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Resumen

Titulo: Evaluacion del proceso de diafiltracion para la produccion de hidrolizados clarificados a

partir de sangre bovina*
Autores: Juan Pablo Gonzélez Herrera, Simon Alejandro Santiago Villar**

Palabras Clave: Diafiltracion, Hidrolizado de sangre, Clarificacion con membranas

Descripcion: En Colombia, el aprovechamiento de los subproductos carnicos es limitado, lo que
genera impactos ambientales y desaprovecha recursos de alto valor como la sangre bovina, rica en
proteinas y hierro hemo. Estos componentes representan una oportunidad para el desarrollo de
ingredientes funcionales y alimentos fortificados. Sin embargo, los hidrolizados clarificados
suelen presentar pérdidas de compuestos de interés durante el procesamiento, lo que ha impulsado
la busqueda de alternativas que mejoren la eficiencia y el aprovechamiento de este subproducto.
Con este proposito, el presente trabajo evalud la diafiltracion como pretratamiento en la
produccion de hidrolizados clarificados de sangre bovina. La metodologia se desarrollé en dos
fases: en la Fase 1, se evalud el proceso de diafiltracion considerando 20% de dilucidn, para dos
umbrales de corte 30 nm y 200 nm, una presién transmembranal de 2 bar y un criterio de parada
definido por la permeabilidad. En la Fase 2, se compard la hidrélisis enzimatica de sangre
diafiltrada y sin diafiltrar, empleando la enzima GELZYME L-500 a una concentracion del 1,25
% p/p, con condiciones de pH = 10, temperatura de 55 °C y tiempo de reacciéon de 1 h.
Posteriormente, los hidrolizados obtenidos fueron sometidos a un proceso de clarificacion por
microfiltracion, bajo condiciones de 53 °C, APTM = 1,5 bar. Los resultados mostraron que la
diafiltracion no generé cambios en la composicidn final de los hidrolizados; sin embargo, aport6
mejoras sustanciales en la productividad, al favorecer la permeabilidad de las membranas y
disminuir la colmatacion. Esto permiti6 un manejo mas eficiente del proceso de hidroélisis y
clarificacion, con rendimientos superiores en comparacion con el tratamiento sin prefiltracion.

*Trabajo de grado

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director Carlos Jesus
Muvdi Nova



HIDROLIZADOS DIAFILTRADOS CLARIFICADOS 7

Abstract

Title: Evaluation of the Diafiltration Process to Produce Clarified Hydrolysates from Bovine

Blood*

Authors: Juan Pablo Gonzalez Herrera, Simon Alejandro Santiago Villar**

Keywords: Diafiltration, Blood Hydrolysate, Membrane Clarification

Description: In Colombia, the utilization of meat by-products is limited, which generates
environmental impacts and leads to the underuse of high-value resources such as bovine blood,
which is rich in proteins and heme iron. These components represent an opportunity for the
development of functional ingredients and fortified foods. However, clarified hydrolysates often
present losses of compounds of interest during processing, which has driven the search for
alternatives that improve efficiency and the utilization of this by-product. With this purpose, the
present work evaluated diafiltration as a pretreatment in the production of clarified hydrolysates
from bovine blood. The methodology was developed in two phases: in Phase 1, the diafiltration
process was evaluated considering 20% dilution, for two cut-off thresholds of 30 nm and 200 nm,
a transmembrane pressure of 2 bar, and a stopping criterion defined by permeability. In Phase 2,
enzymatic hydrolysis of diafiltered and non-diafiltered blood was compared, using the enzyme
GELZYME L-500 at a concentration of 1.25% w/w, under conditions of pH = 10, temperature of
55 °C, and a reaction time of 1 h. Subsequently, the obtained hydrolysates were subjected to a
clarification process by microfiltration, under conditions of 53 °C and APTM = 1.5 bar. The results
showed that diafiltration did not generate changes in the final composition of the hydrolysates;
however, it provided substantial improvements in productivity, by favoring membrane
permeability and reducing fouling. This allowed a more efficient management of the hydrolysis
and clarification process, with higher yields compared to the treatment without prefiltration.

*Trabajo de grado

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director Carlos Jesus
Muvdi Nova
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Introduccion

En Colombia, el tratamiento de los subproductos carnicos es escaso y en la mayoria de
situaciones no se aprovecha de la mejor manera, generando asi grandes cantidades de residuos,
que si no se gestionan correctamente pueden tener un alto impacto en el medio ambiente
(CONtextoganadero, 2023). A partir de esto, la industria carnica en los Gltimos afios ha comenzado
a reconocer el valor de sus subproductos, como la sangre de bovino. Esto se debe a que la sangre
de los bovinos es una rica fuente de proteinas y hierro hemo, el cual tiene un alto valor biologico
debido a su alta capacidad de absorcion en el intestino humano (de las Heras, 2022). Segun
reportan organizaciones internaciones como la FAO, OMS, UNICEF, NIH E ICBF, el uso del
grupo hemo como fuente nutricional de hierro se considera una alternativa integral para la
poblacién mundial deficiente de este micronutriente (CONtextoganadero, 2019).

Esta tendencia no solo busca responder a la urgencia de reducir el impacto ambiental, sino
también apuesta por la evolucién hacia un modelo de economia circular y reutilizacion de los
residuos, buscando la oportunidad de crear productos de alto valor afadido (Tierra, 2022). Una
aplicacién destacada es la produccion de hidrolizados clarificados, que son ricos en proteinas y
hierro hemo (Monroy, 2013). Estos productos tienen el potencial de convertirse en alimentos
enriquecidos, ofreciendo beneficios significativos en la prevencion y tratamiento de problemas
nutricionales, como la anemia (Villegas y Amado, 2021). En este contexto, el propdsito de este
trabajo es apoyar el proyecto de MinCiencias denominado “Desarrollo de una harina vegetal
fortificada con hierro obtenido del procesamiento enzimético controlado de la sangre de bovino,
como futura estrategia para aumentar la disponibilidad de hierro heminico en la dieta de las
familias con nifios menores de 5 afios del departamento de Boyacd”.

A pesar de los avances en la produccion de hidrolizados a partir de sangre bovina, estudios

previos han revelado que los hidrolizados clarificados presentan una notable disminucion en la



HIDROLIZADOS DIAFILTRADOS CLARIFICADOS 9

concentracion de hierro y proteinas respecto a los hidrolizados retenidos, con niveles de hierro
aproximadamente 52 veces menores y una cantidad de proteinas 1,8 veces inferior (Castillo y
Ortiz, 2023). Estas perdidas comprometen su valor nutricional y funcionalidad, lo que dificulta su
aplicacion en la produccion de alimentos fortificados. Este problema resalta la necesidad de
mejorar el proceso de clarificacion para aumentar el rendimiento y conservar los componentes
clave en los hidrolizados clarificados.

En este contexto, el proceso de diafiltracion se plantea como una alternativa para mejorar
la separacion y la retencion de proteinas y hierro en hidrolizados clarificados, abordando un area
poco explorada en la investigacion actual. Este estudio se enfoca en analizar las condiciones
operacionales de la diafiltracion, con el propdsito de minimizar problemas como la colmatacion
de membranas y la pérdida de permeabilidad, mejorando la eficiencia del proceso y el
aprovechamiento de los componentes clave.

Frente a esta situacion, surge la pregunta que guia este trabajo: ;Coémo afecta el proceso de
diafiltracion de sangre bovina al rendimiento de los hidrolizados clarificados obtenidos? Buscando
responder esta pregunta, se espera desarrollar estrategias que favorezcan dicho rendimiento y

potencien la aplicabilidad de los hidrolizados clarificados en la industria alimentaria.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Analizar el rendimiento de los hidrolizados clarificados obtenidos a partir de la diafiltracion de

sangre de bovino.

1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el proceso de diafiltracion de sangre de bovino para la produccion de hidrolizados
clarificados.

e Comparar el proceso de hidrolisis con sangre diafiltrada y su impacto en la obtencién de

hidrolizados clarificados.

2. Marco tedrico y estado del arte

Uno de los principales desafios que la agroindustria enfrenta radica en la gestion de sus
residuos, vertimientos y emisiones, los cuales conllevan altos niveles de contaminacion. A
menudo, las estrategias empleadas para abordar este problema son basicas y carecen de un valor
econdémico y ambiental significativo. Sin embargo, es importante destacar que los desechos
alimentarios poseen una diversidad de compuestos quimicos con potenciales aplicaciones
comerciales, lo que permite la generacién de valor afiadido y la revalorizacion de estos materiales
(Garcia et al., 2019). La industria del ganado bovino es destacada globalmente debido al amplio
consumo de sus productos y subproductos, que se clasifican en cuatro categorias principales. En
primer lugar, se encuentran los componentes de alto valor, como la carne. Le siguen los destinados
a la industria no alimentaria, como pieles, huesos, pezufias y sangre. También se incluyen

componentes de bajo valor, como despojos y harina de carne. Por Gltimo, existen elementos sin
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utilidad comercial, como la barbotina de lana y el contenido del tracto digestivo, eliminados como

residuos (Parrén et al., 2018).

La sangre es un subproducto inevitable de la industria carnica que representa hasta el 4%
del peso del animal vivo o del 6 al 7 % del contenido de carne magra, con un 80,9 % peso de agua,
un 17,3 % de proteinas, 0,23 % de lipidos, 0,07 % de carbohidratos y 0,62 % de minerales. Ademas,
contiene un alto nivel de hierro de 36,3 mg/100 g, que es tres veces mayor que el contenido presente
en la carne. El plasma que es la parte liquida presenta un porcentaje de proteinas de alrededor de
8,58% (Sampedro, 2013). Por consiguiente, la sangre de bovino representa una valiosa fuente de

hierro para complementar una dieta que carezca de este micronutriente (Duarte et al., 1999).

Se conoce que la sangre es una fuente abundante de proteinas de alta calidad, sin embargo,
su valor en el mercado es subestimado. Por esta razon, diversas investigaciones se han centrado en
estudiar los hidrolizados de sangre de varios animales de consumo, con el proposito de analizar la

capacidad bioldgica de los péptidos obtenidos a partir de sus fracciones (Barragan, 2013)

En cuanto al hierro, éste se presenta en la naturaleza como hierro heminico y hierro no
heminico. El hierro heminico forma parte exclusivamente de alimentos de origen animal, ya sea
como hemoglobina y/o mioglobina (Rocio, s. f.). Ademas, se conoce que el hierro heminico es
mejor absorbido por el cuerpo humano (Tostado et al., 2015); este es el principal motivo por el

cual se busca incorporar en otros alimentos.

En el afo 2021, el grupo CICTA obtuvo un resultado favorable en la Convocatoria
MinCiencias 896-2021, que se enfoca en el fortalecimiento de las capacidades regionales de
investigacion en salud. La presente propuesta de Trabajo de grado se alinea con el Objetivo

especifico 4 de los 7 planteados en el proyecto, el cual consiste en implementar las etapas de
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postratamiento de los hidrolizados obtenidos a través del escalado del proceso de filtracion con
membranas y la implementacion de las etapas de la evaporacion de pelicula y de desalado. En
particular, este trabajo busca analizar el rendimiento del proceso de hidrolisis si se le induce una

diafiltracion por membranas a la sangre de bovino cruda.

La hidrdlisis consiste en una reaccioén donde se da el rompimiento de una molécula por la
accion del agua. La hidrolisis puede ser efectuada ya sea quimicamente (mediante &cido o alcali)
0 bioloégicamente utilizando enzimas (Pasupuleti & Braun, 2010). La hidrdlisis enzimatica es la de
interés para el proyecto MinCiencias. Esta se puede ver afectada por ciertos factores los cuales
pueden inhibir su proceso, como los son los inhibidores de proteasas. Estos son compuestos que
pueden entorpecer la accion de las enzimas proteoliticas, las cuales catalizan la hidrolisis de los
enlaces peptidicos de las proteinas. Estos inhibidores pueden estar presentes naturalmente en la
sangre o ser generados durante su procesamiento (Figueroa et al., 2012). Su presencia puede
disminuir la efectividad de la hidrolisis enzimatica, lo que significa que se reduce la velocidad y la
cantidad de péptidos y aminoacidos liberados. Por ello, es crucial controlar y reducir la presencia
de estos inhibidores en la sangre bovina antes de realizar la hidrélisis enzimatica, para lograr una

mayor eficiencia y rendimiento en la produccion de hidrolizados proteicos (Figueroa et al., 2012).

La diafiltracion es una técnica membranaria Gtil para mejorar la eficiencia y el rendimiento
de la hidrolisis de la sangre bovina. Esta consiste en un proceso de separacion en la que se afiade
un volumen de liquido a la muestra (generalmente agua desmineralizada) para lavar y eliminar los
componentes no deseados, mientras que se retiene la fraccion de interés, como las proteinas
globulares como el caso de la hemoglobina. Esta técnica también puede mejorar las propiedades
funcionales de los hidrolizados, como la capacidad de formar espuma y la solubilidad, lo que los

hace méas adecuados para su uso en diferentes aplicaciones (Simonetti, 2016). En la actualidad, la
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diafiltracion se emplea para fabricar WPC (concentrado de proteina de suero de leche) con niveles
de contenido elevados, que van desde un 25% hasta un 90%, al combinarla con diversas técnicas
de filtraciébn como microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion y 6smosis inversa (Baldaso et al.,
2011). Una de las aplicaciones mas utilizadas a nivel mundial es para producir proteinas de suero
concentradas, que pueden obtener niveles muy altos de contenido de proteina, si se combinan
correctamente las técnicas de filtracion, para remover las particulas solubles y obtener una proteina

de mayor pureza y por ende mayor valor comercial (Kelly, 2002).

La hemolisis osmoética es un fenémeno que ocurre debido a las diferencias en las presiones
osmoticas entre el interior de la celula y el medio externo. Los glébulos rojos, por ejemplo,
contienen una elevada concentracion de solutos en su citoplasma; cuando se colocan en un medio
hipotonico, como el agua destilada, el agua ingresa a la célula por 6smosis, lo que provoca su
hinchazén y eventual ruptura de la membrana celular. Este principio, basado en el movimiento de
agua a traves de una barrera semipermeable por diferencias de concentracion, guarda relacion con
el proceso de diafiltracion, en el cual también se emplea una membrana selectiva para generar un

gradiente que permite remover solutos no deseados y obtener una fraccion mas purificada.

La hemolisis osmotica garantiza la liberacion completa de la hemoglobinay otras proteinas
intracelulares en el medio acuoso. Esto es crucial para la produccién de hidrolizados ricos en
proteinas, debido a que la hemoglobina contiene hierro heminico, que es de particular interés en la
fortificacion de alimentos. La ruptura de los globulos rojos aumenta la disponibilidad para el

proceso de hidrdlisis (Koseoglu et al., 2011).

Se ha estudiado la optimizacion de la hidrolisis enzimatica de la fraccion globular de la
sangre bovina analizando la cinética enzimatica con respecto a las variables mas importantes del

proceso, como el pH, la concentracion inicial del sustrato y la relacion enzima/sustrato. Los
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hidrolizados enzimaticos de proteinas son ampliamente empleados en diversos procesos
alimentarios debido a sus propiedades funcionales, como una mayor capacidad de agitacion,

dispersion y solubilidad mejorada (Ramos et al., 2006; Davila et al., 2007).

Desde una perspectiva nutricional, las proteinas y péptidos derivados de subproductos estan
siendo utilizados para potenciar funciones bioldgicas (Méller et al., 2008), ya que los péptidos
resultantes de la hidrolisis tienen la capacidad de ejercer efectos bioldgicos especificos (Martinez

y Martinez, 2006).

Un péptido es una cadena corta de aminoécidos (habitualmente de 2 a 50) vinculados por
uniones quimicas (denominados enlaces peptidicos). Una cadena més larga de aminoécidos unidos
(51 0 més) es un polipéptido (National Human Genome Research Institute Home | NHGRI, s. f.).
Los péptidos bioactivos de diferentes fuentes han encontrado aplicacion en la industria nutraceltica
y farmacéutica, principalmente para la elaboracion de alimentos funcionales. Por ejemplo, se ha
observado que los hidrolizados de plasma poseen actividad inhibidora de la enzima convertidora
de angiotensina (ACE), actividad antigenotdxica (reduciendo dafios en el ADN) (Hyun y Park,
2002) y actividad antioxidante. Asimismo, se han identificado péptidos de hemoglobina bovina
con propiedades antimicrobianas (Daoud, Dubois-Delval y Bors-Dodita, 2005). Asi se nota la
hidrélisis enzimatica como un método eficaz para extraer proteinas hidrolizadas y hierro como

subproductos, permitiendo obtener ingredientes de alto valor afiadido (Lafarga & Hayes, 2017).

Los hidrolizados de sangre bovino son sometidos a procesos baromembranarios los cuales
son técnicas de separacion que utilizan la diferencia de presion para impulsar el transporte de
moléculas a través de una membrana semipermeable. Esta membrana permite el paso de moléculas
de menor tamafio o con mayor afinidad por la membrana, mientras que retiene moléculas de mayor

tamafio o con menor afinidad. Las tecnologias basadas en membranas tienen un impacto
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significativo en el desarrollo de productos nuevos y mejorados. Su aplicacion se ha destacado en
diversas industrias, como la industria alimentaria, la desalinizacion del agua de mar, el tratamiento

de aguas residuales y la clarificacion de jugos. (Solis et al., 2017).

En la Figura 1 se ilustra un esquema representativo del proceso de separacion mediante
membranas. Este proceso se fundamenta en la presencia de una barrera semipermeable o selectiva
que discrimina entre diferentes componentes de una mezcla en funcion de propiedades como el
tamafio molecular, la forma, o la afinidad quimica con la membrana. De esta manera, ciertos
compuestos logran atravesar la membrana constituyendo el permeado, corriente caracterizada por
una menor concentracién de los solutos retenidos, mientras que otros son rechazados y se
concentran en la corriente denominada retenido. Esta diferenciacion en la distribucion de los
componentes genera un gradiente de concentracion entre ambas fases, el cual resulta esencial para

comprender la eficiencia del proceso y las aplicaciones posteriores del material tratado.

Figura 1.
Esquema de la separacion con membranas

Nota. Tomado de Alfa Laval (2020)

RETENIDO

ALIMENTO

MEMBRANA

DERME ABO
PERMEADO

Los procesos con membranas se pueden clasificar con base en el umbral de corte de la
membrana y la presion transmembrana (APtm) necesaria para que ocurra la separacion (Benito et

al., 2004). De la siguiente manera:
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Tabla 1.

Tipos de separacion con membranas

Tipo de separacién con Umbral de corte [kDa] Intervalo A Pty [bar]
Membranas
Nanofiltracion (NF) 0,1-0,5 10-30
Ultrafiltracion (UF) 0,5-100 1-10
Microfiltracion (MF) >100 1-10

En todos los tipos de separacién por membranas se debe tener en cuenta el manejo de
variables como la presion transmembrana, la temperatura y la velocidad de flujo de la alimentacién
(Benito et al., 2004). Esto debido a fendmenos que podrian afectar este proceso como lo es la
colmatacion; definida como la disminucion del flux de permeado debido a la acumulacién de

particulas en la superficie de la membrana (Ortiz et al., 2008).

A través de la separacién con membranas se ha logrado separar la fraccion celular del
plasma bovino. Esto se realiz6 por medio de microfiltracidn y ultrafiltracion (Kokkora et al., 2012).
La microfiltracion resultd en una proporcion de 10:14 entre plasma de sangre (permeado) y
fraccion de gldbulos rojos (retenido). La ultrafiltracion concentro tanto la fraccion de glébulos

rojos como las proteinas en el retenido, obteniendo un permeado libre de proteinas.

3. Metodologia
La Figura 2 presenta el diagrama metodoldgico, resaltando las fases que se desarrollaron
para alcanzar los objetivos plantados en este proyecto. En este se definieron dos fases, la primera
consistio en la evaluacion del proceso de diafiltracion, y la segunda, en la cual se comparo el
proceso de hidrdlisis con sangre diafiltrada y el impacto que este tiene para la obtencion de

hidrolizados clarificados.
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Figura 2.

Diagrama metodologico del proyecto

Sangre de bovino
T= Temperatura ambiente
APty = 2 bar ; Citrato de sodio
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La sangre bovina utilizada como materia prima fue suministrada por Colbeef S.A.S a la

cual se le adiciond citrato de sodio al 1,5% v/v, como anticuagulante. Se replicaron las condiciones

operacionales para la sangre de bovino y la obtencién de los hidrolizados clarificados descritas

por Acosta y Rios (2013), y Castillo y Ortiz (2023). Ademas, se realizaron capacitaciones en el

manejo de equipos y técnicas de caracterizacion, asegurando asi las competencias necesarias para

el desarrollo adecuado de los experimentos.

La sangre bovina fue sometida a un proceso de diafiltracién a temperatura ambiente,

aplicando una presion transmembrana de 2 bar. Para ello, se utilizd agua desmineralizada con una

conductividad eléctrica inferior a 10 uS/cm, realizdndose diluciones al 20% de la sangre trabajada,

con el objetivo de retirar este porcentaje por medio del filtrazdo. El proceso se llevé a cabo
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utilizando un mddulo membranario de acero inoxidable equipado con membranas ceramicas
monocanal de a-limina, de 1 m de largo y un area de 0,0659 m2, empleando umbrales de corte de
30y 200 nm.

Figura 3.

Médulo membranario

3.2 Fase 2: comparacién del proceso de hidrdlisis con sangre diafiltrada y su impacto
para la obtencion de hidrolizados clarificados

La sangre diafiltrada, obtenida en la Fase 1, atraveso dos procesos adicionales: hidrolisis y
posteriormente clarificacion.

El proceso de hidrolisis se llevo a cabo utilizando la enzima GELZYME L500, a una
temperatura de 55°C y un pH inicial de 10, con una concentracion de enzima del 1,25% p/p,
durante aproximadamente 60 min. Este procedimiento se realiz6 tanto con sangre diafiltrada como
con sangre sin tratar. La sangre sin tratar fue utilizada inicialmente en pruebas piloto, lo que
permitio la capacitacion en la técnica del proceso para proceder a realizar escalados los cuales
fueron necesarios para llevar a cabo la hidrdlisis. Para esta actividad fue necesario realizar
disoluciones del 20% con agua desmineralizada antes del proceso para facilitar el manejo de la

sangre hidrolizada.
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Figura 4.

Reactor de hidrélisis enzimatica de acero inoxidable

Posteriormente, la clarificacion se realiz6 utilizando un médulo con membranas ceramicas
monocanal de a-limina de 1 m de largo (0,0659 m?) y umbral de corte de 30 y 200 nm, a 53°C y
2 bar de presién transmembrana.

La prueba se desarroll6 utilizando seis membranas para cada umbral de corte, aplicAndose
tanto a la sangre hidrolizada normal como a la sangre hidrolizada diafiltrada. Se empleé una
dilucion al 5% con agua desmineralizada como parte del protocolo experimental. El pardmetro de
parada seleccionado fue el tiempo, estipulado en 5h para cada proceso.

3.3 Métodos de andlisis y cuantificacion

Para el andlisis de las muestras que se obtuvieron durante el desarrollo del trabajo, se

utilizaron los siguientes métodos experimentales:

Tabla 2.

Meétodos y normas utilizadas para la cuantificacion de macroelementos en sangre de bovino

Macroelementos Meétodo Norma
Proteinas Método Kjeldahl NTC 4657:2022
Cenizas Gravimétrico NTC 4648; 2022
Lipidos Extraccion Soxhlet NTC 1662: 2008

Hierro hemo Absorcién atébmica




HIDROLIZADOS DIAFILTRADOS CLARIFICADOS 20

Permeabilidad: Se midio volumétricamente, relacionando los caudales de permeado en un
tiempo determinado de 10 s 0 20 s, segun el caso. Se determind para todas las filtraciones y despues
de cada proceso de lavado, permitiendo caracterizar la membrana en términos de productividad y
limpieza, respectivamente (Benavente et al., 2000).

Humedad: El contenido de humedad se determind mediante una balanza de humedad
precisa modelo XM 60-HR.

Hemdlisis osmotica: Se tomaron muestras de sangre bovina cruda y se diluyeron en

diferentes cantidades de agua desmineralizada, generando una lisis celular a una temperatura
ambiente. Posteriormente, con ayuda de un microscopio se caracterizaron las muestras obtenidas
(Cibic Laboratorios, 2018).

Determinacion grado de hidrolisis: Se tomaron muestras de la sangre hidrolizada y se ajustd

su pH hasta 10 con NaOH 5N. Por medio de estas muestras se hizo un estimado para el GH del

volumen total obtenido del proceso.

—BNp11
GH = M, whe (Ec. 1)

10 PH-PK 298-T

- 1+10 PH-PK (Ec. 2) pPK =78+ 298-T

- 240 (Ec. 3)

Donde B es el volumen de NaOH consumido (L), NB es la normalidad de la base, « es el
grado medio de disociacion de los grupos a-NH: liberados en la reaccidn, el cual depende del pK,
gue a su vez esta asociado con la temperatura, MP (kg) es la cantidad de proteina en la mezcla de

reaccién. MP se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Mp = Mgangre * Cprot (Ec. 4)

Donde mggy,4re €S la masa de sangre en 500mL (kg) y Cp¢ € €l contenido de proteina en

la sangre (g proteina / 100g sangre). El parametro ht (Eqv/kg) es el nimero de enlaces peptidicos
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totales en la proteina (Morales et al., 2017), para este caso se utilizé un ht de 8.3 Eqv/kg, que ha

sido reportado para proteinas de la sangre (Gomez et al., 2013).

4. Analisis y discusion de resultados
4.1 Impacto del proceso de diafiltracion

La Figura 5 muestra las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido
al realizar 4 diluciones diferentes. Esto se realizd para evaluar la hemdlisis osmética a diferentes
diluciones, con el objetivo de determinar el parametro de parada en el proceso de diafiltracion.

Al realizar las diluciones se observo que, a partir de la dilucion del 30%, la poblacion de
glébulos rojos comenzo a disminuir. Esto se debe a que la capacidad de los glébulos rojos para
retener agua habia superado su punto critico, lo que provocé que las células se hincharan mas alla
del limite de elasticidad de su membrana (Alonso et al., 2015). Como resultado, ocurrié hemolisis
debido a la presién osmotica ejercida sobre ellas. Por esta razon, se eligio trabajar con diluciones
al 20% porque, a esta concentracion, los glébulos rojos mostraban un mayor volumen celular sin

haber alcanzado aun la hemdlisis.
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Figura 5.

Gldbulos rojos analizados por medio del microscopio electronico de barrido. Muestra de sangre
con dilucidn (a) del 10%. (b) del 20%. (c) del 30%. (d) del 40%.
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La Figura 6 muestra los resultados para pH, conductividad, turbidez y materia seca para
los permeados obtenidos al inicio y al final de las 2 h del proceso de diafiltracion. A diferencia del
estudio realizado por Acosta y Rios (2013), en el cual se emple6 un proceso de filtracion utilizando
sangre bovina a una temperatura de 20 °C y una presion de operacion de 1 bar, en este trabajo se

implementd un proceso de diafiltracion a 40 °C y 2 bar.



HIDROLIZADOS DIAFILTRADOS CLARIFICADOS 23

Figura 6.

pH, conductividad, turbidez y materia seca de permeados (sangre sin hidrolizar) obtenidos
durante la prueba de escalado de la diafiltracion, a 2 bar de presion transmembrana y 40°C,

utilizando 6 membranas de 1m de largo para cada prueba.

'£20000 |
> 14750t>720 {13220
1t Je 8 51 84 315000 | 1245
’ ©
T 3 510000 ¢
% 5000 |
=}
1 g 0
0 2 o 0 2
tiempo (h) tiempo (h)
200nm 30nm 200nm 30nm
25 224 20 ~
—_ ©
S0 | 184 S 13,4
2 15 |
£ ©
— 15 | e
3] o 10 |
B 10 | 53 ?6
e ’ =
= L 2,7 5 F 2,2
2 < 08 0,8
0 = 0
0 2 0 2
tiempo (h) tiempo (h)
200nm 30nm 200nm 30nm

Los valores de pH se mantuvieron estables durante el proceso, sin presentar variaciones
entre los permeados obtenidos con ambos umbrales de corte. En cuanto a la conductividad,
turbidez y materia seca, se observaron reducciones al finalizar el proceso de 15,6%, 85,3%, 61,9%
para la membrana de 200nm, y de 15,9%, 76,4%, 93,9% para la de 30nm, respectivamente.

La disminucién de la conductividad, cercana al 20% en ambos casos, es coherente con el
comportamiento esperado en un proceso de diafiltracion, donde el arrastre de solutos de bajo peso

molecular por el solvente afiadido (agua) favorece una disminucién progresiva de la concentracion
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de los electrolitos. Este valor de reduccion corresponde al porcentaje de dilucion aplicado,
indicando que la diafiltracién permitié remover parte de los solutos idnicos presentes.

Durante el proceso de diafiltracion, los permeados presentaron una disminucion progresiva
en su turbidez, pasando de 18,4 a 2,7 NTU para la membrana de 200 nm y de 22,4 a 5,28 NTU
para la de 30 nm. Esta tendencia esta asociada a la formacion progresiva de una capa de
ensuciamiento sobre la membrana la cual limitaba el paso de fracciones coloidales, actuando como
una barrera adicional al mecanismo de exclusion por tamafio (Snir et al., 1996; She et al., 2009).

De forma similar, el contenido de materia seca en los permeados disminuyo de 2,1% a
0,8% para la membrana de 200 nm y de 13,4% a 0,8% para la de 30 nm. Esta reduccion mas alla
del efecto del lavado por diafiltracién, esta relacionada a la evolucion del sistema en el tiempo,
donde el ensuciamiento genera una capa de ensuciamiento que limita el paso de solidos solubles y
coloidales (\Van der Bruggen et al., 2003).

Por otra parte, Acosta y Rios (2013) reportaron que una reduccion en el umbral de corte
disminuyé el porcentaje de materia seca en los permeados, debido a una mayor retencion de
proteinas en el retenido. En su estudio, la membrana de 200 nm se mantuvo constante empezando
y terminando con un valor de 5,4%, mientras que la de 150kDa present6 una disminucion del 10,7
% (de 2,8% a 2,5%) y la de 300 kDa del 10,71% (del 2,8 al 2,5). En el presente estudio, no se
observaron diferencias relevantes entre las membranas de 30 nm y 200 nm al final de la prueba.
Sin embargo, la materia seca en los permeados se redujo un 93,9% para la membrana de 30nm (de
13,44% a 0,81%) y un 61,9 % para la membrana de 200nm (de 2,16% a 0,82%). Este resultado
sugiere que, bajo las condiciones operativas utilizadas, el umbral de corte no tuvo un efecto en la
eliminacion de sdlidos disueltos, lo que refuerza el papel de la diafiltracibn como una estrategia

para la reduccién progresiva de sélidos disueltos.
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La Figura 7 muestra los resultados para pH, conductividad, turbidez y materia seca para

los retenidos obtenidos al inicio y al final de las dos horas de la prueba.

Figura 7.

pH, conductividad, turbidez y materia seca de retenidos (sangre sin hidrolizar) obtenidos durante
la prueba de escalado de la diafiltracion, a 2 bar de presion transmembrana y 40°C, utilizando 6

membranas de 1m de largo para cada prueba.
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Se pudo notar que durante la diafiltracion no se present6 una variacion en el pH y ademas
de esto, no se observaron diferencias entre los umbrales de corte evaluados. Sin embargo, a lo
largo del proceso, los retenidos mostraron una disminucion en la conductividad del 17,7% para la
membrana de 200nm y del 18,3% para la de 30nm. Esta reduccion se atribuye a la diafiltracion,

la cual favorece la eliminacion de compuestos de bajo peso molecular que se encuentran disueltos,



HIDROLIZADOS DIAFILTRADOS CLARIFICADOS 26

como iones. A medida que se afiade el solvente, debido al proceso de diafiltracion, se arrastran
estos solutos a través de la membrana, disminuyendo la concentracion de iones responsables de la
conductividad en el retenido. Esta reduccion en la conductividad esta relacionada con el factor de
dilucién aplicado durante la diafiltracion, la cual fue cercana al 20%. Este comportamiento
evidencia la eficacia del proceso para remover electrolitos, sin comprometer las fracciones
macromoleculares retenidas.

En cuanto a la turbidez y la materia seca, los resultados evidencian un comportamiento
distinto. La turbidez aumentd levemente para ambas membranas al finalizar la diafiltracion,
pasando de 5070 a 5430 NTU en la de 200nm y de 4840 a 5040 NTU en la de 30nm. Este
incremento sugiere un efecto de concentracion inducido por la temperatura mantenida durante el
proceso (40 °C). Por otro lado, la materia seca mostro una ligera reduccidn, siendo mas evidente
con la membrana de 30nm (de 19,36% a 17,49%) en comparacion con la de 200nm (de 18,66% a
18,4%). Esta diferencia puede atribuirse a la mayor retencién interna en membranas de mayor
umbral de corte, donde el material colmatante puede quedar parcialmente atrapado en el interior.
En cambio, en la membrana de 30nm, el ensuciamiento es mayormente superficial, permitiendo
un arrastre mas eficiente de solutos finos (Snir et al., 1996; She et al., 2009).

A diferencia de la conductividad, cuya disminucion reflejé la remocién de fracciones
solubles, los cambios en turbidez y materia seca estdn mas relacionados con componentes
insolubles o coloidales, que son menos removidos por el proceso de diafiltracion.
La Figura 8 muestra la evolucion de la permeabilidad durante el proceso de diafiltracidn utilizando

membranas de 200 nm y 30 nm.
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Figura 8.
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Permeabilidad de membranas durante la diafiltracion de sangre en el escalado, a 2 bar de presion

transmembrana y 40 °C, utilizando 6 membranas de 1m de largo para cada prueba.
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Ambas membranas presentaron una tendencia decreciente inicial en la permeabilidad,

asociada al ensuciamiento progresivo de la superficie (Snir et al., 1996; She et al., 2009). Sin

embargo, la membrana de 200 nm mostrd una variacion particular en su comportamiento, con una

caida pronunciada durante los primeros 30 min (de 8,64 a 7,58 L/m2-h), seguida de una

recuperacion progresiva hasta alcanzar 11,07 L/m2-h al final del proceso. Este comportamiento

sugiere la ocurrencia de un taponamiento transitorio a la entrada del médulo para algunas

membranas, posiblemente asociado a la acumulacion inicial de solidos suspendidos o formacion

de coagulos, los cuales, bajo condiciones estables de temperatura (40 °C) y presion (2 bar), podrian

haberse redistribuido o liberado con el paso del tiempo, permitiendo una recuperacion parcial del

flujo.
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Esta hipotesis se refuerza con la inspeccion final del mddulo, en la que se encontraron
algunas membranas obstruidas en la zona de ingreso de la alimentacion al modulo. Esto respalda
la idea de que el sistema experimentd un bloqueo parcial seguido de una reconfiguracion dinamica
del ensuciamiento, posiblemente influenciada por pequefios cambios de viscosidad o distribucion
del caudal.

Por su parte, la membrana de 30nm presento una disminucion progresiva y mas uniforme
en la permeabilidad, de 15,01 a 11,75 L/m2-h. Este comportamiento mas estable sugiere una menor
propension a eventos de colmatacion abrupta, probablemente, debido a que su umbral de corte
menor promovid un ensuciamiento superficial, reduciendo el riesgo de taponamiento interno por
particulas cercanas al tamafio de poro.

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados por Acosta y Rios (2013), se
observa un comportamiento diferente en la evolucion de la permeabilidad. En su estudio, la
membrana de 200nm presentd una disminucion progresiva de 81,2 a 35,9 L/m2-h, mientras que,
en el presente trabajo, dicha membrana mostré una caida inicial de 12,28 a 7,58 L/m2-h, seguida
de una recuperacién parcial hasta 11,07 L/m2-h.

A diferencia del estudio de referencia, el presente experimento operd con un nimero de
Reynolds bajo (de aproximadamente 2,48 para 200nmy 3,08 para 30nm), lo que indica un régimen
laminar. En contraste, Acosta y Rios (2013) trabajaron bajo condiciones turbulentas (Re ~ 31850).
Este cambio en el régimen hidrodindmico, sumado a la configuracion de ocho tubos de mayor
longitud, implicé una menor velocidad lineal por canal, mayor superficie disponible y una mayor
susceptibilidad a la formacion de capas colmatantes (fouling) de mayor espesor (Ortiz et al., 2008).

Sin embargo, un aspecto destacable del presente trabajo es que, a pesar de operar con menor

turbulencia y mayor exigencia de operacion (mayor volumen permeado), fue posible mantener
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permeabilidades estables a lo largo del tiempo, particularmente gracias al efecto diluyente de la
diafiltracion, que contribuyd a reducir la viscosidad y la concentracion de solutos acumulados
sobre la membrana (Mardal et al., 2024).

La Tabla 3 muestra la composicion de la sangre sin tratar, el retenido diafiltrado y el
permeado obtenido durante la diafiltracion.
Tabla 3.

Parametros fisicoquimicos de la sangre (sin diafiltrar), retenido (diafiltrado) y permeado.

Parametros  Unidades Sangre Retenido Permeado
(sin diafiltrar) diafiltrado diafiltrado
Proteina /100g 15,81 16,31 0,30
cruda
. mg de
Sodio Na/100g 254,46 189,73 160,38
Hierro mg/100g 39,22 40,07 0,43
. mg de i
Hiero hemo Fe/100g 37,21 39,87

Se observo que la proteina total disminuy6 notablemente en el permeado de la sangre
diafiltrada, pasando de 15,81 g/100 g en la sangre (sin diafiltrar) a 0,30 g/100 g. Este
comportamiento es coherente con lo esperado en procesos de clarificacion baromembranarios, en
donde se busca retener macromoléculas proteicas con alto peso molecular, como por ejemplo, la
hemoglobina (Van der Bruggen et al., 2003). En el retenido diafiltrado al finalizar el proceso se
registr6 un valor de 16,31 g/100 g, ligeramente superior al de la sangre (sin diafiltrar). Este
incremento puede atribuirse a un fendmeno de concentracion progresiva, que resulta de la perdida
de agua durante la filtracion a temperaturas superiores a la temperatura ambiente y en condiciones
de operacion prolongadas, favoreciendo una ligera evaporacion del agua presente (Rincon, 2019).
Esto conlleva a la concentracion de solidos en el retenido, entre los cuales se encuentran las

proteinas.
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Respecto al contenido de sodio, se observd una disminucion progresiva en el retenido,
pasando de 254,46 mg de Na/100 g a 189,73 mg de Na/100 g (reduccién del 25%) a lo largo del
proceso de diafiltracion. Esta reduccion esta asociada al efecto de lavado provocado por la
incorporacion de agua, que diluye el sistema y arrastra los solidos disueltos. Como resultado, el
permeado final presentd un contenido de sodio de 160,38 mg/100 g, es decir, un 37% menos
respecto a la muestra inicial, reflejando asi la eficacia del lavado y su impacto directo en ambas
fracciones.

En cuanto al hierro total, se observd que permanecié en el retenido (40,07 mg/100 g), lo
que refleja que la mayoria del hierro en la sangre esta asociada a proteinas como la hemoglobina,
retenidas por la membrana durante el proceso (Boccio et al., 2003). Asimismo, mostré un valor
similar en el retenido (39,87 mg de Fe/100 g), lo que indica que la diafiltracion permitié conservar
este componente junto a las proteinas.

4.2 Comparacion del proceso de hidrdlisis enzimatica usando sangre diafiltrada.

La Tabla 4 muestra la composicion fisicoquimica de las soluciones utilizadas en la
evaluacion de la hidrolisis enzimatica, comparando sangre sin diafiltrar y sangre diafiltrada.

Tabla 4.

Parametros fisicoquimicos de la hidrolisis de sangre normal y diafiltrada.

Parametros Unidades Hidro_liza_do_de sangre Hidroli_zaqlo de
(sin diafiltrar) sangre diafiltrada

pH 8,36 8,20

Conductividad puS/cm 12460 10770
Turbidez NTU 1240 1000

Materia seca % 19,47 16,39
Hierro mg/100 g 40,35 35,71
Hierro hemo mg de Fe/100 g 32,55 26,45
Sodio mg Na/100 g 521,97 411,71

Proteina cruda 9/100 g 17,07 13,20
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En cuanto a la conductividad eléctrica, relacionada directamente con la presencia de sales
disueltas, se redujo en un 13,56% (de 12.460 a 10.770 uS/cm), lo que indica una remocion parcial
de especies ionicas durante la diafiltracién, ademas relacionandose con el factor de dilucion
durante la diafiltracion que fue de aproximadamente 20%. En cuanto a la turbidez, se observo una
disminucion del 19,35% (de 1240 a 1000 NTU), valor que se aproxima al nivel de dilucion
aplicado, lo cual refleja una eliminacion proporcional de particulas suspendidas de menor tamario.
Ademas, esta disminucion se puede atribuir a la eliminacién de compuestos de bajo peso
molecular, como hemoglobina libre, lipidos y restos celulares, durante el proceso de diafiltracion.
Estos componentes son conocidos por contribuir a la formacion de agregados insolubles que
aumentan la turbidez en soluciones proteicas (Soto-Sierra et al., 2022). Asimismo, desde el punto
de vista composicional, la materia seca mostré una disminucién del 15,8% (de 19,47% a 16,39%),
lo que evidencia una pérdida de solidos totales asociada al efecto de lavado provocado por la
diafiltracion.

En relacion con el contenido de hierro hemo, se observo una reduccion del 18,50% tras el
proceso de diafiltracion, al pasar de 32,55 mg a 26,45 mg de Fe/100 g. Esta disminucién se
aproxima al nivel de dilucion inducido durante el proceso (20%), lo cual sugiere que parte de la
pérdida puede atribuirse a un efecto de dilucion general del sistema. Sin embargo, es importante
considerar que el hierro hemo no se encuentra en forma libre, sino que esta unido a proteinas,
principalmente a la hemoglobina y otras hemoproteinas presentes en la sangre. Estas
macromoléculas, debido a su tamafio, no deberian atravesar facilmente la membrana si esta posee
un umbral de corte molecular adecuado.

La reduccion observada, por tanto, podria estar influenciada no solo por la dilucion

volumétrica, sino también por otros factores asociados al proceso. Entre ellos se encuentra el
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posible arrastre de fragmentos proteicos que contienen hierro hemo, resultado de una hidrolisis
parcial de las proteinas durante la obtencion del hidrolizado. Asimismo, la dinamica del sistema
durante la diafiltracion puede favorecer el paso de fracciones hemo mas pequefias o la liberacion
de hierro desde las proteinas, afectando su retencién. (Tenhunen, Marver, & Schmid, 1968)

El contenido de sodio también fue menor en la sangre diafiltrada (411,71 mg de Na/100 g)
frente a la sangre sin diafiltrar (521,97 mg de Na/100 g), lo que refleja una eliminacion previa de
un 21,12% de sales durante el proceso, valor relacionado al porcentaje de dilucion inducido durante
la diafiltracion.

A diferencia del sodio, la proteina cruda y la turbidez, cuyos valores disminuyeron en
proporciones similares al nivel de dilucion inducido (aproximadamente 20%), otras variables
como la materia seca (15,8%), la conductividad (13,56%), el hierro total (11,49%) y el hierro hemo
(18,50%) presentaron reducciones inferiores o no directamente proporcionales a la dilucion
aplicada. Esta diferencia puede atribuirse a factores fisicoquimicos y estructurales propios de cada
componente, asi como a su interaccion con la membrana y el medio de diafiltracion.

En el caso del sodio, su alta solubilidad y bajo peso molecular permiten que sea facilmente
eliminado por arrastre con el agua durante la diafiltracion (Gésan-Guiziou, 2010). Por otro lado,
el hierro total y el hierro hemo se encuentran mayoritariamente ligados a proteinas como la
hemoglobina o la mioglobina, lo que dificulta su paso a través de membranas con cortes
moleculares superiores (Brunet et al., 2010). Esto explica por qué la reduccion de estas fracciones
metéalicas no es directamente proporcional al nivel de dilucion, ya que su eliminacion no depende
Unicamente del volumen de agua adicionada, sino también de su asociacion estructural.

La materia seca agrupa componentes tanto solubles como insolubles, incluyendo péptidos,

proteinas de alto peso molecular, compuestos organicos e inorganicos. Muchas de estas fracciones
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presentan baja movilidad o forman estructuras coloidales que dificultan su remocion mediante
membranas (Zydney & Ho, 2003). De forma similar, la conductividad eléctrica depende de la
totalidad de especies idnicas presentes, no unicamente del sodio. Si bien algunas sales se eliminan
eficientemente, otras pueden mantenerse en el sistema dependiendo de su carga, tamafio y afinidad
con la membrana, resultando en una disminucion menor al 20% (Cheryan, 1998)

Los resultados obtenidos confirman que la diafiltracion impacta la composicion del
hidrolizado, especialmente en la reduccion de sales, sélidos totales y proteinas. La menor
conductividad y el menor contenido de sodio indican que la diafiltracion facilité la remocién de
minerales, lo que puede ser beneficioso en aplicaciones que requieren productos con bajo
contenido iénico (Nasri, 2016). Ademas, la disminucion en turbidez y materia seca sugiere que la
diafiltracion favorecio la eliminacion de proteinas y compuestos en suspension, mejorando la
claridad del hidrolizado (Toldréa et al., 2016).

Segun lo reportado por Bah et al. (2016), quienes documentaron un incremento en la
liberacion de hierro hemo como resultado de una mayor relacion enzima/sustrato. En sus estudios,
una mayor carga enzimatica facilité la ruptura de la cadena globina, permitiendo la liberacién
efectiva del grupo hemo y su hierro asociado. De manera similar, Toldra et al. (2016) destacan que
la eficiencia en la liberacion de compuestos bioactivos puede potenciarse al optimizar condiciones
como el pH, la temperatura y la concentracion enzimatica. En contraste, nuestros resultados
sugieren que no solo las condiciones de hidrélisis influyen en la liberacion de hierro hemo, sino
también los pretratamientos aplicados al sustrato, como la diafiltracion, que modifica la

composicién inicial de la muestra y afecta directamente el contenido final de hierro disponible.
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4.3 Clarificacion con membranas

La Figura 9 muestra la evolucion de la permeabilidad de membranas de dos diferentes
umbrales de corte (30 nm y 200 nm) en el proceso de clarificacion de sangre hidrolizada (sin
diafiltrar).

Durante el proceso de clarificacion de sangre hidrolizada sin diafiltrar en la membrana de
30 nm, la permeabilidad comienza en valores superiores, alrededor de 9 L/mz2-h, pero experimenta
un descenso progresivo en las primeras tres horas, alcanzando valores aproximados a 5 L/m2-h.
Este comportamiento sugiere un ensuciamiento, posiblemente debido al bloqueo de poros o la
acumulacién de material en la superficie de la membrana esto debido a que el hidrolizado proviene
de sangre sin diafiltrar, lo que implica la presencia de una mayor carga coloidal, hemoglobina
libre, células lisadas y otras macromoléculas no eliminadas previamente (Toldré et al., 2016). Sin
embargo, después de aproximadamente cuatro horas la permeabilidad se recupera, llegando
nuevamente a valores cercanos a 8,64 [L/m2-h]. Esta puede deberse a la redistribucion de los
solidos retenidos o efectos de turbulencia en el flujo (Najarian y Bellhouse, 1996). La pérdida de

permeabilidad total para la membrana de 30 nm se estima en un 5,21%.
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Figura 9.
Permeabilidad membranas en el proceso de clarificacion de sangre hidrolizada sin diafiltrar, a 2
bar de presion transmembrana, a 60 °C de temperatura, utilizando 6 membranas de 1m de largo

para cada prueba.
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En la membrana de 200 nm, la permeabilidad inicial es menor en comparacion con la de
30 nm, comenzando en 6,52 [L/m2-h]. El descenso en la permeabilidad ocurre de manera mas
gradual y sin una recuperacion posterior, estabilizdndose en valores cercanos a 4,55 [L/m2-h]
después de cuatro horas. La pérdida total de permeabilidad para la membrana de 200 nm es de
47,34%, este siendo consistente con la retencion en profundidad que ocurre en membranas de
mayor umbral de corte, donde las particulas penetran mas facilmente en la matriz de la membrana
y no pueden ser eliminadas por efectos de flujo o turbulencia superficial. Esta hipotesis se refuerza
con la inspeccidn final del médulo, en la que al igual que en la prueba de diafiltracion de sangre
sin hidrolizar se encontraron algunas membranas obstruidas en la zona de ingreso de la

alimentacion al modulo. Esto respalda la idea de que el sistema experiment6 un blogueo parcial
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seguido de una reconfiguracion dinamica del ensuciamiento, posiblemente influenciada por
pequefios cambios de viscosidad o distribucion del caudal.

Esto convierte a la membrana de 200 nm en una opcion menos adecuada para la
clarificacion de soluciones con alto contenido de sélidos finos o coloides, como es el caso de la
sangre hidrolizada. (Mulder, 1996; Field et al., 1995).

La Figura 10 corresponde a la evolucion de la permeabilidad de membranas de dos
diferentes umbrales de corte (30 nmy 200 nm) en el proceso de clarificacion de sangre diafiltrada
hidrolizada.

Figura 10.
Permeabilidad membranas en el proceso de clarificacion de sangre Diafiltrada hidrolizada, a 2
bar de presion transmembrana, a 60 °C de temperatura, utilizando 6 membranas de 1m de largo

para cada prueba.
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En la membrana de 30 nm, la permeabilidad inicia en un valor de 17,73 L/m2-h. Sin

embargo, en la primera hora se observa un descenso pronunciado hasta aproximadamente 7,43

L/m2-h. A partir de la tercera hora, se produce una recuperacion parcial de la permeabilidad,
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alcanzando valores de 11,22 L/m2-h. Posteriormente, la permeabilidad vuelve a descender, aunque
de manera menos pronunciada, hasta valores cercanos a 7,88 L/m2-h al final del proceso. La
pérdida global de permeabilidad para esta membrana es del 64%. Es importante destacar que esta
recuperacion no se atribuye a un fendmeno de autolimpieza de la membrana, ya que el
ensuciamiento superficial (fouling) tiende a ser progresivo y acumulativo, y no se revierte
espontaneamente en este tipo de membranas, las cuales no permiten técnicas de backflushing.

Es importante destacar que este comportamiento fue directamente evidenciado en al menos
un caso, lo que limita la generalizacion de la hipotesis. Sin embargo, los resultados pueden
explicarse a partir de dos mecanismos posibles: (i) la reorganizacion temporal de la capa
depositada sobre la membrana, que bajo condiciones variables de flujo o concentracion de
particulas puede inducir cambios transitorios en la permeabilidad (Zydney & Ho, 2003), o (ii) el
taponamiento localizado de la entrada de la membrana. Este Gltimo fendmeno parece haber tenido
un papel determinante en el caso de las pruebas con poro de 200 nm, donde se evidencio un
bloqueo directo, y no puede descartarse que situaciones similares hayan ocurrido también en otras
condiciones experimentales. Por lo tanto, aunque la hipdtesis inicial de reorganizacion explica
parte del comportamiento observado, el taponamiento localizado debe considerarse como un factor
adicional en el andlisis de los resultados.

En la membrana de 200 nm, la permeabilidad inicial es menor, comenzando en 15,46
L/m2-h, y también sufre un descenso progresivo, aunque de forma mas moderada que en la
membrana de 30 nm. Durante la prueba, los valores se estabilizan entre 9,40 y 9,70 L/m2-h sin
mostrar una recuperacion, teniendo una pérdida de permeabilidad total del 64,68%. Aunque la
diafiltracion elimina una parte importante de solutos de bajo peso molecular (sales, péptidos cortos,

hemoglobina libre), no elimina completamente todos los sélidos presentes en la sangre hidrolizada.
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De hecho, las macromoléculas parcialmente hidrolizadas, lipidos residuales, agregados proteicos
y restos celulares ain pueden permanecer en la solucion (Benavides & Rito-Palomares, 2008).

Al comparar la sangre hidrolizada sin diafiltrar con la diafiltrada, se observé que esta Gltima
presento una mejor permeabilidad promedio tanto en membranas de 30 nm (11,46 vs 7,77 L/m2-h)
como de 200 nm (9,69 vs 5,23 L/m2-h), lo que representa incrementos del 47% y 85%
respectivamente. En ambas membranas, la diafiltracion previa permitié una menor caida inicial
del flujo y mejor recuperacion en horas posteriores.

En particular, la membrana de 30 nm mostré un comportamiento mas favorable, con
recuperaciones parciales de hasta 50% tras caidas iniciales, atribuibles no a autolimpieza, sino a
desplazamiento de cumulos.

Por otro lado, la membrana de 200 nm presentd descensos mas abruptos y sin recuperacion,
lo que limita su uso en procesos de clarificacién. En conjunto, los datos indican que la membrana
de 30 nm es la mas adecuada para clarificar sangre hidrolizada, especialmente, si ha sido
diafiltrada, ya que ofrece mayor eficiencia de filtracion, mejor estabilidad operativa y control de
la colmatacion, lo cual es fundamental para asegurar la calidad del producto final.

En la Tabla 5 se presentan los datos del retenido y clarificados de la clarificacion de sangre
bovina hidrolizada para la membrana de 30 nm. Para este punto se decididé continuar con las
caracterizaciones solo con las membranas de 30 nm debido a que durante la ultrafiltracion tuvo
mejor desempefio y mayor produccion de clarificados. La caracterizacion del hidrolizado de sangre
bovina diafiltrada evidencia una separacién entre las fracciones de retenido y clarificado tras la

etapa de clarificacion.
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Tabla 5.

Caracterizacion de retenidos y clarificados de hidrolizados de sangre bovina diafiltrada.

. . . Clarificado
Parametros Unidades Rete?écial;)ﬁll—::%:jool)lzado Hidrolizado
(diafiltrado)
pH 7,88 8,13
Conductividad puS/cm 16020 16000
Turbidez NTU 4700 8
Materia seca % 17,84 9,73
Hierro mg/100 g 41,75 0,28
Sodio mg Na/100 g 344,88 368,89
Proteina cruda g/100 g 15,47 6,91

El retenido mostré un contenido mayor de materia seca 17,84 % proteina cruda 15,47 g/100
gy hierro total 41,75 mg/100 g, lo cual indica una acumulacion predominante de macromoléculas,
péptidos de alto peso molecular y compuestos metalicos asociados a estructuras insolubles,
producto de la hidrolisis. En contraste, el clarificado presenté menores valores en proteina 6,91
g/100 g, materia seca 9,73 % y una concentracién minima de hierro total 0,28 mg/100 g, lo que
sugiere una retencién casi completa del hierro en la fraccion concentrada.

Esta diferencia en hierro puede explicarse por la naturaleza quimica del hierro hemo, el
cual, tras la desnaturalizacion y ruptura proteica durante la hidr6lisis térmica, forma agregados
coloidales o se mantiene unido a fragmentos insolubles de hemoglobina. Estos complejos son
facilmente retenidos por membranas con porosidad nanométrica, mientras que el paso al permeado
se limita a formas libres o queladas con péptidos pequefios, cuya presencia es minima luego de la
diafiltracion (Picard et al., 2014; Hurrell, 1997; Tenhunen et al., 1968).

La turbidez en el retenido 4700 NTU confirma la acumulacién de particulas suspendidas,
mientras que su valor minimo en el clarificado 8 NTU respalda la eficiencia de separacion. La

conductividad similar en ambas fracciones 16000 uS/cm indica que los iones solubles no fueron
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retenidos, lo cual concuerda con lo reportado por Cheryan (1998), quien sefiala que los solutos de
bajo peso molecular atraviesan libremente las membranas en ausencia de ligandos.

Por otro lado, la Tabla 6 presenta los datos de retenidos y clarificados de la clarificacion
de hidrolizados de sangre bovina sin diafiltrar.
Tabla 6.

Caracterizacion de Retenido y Clarificados hidrolizados de sangre bovina sin diafiltrar.

Retenido Clarificado
Parametros Unidades Hidrolizado Hidrolizado
(sin diafiltrar) (sin diafiltrar)
pH 8,11 7,67
Conductividad puS/cm 9300 13930
Turbidez NTU 3710 2,17
Materia seca % 14,54 9,10
Hierro mg/100 g 50,28 0,43
Sodio mg Na/100 g 412,44 368,33
Proteina cruda 0/100 g 14,15 7,06

En términos de turbidez, se observa una diferencia entre ambos clarificados: 2,17 NTU sin
diafiltrar frente a 8 NTU con diafiltracion. A pesar de que ambos valores indican una buena
remocion de sélidos suspendidos, el clarificado obtenido sin diafiltrar muestra una mayor
transparencia. Esto puede explicarse porque, en la sangre sin diafiltrar, durante la hidrolisis
permanecen en el medio proteinas de alto peso molecular que tienden a formar agregados o
complejos insolubles; estos son posteriormente separados en la etapa de clarificacion, lo que
reduce la turbidez. En contraste, cuando se aplica diafiltracion previa, parte de esas fracciones
macromoleculares se eliminan antes de la hidrolisis, dando lugar a un hidrolizado con mayor
proporcion de péptidos y particulas coloidales finas, las cuales atraviesan parcialmente los
procesos de clarificacion y generan un ligero aumento de la turbidez final (Ghosh & Pal, 2000).

La materia seca en el permeado obtenido de la clarificacion del hidrolizado diafiltrado fue

ligeramente mayor (9,73%) en comparacion con el permeado obtenido de la clarificacion del
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hidrolizado sin diafiltracion (9,10%). Este resultado sugiere que la diafiltracion, al eliminar
previamente compuestos que podrian interferir con el proceso, facilita una hidrdélisis mas eficiente.
Esta mayor eficiencia podria estar asociada a una matriz mas limpia y libre de inhibidores o
material particulado, lo cual no solo favorece la generacion de solutos de bajo peso molecular, sino
que también reduce el ensuciamiento de la membrana en la etapa de clarificacion. Al disminuirse
la formacion de la capa de ensuciamiento superficial, mejora la permeabilidad del sistema y, con
ello, se altera de forma indirecta la capacidad de retencidn de ciertos compuestos. Esto coincide
con lo planteado por Almécija, Guadix, Calvo y Guadix (2017), quienes demostraron que la
diafiltracion, al mantener las membranas libres de fouling mediante la eliminacion de compuestos
interferentes y limpieza adecuada, permite conservar la permeabilidad y la eficiencia del sistema
de separacién, lo que respalda la idea de que un pretratamiento de este tipo favorece procesos
posteriores como la hidrolisis y la clarificacion.En cuanto al contenido de proteina en el clarificado,
se observo que este se mantuvo relativamente constante entre ambos casos (6,91 g/100 g con
diafiltraciony 7,06 g/100 g sin diafiltrar), lo que indica que los péptidos generados por la hidrdlisis,
al tener bajo peso molecular, no son retenidos durante la clarificacion. En ambos tratamientos,
estos compuestos migran facilmente a la fraccion clarificada, como también ha sido reportado en
estudios previos (Santos et al., 2020).

Para el hierro total en el clarificado sin diafiltrar se encontré un valor de 0,43 mg/100 g,
mientras que en el clarificado con diafiltracion fue de solo 0,28 mg/100 g. Esta diferencia sugiere
que la diafiltracion previa elimind una porcién de hemoproteinas o estructuras celulares que, tras
la hidrolisis, liberarian hierro. Asi, al hidrolizar una matriz depurada, la cantidad de hierro

disponible para solubilizarse en el clarificado disminuye. (Pérez-Baena et al., 2019).
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En conjunto, los resultados obtenidos permiten establecer que la diafiltracion previa a la
hidrolisis y posterior clarificacion incide principalmente en el comportamiento del proceso de
filtracion, entendido en términos de la permeabilidad y la facilidad de manejo del retenido, mas
que en modificaciones directas de las caracteristicas fisicoquimicas de los productos finales. En
este sentido, la diafiltracion influye en la forma como la membrana responde al ensuciamiento y
en la eficiencia de separacion a lo largo de las distintas etapas, lo cual repercute en la estabilidad
del flujo y en la continuidad operativa del sistema. Cabe sefialar que, si bien este comportamiento
puede reflejarse de manera indirecta en indicadores tales como la turbidez o el contenido de hierro
del clarificado, dichos efectos derivan de la dinamica propia de la filtracion y no de
transformaciones intrinsecas en la composiciéon del producto. De esta manera, la diafiltracion
constituye una estrategia que contribuye al control y estabilidad del proceso, aun cuando pueda

asociarse con ligeras variaciones en la retencion de determinados compuestos funcionales.

5. Conclusiones

La diafiltracion de sangre bovina con el uso de membranas de 200 nm y 30 nm permitié
obtener retenidos con menor carga de solutos iénicos, como el sodio, sin comprometer la retencion
de proteinas ni hierro hemo, componentes fundamentales para la posterior producciéon de
hidrolizados clarificados. La reduccion del 25% de sodio en el retenido, en concordancia con la
disminucion de la conductividad y el factor de dilucion aplicado, evidencia un lavado progresivo
de compuestos solubles. A su vez, las fracciones macromoleculares permanecieron retenidas,
demostrando que la selectividad de las membranas fue adecuada para preservar la funcionalidad
del sustrato. Sin embargo, las condiciones hidrodinamicas del sistema, caracterizada por un
régimen laminar (Re < 5), favorecieron fendmenos de ensuciamiento y la consecuente perdida de

permeabilidad (9,85%, 21,7% para las membranas de 200 y 30 nm, respectivamente).
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La hidrolisis de sangre bovina, realizada con y sin un pretratamiento de diafiltracion,
evidencié diferencias importantes en la composicién final de los hidrolizados. En el caso de la
sangre diafiltrada, se obtuvo un producto con menor carga ionica y reducciones de hasta un 21%
en sodio y 13,5% en conductividad, en concordancia con el factor de dilucion aplicado, lo que
refleja un lavado efectivo de sales y compuestos solubles. De forma paralela, la disminucion de la
turbidez ~19% y de la materia seca ~15,8% indic6 una reduccion de particulas suspendidas (restos
celulares, agregados proteicos) y de sélidos totales, favoreciendo la claridad del hidrolizado.

No obstante, fracciones asociadas a proteinas, como el hierro total y el hierro hemo,
presentaron reducciones menores ~11% y =18%, respectivamente, 10 que confirma que la
selectividad de la membrana permitié preservar componentes macromoleculares esenciales. En
contraste, la sangre sin diafiltrar mantuvo concentraciones mas altas de sales, sélidos y proteinas,
En conjunto, estos resultados muestran que la diafiltracion previa ajustdé la composicion de la
muestra, obteniéndose hidrolizados mas claros y con menor carga iénica, sin comprometer la
presencia de proteinas ni hierro hemo, fundamentales para aplicaciones posteriores.

Finalmente, la comparacion entre los hidrolizados clarificados mostré ventajas claras del
pretratamiento con diafiltracion. Las membranas trabajadas con sangre diafiltrada alcanzaron
mayores valores de permeabilidad (30 nm: 11,46 vs 7,77 L/m2-h; 200 nm: 9,69 vs 5,23 L/m2-h),
con incrementos del 47% y 85%, respectivamente. Este mejor desempefio se reflejo en menor caida

inicial de flujo y mayor estabilidad operativa.
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