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RESUMEN

La actividad de la industria lactea viene creciendo progresivamente desde
hace varios afios. La busqueda de nuevos productos y la produccion en masa de los
ya existentes hacen que aumente directamente la cantidad de residuos procedentes
de su actividad. Un ejemplo es el suero lacteo, formado, entre otros, por acido

lactico y acido lactobidnico.

Debido a su alto poder contaminante y, por otro lado, su alto valor industrial,
se viene estudiando su aplicabilidad a otros procesos, de manera que las fases de

concentracién y purificacion de los mismos son determinante.

En el presente trabajo, hemos estudiado la separacion y purificacion
conjunta de ambos acidos partiendo de fermentados de lactosuero. Para ello se
sometieron los fermentados a procesos de microfiltracion por membranas, con el
objetivo de eliminar la biomasa de la muestra, y de intercambio iénico, tanto
anionico, cuya funcién es concentrar los acidos en voliumenes de disolucion
menores, como catidnico, con la mision de eliminar otros iones existentes, de
manera que podamos obtener los &cidos lo mas purificados posible. Se han
estudiado a su vez los rendimientos de los distintos procesos a los que se han
llevado a cabo con el fin de tener una idea experimental acerca de la posible

aplicabilidad de las técnicas empleadas.




ABSTRACT

The dairy industry has experimented a progressive growth in the last years.
Research for new dairy products and the massive production of many of them already in
the market have increased the amount of residues in this industry. The main byproduct
of the dairy industry is whey. A valorization of whey can be achieve by fermentative

processes giving for example organic acids such as lactic or lactobionic acid.

After production the organic acids concentration and purification steps are

decisive in order to improve their wide applicability to different products.

In this project it has been studied the separation and purification of both acids,
using the products of the fermentation of whey as baseline product. In the process the
liquid fermentation product was submitted to a microfiltration process with membranes,
with the aim of eliminating the existing biomass in the samples. After that, an ionic
exchange separation process, both anionic and cationic, has been carried out to
concentrate and purify the organic acids present in the permeates from microfiltration,
respectively. Charge and elution ion exchange steps were carried out, to get a clear idea

on the applicability of those techniques in an the industrial scale.
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1. INTRODUCCION
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1.1. INDUSTRIA LACTEA Y GENERACION DE
SUBPRODUCTOS

En los ultimos tiempos la industria lactea ha protagonizado un intenso
crecimiento como consecuencia de mejoras en los procesos de obtencidn de leche y en
el sistema productivo, que han derivado en la constante salida de nuevos productos al
mercado para adaptarse a un modelo de cliente cada vez mas exigente. Dicho
crecimiento en la produccion lechera no se debe a un aumento de las explotaciones, ya
que como podemaos ver en la grafica 1, el nimero de éstas se ha reducido drasticamente
en Espafa en los dltimos 10 afios, sino méas bien en las mencionadas mejoras a nivel

productivo e innovaciones a nivel técnico, permitiendo un aumento sustancial de la

produccion.
+47%
40.000 < 360.000
30.864 324.390

35.000 310.000

260.000
30.000

210.000
25.000

172.272 160.000

20.000

110.000
15.000 60.000
10.000 T T T T 10.000

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

~&-n?de explot. == prod. media.

Gréfica 1: Evolucién del nimero de explotaciones y produccién media (kg/explotacion). Fuente: SIGLAC-FEGA.

En este contexto, Espafia se mueve en un mercado fundamentalmente de
importacion (graficas 2a y 2b), como podemos observar en los datos recogidos por la
Agencia Esparfiola de Aduanas e Impuestos Especiales (AEAT). Por otro lado, en el
mercado lacteo van ganando cierta relevancia productos que hace unos afos eran
tratados como simples residuos del proceso productivo de otros productos finales, como

es el caso del lactosuero.
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Grafica 2: Evolucidn del Comercio Intracomunitario. a) Importacion de productos lacteos desde la UE de 2009 a
2012. b) Exportacion de productos lacteos a la UE de 2008 a 2012. Fuente: AEAT.

El desarrollo tanto econémico como industrial de este sector lleva ligado un
inherente aumento en la produccion de residuos organicos procedentes de los procesos
de fabricacion (tabla 1). Estos residuos eran hace afios vertidos al medio ambiente,
causando graves dafios en muchos de los casos, de manera que se establecié una
legislacion por la cual dichos residuos debian ser tratados previamente con el objetivo
de minimizar esos dafios. Se implementaron por tanto en las industrias lecheras
protocolos destinados a tratamientos de los residuos, resultando estos muy caros para la
economia de las empresas. En ocasiones, se destinaban incluso a productos de

alimentacion animal o eran empleados como fertilizantes.
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Tabla 1: Residuos procedentes de la Industria Lactea. Fuente: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
2015.

Grupo Residuo Lugar de generacion | Destinos mas habituales
Producto no conforme, Alimentacion animal,
Residuos organicos | lactosuero, mazada, Proceso productivo aprovechamiento de
restos de produccidn. subproductos.

Film retractil, palets de
madera, sacos de papel

Vacios | kraft. Envases de Recepcion, expedicion | Reutihzacion o reciclae.
lastico, vidrio, carton
Envases y Pﬂ el ' N !
embalajes Papel. —
Depasito en vertedero o
Envasado

Envases de plastico, separacion de envase-

Llenos idri " | Almacenamiento duct, i
vidrio, carton 21 roducto v gestion por
’ > pape Devoluciones p <= P
separado.
Asimilables a los Papel, desechables Oficinas, comedor, Compostaje o depdsito en
domésticos oficina, basura doméstica | bafos, etc. vertedero.
. . Laboratorio
Aceintes usados, baterias, Al . Transporte, tratamiento y
. macén : .
Residuos peligrosos | envases de productos Taller eliminacion o deposito en
peligrosos. ‘ A vertedero de peligrosos.
= Areas de limpieza =
Residuos no X . | Sistemna tratamiento Compostaje, aplicacion
. Lodos depuracion, grasas .
peligrososiotros = aguas residuales como abono orgianico.

Con el tiempo y debido a las nuevas tendencias sostenibles, las industrias han
ido concienciandose en términos como la recuperacion, el reciclaje y la adicion de valor
de dichos residuos. El tratamiento de residuos industriales, aplicado a cualquier sector,
es una actividad costosa tanto a nivel econdmico como ambiental, pero de necesario
cumplimiento para la empresa. En este punto es donde surge el interés por minimizar
dichos costes, con el fin de sacar el maximo rendimiento posible no solo al proceso en

si, sino a los subproductos derivados del éste.

Esta busqueda de valor afiadido es el motivo de la realizacion de este proyecto.
Como hemos visto, el lactosuero es un residuo organico, que procede de la fabricacion

de productos lacteos fermentados, tales como la mantequilla o los quesos (figura 1).



Trabajo Fin de Master | 2015

Escala
de Cambios Operaciones Cambios
tiempo fisicos de procesado quimicos
(h)
& COAGULA Hidrolisi
cid 3 3 idrolisis
Gelagion CION ] enzimatica
| - Acidificacion
14 FORMACION microbiana
Sinéresis DE LA
CUA#ADA
LACTO- 4
SUERO SEPARAGION Cambios en la
Fusién ¥ composicion
de la quimica
cuajada MOLDEADO
34 ¥
Difusion SALADO
60 A ¥
Maduracion:
- enzimatica
. ' L curapo - m:grqbloléglca
I ' [ l‘ — quimica
1
hasta 104

Figura 1: Diagrama de flujo simplificado del proceso de fabricacion de queso

Este lactosuero estd formado a su vez por distintos componentes, algunos de

mayor valor que otros dadas sus propiedades nutricionales, asi como su posible

aplicabilidad a otros procesos productivos. La composicion estandar del suero de la

leche sufre ligeras variaciones, segn el método de eliminacion de la caseina. Asi pues,

tenemos dos tipos de suero (tabla 2):

e Lactosuero dulce: se basa en la coagulacion por la renina a pH 6,5.

e Lactosuero &cido: resultante del proceso de fermentacion o adicidén de acidos

organicos o minerales para coagular la caseina, como es el caso de los quesos

frescos.

Tabla 2: Composicion del lactosuero dulce y acido (g/L). Fuente: Panesar et al, 2007

COMPONENTE

Sélidos Totales
Lactosa
Proteina

Grasa
Calcio
Fosfatos
Lactatos
Cloruros
pH

LACTOSUERO DULCE g/L

63-70
46 - 52
6-10
05-7
0.4-0.6
1-3
2
11
56-6.1

LACTOSUERO ACIDO g/L

63— 70
44 - 46
6-8
0.4-06
1.2-16
2-45
6.4
1.1
43-47
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1.2. OBJETIVOS

Los objetivos propuestos a la hora de realizar este proyecto son lograr un alto
grado de aislamiento y de purificacion de los acidos lactico y lactobionico de varios
cultivos de suero, empleando para ello técnicas de separacion mecénica por membranas

(microfiltracion) y quimicas (intercambio i6nico).

Durante la realizacion de las mismas, se fueron planteando una serie de objetivos

particulares surgidos de la aplicacion de cada uno de los procesos, tales como:

e Caracterizacion de la membrana de microfiltracion, analizando las presiones de
entrada y salida de la membrana (presion transmembranar) y el caudal de
permeado obtenido a lo largo del tiempo, asi como la composicion tanto en acido

lactico como en acido lactobidnico del mismo.

e Obtener y caracterizar tanto los permeados como los concentrados de
microfiltracion para determinar si la eliminacion de la biomasa en el concentrado

comporta una pérdida de los acidos en los permeados.

e Estudiar el comportamiento de cada uno de los &cidos en procesos de separacion
y concentracion por intercambio ionico a distintos pH, buscando una mejor

retencion de los acidos en la columna.

e Estudio del comportamiento de resinas tanto anidnicas como catiénicas, con el
fin de optimizar la separacion de los componentes y concentrarlos en la medida

de lo posible.

e Lleva a cabo la elucion de las resinas de forma que se recupere en la mayor
concentracion posible cada uno de los acidos, bien juntos o de forma

diferenciada.
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2. CONSIDERACIONES TEORICAS
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2.1. ACIDO LACTICO

Se trata del hidroxiacido mas sencillo que existe. Fue descubierto en el afio 1780
por un quimico sueco, Carl Wilhelm Scheele, que lo aisl6 de muestras de leche agria.
Mas tarde, en 1847, el profesor de quimica francés Blondeau fue quien lo identifico
como producto de un proceso fermentativo. Ya en el afio 1881, seria Littlelon quien

iniciaria la fermentacion a escala industrial.

El &cido lactico, o también conocido oficialmente como &cido 2-hidroxi-
propanoico, posee dos isomeros opticos: el D (-) lactico y el L (+) lactico, ademas de
una forma racémica formada por fracciones equimolares de ambos. La configuracion
metabolizada por el organismo humano es la L (+).

La formula quimica del &cido lactico es H3;C-CH(OH)-COOH(C3HgO3), Yy su

estructura es la representada en la figura2:

H H
T i
,’,.f-, r)‘l.\

¢ [

S '- .
CH~=75w" : = CH
R T HOWS N 7
COOH COOH
a':',d':'. nomhbre amqu .
levalactica dextrolactico

fermentacion

de aricares  Origen misculo

Figura 2: Enantiomeros L (izquierda) y D (derecha) del acido lactico, nombre y origen de los mismos.

El &cido lactico presenta una serie de propiedades fisicas caracteristicas, que son

las recogidas en la siguiente tabla 3:

Tabla 3: Propiedades fisicas del acido lactico.

Peso molecular 90.08
Punto de ebullicion 125°C
Punto de fusion 52-54°C
Solubilidad 10 mg/ml
PKa 3.87 (25°C)
Estado fisico Liquido
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El acido lactico, como hemos mencionado previamente, se puede obtener
mediante la fermentacion de azUcares, en concreto de la lactosa, que es un disacarido
formado por la unién de una molécula de glucosa y otra de galactosa. La reaccion se

lleva a cabo por bacterias acido-lacticas.

En primer lugar, la molécula de lactosa es hidrolizada, resultando en una
molécula de galactosa y otra molécula de glucosa. La galactosa, para poder entrar en el
proceso de la glucolisis, debe entrar en forma de glucosa, por lo que la enzima galactosa
isomerasa va a catalizar esta transformacion. A continuacion, se lleva a cabo la
glucolisis de las moléculas de glucosa, dando cada una de ellas dos moléculas de
piruvato, que van a ser las que sufran el proceso fermentativo, por el cual, en presencia
de NADH y protones (H"), van a dar lugar a dos moléculas de acido lactico o lactato
(figura 3).

CH,OH -
o Glucosa O O

iai 2 PiruvatoC
OH Glucolisis

- I
OH OH / \‘ (|:=O
OH 5

CH

o o- 2 NAD+ 2NADH+2H+J
HO— c H ‘\/

CH3 2 lactato Fermentacion lactica

Figura 3: Esquema de la fermentacion lactica de la glucosa.

El &cido lactico es un compuesto de facil obtencion y econdmicamente barato,
por lo que, a lo largo del tiempo, conforme las industrias han ido avanzando y
desarrollando nuevos productos, ha ido incorporandose a campos distintos del
alimentario. De esta forma, se han desarrollado aplicaciones del &cido lactico en
industrias como la farmacéutica, la industria quimica y mas recientemente y aun en
proceso de expansion, en la industria cosmética, dadas sus propiedades hidratantes y
reguladoras del pH. Las distintas aplicabilidades en cada sector industrial estan

recogidas en la siguiente tabla 4:
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Tabla 4: Aplicaciones del acido lactico en la industria alimentaria, farmacéutica, quimica y cosmética.

INDUSTRIA INDUSTRIA INDUSTRIA INDUSTRIA
ALIMENTARIA FARMACEUTICA QUIMICA COSMETICA
Conservante Soluciones de dialisis Solvente Agente humectante
N
. Preparaciones
Acidulante ; o
minerales . Gl Lociones hidratantes
biodegradables
Estabilizador de pH Suturas médicas .
Sintesis de otras . . .
. Soluciones anti-acné
moléculas
Aromatizante Protesis . ‘ k
- ] Liberacién controlada Neutralizante Agenterejuvenecedor
Fortificantes minerales .
de farmacos
Control de pH dela
Emulsionante Tabletas Agente quelante piel
.

2.2. ACIDO LACTOBIONICO

Se trata de wun 4cido organico carboxilico con 8 grupos hidroxilo
(polihidroxiacido), englobado en el grupo de los &cidos aldobidnicos. La estructura del
acido lactobidnico la conforman una molécula de galactosa unida a otra de &cido

glucénico mediante un enlace de tipo éster (figura 4).

OH

Figura 4: Estructura quimica del acido lactobidnico.
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La formacion del acido lactobionico esta basada en una reaccion de oxidacion
que va a afectar al grupo aldehido de la lactosa, generando un grupo carboxilo. Este se

puede sintentizar enzimaticamente o mediante el uso de bacterias.

El &cido lactobionico empleado durante el desarrollo de nuestro proyecto
procede de la bioconversion de la lactosa del suero por bacterias del género
Pseudomonas, que la llevan a cabo mediante una deshidrogenasa de membrana que
cataliza la oxidacion de dicha lactosa, y la posterior hidrélisis de la lactobiono-6-lactona

que va a dar lugar al &cido lactobidnico (figura5).

CH_OH H_OH 'H_OH H.OH CH_OH
H . 0, H H 0, %go
H OH H 0 ~oH
OH OH H OH

Lactose Lactobiono-d-lactone Lactobionic acid
FAD  FADH, H,0
Periplasm
Lactose se
se )
Cytoplasm

Figura 5: Formacion de acido lactobidnico por la accidn de bacterias del género Pseudomonas. FUENTE: S. Alonso
etal.,, 2013.

Las propiedades fisicoquimicas del &cido lactobidnico son ligeramente distintas
de las del acido lactico, lo cual hace que el trabajo de separacién y purificacion de
ambos acidos en conjunto sea relativamente complejo. Dichas propiedades se presentan

en la siguiente tabla 5:

Tabla 5: Propiedades fisicoquimicas del acido lactobidnico.

Peso molecular 358.3
Punto de fusiéon | 128-130 °C

Solubilidad 0.1 g/ml
PKa 3.6 (25°C)
Estado fisico Sélido

11
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El &cido lactobionico reviste gran importancia en la industria alimentaria,
concretamente en la industria lactea, ya que es un subproducto de fabricacion de gran
valor dada su gran aplicabilidad a otros campos, por lo que se han dedicado grandes
esfuerzos a conseguir y mejorar la obtencion purificada de este compuesto. Actualmente
se aplica en varios campos tales como la ya mencionada industria alimentaria, donde
desempefia una amplia variedad de funciones, tales como conservante, agente
antioxidante de los alimentos, saborizante,...; en el campo biosanitario para el desarrollo
de antibioticos, la preservacion de 6rganos para transplantes y mas recientemente se va
incorporando al campo de la nanotecnologia para la liberacion controlada de farmacos.
También tiene empleos tanto en la industria quimica como en la cosmética, siendo esta

ultima tal vez la méas conocida (tabla 6).

Tabla 6: Aplicaciones del acido lactobidnico en las industrias alimentaria, biosanitaria, quimica y cosmética.

INDUSTRIA INDUSTRIA INDUSTRIA INDUSTRIA
ALIMENTARIA BIOSANITARIA QUIMICA COSMETICA
Conservante Antibiéticos Agente quelante Antioxidante
Antioxidante . Agente anti- ]
Prgsemacmn de Adyuvante en exfoliante
arganos de .
Regulador de pH transplante PIensos )
Accion
. . | rejuvenecedora
Saborizante Excipiente en Proteccion frente a ’
desinfecciones Corrosion
Accion hidratante
Gelificante
) Detergente Prevencion frente al

. o Nanotecnologia .
Fortificacion mineral = biodegradable fotoenvejecimiento

12
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2.3. FILTRACION POR MEMBRANAS

La filtracion se define como la separacion de dos o mas componentes de un
fluido basada principalmente en el tamafio de las particulas (Cheryan M., 1998).
Comunmente se denomina asi al proceso de separacion de particulas solidas inmiscibles
de los liquidos o0 gases que las contienen, pero la filtracién por membranas extiende el

término a separaciones de solutos disueltos en liquidos y a separaciones de gases.

En la actualidad la filtracion por membranas se emplea en gran escala para fines
muy variados, tales como la potabilizacion de agua de mar, el tratamiento de efluentes
industriales, el fraccionamiento de disoluciones de macromoléculas en las industrias

alimentaria y farmacéutica,...

Estos procesos tienen algunos aspectos comunes que les proporcionan gran
interés como elementos de separacion, pese a ser muy diferentes en cuanto al modo de
operar (Figura6).

Barrera selectiva

Alimentacion 1I— > MEMBEANA Ii——> Concentrado
o retenido

{

Permeado
o filtrado

Figura 6: Esquema basico del funcionamiento de una membrana.

Las membranas actlan como barreras selectivas, permitiendo el paso de
determinadas moléculas y reteniendo el resto de componentes de la mezcla.
Consiguientemente, tanto el permeado como el retenido estardn enriquecidos en
determinados componentes una vez finalizado el proceso. Las membranas pueden

clasificarse segun distintos criterios:

13
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e Naturaleza de la membrana

e Estructura de la membrana

e Aplicacion de la membrana

e Mecanismo de accion

A continuacion (tabla 7) se muestra un esquema de los principales procesos de

separacion por membranas con las caracteristicas principales de cada uno.

Tabla 7: Principales procesos de separacidon por membranas.

PROCESO
Osmosis

Dialisis

Microfiltracion

Ultrafiltracion

Nanofiltracion

Osmosis inversa

Electrodialisis

Pervaporacion

FUERZA
IMPULSORA
Gradiente quimico
Gradiente de

concentracion

Presion

Presion

Presion

Presion

Voltaje, corriente

Presion

PERMEADO

Agua
Moléculas pequefias,

agua
Solutos disueltos, agua

Moléculas pequefias,
agua
lones monovalentes,
acidos no disociados,
agua

Agua
Solutos ionizados, agua

Moléculas pequefias
volatiles, agua

RETENIDO

Solutos, agua
Moléculas grandes,
agua

Particulas suspendidas,
agua

Moléculas grandes,
agua

Molécuals pequefias,
sales divalentes, acidos
disociados, agua
Solutos, agua

Solutos no iénicos,
agua

Moléculas no volatiles,

agua

Nosotros nos vamos a centrar fundamentalmente en los procesos de filtrado que

emplean un gradiente de presion como fuerza impulsora para la separacion. Todos ellos

son variantes de un proceso comun, residiendo la diferencia entre ellos en el tamafio de

14
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las particulas que atraviesan la membrana. Asi pues, la clasificacion es la siguiente
(figura7):

Solidos
Suspendidos

Microfiltracion ssmsm EEEEEE EEEEEN EEEEEN

Coloides
Macromoléculas

Ultrafiltracion sssssssfllessssssss

lones de gran
tamano

Nanof"tracién ecovcee sosesvee P00 0eEEtOREOOOERNERERSROROORRRY

lones

Osmosis
Inversa

Figura 7: Esquema de los principales procesos de filtracion en respuesta a un gradiente de presion.

e Microfiltracion

Es un proceso de filtracion que responde a un gradiente de presion, en el cual las
particulas se mueven a través de la membrana en funcion de su tamafio y forma. El
tamafio del poro en las membranas de microfiltracion suele comprenderse entre 0.05 y
10 pm, y la presion transmembranar a la cual se realiza la operacion (AP) estd en el

rango de 0.5 a 3 bar.

e Ultrafiltracion

Similar a la microfiltracion, pero aplicado a moléculas mas pequefias, como
pueden ser sales 0 compuestos organicos de bajo peso molecular. El tamafio del poro en
este caso varia entre los 0.1 y los 0.001um, y el diferencial de presién esta entre 1y 10
bar.

15
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e Nanofiltracion

El fundamento es el mismo que en las anteriores, y se emplea, al igual que la
ultrafiltracion, para la separacion de compuestos organicos de bajo peso molecular, asi
como de iones multivalentes. Opera con un tamafio de poro que va desde los 0.005 a los
0.0005 pm, y una presion transmembranar de entre 5y 30 bar.

e Osmosis inversa

Es utilizada para la separacion de sales monovalentes y acidos no disociados. Se
usan membranas con tamafios de poro inferiores a 0.0005 pm vy presiones

transmembranares mas altas (10-50 bar).

2.3.1.Ventajas e inconvenientes en procesos de separacion por
membranas

Los procesos de separacion por medio de membranas han experimentado un
importante desarrollo en los Gltimos tiempos. Este desarrollo ha contribuido a que los
procesos de separacion por membranas presenten una serie de ventajas con respecto a

otros procesos empleados en separaciones:

e Menor coste

e Procesos continuos

e Alta selectividad

e Baja generacion de subproductos indeseables

e Consumo energético bajo

e Simplicidad de equipos

e Permiten operar bajo condiciones suaves, incluso a temperatura ambiente

e El paso de escala es sencillo

e Las propiedades de las membranas son variables ajustables (separaciones
especificas)

e Se pueden combinar con facilidad con otros procesos de separacion

16
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Por otra parte, también presentan una serie de inconvenientes que les confieren

ciertas limitaciones a la hora de ser aplicados:

¢ No eliminan completamente el agua

e Estan limitados por las caracteristicas del concentrado (limites de concentracion)
e Polarizacion de concentracion

e Ensuciamiento de la membrana

e Presentan cierta limitacion en las condiciones de operacion

¢ Lavida media de las membranas es reducida

e Presentan baja selectividad o densidad de flujo del permeado

e EI factor de escala es mas o menos lineal (es mas econémico producir a gran

escala por unidad de producto)

De los inconvenientes mencionados anteriormente, son la polarizacion de la
concentracion y el ensuciamiento de la membrana los més frecuentes cuando operamos

con ellas, por lo que son necesarias ciertas estrategias que permitan minimizar su efecto.

2.3.1.1. Polarizacion de concentracion

Se trata de un fendmeno reversible, es decir, que no modifica la membrana, y
gue no necesariamente se da en estos procesos. La polarizacion se basa en la
acumulacion de solutos sobre la superficie de la membrana, de manera que se genera un
gradiente de concentracion que se contrarresta parcialmente por la difusion, formandose
perfiles de concentracion en la interfase membrana-disolucion (figura 8).

>
e %,
s ®
L] ® .
LN ] ®
]
[ ] ]
L

Figura 8: Polarizacién por concentracion con formacion de gel.
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Esta concentracion de solutos puede aumentar hasta llegar al valor limite, y que
se corresponde con la concentracion a la cual el soluto pasa a la forma gel, de manera
que las moléculas quedan parcialmente inmovilizadas, dificultando el paso a través de la
membrana. Llegados a este punto, el aumento de presion en el sistema, lejos de

favorecer el paso de materia, lo que hara sera aumentar el espesor de la capa de gel.

Como hemos comentado, se trata de un fenomeno reversible, que puede ser

controlado siguiendo una serie de estrategias:

e Modificando las propiedades de la membrana.

e Pretratando la alimentacion, para eliminar sélidos en suspension.

e Optimizando las condiciones de operacién, generalmente aumentando la
temperatura, de manera que disminuya la viscosidad, aumentando el coeficiente

de difusién y disminuyendo la pérdida de carga a través del modulo.

2.3.1.2. Ensuciamiento de la membrana

Se trata de un fendmeno irreversible, es decir, modifica las propiedades de la
membrana, aumentando su resistencia al paso del fluido y disminuyendo la densidad de
flujo del permeado. El ensuciamiento de la membrana puede responder a varias causas
(figura 9):

Bloqueo de los poros total o parcialmente
Adsorcion de solutos a la superficie de la membrana

Interaccion entre el soluto y la membrana

A e

Precipitacion y depdsito de particulas sobre la superficie de la membrana

18
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(a) (b)

Figura 9: Ensuciamiento de la membrana; bloqueo de poros (a) y adsorcion de solutos (b).

La manera de lidiar con el fendmeno del ensuciamiento es mediante una
limpieza de la membrana, eliminando los solutos y particulas retenidas en la misma y
que no forman parte de ésta. La finalidad de la limpieza es la recuperacion de al menos

el 95% de la densidad de flujo inicial. Existen 3 tipos de limpieza:
e Limpieza fisica: el mas importante es el retrolavado, en el cual se envia
permeado (backflushing) o aire a presion (backpulsing) a una presion concreta y

en un periodo de tiempo corto, en sentido opuesto al que sigue el flujo normal.

e Limpieza quimica: el lavado se lleva a cabo con productos quimicos (acidos,

bases, detergentes, tensioactivos,...).

e Limpieza bioldgica: se lleva a cabo empleando determinadas enzimas que

actlan como agentes de limpieza.

2.3.2.Modos de operacion

A la hora de trabajar con equipos de filtracion, estos pueden operar de manera
distinta, segun la direccion que siga el flujo de la alimentacion respecto al medio
filtrante. En los procesos de filtracion por membranas que emplean la presion como
fuerza impulsora, se consideran dos modos de operacion: "filtracion de flujo normal" y

"filtracion tangencial” (figura 10).
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2.3.2.1. Filtracion de flujo normal o "Deathendfiltration”

En este modo de operacion, el fluido atraviesa de manera transversal el medio
filtrante bajo la aplicacion de una determinada presion. Aquellas particulas de un
tamanio superior al del poro van a quedar retenidas en la superficie o en el interior del
medio filtrante, provocando el ensuciamiento del mismo. El resto, por contra, si que va
a ser capaz de atravesar la barrera. Se trata de un método que se aplica a procesos de

clarificaciones, prefiltraciones y filtraciones esteériles.

2.3.2.2. Filtracion de flujo tangencial o "Cross flowfiltration"

En el caso de la filtracion tangencial, la diferencia de presion obliga a que una
parte del flujo de la alimentacion cruce la membrana hacia el lado del permeado,
mientras que el resto fluye de manera tangencial al medio filtrante (en nuestro caso la
membrana) por toda la superficie, llevando a cabo un barrido de aquellas particulas que

se depositan y reincorporandolas a la alimentacién.

De la misma forma que en la filtracion de flujo normal, las particulas que son
demasiado grandes para atravesar el medio filtrante quedan retenidas. Sin embargo, no
se depositan en la superficie de la membrana, sino que son barridas por el flujo

tangencial, siendo arrastradas.

Esta propiedad le confiere a la filtracion de flujo tangencial una gran ventaja a la
hora de realizar separaciones de particulas y moléculas de pequefio tamafio, siendo por
ello la tecnica ideal para separaciones de proteinas y otros componentes de
determinados fluidos, asi como para la preparacion de buffers de sales.
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Dead-end Filtration (Tangential)
Cross-flow Filtration

feed

stream

permeate permeate

Figura 10: Dos tipos principales de filtracion con membranas. A la izquierda se representa la filtracion de flujo
normal, y a la derecha la filtracion de flujo tangencial.

2.3.3.Modulos de membranas

Cuando hablamos de moédulos de membranas hablamos de 4 tipos: hojas planas,

fibras huecas, tubulares y en espiral.

2.3.3.1. Hojas planas

El inconveniente principal de este tipo de modulo es que el recambio de las
membranas suele ser complicado, y presenta problemas de fugas con frecuencia. La
configuracién de estos modulos es similar a las membranas planas empleadas en los
laboratorios. Se colocan parejas de membranas de forma intercalada, con las caras de la
alimentacion encaradas entre si. En cada compartimento entre membranas se sitda un

espaciador (figura 11).
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Alimento

Permeado

Figura 11: Mdédulo de hojas planas.

2.3.3.2. Fibras huecas

Este tipo de modulos estan formados por tubos capilares muy finos que forman
un haz dentro de un contenedor, mientras que sus extremos se insertan en un bloque de
resina epoxi. El agua debe por tanto pasar obligatoriamente por la pared del capilar.
Para eliminar la capa de ensuciamiento se puede invertir el sentido del flujo a en la
columna (figura 12).

Alimento

Permeado

‘ Rechazado

Figura 12: Mddulo de fibras huecas.

2.3.3.3. Tubulares

Consisten en largos tubos porososo que llevan la membrana en el interior. No
necesita una prefiltracion del fluido de la alimentacion y es mas facil de limpiar que las
anteriores, ademas de posibilitar el trabajo con fluidos viscosos. Por contra, la superficie

de membrana es pequefia, aumentando asi los costes de instalacion (figura 13).
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el

Rechazado

\

Permeads

Alimeanta

Figura 13: Médulo tubular.

Este tipo de modulos no tiene un soporte propio, de manera que las membranas
estan dentro de un tubo poroso que puede ser de varios materiales (acero inoxidable,
ceramico, pléstico,...), y el numero de tubos contenidos en el moédulo varia entre los 4 'y
los 18. Este tipo de mddulo es el que se emplea con las membranas cerdmicas

fundamentalmente (figura 14).

-
—

Alimento
> T ’
Ny N\ N\
( ) 11 1] 1| ) ) Rechazado
Membrana
Pemeado

Figura 14: Configuracion del tubulo.

2.3.3.4. En espiral

Presenta un gran area de membrana a la corriente de alimentacion, permitiendo
mayores flujos de permeado. Presenta espaciadores entre las membranas, de manera que
promueven el flujo de rechazo turbulento, para asi disminuir el ensuciamiento y

aumentar su vida media.

Consiste en varios pares de membranas planas que se enrollan sobre un tubo
colector del permeado (figura 15). La mision del espaciador presente entre los pares de

membranas es la de provocar el régimen turbulento.
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En estos modulos, el permeado fluye de forma radial hacia el tubo colector
central, mientras que el flujo de la alimentacion fluye de forma axial por el modulo

cilindrico, paralelamente al tubo colector central.

Figura 15: Médulo en espiral.

2.4. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICACIA
(HPLC)

2.4.1.Introduccion

La cromatografia liquida de alta eficacia o High Performance
LiquidChromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna usada
habitualmente en quimica y bioquimica analitica. En 1906, el botanico ruso Tswett
llevdé a cabo, a través de métodos cromatograficos, las primeras separaciones de
pigmentos coloreados de hojas de plantas con resultados positivos. No obstante, no fue
hasta 1931 cuando se consiguio el desarrollo total de estas técnicas de mano de Kuhn y
Lederer. En los afios 50 se produjo un descenso en el uso de la cromatografia liquida
(CL) debido al desarrollo de la cromatografia de gases (CG) por Martin y James; sin
embargo, ésta presentaba muchas limitaciones, hecho que produjo una reconsideracion

de la CL en los afios 60.

La experiencia obtenida de ambos sistemas, junto con el desarrollo de sistemas
de inyeccidn, dieron lugar a la técnica moderna de cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE).
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2.4.2.Proceso de la HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia se engloba dentro de la cromatografia
de elucidn, en la que un liquido (fase movil) circula en intimo contacto con un sélido u
otro liquido inmiscible (fase estacionaria). Si se introduce una mezcla de sustancias
(analitos) a la fase movil, cada una de ellas avanzara dentro del sistema con diferente
velocidad dependiendo de la afinidad que posea con cada fase. Asi, una vez finalizado
el recorrido a través de la columna, cada sustancia introducida en el sistema eluira con

diferente tiempo, separandose.

2.4.3.Clasificacion de la CL

La principal forma de clasificacion se basa en la naturaleza de la fase
estacionaria, ya que de ésta depende principalmente el mecanismo de separacion. Asi,

pueden distinguirse cuatro tipos de técnicas:

Cromatografia de adsorcion
(liguido-sdlido)

Cromatografia de
reparto/adsorcion (fases
ligadas quimicamente)

Cromatografia de
intercambio idnico

Cromatografia de exclusion
molecular
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2.4.4.Instrumentacion

A pesar de que con ambas fases y la columna podria desarrollarse la CL, el uso
de la cromatografia de liquidos de alta eficacia moderna requiere el empleo de una serie
de dispositivos que conformarian el cromatografo (ya que las particulas que se utilizan
en la fase estacionaria poseen un diametro muy pequefio); éstos serian: el dispositivo de
suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de mezclado de eluyente), el dispositivo

de inyeccidn, conduccidn y conexiones, el detector y el registrador y la columna (figura

16).

Fase movil U

/Columna
EOMOCes "'//’ - Registrador
termostatizacion
. l j
Detector | 1}
]
Integrador

Figura 16: Esquema del equipo empleado en HPLC.

Ademas, se le pueden incluir otros sistemas que permiten mejorar la técnica,
como son inyectores automaticos, colectores de fracciones, hornos termostatizados para

las columnas y sistemas de tratamiento de datos.

e Sistema de suministro de fase movil

La encargada del suministro de un caudal constante de la fase movil a través de
la columna es la bomba. Las mas empleadas son las de tipo alternante que suministran
un flujo pulsado de la fase mdvil que es necesario eliminar mediante un sistema de
amortiguacion que permita el paso de un caudal constante a través de la columna. Esto

se consigue mediante la colocacion de un recipiente cerrado a la salida de la bomba.
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e Sistema de mezcla de fase mévil

Hay que tener en cuenta que en la CL se puede mantener la misma composicién
de la fase movil durante toda la elucion (modelo isocratico) o que ésta varie

dependiendo del tiempo (modelo en gradiente).

Asi se utilice uno u otro modelo, los métodos principales de mezclado de la fase

movil son el mezclado a alta presion y el mezclado a baja presion.

En el mezclado a alta presion se emplea, para cada uno de los disolventes a
mezclar, una bomba, es decir, la mezcla se realiza una vez que los disolventes han
atravesado dicha bomba. Por el contrario, en el mezclado a baja presion, la mezcla de
los componentes se produce antes de que éstos entren en la bomba, empleandose
Unicamente una bomba. Este Gltimo sistema tiene la ventaja de poseer menor coste pero

unos tiempos de realizacion mayores.

e Sistemas de inyeccidn

Es un paso crucial en el desarrollo de la HPLC, pues un mal sistema de
inyeccion puede provocar el ensanchamiento de la bomba, deteriordndose asi la eficacia

del sistema.

Existen dos tipos de inyectores, los de jeringa y los de valvula. En los inyectores
de jeringa, la muestra se introduce de un solo paso en la columna mediante una jeringa
con aguja. Mientras que en los inyectores de valvula, la introduccion de la muestra en la

columna se realiza en dos etapas.

e Conducciones y conexiones

Para evitar que disminuya la eficacia del sistema, por presencia de volumenes
muertos, por ejemplo, es necesario que todas las conexiones y conducciones entre el

inyector y la columna y la columna y el detector sean perfectas.
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Para reducir el volumen muerto del sistema se emplean tubos capilares como
sistemas de conduccion en los que el didmetro interno sea lo méas pequefio posible.
Ademas, ha de ser de materiales inertes frente a la fase movil, como acero, titanio o

sintéticos.

Al igual que en el tubo (sistema de conduccion), en las conexiones también hay

que eliminar la presencia de volimenes muertos.

e Detectores

Se trata de un dispositivo que mide, a la salida de la columna, una determinada
propiedad fisica del eluyente, dependiendo de su composicion.

Los detectores pueden clasificarse en dos grandes grupos: los que aportan
informacion estructural sobre las sustancias eluidas (no son de uso frecuente) y los que
no aportan informacion estructural sobre las sustancias eluidas (detector de indice de
refraccion, de UV y/o visible, de fluorescencia, de conductividad eléctrica,

electroquimico...).

e Lacolumna

Se trata del elemento fundamental del cromatégrado de liquidos ya que es
donde ocurre la separacién. Su eleccion adecuada es imprescindible, puesto que el uso

de una columna de escasa calidad hara que los resultados obtenidos no sean éptimos.

Las columnas empleadas con mayor frecuencia en CL son las de relleno,
formadas por un tubo de acero, principalmente, relleno de una fase estacionaria
especifica al tipo de separacion que se lleve a cabo. El diametro de dicho tubo varia

entre 2 y 60 mm y su longitud entre 5y 30 cm.

Pero, ademas, pueden emplearse columnas de didametros muy inferiores y
longitudes superiores. Un ejemplo son las microbore, cuyo didmetro oscila entre 0.5y 2
mm y su longitud entre 25 y 100 cm. La principal ventaja del uso de estas columnas de

tamanio tan pequefio es que permite reducir el empleo de disolventes, lo cual facilita el
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acople de la CL a otras técnicas, como por ejemplo la espectrofotometria de masas. Asi,
surge la cromatografia de liquidos capilar, caracterizada, principalmente, por el hecho
de usar columnas de tubos (de silice) de muy pequefio didmetro y de mayor longitud,
que permite el no empleo de particulas de fase estacionaria como ocurria en los casos
anteriores, ya que dicha fase estacionaria se encuentra, aqui, ligada quimicamente a las

paredes del tubo.

Con todo ello, podemos deducir que los factores de una columna que intervienen
en su capacidad de separacion son el diametro interno, la longitud, las conexiones, el

relleno y el tamafio de las particulas del relleno.

En cuanto a la eleccion del diametro interno de la columna, ha de ser en funcion
del tamafio de la muestra a separar. Si la muestra inyectada es de pocos microgramos, se
usan columnas de pequefio diametro; por el contrario, con muestras de mayor cantidad
el didmetro interno supera los 10 mm. Hay que tener en cuenta que el empleo de
columnas de gran diametro presentan la desventaja de un elevado consumo de

disolventes, ya que se requieren flujos altos para conseguir una velocidad continua.

En lo que a la longitud de la columna se refiere, cabe destacar que mayores
longitudes de la columna permitiran obtener mayores eficacias. Pero, a pesar de
presentar esta ventaja, las columnas de mayor longitud cuentan con el inconveniente de

que la presion en cabeza se eleva considerablemente.

Por otro lado, las conexiones que unen la columna al detector y a los sistemas de
inyeccién y de bombeo del eluyente, son otro factor importante a tener en cuenta para
obtener una Optima separacion. Como ya se mencion0 anteriormente, dichas conexiones

han de carecer de volumen muerto, hecho que haria disminuir su capacidad.

En lo referido al relleno de la columna, el material empleado fundamentalmente
es el silice, aunque también pueden encontrarse rellenos basados en polimeros
sintéticos. Este relleno actia como superficie adsorbente, como soporte de la fase
estacionaria 0 como sustrato microporoso (permitiendo la seleccion de moléculas

dependiendo de su tamafo).
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Por ualtimo, otra de las caracteristicas para obtener resultados Optimos en la
cromatografia liquida es el tamafio de la particula. A diametros menores se obtendra una
mayor eficacia del sistema. En la actualidad, los tamafios de particula habituales oscilan

entre 10 y 3 um de didmetro.

2.4.5.Mecanismos de separacion

A la hora de elegir el sistema cromatografico que se va a emplear es
fundamental basarse en la naturaleza de las sustancias a separar, ello permitira conocer
qué mecanismo de separacion sera el mas apropiado. Basicamente, estos mecanismos de

separacion se pueden dividir tal y como muestra el esquema siguiente:

ADSO RCI é N * Cromatografia liquido-sdlido (CLS).

* Cromatografia con fases ligadas (CFL).

R E PA RTO ¢ Cromatografia de fase normal (CFL).

* Cromatografia de fase reversa (CFR).

INTERCAMBI O « Cromatografia de intercambio idnico (Cll).

* Cromatografia de cambio cationico.

rd
IO N ICO * Cromatografia de cambio anidnico.

TAM AN O ® Cromatografia de exclusion molecular (CEM).
M 0 LECU LAR ¢ Cromatografia de filtracién en gel (CFG).

2.4.5.1. Cromatografia de adsorcion liquido-sdlido (CLS)

Es el mecanismo mas antiguo. Se emplea cuando la fase estacionaria es un
solido (silice o albumina principalmente). Y como fase movil se emplean disolventes
organicos de baja polaridad, como el n-hexano, el iso-octano...
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2.4.5.2. Cromatografia con fases ligadas (CFL)

Actualmente, entre el 80 y el 90% de las separaciones por CL se llevan a cabo
por medio de una columna con una fase unida quimicamente. Al igual que en el caso
anterior, la fase estacionaria son solidos (cadenas hidrocarbonadas de 18 carbonos o

cadenas con extremos amino) y la fase mavil eluyentes de baja polaridad.

2.4.5.3. Cromatografia de intercambio ionico (CII)

Basada en la capacidad de todos aquellos compuestos que presentan un grupo
funcional cargado eléctricamente, en disolucion acuosa, ya que pueden ser separados
atendiendo al signo y a la carga neta que presentan. En este caso, los solutos quedaran
retenidos en la fase estacionaria y serdn intercambiados por contraiones de la fase

movil.

Los rellenos usados méas habitualmente estdn compuestos por copolimeros de

estireno sobre los que se ligan los grupos funcionales cambiadores.

2.4.5.4. Cromatografia de exclusion molecular (CEM)

Basada en la diferencia de tamafios de las moléculas que se van a separar. La
fase estacionaria actla como un pequefio tamiz que deja pasar a las moléculas de menor
tamafo a través de los poros del relleno, mientras que las mas grandes son arrastradas
por la fase mévil. Por lo tanto, las moléculas de mayor tamafio seran las que primero

eluiran de la columna; por el contrario, las pequefias saldran mas tarde.

2.4.6.Aplicaciones

Farmacologicas: antibidticos, sedantes, analgésicos...

Bioquimicas: aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos...

Alimentacion: edulcorantes artificiales, antioxidantes, aditivos...

Industria quimica: productos aromaticos, propulsores, colorantes...
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— Contaminantes: fenoles, pesticidas, herbicidas...
— Quimica forense: drogas, venenos, narcoticos...

— Medicina clinica: acidos biliares, metabolitos de drogas, estrogenos...

2.4.7.Ventajas

— Mayor velocidad de anélisis.
— Reutilizacion de las columnas.

— Mayor reproducibilidad debido al mayor control de los parametros que afectan a

la eficiencia de la separacion.

— Facil automatizacion.

2.5. INTERCAMBIO IONICO

Se trata de un proceso aplicado a la purificacion, separacion y descontaminacion
de disoluciones. Se basa en reacciones reversibles producidas cuando iones presentes en
una disolucién se intercambian por otros de igual signo, unidos estos ultimos a una
particula solida inmdvil, también llamada intercambiador. Estos intercambiadores

suelen ser resinas, aungque pueden también estar formados por zeolitas, arcilla,...

Las resinas (nos referiremos a partir de ahora asi a los intercambiadores dado
que en nuestro proyecto han sido los que hemos empleado), pueden ser de dos tipos
(figura 17):

¢ Anidnicas: intercambian iones cargados negativamente.

e Catidnicas: intercambian iones cargados positivamente.
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e Anfoteras: pueden realizar a la vez el cambio de iones de ambos signos.

Figura 17: Resinas de intercambio catidnico (a) y anidnico (b). En naranja se muestra el ion fijo presente en el
intercambiador. FUENTE: http://dardel.info/IX/sitemap.html (20/06/2015).

Hay ciertos parametros caracteristicos de las resinas, como son la capacidad de
intercambio y la selectividad que presentan:

e Capacidad de intercambio: se define asi a la cantidad de iones que una resina es

capaz de intercambiar en unas condiciones experimentales dadas, y ésta va a
depender directamente de la afinidad relativa del i6n de intercambio por la resina
utilizada. Distintos factores pueden afectar a la capacidad de intercambio, como
por ejemplo la concentracion y la carga de moléculas contaminantes en la

muestra; el pH de la disolucién; la temperatura;...

o Selectividad: la selectividad de una determinada resina frente a dos iones en
disolucién se mide por el coeficiente de selectividad, el cual varia en funcion de
distintos factores, tales como la naturaleza del grupo funcional; la valencia del

ion; la polaridad de estos; el tamafio de los contra-iones;...

El modo de operacion de las resinas de intercambio i6nico consta de varias
etapas, en cada una de las cuales se va a modificar el equilibrio idnico de la resina, hasta

volver al punto inicial. Estas etapas incluyen un acondicionamiento previo de la resina a
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emplear, con el fin de conferirle una "configuracion™ determinada para el proceso que se

va a llevar a cabo. Estas etapas son las siguientes (figura 18):

Empaquetamiento de la resina: consiste en la preparacion de la columna
mediante la colocacion del intercambiador. Este se introduce en la columna
previamente lavada con agua destilada para evitar contaminantes, y de manera
que no queden bolsas de aire. Tampoco conviene que esté sometido a alta
presion, sobre todo en el caso de las resinas, ya que afectara al flujo de la

muestra a través de la columna, dificultando sensiblemente el proceso.

Acondicionamiento: consiste en cambiar el contra-ién de la resina, poniendo
estd en contacto con el i6n deseado. Este proceso se realiza mediante el paso de
una disolucién &cida o basica, realizando posteriormente un lavado con agua
destilada con el proposito de eliminar el sobrante de la disolucion empleada,
para que no afecte a los resultados una vez empieza a fluir la muestra problema

por la columna.

Fase de carga: durante la fase de carga se realizara el intercambio de iones entre
la solucion y el intercambiador. Los iones de una determinada carga
(dependiendo de si el intercambio es de tipo aniénico o catiénico, como
previamente se ha explicado), van quedando retenidos en la resina cargada. El
proceso de retencion se prolonga en el tiempo hasta que la resina se satura. Una
vez que esto ocurre, la concentracion de iones en la disolucion que sale de la
columna aumenta, conociéndose este aumento como breakthrough o curva de
ruptura. Llegados a este punto, el intercambio deja de ser efectivo, y se habra

alcanzado la saturacion del intercambiador.

Fase de elucion o etapa de regeneracion: una vez que ha pasado toda la
solucion problema a lo largo de la columna, llega el momento de extraer los
iones que han quedado retenidos por la resina para regenerarla. Esta fase se
denomina también "fase de recuperacion”. Consiste en extraer los mencionados
iones de manera que la resina quede completamente restaurada y preparada para
ser empleada de nuevo. La concentracién de iones obtenidos durante la fase de
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elucién deberd ser la misma a la que quedo retenida durante la fase de carga, de
manera que la cantidad final de dicho analito problema sea la misma al principio
que al final del proceso, si bien ésta la obtendremos en un volumen inferior al
inicial al haber sido concentrada durante el proceso. Esta elucion se lleva a cabo
de la misma forma que en la fase de acondicionamiento, con disoluciones &cidas
0 bésicas, segun las condiciones de trabajo, aunque normalmente se varia la

concentracion de éstas, con el fin de favorecer la extraccion.
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Figura 18: Etapas durante la operacion con columnas de intercambio idnico.

En los Gltimos afos, se ha venido estudiando la aplicabilidad del intercambio
ionico a procesos de purificacion de productos derivados del suero lacteo,
concretamente al acido lactico y al acido lactobidnico, asi como el estudio de distintas
resinas y su comportamiento frente a las formas ionizadas de estos acidos. Como ya
hemos mencionado con anterioridad, se trata de dos productos de gran potencial en
industrias como la alimentaria, la cosmética, la quimica o la biosanitaria, por lo que
dicha purificacién representaria un gran avance de cara a su implementacién en

procesos de produccion.

Hasta el momento, la mayoria de estudios abordan el proceso centrandose
mayoritariamente en el &cido lactico, quedando el acido lactobidnico en un segundo
plano en estos trabajos. La fuente de acidos difiere de unos estudios a otros, si bien el

objetivo es similar.
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Algunas de las primeras resinas estudiadas para la purificacion de acido lactico
fueron las Amberlite IRA (900, 400, 96 y 67). La fuente de &cido lactico que se empleo
en estos estudios fue madera pretratada (Moldes et al., 2001). Este estudio determiné
que las mejores resinas entre las mencionadas, aplicadas a la recuperacion de acido
lactico eran la IRA-900 y la IRA-400. En ambos casos se estudié su capacidad, el
consumo necesario para su regeneracion después del uso, el porcentaje de recuperacion
de &cido lactico y en qué medida variaba la concentracion del producto, estudiando el
proceso tras 4 secuencias de carga-descarga de la columna. Se observo también que la
capacidad de las resinas se mantenia inalterada tras practicar varios ciclos de carga y
descarga sobre ellas, de manera que el proceso no se veia afectado con el paso del
tiempo y el desgaste de la resina era minimo.

Ese mismo afio, se estudio también el pH dptimo al cual la resina IRA-400
presentaba su maxima capacidad de adsorcion para el acido lactico (Cao et al., 2001).
Para ello se estudid su funcionamiento trabajando a pHs superiores e inferiores al pK,
del acido. Se llegd a la conclusion de que la capacidad de adsorcion a pH-5 era mucho
mayor que a pH-2. Ademas establecieron que a ese pH-5 el H,SO, actuaba como

eluyente con alto porcentaje de recuperacion a una concentracion 1.0 M

Ya en el afio 2006, Riera et al. desarrollaron un nuevo procedimiento para la
purificacion del acido lactico, basado en dos etapas: una primera etapa de retencion
cationica para la cual se empled la resina Lewatit S2568H, y una segunda etapa
anionica, donde la resina empleada fue la Lewatit S3428, que retenia los aniones
presentes en la muestra, generando una solucién acuosa de acido lactico. La pureza final

del lactico obtenido por este método superaba el 99%.

Otro estudio llevado a cabo en el afio 2008 de nuevo empleando la resina
Amberlite IRA-400 estableci6 un nuevo pH éptimo de retencion del acido lactico,
situandolo en 6.1 (Ataei et al., 2008)

Por dltimo, en el afio 2012 se realiz6 un nuevo estudio para la purificacion de
acido lactico mediante la resina IRA-400 e IR-120. En él, se evalud la respuesta de la
resina IRA-400 activada con HCI, H20 y H2SO04. La activacion mediante HCI se
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evalu6 a pH-5, mientras que cuando la activacion era por H20, los pH de evaluacion
fueron 3.5 y 6.3. Como resultado se obtuvieron porcentajes de recuperacion de entre el
73y el 77% (Quintero et al., 2012).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. SEPARACION POR MEMBRANAS

La separacion por membranas o microfiltracion por membranas, como es nuestro
caso, nos va a permitir eliminar la biomasa presente en la muestra de fermento, de
manera que no haya ningun tipo de contaminante que pueda interferir en el posterior

proceso de obtencion y purificacion de los &cidos.

3.1.1.Disoluciones empleadas

Para realizar nuestro proyecto, partimos de fermentados de suero, variables en su
composicion tanto en acido lactico como en &cido lactobidnico (tabla 8), obtenidos
mediante co-cultivos bacterianos, trabajando con dos bacterias en fermentaciones

competitivas. Estas bacterias fueron:

e Lactobacillus casei: genera acido lactico como producto de fermentacion.

e Pseudomonas taetrolens: genera acido lactobiénico como producto del proceso

fermentativo.

Tabla 8: Muestras de fermentados empleadas en el trabajo y concentraciones iniciales de acidos lactico y
lactobidnico de las mismas antes de diluir.

V. SUERO V. SUERO [lactico] [lactobidnico]
MUESTRA | COMPONENTES INICIAL (ml) FINAL (ml) inicial (g/L) inicial (g/L)

1 Acido lactico 930 4000 6.798 (-)

) Acido !a)ctllco + 1650 4000 4.290 1.100
lactobidnico

3 Acido !E}Ct.ICO + 1800 4000 2.162 0.522
lactobionico

4 Acido !z?ct.lco + 1450 4000 4.039 4.792
lactobionico

- Acido !z?ct.lco + 3210 3210 9.666 1.290
lactobionico
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3.1.2.Equipo empleado

El equipo de membranas (figural9) empleado para separar la biomasa de nuestra
muestra fue desarrollado por ADEPRO INGENIERIA, S. L. Consta de una carcasa de
acero inoxidable en cuyo interior se colocan las membranas seleccionadas para la

separacion.
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Figura 19: Esquema del equipo de microfiltracion empleado.

La alimentacion se realiza a través de un tanque cilindrico de metacrilato de 20
litros de capacidad, que consta de un difusor de aire con un rotametro, que nos permite
medir la presién de entrada al circuito, y una resistencia de calentamiento, asi como de
una sonda de temperatura y el controlador digital pertinente, que nos dara informacion
acerca de las condiciones a las cuales estamos trabajando. La alimentacion es bombeada
por medio de una bomba EBARA que garantiza un caudal maximo de unos 4 m3/h y
una presion maxima de unos 6 bares. También dispone de dos sensores de presion a la
entrada y a la salida de la membrana, con sus controladores digitales, situados en el

armario eléctrico.
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El flujo y la circulacién del liquido estan regulados por una serie de valvulas
manuales, que permiten la extraccion del permeado, asi como del retenido, o la

recirculacion de ambos en los casos pertinentes.

En el armario eléctrico (figura 20), como hemos mencionado previamente, se
encuentran el interruptor general, la seta de parada de emergencia y los interruptores
para la activacion de los distintos componentes eléctricos de los que consta la planta. En
su interior estan los elementos de control de la planta asi como las protecciones
necesarias contra posibles fallos eléctricos (sobrecargas de la bomba, cortocircuitos,...).
Todos los elementos constituyentes anteriormente mencionados se montan sobre una

estructura de acero inoxidable 304 con ruedas, que facilitan su movilidad.

Figura 20: Equipo de membranas. A la izquierda, el tanque de alimentacion; a la derecha, el armario eléctrico con
los controladores.

3.1.3.Membrana empleada

La membrana empleada en el proceso de microfiltracion fue una membrana
CERAM (Tami Industries, Nyons, Francia), con un diametro interno de 10 mm; un
diametro de poro de 150 kDa y una longitud de 600 mm, que consta de un soporte de

oxido de titanio y una capa activa de ZrO, / TiO,.
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3.1.4.Procedimiento

Partimos inicialmente de distintas muestras de suero, variables en su
composicion en cuanto al contenido de acido lactico, acido lactobionico, lactosa y
biomasa. Antes de proceder a realizar la separacién en el equipo, es necesario el
acondicionamiento de la muestra para aumentar la eficacia del proceso. Como la planta
tiene una estructura preparada para trabajar con volimenes sensiblemente superiores a
los volumenes de lactosuero de partida, empezamos diluyendo las muestras de suero (1-
4), llevandolas a un volumen de trabajo de 4 litros con agua destilada. En la tabla 8 se
indican las disoluciones empleadas, asi como la composicion inicial de las muestras.

Como de la muestra 5 disponemos de un volumen mayor, prescindimos de la dilucion”.

El modo de operacion en la planta consiste en la toma de muestras de 12 ml del
permeado en intervalos de 5 minutos, comenzando en el minuto 0 o muestra diluida, y
prolongando el proceso hasta el agotamiento del volumen en el equipo, asegurandose de
qgue no haya fugas en el sistema. Al acabar, tomamos también dos muestras del
concentrado final retenido en el tanque, con el fin de evaluar la eficacia del proceso. A
lo largo del mismo, la membrana sufrira un progresivo ensuciamiento, el cual provocara
una disminucién del flujo de la muestra por la membrana, disminuyendo el volumen de

permeado conforme avanza la filtracion.

Cabe destacar que durante la operacion, y a medida que disminuye la presion
transmembranar como consecuencia tanto del ensuciamiento de la membrana con la que
operamos como del descenso de volumen de muestra en el tanque de alimentacion, se
produce un progresivo aumento de la temperatura en el sistema, debido al continuo
bombeo de muestra y a las fuerzas de rozamiento que ejercen los distintos componentes

del circuito. Esto va a ocasionar la aparicion de espumas en el tanque de alimentacion.

Una vez finalizado el proceso de filtracion, es necesario llevar a cabo el lavado
de la membrana con el fin de eliminar cualquier residuo, particula o ion que haya

podido quedar retenido en ella. El lavado se lleva a cabo en 3 etapas:
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1. Lavado alcalino: con 5 litros de una disolucion de hidréxido de sodio 0.1M, a

una temperatura de 85°C durante 30 minutos.

2. Lavado acido: con 5 litros de una disolucion de &cido nitrico 0.1M, a 50°C

durante 15 minutos.

3. Neutralizacion: se lleva a cabo con agua, y tiene la funcién de neutralizar la

carga de la membrana tras los dos pasos anteriores.

Concluido el proceso de limpieza, la membrana se encuentra en condiciones de
volver a ser empleada, toda vez que en ocasiones sucesivas sera necesario un

acondicionamiento inicial con agua para optimizar el proceso.

3.2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE
ALTA EFICACIA

Tras etiquetar los distintos tubos tanto de la muestra inicial, como de los
permeados y los concentrados finales, se lleva a cabo un estudio de su composicion
tanto en &cido lactico como en &cido lactobidnico por medio de un equipo de HPLC.
Este proceso lo emplearemos nuevamente tras realizar el intercambio idnico, del cual

hablaremos a continuacion.

Para llevar a cabo un analisis por HPLC, en primer lugar es necesario preparar
las muestras, ya que pueden contener materiales contaminantes del medio que hayan
entrado en contacto con la muestra a la hora de su recogida. Para ello se emplearan
tubos de HPLC de 2ml, en los cuales afiadiremos entre 0.5 y 1 ml de la muestra a
analizar, por medio de una jeringa acoplada a un filtro Minisart® que va a eliminar

cualquier impureza presente en los tubos.

En ocasiones puede darse la circunstancia de que las concentraciones de la

muestra se salgan de las rectas de calibrado establecidas en el equipo de cromatografia,
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por lo que es necesario diluirlas previamente con el fin de disminuir esa concentracion
fuera de escala. Las diluciones que se han realizado en este trabajo han sido 1:1, asi
pues afiadiendo 0.5 ml de muestra y 0.5 de agua destilada. En caso de no ser suficiente,

aumentariamos la relacion, si bien en este trabajo no se ha hecho necesario.

3.2.1.Equipo empleado

A continuacion se muestra una fotografia del equipo empleado:

Figura 21: Equipo de HPLC.

La fase mdvil que se emplea en el proceso es una disolucién de H,SO,4
0,450 mM en agua MiliQ, que ha sido anteriormente filtrada mediante vacio con un
tamafo de poro de 0,22 um, y a la cual le han sido aplicados ultrasonidos durante 30

minutos.

La columna del cromatografo es un modelo ICSep ICE-ION-300 (Transgenomic
Inc., San José, California). Esta columna trabaja a una temperatura de 75 °C, siendo el

flujo de la fase mdvil de 0,3 ml/min y bajo presion aproximada de 40 bar.

El detector empleado es el indice de refraccion (RID) del cromatdgrafo Agilent
(modelo Serie 1200, California) y el software utilizado para la adquisicion de datos es el
Agilent ChemStation.
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3.2.2.Rectas de calibrado del acido lactico y el acido lactobiénico

Para poder interpretar los resultados obtenidos mediante la cromatografia, es
necesario convertir las areas que nos da el software en concentraciones en g/L de la
sustancia en cuestion. Es por ello que recurrimos a las rectas de calibrado, que nos
permiten obtener dicha concentracion a partir del area mediante sencillos calculos

matematicos.

e Acido lactico

o, - . y=347,1x-4042,9
Acido lactico R'= 0,9907

1600000

1400000
1200000 /
1000000 /

800000

600000 /

400000

200000 /
0 O/‘/.' . . . . . . . .

0] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Area pico cromatograma

Concentracién Acido lactico {ppm)

Grafica 3: Recta de calibrado del acido lactico.

La ecuacion de la recta patron para obtener la concentracion en g/L de &cido

lactico es la siguiente:

v = 347.1x —4042.9

siendox la concentracion de 4acido lactico en ppm, e¥ el area del pico en el

cromatograma. Despejando=:

Yy 40420
T 3471
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Para expresar el resultado segin nuestros intereses, es decir, en g/L, y teniendo
en cuenta que 1ppm = 1mg/L:

v T 40470
* T 34711000

Asi obtenemos la concentracion de &cido lactico presente en la muestra mediante

el &rea del pico que nos da el cromatograma del HPLC.

e Acido lactobionico

A i A y=411,52x+25735
Acido lactobidnico Y
1800000
© 1600000 4
£
S 1400000
& 1200000 e
T
1000000
§ /
5 800000
[=]
£ 600000 -
© 400000
€ 200000 ‘/4/
0 T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Concentracién Acido lactobidnico {ppm)

Grafica 4: Recta de calibrado del acido lactobionico.

La ecuacion de la recta patrén para el acido lactobidnico es la siguiente:

y = 411.52x + 25735

Despejando como en el caso anterior, tenemos que la concentracion en g/L de

acido lactobidnico seria:

y— 25735

* T 411.52 - 1000
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3.3. INTERCAMBIO IONICO

Tras realizar la microfiltracion, en la cual hemos eliminado la biomasa contenida
en el fermentado, es el turno de concentrar y purificar los acidos de interés. Para ello,
sometemos las muestras a un proceso de intercambio i6nico, que ya hemos explicado

previamente.

3.3.1.Muestras empleadas

Una vez analizados los permeados procedentes de microfiltracion por HPLC,

trabajamos solamente con dos muestras, como se indica a continuacion:

e Mezclade muestras 1,23y 4

e Muestra b

3.3.2.Resinas empleadas

En primer lugar se someten las muestras a un intercambio empleando una resina
anionica (Lewatit 4428), proceso que nos va a permitir concentrar los acidos.
Seguidamente, repetiremos el mismo proceso, empleando esta vez una resina cationica
(Lewatit 2528), cuya mision serd eliminar iones indeseados con el fin de purificar la

muestra.

3.3.3.Equipo empleado

El equipo empleado para realizar el intercambio ionico estd formado por una
bomba peristaltica, unida a una columna, dentro de la cual se deposita la resina a

utilizar, como podemos observar a continuacion:
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) )

mg 3

Figura 22: Equipo empleado para el intercambio idnico.

Antes de introducir la muestra en el sistema es necesario acondicionar tanto los
permeados de suero como la resina a emplear, de manera que le suministremos los iones

de interés para llevar a cabo el intercambio.

3.3.4.Acondicionamiento de la resina

e Primera etapa: se emplea una disolucion de acido clorhidrico 0.1 M durante 15

minutos a través de la columna.

e Segunda etapa: se realiza con agua destilada también durante 15 minutos
aproximadamente, con el fin de eliminar iones libres y restos de la disolucién de

clorhidrico que no hayan quedado unidos a la resina.

Este proceso se lleva a cabo antes de operar con ambos tipos de resina (aniénica

y catiénica).
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3.3.5.Acondicionamiento de la muestra

De la misma manera gque es necesario realizar un pretratamiento de la resina para
optimizar el proceso, lo mismo sucede con las muestras de suero. En nuestro caso los
experimentos los hemos llevado a cabo a unos pH de 5 y 6 en el caso del intercambio
anionico, y a pH=5.6 en el caso del intercambio cationico. El problema reside en que el

pH al que se encuentra el suero es distinto, de manera que debemos ajustarlo.

El ajuste del pH de las muestras de suero se lleva a cabo mediante dos
disoluciones, segin necesitemos aumentarlo (basificarlo) o disminuirlo (acidificarlo)

hasta optimizar las condiciones. Las disoluciones empleadas son las siguientes:

e Disolucion acida: HCI 0.1 M
e Disolucién basica: NaOH 0.1 M

3.3.6.Lavado de la resina

Una vez realizado el intercambio, hay que lavar la resina, por un lado para
recuperar los iones retenidos en la misma, y por otro, para dejarla preparada para
posteriores usos. Este lavado se ha llevado a cabo con disoluciones de acido clorhidrico,

cuya concentracion depende del caso:

e Intercambio anidnico: la disolucién de HCI empleada es la misma que la

utilizada para el acondicionamiento de la membrana, esto es, 0.1 M.

e Intercambio cationico: en este caso, la disolucion de &cido clorhidrico empleada
para el lavado es mas concentrada que la que se utiliza para el

acondicionamiento de la resina, siendo en este caso de una concentracion 0.5 M.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. MICROFILTRACION POR MEMBRANAS

4.1.1.Caracterizacion de la membrana

4.1.1.1. Comportamiento de la membrana con agua

A la hora de trabajar con la membrana de microfiltracion es necesario realizar un
acondicionamiento con agua, previo al lavado quimico de la misma, para eliminar
posibles incrustaciones de material empleado con anterioridad, dado el tiempo que
estuvo la planta inactiva, y evitar la disminucion de flujo ocasionada por esta suciedad.
Asi, realizamos dos series de prelavado de la membrana. Como podemos observar en la
grafica 5, al principio del proceso el flujo es menor debido a la presencia de
ensuciamiento, y conforme va pasando el tiempo éste aumenta progresivamente como
consecuencia de la eliminacion de suciedad.

400
350
300
250
200 ——Serie 1
150 Serie 2

100

Volumen de permeado (ml)

50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Grafica 5: Comportamiento de la membrana de microfiltracion al paso de agua (volumen de permeado en ml por
minuto). Las diferencias existentes entre ambas graficas pueden deberse a diferencias en el volumen inicial de
agua empleado y por tanto a diferencias en la presion del fluido en el sistema.

4.1.1.2. Comportamiento de la membrana con suero

De la misma forma que operamos con agua, lo hacemos con suero para ver como
se comporta la membrana ante disoluciones con altos niveles de biomasa y acidos. La
gréafica obtenida es la siguiente:
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Grafica 6: Comportamiento de la membrana de microfiltracion al paso de suero.

Como observamos en la grafica 6, conforme el tiempo de circulacion del suero
por la membrana aumenta, el volumen de permeado disminuye. Esto se debe a una
acumulacion de residuos en la misma, de manera que el flujo disminuye notablemente a
medida que aumenta el ensuciamiento.

4.1.2.Microfiltracion de muestras

4.1.2.1. Muestra 1

1,4
1,2
1,0
0,8

R o~ N N
0,6 S = < o

— - |actico

L 4

Concentracién (g/L)

0,4

0,2

0,0

Omin 5min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min 35 min 40 min

Gréfica 7: Concentracion (g/L) de acidos en los permeados de la MUESTRA 1 tras someterla a microfiltracion.
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La muestra 1, como se menciono previamente, solamente presenta concentracion
de acido lactico. En la grafica 7 podemos observar como se comporta con el tiempo. El
punto 0 min se corresponde con la muestra diluida inicial, mientras que observamos
coémo en el paso por membrana la concentracion se hace constante con el tiempo una
vez se ha alcanzado el equilibrio entre la disolucion y la membrana, que se

corresponderia con el punto 5 min.

A continuacion, podemos ver la comparativa de la concentracion de &cido en el
concentrado final respecto a la muestra inicial diluida o muestra a tiempo 0, que es de la
que partimos en el proceso de microfiltracion. Como podemos observar, la
concentracion final en el concentrado es inferior a la que teniamos en la muestra de
partida a tiempo 0, por lo que el proceso ha resultado efectivo en su mision de eliminar
la biomasa presente en la mezcla, respetando la concentracion de los &cidos de interés
(gréfica 8).

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6 —eo—L3actico
0,4
0,2
0,0

Concentracion (g/L)

0 min C. final media

Grafica 8: Comparativa de la concentracion de acidos en la MUESTRA 1 durante el proceso de microfiltracion.

4.1.2.2. Muestra 2

En la muestra 2 ya se incluyen concentraciones tanto de acido lactico como de
acido lactobionico. A continuacion podemos ver la cinética del proceso de microfiltrado
(gréfica 9).
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Grafica 9: Concentracion (g/L) de acidos en los permeados de la MUESTRA 2 tras someterla a microfiltracién.

Como podemos ver en la grafica 9, la concentracion de lactobidnico en la
muestra es sensiblemente inferior a la concentracidn de acido lactico. Al igual que en la

muestra anterior, podemos ver que tras alcanzar el equilibrio, la concentracion de los
acidos aparece relativamente constante.

2,0
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E 1,5
S
© .
c 10 == Lactico
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o

0,0
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Grafica 10: Comparativa de la concentracion de acidos en la MUESTRA 2 durante el proceso de microfiltracion.

De la misma forma que en el caso anterior, observamos que la concentracién
final del retenido es menor que en la muestra de partida para el acido lactico (gréafica
10), y un poco mayor en el caso del acido lactobidnico, lo cual puede deberse a que hay
cierta pérdida del &cido de interés junto con la biomasa eliminada.
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4.1.2.3. Muestra 3

Se trata de otra muestra con concentracion tanto

de acido lactico como

lactobionico.
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Grafica 11: Concentracidn (g/L) de acidos en los permeados de la MUESTRA 3 tras someterla a microfiltracién.

Podemos observar que de la misma forma que en los casos anteriores, tras

alcanzar el equilibrio la concentracién a lo largo del tiempo en los permeados se

mantiene constante (grafica 11), siendo en este caso también mayor la concentracién de

acido lactico que de &cido lactobiénico en la muestra. El eje secundario (derecha)

corresponde a la escala del &cido lactobionico, dado que la proporcién en que se

encuentra es bastante inferior a la del &cido lactico, por lo que aplicamos otra escala

para poder apreciar los cambios con el tiempo de manera mas nitida.

A continuacién vemos la relacion de las concentraciones de ambos acidos en la

muestra inicial, la muestra diluida y el retenido final del proceso (grafica 12).
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Grafica 12: Comparativa de la concentracion de acidos en la MUESTRA 3 durante el proceso de microfiltracion.

Se observa que la concentracion de &cidos tanto lactico como lactobidnico
presente en el retenido al finalizar el proceso es menor que en la muestra de partida

diluida, por lo que el proceso cumplid su objetivo de eliminar biomasa minimizando la
pérdida de &cidos de interés.

4.1.2.4. Muestra 4

De nuevo se trata de una muestra con mezcla de acido lactico y é&cido
lactobionico.
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Gréfica 13: Concentracidn (g/L) de acidos en los permeados de la MUESTRA 4 tras someterla a microfiltracién.
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Nuevamente, tras alcanzarse el equilibrio entre la muestra y la membrana,
observamos que la concentracion de &cidos en los permeados tomados a lo largo del

tiempo permanece practicamente constante (grafica 13).
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Grafica 14: Comparativa de la concentracion de acidos en la MUESTRA 4 durante el proceso de microfiltracion.

También en este caso se observa una disminucion en la concentracion de acidos
entre el retenido final del proceso y la muestra diluida inicial, dando como consecuencia
lugar a una separacion de biomasa exitosa (grafica 14).

4.1.2.5. Muestra 5

En este caso ya no trabajamos con muestra diluida, sino con un concentrado de
acidos sin adicién de agua.
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Grafica 15: Concentracion (g/L) de acidos en los permeados de la MUESTRA 5 tras someterla a microfiltracion.
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El eje secundario se corresponde con la escala aplicada al &cido lactobionico,
dado que se encuentra en una concentracion muy inferior al lactico, y por tanto la
aplicamos para poder observar mejor las diferencias con el tiempo. Nuevamente vemos
que tras alcanzar el equilibrio, la concentracion en los permeados es constante hasta el
agotamiento de la muestra en el sistema (gréafica 15).
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Grafica 16: Comparativa de la concentracion de acidos en la MUESTRA 5 durante el proceso de microfiltracion.

En este caso y como ya hemos mencionado, no diluimos la muestra (grafica 16),
por lo que la comparativa se establece entre la concentracion inicial de la muestra y la
del retenido final. En el caso del &cido lactico vemos un claro descenso, fruto de una
separacion correcta, mientras que en el caso del lactobidnico vemos que se mantiene

practicamente igual, probablemente por la pérdida parcial del acido junto a la biomasa.

4.2. INTERCAMBIO IONICO

Como se menciond en su momento en el apartado de "Material y Métodos"”, para
realizar la concentracién y la purificacion por medio del intercambio i6nico, juntamos
los permeados de las muestras 1, 2, 3 y 4, con el fin de obtener un volumen y una

concentracion de acidos suficientes como para poder apreciar la efectividad del proceso.
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4.2.1.Resina anidonica

4.2.1.1. Mezcla muestras 1,2, 3y 4 (pH=5)
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Grafica 17: Concentraciones de acido lactico y lactobidnico (g/L) en la carga de la mezcla de muestras a pH=5

(aniénico).

Como observamos en la grafica 17, operando con la muestra a pH=5 se produce

retencion de acido lactico en la resina, mientras que el acido lactobidnico no queda

practicamente retenido, por lo que solamente estamos concentrando lactico, de manera

que trabajar a este pH no es util a la hora de buscar la concentracion conjunta de los

acidos.
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Gréafica 18: Concentraciones de acido lactico y lactobidnico (g/L) en la elucién de la mezcla de muestras a pH=5

(anidnico).
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Al realizar el lavado de la resina con HCI 0.1 M recuperamos una parte del acido
lactico que quedo retenido en la resina (grafica 18). El rendimiento del proceso se
corresponde con los gramos de acido recuperados al final del intercambio (carga +

elucién) respecto a los gramos iniciales tanto de lactico como de lactobidnico. Los

resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9: Resultados del intercambio anidnico de la mezcla de muestras a pH=5.

g lactico INICIALES 0,341
g lactobidnico INICIALES 0,363
g de lactico muestra 0,202
g de lactobidnico muestra 0,239
g de lactico elucion 0,018
g de lactobidnico elucidn 0
g lactico recuperados 0,220
g lactobidnico recuperados 0,239
RENDIMIENTO LACTICO (%) 65
RENDIMIENTO LACTOBIONICO (%) 66

Como observamos, en el rendimiento del proceso es de un 65% para el acido

lactico y de un 66% para el lactobionico.

4.2.1.2. Mezcla muestras 1,2, 3 v 4 (pH=6)
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Grafica 19: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la carga de la mezcla de muestras a pH=6
(anidnico).
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Al realizar la operacion ajustando la disolucién a pH=6, observamos que

concentramos mejor ambos acidos conjuntamente (grafica 19), sobre todo el acido

lactobionico, con una retencion mucho mayor que al trabajar a pH=5.
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Grafica 20: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la elucién de la mezcla de muestras a pH=6

(anidnico).

Al realizar el lavado de la resina (gréafica 20) vemos que eluye mas rapidamente

el acido lactobionico que el 4cido lactico. Los rendimientos del proceso se muestran en

la siguiente tabla:

Tabla 10: Resultados del intercambio anidnico de la mezcla de muestras a pH=6.

g lactico INICIALES
g lactobidnico INICIALES

0,174
0,126

g de lactico muestra
g de lactobidénico muestra

0,074
0,094

g de lactico elucidn
g de lactobidnico elucién

0,037
0,012

g lactico recuperados
g lactobidnico recuperados

0,111
0,106

RENDIMIENTO LACTICO (%)
RENDIMIENTO LACTOBIONICO (%)

64
84
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El rendimiento de recuperaciéon de acido lactico es similar al operar a pH=5,

mientras que aumenta mucho el rendimiento de recuperacion hasta el 84%.

4.2.1.3. Muestra 5 (pH=6)
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Grafica 21: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la carga de muestra 5 a pH=6 (anidnico).

En el eje secundario de la gréfica 21 se muestra la escala para el acido

lactobionico, al ser sus niveles de retencién mucho menores que los del lactico.
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Grafica 22: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la elucién de la muestra 5 a pH=6 (anidénico).

En la gréafica 22, vemos que la elucion de ambos &cidos se hace a distinto
tiempo, no eluyen conjuntamente como en los casos anteriores. Esto se debe al valor del

pKa del acido lactico (3.86), que es mayor que el del acido lactobidnico (3.6).
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Asi, al pasar por la columna la disolucion de acido clorhidrico, el pH va bajando,
alcanzando primero el pKa del &cido lactico, de manera que eluye antes que el acido
lactobionico, dandose esta situacion. Se observa en esta muestra dado que las mezclas
de los experimentos previamente comentados se encuentran diluidas, por lo que la

presencia de agua hace que estas diferencias no se aprecien.

Tabla 11: Resultados del intercambio aniénico de la muestra 5 a pH=6.

g lactico INICIALES 0,979
g lactobidnico INICIALES 0,411
g de lactico muestra 0,583
g de lactobidnico muestra 0,297
g de lactico elucién 0,162
g de lactobidnico elucidn 0,066
g lactico recuperados 0,745
g lactobidnico recuperados 0,363
RENDIMIENTO LACTICO (%) 76
RENDIMIENTO LACTOBIONICO (%) 88

En este caso los rendimientos son mucho mas elevados, lo cual puede deberse a
que estamos tratando con muestra no diluida, con una concentracion de &cidos mucho
mas elevada que en los casos anteriores, siendo del 76% para el acido lactico y del 88%

para el acido lactobidnico.
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4.2.2.Resina cationica

4.2.2.1. Mezcla muestras 1,2, 3v 4 (pH=5.6)
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Grafica 23: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la carga de la mezcla de muestras a pH=5.6
(catidnico).

Como podemos comprobar en la gréfica 23, la retencion de la resina cationica
para ambos acidos es muy baja, ya que la mision de esta resina es la purificacion de la
muestra, esto es, la eliminacién de iones no deseados que puedan estar contenidos en la
misma, tales como potasio, magnesio, cloro,... Debido a esta baja capacidad de
retencion, no obtenemos concentracién de los acidos de interés en la elucion, y las
pérdidas de los mismos son inherentes a la columna de intercambio sobre la que
operamos.

Tabla 12: Resultados del intercambio catidnico de la mezcla de muestras a pH=5.6.

g lactico INICIALES 0,077
g lactobidnico INICIALES 0,047
g de lactico muestra 0,058
g de lactobidnico muestra 0,032
g de lactico elucién 0
g de lactobidnico elucidn 0
g lactico recuperados 0,058
g lactobidnico recuperados 0,032
RENDIMIENTO LACTICO (%) 75
RENDIMIENTO LACTOBIONICO (%) 68
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4.2.2.2.

Muestra 5 (pH=5.6)
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Grafica 24: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la carga de la muestra 5 a pH=5.6 (catidnico).

De nuevo se repite en esta ocasion (grafica 24) lo mencionado en el caso

anterior, con una retencion practicamente nula de los &cidos por la resina cationica,

aunque en esta ocasion si que obtuvimos niveles medibles de ellos tras el lavado con

acido clorhidrico (gréfica 25).
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Grafica 25: Concentraciones (g/L) de acido lactico y lactobidnico en la elucién de la muestra 5 a pH=6 (catidnico).
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Tabla 13: Resultados del intercambio catidnico de la muestra 5 a pH=5.6.

g lactico INICIALES 0,372
g lactobidnico INICIALES 0,181
g de lactico muestra 0,205
g de lactobiénico muestra 0,07
g de lactico elucién 0,002
g de lactobidnico elucidn 0
g lactico recuperados 0,207
g lactobidnico recuperados 0,07
RENDIMIENTO LACTICO (%) 56
RENDIMIENTO LACTOBIONICO (%) 39

En este caso los rendimientos tras realizar el

intercambio iénico con

la

membrana cationica son mucho mas bajos que en los casos anteriores, por lo que no

estariamos hablando de un proceso exitoso de purificacion.
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5. CONCLUSIONES

Una vez finalizado el proyecto y en vista a los resultados obtenidos, se extraen las

siguientes conclusiones:

e El proceso de microfiltracion es efectivo para la eliminacion de biomasa de las
muestras, si bien parte de los &cidos de interés quedan ligados a ésta, generando

ligeras pérdidas.

e A la hora de operar con el equipo de microfiltracion, es necesario realizar un
completo drenaje entre muestras, para evitar interferencias en los resultados por

existencia de restos anteriores.

e Es importante prolongar el proceso en el tiempo, para eliminar toda el agua
posible de la muestra, y optimizar el proceso de filtrado, para evitar volimenes

muertos que consecuentemente acarrearan pérdidas de los acidos.

e En el proceso de intercambio idnico con resina anionica, se observa una mejora
en el rendimiento para ambos &cidos en conjunto al operar a un pH=6, ya que a
pH=5 el rendimiento del proceso o recuperacion de &cidos es menor.

e El intercambio anidnico nos permite concentrar acidos en menor volumen de
muestra, lo cual es fundamental a la hora de buscar una posterior purificacion y

aislamiento.

e EIl intercambio cationico se emplea para eliminar iones no deseados de la
muestra, si bien también hay cierta pérdida de los acidos de interes, ya que los

rendimientos del proceso no son favorables.
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