.

En lo que respecta al contenido de lactosa presente en las muestras tras su

determinacion mediante la inyeccion de las muestras en HPLC (descrito en el apartado
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3.3.2. Andlisis cuantitativo de lactosa). Los datos obtenidos son los que aparecen
recogidos en la Tabla 4.2.

Tabla 4.1. Concentracion de proteinas en el permeado segun el flujo en las dos

membranas empleadas

500 3,62 1,97
600 3,38 1,84 6,98
700 3,39 1,61
800 3,45 1,34

Tabla 4.2. Comparacion de la cantidad de lactosa existente en los permeados

obtenidos con las dos membranas

500 1376,38 942,50
600 1281,81 927,00 1232,37
700 1350,90 956,00
800 1288,10 846,50
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Tras el analisis de los mismos podemos destacar que la membrana ceramica
empleada, no pierde apenas lactosa mientras que la membrana plastica permite el paso

de la misma a través de ella.

Gracias a las determinaciones realizadas concluimos que el comportamiento de la
membrana ceramica es mas favorable ya que la pérdida de contenido proteico de la
mezcla de suero analizada es menor. Asimismo también debemos destacar que con el
uso de la membrana cerdmica se ha tenido una pérdida de un 2% del contenido de
lactosa.

Con esto podemos resefiar que la membrana ceramica presenta un
comportamiento mas favorable para la separacion de la lactosa y la proteina.
Consecuentemente a continuacién procederemos al estudio de la misma frente a la
presencia de biomasa obtenida tras la fermentacion dirigida por Lactobacillus casei
subsp. casei (ATCC 393).

4.1.3.-Estudio de la membrana ceramica frente al fermentado

Para poder realizar dicho estudio se han empleado 1820 mL obtenidos de la
fermentacion (siendo las caracteristicas principales de la misma las descritas en el
apartado 3.4) que se han llevado a un volumen final de 5 litros para el correcto
funcionamiento del equipo. El objetivo de este estudio es observar el comportamiento
gue muestra la membrana frente a la presencia de biomasa. Como se puede observar en
la Tabla 4.3 adjunta el tiempo empleado para el filtrado del suero (3 litros suero + 2
agua) es menor en comparacion con el necesario para el filtrado del medio obtenido de
la fermentacion (1820 mL medio fermentado + 3180 mL agua) presentando un valor
medio de 6,12 y 6,49 respectivamente. Como consecuencia de la presencia de biomasa
en esta segunda disolucion. A pesar de ello no hay grandes diferencias si se comparan
las dos gréficas (Figura 4.6), ya que los tiempos son muy similares, cabe desatacar que
en el caso que estamos estudiando en la filtracion se ha generado grandes cantidades de
espuma. Dicha espuma es causada por la desnaturalizacion de las proteinas. Por el
incremento de la temperatura de la alimentacion, fruto de la recirculacion del fluido,
desnaturalizandolas y causando algunas dificultades operacionales por tanto seria un

factor importante a tener en cuenta el control de la temperatura de trabajo.

50



Resultados y Discusion

Tabla 4.3. Comparacion de las velocidades obtenidas a partir de dos muestras

(fermentacién y lactosuero)

30 1,27 27,47 1,37 31,41
50 2,27 48,84 2,26 51,89
70 3,29 70,98 3,13 72,02
90 4,27 92,14 4,04 92,96
110 5,21 112,22 4,93 113,33
130 6,04 130,11 5,81 133,58
150 6,93 149,45 6,71 154,40
170 7,81 168,30 7,99 174,54
190 8,76 188,75 8,02 184,43
210 9,72 209,50 8,93 205,37
230 10,64 229,46 9,80 225,39
250 11,68 251,72 10,89 250,47
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Figura 4.6 Comparacion de la velocidad de filtrado frente al tiempo del fermentado y

el suero

La temperatura se convierte en un factor importante a tener en cuenta como hemos
mencionado anteriormente. Por afectar ademas a la viscosidad de los fluidos, generando
un mayor ensuciamiento de la membrana. A su vez destacar el efecto de la misma en el
Ca presente en la muestra, ya que si se mantiene el proceso a temperaturas mayores a
30°C, se vera afectado en su solubilidad generando un mayor ensuciamiento generado

por las incrustaciones del fosfato de calcio.

Los datos de filtrado mejorarian notablemente si se tratara previamente la
alimentacion por ejemplo con un simple centrifugado ya que asi se eliminarian por
ejemplo los restos de grasa existentes en la muestra, 0 con métodos mas novedosos
como la electrocoagulacién (Prieto et al., 2012) entre otros. Con ello se reduciria el

ensuciamiento que se genera en la membrana.

La tendencia de la presion transmembranal existente en la membrana durante el

filtrado del fermentado es descendente como se muestra en la Figura 4.7
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4.2.- RESINA DE INTERCAMBIO IONICO
4.1.2.- Purificacion del acido lactobiénico por intercambio iénico®
4.1.1.1.-Equilibrio de intercambio iénico
s Determinacion de la relacion L/S 6ptima

Las Tablas 4.4 y 4.5 muestran la concentracion final de LBA para distintas
relaciones L/S con la resina MP500 y S4428, respectivamente. Todos los experimentos

se han llevado a cabo con una concentracion inicial de 100 ppm LBA comercial.

Tabla 4.4. Concentracion de LBA en la resina MP500 y en la disolucion a diferentes

relaciones L/S

MP500

L/S [LBA]disolucién (g LBA/L disolucion) [LBA]resina(g LBA/L resina)

250 0,03 26,45
400 0,010 52,39
600 0,020 52,48

? Los puntos: 4.1.2 y 4.2.2 han sido extraidos del trabajo de investigacion de Janire Orcajo Lago que lleva
por titulo “Procesos de purificacién y separacion del &cido lactobidnico por fermentacion de suero lacteo

para uso comercial”.
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Tabla 4.5. Concentracion de LBA en la resina S4428 y en la disolucion a diferentes

relaciones L/S

S4428
L/S [LBA]disolucién (g LBA/L disolucion) [LBA]resina(g LBA/L resina)
250 0,015 22,42
400 0,021 33,30
600 0,037 40,33
800 0,062 35,82

La relacion L/S dptima para la recuperacion de LBA comercial con resinas de
intercambio iénico es de 400 para Lewatit MP500 y 600 para Lewatit S4428, como

puede observarse en las Figuras 4.8 y 4.9, respectivamente.
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Figura 4.8. Capacidad de retencion de LBA de la resina Lewatit MP500 a distintas

relaciones L/S
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Figura 4.9. Capacidad de retencion de LBA de la resina Lewatit S4428 a distintas
relaciones L/S

«+ Determinacion de la capacidad maxima de la resina

Por lo general, no se emplean concentraciones superiores a 5 g/L en procesos de
intercambio iénico con resinas. Sin embargo, se ha deseado estudiar concentraciones
superiores dado que el suero lacteo fermentado puede llegar a contener hasta 48 g/L de
LBA. Asi, se han realizado ensayos con concentraciones iniciales de LBA de 100 a 100

000 ppm a las relaciones L/S 6ptimas para cada resina.

Las Tablas 4.6 y 4.7 muestran la capacidad de retencion de LBA de la resina
Lewatit MP500 a distintas concentraciones y L/S 400 y la capacidad de retencion de

LBA de la resina Lewatit S4428 a distintas concentraciones y L/S 600, respectivamente.
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Tabla 4.6. Capacidad de retencion de LBA de la resina Lewatit MP500 a distintas
concentraciones y L/S 400

1 120 0,043 26,71

25 120 24,38 37,74

Tabla 4.7. Capacidad de retencion de LBA de la resina Lewatit S4428 a distintas
concentraciones y L/S 600

1 120 0,671 196,15
10 120 7,800 243,41
25 120 24,566 277,06

Los experimentos de equilibrio han demostrado que la tecnologia de resinas de
intercambio i6nico con Lewatit MP500 y S4428 no son Optimas para concentraciones

superiores a 25 000 ppm de LBA.
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Figura 4.10. Capacidad de retencién de LBA de la resina Lewatit MP500 a distintas

concentraciones y L/S 400
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Figura 4.11. Capacidad de retencién de LBA de la resina Lewatit S4428 a distintas

concentraciones y L/S 600

Como se observa en las Figuras 4.10 y 4.11, concentraciones de hasta 25 000 ppm
de LBA pueden estudiarse para las resinas Lewatit MP500 y S4428. La resina Lewatit
S4428 parece presentar mayor capacidad de retencion que la MP500, por ello se

empleara para los préximos experimentos.
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< lIsotermas de equilibrio:

separacion

Langmuir y Factor constante de

Los resultados experimentales obtenidos en el equilibrio de intercambio idnico se

han ajustados a dos isotermas: la isoterma de Langmuir y la isoterma del Factor

constante de separacion. El resultado se ha expuesto en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Constantes de las isotermas de Langmuir y del Factor Constante de

Separacion
Keq Lang | QT Lang (g/l resin) | Keq CSF | QT CSF (g/l resina) | CT CSF
MP500 5,4 38,0 62,9 37,4 11,4
S4428 4,3 265,3 201,6 264,1 46,6

Las Figuras 4.12 y 4.13 muestran una adecuada correlacion entre los datos

experimentales y su ajuste a las isotermas objeto.
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Figura 4.12. Isoterma de Langmuir para Lewatit MP500 y S4428
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Figura 4.13. Isoterma del Factor Constante de Separacién para Lewatit MP500 y

S4428

4.2.2.- Cinética de intercambio ionico

La mayor parte de los procesos de intercambio idnico con resinas se han llevado a

cabo en columna pero para ello han de realizarse unos estudios cinéticos previos en

tanque agitado para la determinacién de una serie de parametros necesarios en el

tratamiento en columna, asi como para conocer la etapa controlante del proceso de

intercambio.

Se ha estudiado la cinética de 1 000 ppm de LBA durante 2 h a una relacién L/S
400 para la resina Lewatit MP500 y a L/S 600 para S4428. El resultado experimental

ajustado al modelo de difusion a través del poro de la particula y al modelo

transferencia de masa a través de la pelicula se muestra en las Figuras 4.14 y 4.15,

respectivamente.
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Figura 4.14. Ajuste de los datos experimentales al modelo de difusion a través del

poro de la particula
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Figura 4.15. Ajuste de los datos experimentales al modelo de transferencia de masa a

través de la pelicula

Los estudios cinéticos permiten conocer el tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio. Para el LBA, a las condiciones estudiadas, 120 minutos se consideran

suficientes para llegar al equilibrio del intercambio, tal y como muestran las Figuras
414y 4.15.
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Los parametros cinéticos se muestran en la Tabla 4.9:

Tabla 4.9. Parametros cinéticos

Kf (cm/s) Dp (cm?/s)
MP500 2,56 10-3 1,010-3
S4428 2,02 10-3 2,010-4

4.2.2.- Operacion en columna

Las operaciones en columna llevadas a cabo se han realizado con la resina Lewatit
S4428 por considerar, tras unos estudios realizados anteriormente que es la resina que

presenta una mayor capacidad de carga.

La mayoria de los procesos industriales de purificacion con resinas de intercambio
i6nico se hacen en columna ya que el procedimiento en tanque agitado puede provocar
pérdida en la capacidad de la resina debido a la rotura de las particulas de la misma

consecuencia de la agitacion.

4.2.3.1.- Carga

Gracias a estudios realizados previamente por Janire Orcajo se determind que la
resina Lewatit S4428 era la mas apropiada para continuar la experimentacion del
presente trabajo. Por tanto se empaquetara la columna con 3 g de resina Lewatit S4428
para su posterior acondicionamiento durante 30 minutos (20 minutos de NaOH seguido
de un aclarado con agua durante 10 minutos). Seguido del proceso de carga, que se
realizard a contracorriente para que exista una mejor interaccion entre el liquido y la

resina como se muestran en las Figuras 4.16, 4.18, 4.19 y con un flujo de 5 mL/min.

En el caso de la Figura 4.17 la carga se hizo a co-corriente, presentando una menor

interaccion.
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En la carga, inicialmente se emplea un medio comercial. Preparado a partir de 1
g/L LBA (riqueza 97%, suminitrado por la casa comercial Sigma-Aldrich). Siendo el

comportamiento de la resina ante este medio el que se muestra en la Figura 4.16.

Una vez terminada la carga y la elucion con el medio sintético, se hara lo mismo
con los medios naturales. El suero fermentado empleado primeramente ha sido filtrado
mediante el equipo de membranas para retirar las impurezas que pudiese presentar tras
la fermentacion (biomasa, sales, etc.) A continuacion se diluyen las muestras 1:6 dado
que la concentracion de LBA en el mismo es demasiado elevada para poder proceder

con el experimento. (Figura 4.17; 4.18; 4.19.)
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Figura 4.16. Carga de la resina Lewatit S4428 con LBA comercial
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Figura 4.17. Carga de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacion 1
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Figura 4.18. Carga de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacién 2
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Figura 4.19. Carga de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacion 3

4.2.3.2.-Elucion

Para la realizacion de la elucion se hizo a co-corriente en todos los casos
empleando sosa 0,5 M, con un flujo de 5 mL/ min. Previamente se hizo circular agua
también a co-corriente con un flujo de 5 mL/ min para eliminar los posibles restos que
pudiesen quedar de la carga, dicho proceso se realizd durante 30 minutos manteniendo

el flujo constante.
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Figura 4.20. Elucion de la resina Lewatit S4428 con LBA comercial
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Figura 4.21. Elucidn de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacion 1
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Figura 4.22. Elucion de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacion 2
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Figura 4.23. Elucidn de la resina Lewatit S4428 con LBA fermentacion 3
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4.2.4.-Acoplamiento de procesos

4.2.4.1.- Membrana ceramica:
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Figura 4.24. Diagrama del proceso de separacion de LBA fermentacion 3
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4.2.4.2.- Resinas de intercambio iénico
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Figura 4.25. Diagrama del proceso de purificacion de LBA fermentacion 3
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Figura 4.26. Diagrama del proceso de separacion y purificacion de LBA fermentacion 3
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Para poder realizar el estudio del rendimiento del proceso de separacion y
purificacion del &cido lactobionico (Figura 4.26), se han empleado los datos obtenidos
de la filtracion y purificacion de la fermentacion 3 (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Concentracion de LBA fermentacion 3 existente en el proceso de

separacion con membranas

Ci(ppm) | Ca(ppm) | C media(PPM)

CONCENTRACION DE LBA TANQUE 607,24 613,73

610,49
INICIO PROCESO
CONCENTRACION DE LBA DEL 576.20 579,28 577.74
PERMEADO
CONCENTRACION DE LBA TANQUE 808.80 816,08 812,44

FINAL PROCESO

Tras el proceso de separacion con la membrana ceramica se obtiene un 38 % de
acido lactobionico en el permeado (Figura 4.24.). Mientras que en el proceso de
purificacion se consigue recuperar casi la totalidad del LBA existente ya que el
rendimiento del proceso obtenido es del 83,33% (Figura 4.25).

Hay que prestar una especial atencion a la etapa de lavado en el proceso de
purificacion ya que sale casi la totalidad del LBA existente en la resina.
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5.- CONCLUSIONES

Gracias a los estudios realizados podemos concluir que:

Membranas:

De las dos membranas empleadas a lo largo del presente trabajo la ceramica
es la que presenta un comportamiento mas favorable. Esto queda reflejado en
la menor pérdida de contenido proteico y de lactosa de la mezcla de suero
analizado.

El permeado obtenido tras la filtracién con la membrana cerdmica es mas
selectivo que con la membrana pléstica, esto se podia apreciar a simple vista
ya que las muestras obtenidas a partir de la membrana cerdmica presentan
una menor turbidez.

El caudal de 800 L/h es el que proporciona mejores resultados por ser el que
menos pérdidas de lactosa y contenido proteico muestra.

La presion transmembranal existente en la membrana ceramica fue
descendiendo con el paso del tiempo en los procesos de los distintos
fermentados estudiados.

La temperatura es un factor a considerar ya que se produce un incremento de
la misma en el proceso como consecuencia de la recirculacion del fluido,
causando la desnaturalizaciéon de las proteinas y la formacion de espuma.
Siendo su efecto significativo también en la viscosidad del fluido y en el Ca
principalmente.

Un pretratamiento de la alimentacion mediante una centrifugacion,
microfiltracion etc. daria mejores resultados por eliminarse los restos de
grasa y biomas, principales causantes del ensuciamiento de la membrana y

de su menor rendimiento.

Resinas:

La resina que mejores resultados proporciona es la Lewatit S4428 por

presentar una mayor capacidad de retencion que la resina Lewatit MP500.
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Con los datos obtenidos tras los estudios cinéticos se puede concluir que 120
minutos se consideran suficientes para llegar al equilibrio del intercambio.
Gracias a los distintos ciclos realizados con la resina Lewatit S4428 podemos
decir que la etapa previa de acondicionamiento es de vital importancia para
que se produzca una correcta carga de la misma.

Durante la fermentacion del suero se generan compuestos secundarios, que
pueden ser los causantes del salto de tiempo méas acusado que se produce en
las fermentaciones 2 y 3 en el proceso de carga de la resina.

La capacidad de adsorcion en columna del LBA procedente de la
fermentacion 3 es muy superior a la capacidad de adsorcion de LBA de las

otras muestras trabajando en las mismas condiciones de operacion.

La interaccion establecida entre la resina y el fluido es mayor si se realiza la
carga a contracorriente (LBA comercial, LBA procedente de la fermentacion

2y 3) que si se hace a co-corriente (LBA procedente de la fermentacion 1).
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