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RESUMEN

Titulo: DISENO Y MONTAJE DE UN PILOTO DE LABORATORIO PARA EL ESTUDIO DE LA
SEPARACION DE HIDROLIZADOS DE ALMIDON DE YUCA UTILIZANDO TECNOLOGIA
MEMBRANARIA .

Autor: José Javier Becerra Riafio

Palabras claves: hidrdlisis, enzimas, almidén, membrana, ultrafiltracion, yuca

Se realizé el disefio, montaje e implementacion de un sistema membranario que permitird la
separacién de hidrolizados de almidén de yuca. Se redactaron los protocolos de ensamble, puesta
en marcha, apagado y mantenimiento del sistema membranario. Se instal6 una membrana de
ultrafiltracion polimérica de polietersulfona (Pellicon 10 Biomax®) con un tamafio de poro de 10
kDa y una superficie membranaria de 0,5m>.

Fue desarrollado un primer estudio para separar la glucoamilasa de una mezcla glucoamilasa-agua
a una temperatura de 25°C, presiones transmembranarias de 7,5 y 15psi, caudales de
alimentacion de 3 y 6L/min. Se cuantificd la concentracion de proteina en el tiempo para las
muestras tomadas de los puertos de retenido y permeado, con el fin de observar el grado de
separacién logrado por la membrana y la retencion de la glucoamilasa en la superficie
membranaria (colmatacion). Se determind la actividad enzimatica de la glucoamilasa durante las
pruebas para observar su comportamiento a las condiciones de trabajo.

Se obtuvo un porcentaje de retencion de glucoamilasa superior al 98,5% en todas las pruebas
realizadas con la membrana de ultrafiliracion. Se determind que no hay colmatacion en la
membrana, ni tampoco pérdida de actividad de la glucoamilasa a las condiciones a las que se
realizaron las pruebas. Sin embargo en la prueba de concentraciéon donde la cantidad de proteina
aumenta en el tiempo se observa una disminucién en el flujo permeado debido a la colmatacién; a
analizar en estudios posteriores.

Los resultados mostrados evidencian que sin importar los caudales de alimentacion y las presiones
transmembranarias a una temperatura de 25°C, no se presentan variaciones en los niveles de
actividad enzimatica, permeabilidad y selectividad; esto a tiempos inferiores a 60min. Resultados
que validan en una primera instancia la posibilidad de encaminar el proceso a una configuraciéon en
continuo.

"Proyecto de grado
Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Carlos Jesus
Muvdi Nova Ph.D, Codirector: Daniel Molina Velasco Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: DESIGN AND INSTALLATION OF A PILOT LABORATORY FOR THE STUDY OF THE
SEPARATION OF HYDROLYZED STARCH CASSAVA USING MEMBRANE TECHNOLOGY

AUTHOR: José Javier Becerra Riafio
KEY WORDS: Hydrolysis, enzymes, starch, membrane, ultrafiltration, cassava
DESCRIPTION:

We performed the design, installation and implementation of a membrane system that will allow the
separation of cassava starch hydrolysates. Protocols were drafted assembly, startup, shutdown and
maintenance of the membrane. They installed a polymeric ultrafiltration membrane folyethersulfone
(Biomax® Pellicon 10) with a pore size of 10 kDa and a membrane surface of 0,5m".

A first study was developed to separate the glucoamylase glucoamylase-water mixture at a
temperature of 25°C, transmembrane pressures of 7,5 and 15 psi, feed rates of 3 and 6 L/min. We
quantified the protein concentration in time for the samples taken from the ports of retentate and
permeate, in order to observe the degree of separation achieved by the membrane and the
retention of glucoamylase on the surface membrane (fouling). We determined the enzymatic activity
of glucoamylase during testing to observe their behavior to the conditions of work.

The retention rate of glucoamylase obtained from the ultrafiltration membrane was upper to 98,5%.
It was determined that there is no fouling in the membrane, not loss of activity of glucoamylase to
the conditions that were tested. However in the test concentration where the amount of protein
increases over time is a decrease in permeate flow due to fouling, to analyze in future studies.

The results shown demonstrate that regardless of the rates and transmembrane pressure at a
temperature of 25°C, there are variations in the levels of enzyme activity, permeability and
selectivity, this time to less than 60min. Validating results in the first instance the possibility of
directing the process to a continuous configuration.

‘Degree work
Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical engineering department.Advisor: Carlos Jesus
Muvdi Nova PhD. Reviewer: Daniel Molina Velasco PhD.
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INTRODUCCION

Los jarabes de glucosa son producidos mediante hidrélisis controlada del almidén
por via acida o enzimatica®. Actualmente se prefiere el uso de la hidrdlisis
enzimatica debido a que es posible obtener mayores equivalentes de dextrosa
(superior a 95%) comparados con los producidos por hidrdlisis acida (30-55%)!".
Los hidrolizados de almidén son una parte esencial en la produccién de alimentos
donde son usados como aditivos y como substrato para la obtencidn de

biocombustibles!'?,

Los hidrolizados de almidon son filtrados con el fin de remover solidos
suspendidos, proteinas e impurezas grasas. Convencionalmente, la clarificacion
de estos se realiza mediante flujo frontal utilizando filtros prensa o filtros rotatorios
de vacio con tierras diatomeas como auxiliar filtrante®!. La tecnologia
membranaria es una alternativa que reemplazaria la filtracidon convencional. La
separaciéon por membranas utiliza flujo cruzado (o tangencial) que permite
disminuir los problemas de colmataciéon, ademas, se logra la concentracion,
fraccionamiento y purificacion de los hidrolizados de forma simultanea, obteniendo
productos con una calidad superior en términos de turbidez, color y limpieza

microbiolégica comparada con la filtracion tradicional®®.

A nivel industrial en la produccién de hidrolizados de almidén, las enzimas que
llevan a cabo la hidrdlisis enzimatica (a-amilasa y glucoamilasa) no son

reutilizadas!".

Por esta razén este proyecto busca estudiar la viabilidad de
integrar el proceso de separacion membranaria a un proceso continuo que permita
recircular la enzima. Este trabajo hace parte del proyecto del Ministerio de
Agricultura cédigo 026-2007D3321-639-07 titulado, “Aumento de la productividad

del cultivo de la yuca en Santander, su utilizacion como materia prima para la
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obtenciéon de bio-etanol y bio-butanol y estudio del proceso de transformacion

catalitica de bio-etanol a butanol”.

Para llevar a cabo este estudio se realizdé el montaje y la implementaciéon de un
piloto de laboratorio de ultrafiltracion que permita la separacion de hidrolizados de
almidén de yuca. Con este piloto se separd la glucoamilasa de una mezcla
glucoamilasa-agua a una temperatura de 25°C. Se buscé analizar la influencia que
tienen la presion transmembranaria, el caudal de alimentacién y el numero de
ciclos que la enzima recircula por el sistema sobre la actividad enzimatica de la
glucoamilasa y la colmatacion de la membrana. También se definié el porcentaje

de retencion de la membrana de ultrafiltracion en la separacion de la enzima.

En el primer capitulo se mencionan algunos aspectos tedricos basicos
relacionados con el estudio de membranas que permitiran entender el desarrollo
del tema. El segundo capitulo habla de la metodologia desarrollada durante el

proyecto y por ultimo en el tercero se desarrollan los resultados y su discusion.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1. FILTRACION MEMBRANARIA

1.1.1 Generalidades de las membranas. Una membrana es una barrera fisica
que permite, en forma selectiva, el paso de ciertos componentes del fluido
alimentado. El fluido que pasa a través de la membrana se denomina permeado (0
filtrado) y el que no la atraviesa es el retenido (o concentrado) donde se

encuentran los constituyentes rechazados!™! (Ver fig.1).

Figura 1. Representacion filtracibn membranaria

ALIMENTO D .::;. RETEMIDHD

'3"1:'-:-

P'EF'.ME.P.DD

Fuente: Autor del Proyecto

Las cualidades mas importantes que se buscan en una membrana son alta
selectividad, alta permeabilidad, estabilidad mecanica, estabilidad térmica,

resistencia quimica y bajo costo. I

El transporte a través de la membrana puede tener lugar por conveccion o por
difusion de las moléculas individuales, también puede ser inducido por un campo
eléctrico o por gradientes de concentracion, presion y temperatura'®.El mecanismo
de separacion en microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF) y nanofiltracion (NF) es

principalmente la exclusion por tamafo sefalada por la clasificacion nominal de
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las membranas (MWCO). Los otros mecanismos de separacion incluyen las
interacciones electroestaticas entre el soluto y la membrana que dependen de las
propiedades fisicoquimicas y de superficie.V En la figura 2, se muestran ejemplos
de principios de separacion por tamano de particula (fig.2a), por diferencia de

presion (fig.2b) e interacciones electrostaticas (fig.2c).

Figura 2. Principios de separacion por a) tamafo (MF, UF, NF), b) diferencia
de presion (6smosis inversa), ¢) interacciones electrostéaticas

(electrodidlisis). ¥

E-a.l'!,ra.gua. E-a.l'!,ra.gua.
o et
.l’.gua. .l’.gua.
urF [ IZI-.IfI I
o O0O0O'=E 0O
Agua
a) h] c)

Es necesario mencionar algunos conceptos importantes relacionados con el

estudio de las membranas con el objetivo de contextualizar el presente trabajo.

e Peso molecular de corte o “cut-off’ (MWCO): Es el peso molecular o tamafo
molecular nominal (en Dalton Da) mas pequefo de las especies para las
cuales se espera un coeficiente de retencion de al menos 90%!".

e Presion transmembranaria: Es la diferencia de presion a cada lado de la
membrana. Ella es la fuerza impulsora que obliga el paso de las moléculas a
través de la membrana.

e Colmatacion: Es la acumulacion reversible y/o irreversible de material sobre o
dentro de la estructura de la membrana. Este proceso tiene como efecto la
pérdida del rendimiento de una membrana, debida a la disminucién en el flujo
de permeado cuando la presién, el flujo alimentado, la temperatura y la
concentracion en el alimento se mantienen constantes. La colmatacién puede

disminuir la vida util de la membrana ademas de causar un incremento en el
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consumo de energia debido a la necesidad de aumentar la presion
transmembranaria. Existen varios parametros que influencian la velocidad de
colmatacion entre los cuales estan incluidos la naturaleza y concentracion de
solutos y solventes, tipo de membrana, distribucion del tamafo de poro,
material de la membrana, superficie caracteristica y la hidrodinamica de los

maddulos membranarios®.

Algunos aspectos importantes para tener en cuenta en el momento de disefar un

proceso de separacion por membranas son los siguientes B3],

Objetivo de la separacion

Naturaleza de las especies retenidas (tamano de las especies)
Naturaleza de las especies transportadas a través de la membrana.
Fuerza motriz y mecanismo de transporte/selectividad

Fase de las corrientes de alimento y permeado

1.1.2. Clasificacion de membranas. La figura 3, muestra una clasificacion de las

membranas. La clasificacion puede obedecer distintos criterios, entre los cuales se

pueden encontrar el material de fabricacién, la morfologia, la geometria, el método

de preparacion, el principio de separacion, el tamafio de poro y el tipo de proceso

membranariot/®!,
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Figura 3. Diagrama de clasificacién de las membranas sintéticas. [
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Procesos membranarios.

La microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF), nanofiltracion (NF) y ésmosis inversa

(Ol) son los procesos membranarios mas importantes a nivel industrial, ellos

utilizan, como fuerza motriz la presion. Estos procesos pueden dividirse de

acuerdo al tamafio de poro de las membranas y la presion transmembranaria

requerida® (V. tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de los procesos membranarios.®/l”!

. ~ Presion transmembranaria
Proceso membranario Tamafio de poro ;
intervalo (bar)
. .. <0,5nm o <200Da
Osmosis inversa (Ol) (Membranas densas) 35-100
Nanofiltracion (NF) 0,5-10nm o 100 - 500 Da 10 - 30
Ultrafiltracién (UF) 1-100nm o 500 - 100.000Da 1-10
(membranas porosas)
Microfiltracién (MF) 100 - 10.000nm o >100.000 Da 1-10
(membranas porosas)
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La MF es usada para la separacion de suspensiones coloidales o finas
particulas®. La UF es utilizada ampliamente en la concentracion de proteinas,!'"
en las industrias de biotecnologia, alimenticias, papeleras y lacteos entre
otras.®lLa mayoria de membranas comerciales de UF estdn compuestas de
polimeros hidrofébicos como la polietersulfona, polisulfona, polietileno,
polipropileno debido a sus excelentes propiedades quimicas, térmicas vy
mecanicas.’® Una de las principales caracteristicas de las membranas de UF es la

selectividad. P19

1.1.3. Modos de operacién del sistema membranario. En la figura 4, se
muestran cuatro configuraciones comunmente usadas en el sistema membranario.
1) Modo concentracién (fig.4a), la linea de retenido regresa al tanque de
alimentacién mientras el permeado es recolectado en un recipiente. Esta
configuracion se usa en la concentracion de proteinas, células, virus etc. 2) Modo
diafiltracion a volumen constante (fig.4b), es utilizado para lavar productos que son
retenidos por la membrana. 3) Modo reciclo total (fig. 4c), permite medir
velocidades de filtracion y colmatacion de la membrana en funciéon del tiempo,
presion y flujo tangencial pero independiente de la concentracion. 4) modo lavado

(fig.4d), se usa en la limpieza de la membrana.
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Figura 4. Modos de operacion sistema membranario a) Modo concentracion,
b) Modo diafiltracion, ¢) Modo reciclo total, d) Modo lavado.
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Fuente: Tomado del manual de operacién Pellicon

Actualmente los procesos membranarios donde la presidn es la fuerza motriz
operan en flujo cruzado (o tangencial), disminuyendo los efectos de la colmatacion
en la membrana debido al efecto de cizalla generado en la superficie de la
membrana. En el flujo cruzado una corriente de alimento fluye tangencialmente a
la superficie de la membrana y dos corrientes dejan el mdédulo membranario,

siendo una de permeado y otra de retenido (Ver fig.1 pag.3)"!

1.2 HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ALMIDON DE YUCA
1.2.1 Generalidades. Los jarabes de glucosa es un producto comercial que se

utiliza ampliamente en las industrias farmacéuticas, de alimentos y como materia

prima en la produccién de biocombustibles '?. Los jarabes de glucosa pueden ser
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obtenidos por dos vias, hidrélisis acida en donde los productos estan en un
intervalo de 30-55 ED o por hidrdlisis enzimatica que logra hidrolizados de 95 ED o
superiores!”! (El equivalente dextrosa ED es el término con que se mide el grado
de conversion del almidén a glucosa). La fuente utilizada para la producciéon de
jarabes de glucosa y fructosa es el almidén que es la forma mas abundante de
almacenar polisacaridos en plantas superiores como yuca, maiz, papa, arroz,

sorgo y trigo.!""!

El almidén es una mezcla de dos polisacaridos (amilosa y amilopectina) que estan
densamente empaquetados en un estado semicristalino con enlaces inter e
intramoleculares. La molécula de amilosa es lineal y la amilopectina es una
molécula altamente ramificada ambas constituidas por unidades de glucosa (Ver
fig.5). La susceptibilidad del almidén al ataque de enzimas esta influenciada por
varios factores tales como el contenido de amilosa y amilopectina, tamafio de
particula, estructura cristalina y la presencia de inhibidores. o171l

Figura 5. Estructura quimica de a) Amilosa b) Amilopectina.?”!

CHOH

CH,OH OH
0]

HO
CHzi}H

Entre los almidones no cereales, el almidén de yuca es el mas susceptible al
ataque enzimatico, mas que en otros almidones donde se presenta una fuerte
resistencia al ataque de la a-amilasa y la glucoamilasa ['®.. Otras ventajas del uso

del almiddn de yuca es su contenido mas bajo en minerales y proteinas
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comparado con el almidén de maiz y papa, su temperatura de gelatinizacion es

mas baja y la solubilidad de la amilosa es mas alta comparada con el maiz.['¥!

Independientemente de la fuente y tipo de almidén usado, el proceso de
conversion completa de almidén a azucares por medio de hidrélisis enzimatica se
lleva a cabo en dos etapas e involucra dos enzimas, a-amilasa y glucoamilasa. En
la primera etapa la a-amilasa que es una enzima extracelular, fragmenta el
almidon en cadenas de tamafo regular que resultan en dextrinas, maltosa,
maltriosa y maltopentosa (etapa de licuefaccién). En la segunda (etapa de
sacarificacion) la glucoamilasa separa las unidades de glucosa de los extremos no

reductores obteniendo los hidrolizados de almidon. 221421
1.2.2 Vision del proceso. El proceso global tiene como objetivo la separacién de
hidrolizados provenientes de un reactor donde sucede la hidrdlisis enzimatica del

almidon de yuca. Ver figura 6.

Figura 6. Proceso para la obtencion de hidrolizados de glucosa

LICUEFACCION [ < \ . . \
a4 i 4 SACARIFICACION Separacién
. Producciéon de . .
Extraccion . Obtencion de D- membranaria de
dextrinas por R .
del . .. glucosa por hidrolizados y
L licuefaccion e e . .,
almidon de . sacarificacion de recirculacion de
del almidén . R
yuca . dextrinas usando enzimas al
mediante o- .
. glucoamilasa proceso
amilasa \ ) j

Fuente: Autor del Proyecto

La refinacion convencional de hidrolizados de almidon se realiza mediante el uso
de filtros prensa o de filtros rotatorios de vacio con tierras diatomeas como auxiliar

filtrante!?®1241,

La separacion membranaria ofrece una alternativa interesante
respecto a las técnicas de separacion tradicionales. Esta permite de manera
simultanea la concentracion, fraccionamiento y purificaciéon de los hidrolizados de

almidén. Los hidrolizados obtenidos con membranas son superiores en términos
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de turbidez, color y limpieza microbiolégica comparada con los procesos de

filtracion convencional 2212311241

La primera parte del proceso de la cual se encarga este proyecto es la de analizar
la retencidn de la glucoamilasa presente en una mezcla enzima-agua por medio
de una membrana de ultrafiltracion. Para este fin se monté un piloto de laboratorio
con el que se separo la glucoamilasa, se observé la colmatacién producida por la
enzima, se analizé la pérdida de actividad enzimatica durante el proceso de

separacion y se realizé una prueba para concentrar un extracto enzimatico diluido.
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2. METODOLOGIA

2.1 DISENO Y MONTAJE DEL SISTEMA MEMBRANARIO

Se realiz6 el disefio y montaje de un sistema membranario configurado para un
proceso batch, que va a ser utilizado en la separacién de hidrolizados de almidén
de yuca provenientes de un reactor enzimatico. En la figura 7, se muestra el

montaje del sistema membranario.

Figura 7. Montaje del sistema membranario.
[ aja de conool ..,' :_-_-“

: . 3
. Valgula de =alida
(ajuste de presion)

Fuente: Autor del Proyecto

Es importante recordar que este sistema es un sistema UF, luego el principio de
separacion se fundamenta en la exclusién por tamafo y utiliza como fuerza motriz
la presion. Esta presion transmembranaria se ajusta mediante la manipulacién de
una valvula ubicada a la salida del retenido (ver figura 7); la presion es indicada

por medio de mandmetros. La membrana de ultrafiltracion (10kDa) fue
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seleccionada para permitir el paso de los jarabes glucosados y retener los demas

componentes de la mezcla entre los que estan las enzimas del proceso.

Los elementos que componen este sistema son los siguientes:

Tanque de alimentacion en acero inoxidable enchaquetado, con capacidad
para 10 litros. Aqui se almacena la mezcla para separar.

Motor reductor (Zew Eurodrive) de medio caballo de fuerza, 439 r.p.m. a 60Hz,
funciona a 220V de tension. Proporciona el torque y la velocidad necesarios
para el funcionamiento de la bomba.

Convertidor de frecuencia CFW-08 (WEG®). Utilizado para variar de forma
manual la frecuencia de la fuente a la que se conecta el motor, permitiendo
ajustar la velocidad (r.p.m.) requerida. El ajuste del caudal de alimentacion del
modulo membranario se hace mediante este convertidor.

Bomba lobular de desplazamiento positivo tipo SRU (Alfa Laval) en acero
inoxidable resistente a las sustancias corrosivas utilizadas en la limpieza de la
membrana. Fue escogida para evitar la pérdida de actividad de la enzima
debida al estrés mecanico. Funciona a un maximo de 1000 r.p.m. y maneja un
volumen de 0,128L/rev. Su funcién en conjunto con el motor-reductor es la de
impulsar el fluido de trabajo a través del sistema membranario.

Soporte del cartucho membranario (Millipore®) en acero inoxidable con sus
accesorios (manometros, valvulas de diafragma %" TC 316SS en teflon,
acoples, empaques de silicona). El soporte lo componen el plato colector
inferior en donde se encuentran los puertos de alimentacion, retenido y
permeado y el plato superior que sirve de ajuste hermético para la membrana
mediante pernos roscados.

Mangueras reforzadas flexibles de polietileno. Funcionan como conexiones
para el tanque de alimentacién, bomba y modulo membranario. Resistentes a
temperaturas maximas de 60°C.

Cartucho membranario organico de ultrafiltracion compuesto de polietersulfona

(filtro cartucho pellicon 2 biomax®), con un tamafo de poro de 10kDa y una
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superficie de 0.5m?.Encargado de realizar la filtracion mediante el mecanismo
de exclusion por tamano de poro. Resiste una temperatura maxima de 50°C
e Bafio termostato para mantener temperatura constante de 60°C como maximo.

Es usado en el proceso de limpieza en caliente del cartucho.

El ensamble del médulo membranario se realizé segun el manual del usuario y
para la parte eléctrica se conté con la asesoria del personal de mantenimiento

tecnolégico de la Universidad Industrial de Santander.

2.2 IMPLEMENTACION DEL SISTEMA MEMBRANARIO

Se desarrollaron los protocolos para el ensamble, puesta en marcha, apagado y
mantenimiento del mdédulo membranario, con el fin de proporcionarle al usuario del
sistema una herramienta complementaria de facil comprension y con pasos
detallados que le permitan realizar de forma apropiada los procedimientos
mencionados. Los protocolos no estaran disponibles en este documento pero su
consulta sera de facil acceso ya que una copia se encontrara junto al piloto.

En el protocolo para el ensamble del sistema membranario se desarrolla una guia
que incluye el procedimiento y las recomendaciones que se tienen en cuenta en el
montaje de los accesorios del mdédulo membranario (soporte y membrana) y las
conexiones que se realizan. Se menciona ademas la instalacion del cartucho

membranario y el método para ajustar el plato superior del soporte.
En el protocolo de puesta en marcha y apagado del piloto membranario se

enumeran los pasos y las recomendaciones que se deben tener en cuenta cuando

se enciende y se apaga el sistema y los ajustes que se deben realizar.
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El protocolo para el mantenimiento de la membrana trata aspectos relacionados
con el lavado, almacenamiento y enjuague de la membrana cuyo objetivo es
mantener su permeabilidad y durabilidad. En esta seccion se habla de las
condiciones a las que se llevan a cabo estos procedimientos, los tiempos de

duracion y las sustancias utilizadas.

Adicional a estos protocolos se describe como realizar la prueba de normalizacion
de la membrana al agua. El objetivo de esta prueba es llevar un registro de la
permeabilidad de la membrana en el tiempo para compararla con los datos

registrados antes de realizar la primera filtracion.

2.3 METODOS ANALITICOS DE CUANTIFICACION

2.3.1. Cuantificacion de proteina del extracto enzimatico de glucoamilasa.
Para determinar la cantidad de proteina presente en el extracto enzimatico de
glucoamilasa tomado de los puertos de retenido y permeado, se utilizé el método

colorimétrico de Bradford®®® y se siguio el procedimiento mostrado en la figura 8.

Figura 8. Método colorimétrico de Bradford para cuantificar proteina

Se tomo 60pL C ., Se cuantifico la
" Se adiciond Se realizé la lectura .,
de extracto . concentracion
3mLde de la absorbancia a ,
de . de proteina con
i reactivo 595nm en el
glucoamilasa ; la curva de
Bradford espectrofotémetro ] ..
(muestras) calibracion
. AN J / J

Fuente: Autor del Proyecto

La concentracion de proteina se cuantifico mediante la interpolacion de datos de la
curva de calibracion mostrada en la figura 9, hecha a partir de una solucién

concentrada de albumina de suero bovino (1mg/mL); preparando diluciones que
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van desde 0,02 hasta 1 mg/mL. Las lecturas de absorbancia se hicieron a 595nm
utilizando un espectrofotometro UV-2401 PC (SHIMADZU).

Figura 9. Curva de calibracion de Bradford para cuantificacion de proteina
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E
5 0,6 -
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g 0,2 R?=0,997
<
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o 010203040506 0708 09 1
Concentracién de proteina (mg/mL)

Fuente: Autor del Proyecto

2.3.2. Determinacion de la actividad enzimatica.La cuantificacion de actividad
enzimatica de la glucoamilasa presente en las muestras tomadas del puerto de
retenido, se realiz6 mediante el procedimiento descrito en la figura 10, definiendo
la actividad como la cantidad de pymoles de glucosa por minuto a partir de una

concentracion conocida de maltosa.

La concentracion de glucosa, se determind por el método de la glucosa oxidasa,

utilizando el kit enzimatico de Biosystems.
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FiguralO. Procedimiento para determinar la actividad enzimatica de la

glucoamilasa.

r N\ _, \( N\ N\ )
Reaccion durante
10min a 300rpm, Reactivo
60°C entre la Inactivacion glucosa- Lectura a
Preparacion solucion de de la enzima oxidasa (10uL 500nm en el
solucién 10 % maltosa (1mL) y con 1,§mL de del producto de espectrofotom
(p/v) de acido reaccion
las muestras o etro UV-2401
maltosa perclérico al anterior con
PC
tomadas 1% imL
(0,5mL) dereactivo)
L /J \\ J \\ J \. J \\ J

Fuente: Autor del Proyecto

2.4 ESTUDIO DE FILTRACION DE MEZCLAS GLUCOAMILASA-AGUA.

La primera parte del proceso de separacién de hidrolizados de almidon, analizara
la capacidad de la membrana seleccionada (ver seccién 2.1 pag. 18) para separar
y mantener la enzima glucoamilasa dentro del sistema, sin que se altere su
actividad enzimatica. Para este fin se configuré un proceso batch, en modo reciclo
total, que permite observar la posible colmatacion de la membrana causada por la
enzima. También se desea monitorear el comportamiento en el tiempo de la

actividad enzimatica de la glucoamilasa a medida que recircula por el sistema.

Este primer estudio se realiz6 con el fin de determinar la viabilidad de incorporar el
sistema a un proceso continuo que permita, no solo la separacion de hidrolizados,
sino la posibilidad de recircular la enzima y el sustrato que no fue hidrolizado

mejorando el rendimiento del proceso.

Para desarrollar este estudio se decidio trabajar a 25°C. El caudal maximo de
alimentacion utilizado durante las pruebas fue de 6L/min de acuerdo a lo

recomendado por el proveedor. También se trabajé a un caudal intermedio de
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3L/min con el fin de observar el comportamiento en el proceso de separacion a

este flujo.

Para preparar la solucién de glucoamilasa-agua, se tuvo como criterio principal la
concentracion de enzima (0,0623 %p/p relacion enzima/almidén) utilizada en

estudios previos'?®.,

Para el proceso de separacién se ajustd el sistema a la maxima presion
transmembranaria, 15 psi, lograda por el motor-reductor (relacién rpm/torque) sin
forzarlo. Se tomd también una presion intermedia de 7,5psi y se analizé el

comportamiento.
Se realizaron cuatro pruebas por duplicado, las condiciones de operacién se
encuentran definidas en la tabla 2. Se tomaron muestras de permeado y retenido y

se midieron sus respectivos caudales.

Tabla 2. Condiciones a las que se realizaron las pruebas de separacién

CAUDAL DE ALIMENTACION | TEMPERATURA PRUEBA PRESION
(L/min) °C) TRANSMEMBRANARIA (psi)

1ra prueba 7,5psi
3ra prueba 15 psi
2da prueba 7,5 psi
4ta prueba 15 psi

6 25

3 25

Fuente: Autor del Proyecto

2.5 PRUEBA DE CONCENTRACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DILUIDO.
Se realiz6 una prueba que tiene como objetivo, observar el comportamiento

filtrante de la membrana de ultrafiltracion durante la concentracién de un extracto

enzimatico de glucoamilasa diluido. Para realizar esta prueba, el sistema
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membranario se configuré en el modo concentracién. La metodologia empleada se

representa en la figura 11.

Figura 11. Procedimiento utilizado en la prueba de concentracion

Se configuré el sistema en modo concentracion
Se disolvié 450mL de extracto enzimatico

concentrado en 12L de agua destilada

=

Se ajusto la presion transmembranaria en 15psi,

un caudal de 6L/min y una temperatura de 25°C

~

El permeado se recogio en un recipiente y el
retenido se recirculo hasta obtener 1L de

solucidn en el tanque de almacenamiento

-

Se tomaron muestras cada 3 minutos en
permeado y retenido, se les cuantific6 enzimay

se determino la actividad enzimatica

~

Se midio6 el flujo de permeado durante la prueba
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 HISTOGRAMA DE PERMEABILIDAD NORMALIZADA AL AGUA

El establecimiento de un histograma de flujos de permeado es esencial para el
seguimiento y aseguramiento de la capacidad filtrante e integridad del sistema.
Permite hacer una comparacion entre las permeabilidades de la membrana en el

tiempo.

La figura 12 presenta el histograma de permeabilidades obtenido por el sistema
de ultrafiltracion utilizado. El flujo de permeado muestra una disminucion gradual a
medida que se realizan las pruebas, sin embargo, presenta una tendencia a
estabilizarse alrededor de un NWP de 15 L/m2.h.psi. En la figura se observa que a
partir de la prueba 9, hay una recuperacion de la permeabilidad de la membrana
debida a la implementacion de un lavado mas prolongado y condiciones de
temperatura mas altas. El valor mas bajo de permeabilidad de la membrana se
obtuvo cuando se realizé la prueba de concentracion del extracto enzimatico

diluido, donde la alta concentracion de proteina colmato ligeramente la membrana.
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Figura 12. Pruebas de permeabilidad normalizada al agua (NWP), realizadas a

una presion transmembranaria de 7,5psi, caudal de 6L/min y 25°C.
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Fuente: Autor del Proyecto

La disminucion de permeabilidad evidenciada en los primeros ciclos de utilizacidon

es un comportamiento normal para todo sistema membranario nuevo.

3.2 FILTRACION DE MEZCLAS GLUCOAMILASA-AGUA A CONCENTRACION
CONSTANTE.

Se determind la concentracién de proteina presente en las muestras tomadas de
los puertos de permeado y retenido de las cuatro pruebas realizadas. En la figura
13 se muestra graficas de concentracion de proteina en el retenido en funcién

tiempo transcurrido.

La duracion de las pruebas uno y tres (13a Y 13b respectivamente) fue de media
hora y se realizaron a un caudal de alimentacion de 6L/min. Las pruebas dos y
cuatro (13c y 13d respectivamente) se llevaron a cabo durante 60 minutos a un
caudal de 3L/min; esto con el fin de garantizar una frecuencia de pasaje a traves

del sistema equivalente a 6L/min para un mismo volumen de alimentacion.
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En las figuras 13a, 13b, 13c y 13d se percibe un comportamiento similar. Se
observa que la concentracién proteica en el retenido permanece constante en el
tiempo en cada una de las pruebas, independientemente de las condiciones de
caudal de alimentacion y presion a las que se llevaron a cabo. Esto indica que la
glucoamilasa no se esta depositando en la superficie de la membrana a ese nivel

de concentracion.

Se determind la concentracién proteica del extracto enzimatico en las muestras de
permeado. Los resultados obtenidos en las cuatro pruebas realizadas son
similares y muestran un valor para la concentracion de proteina en el permeado,
inferior al limite de deteccién del método (promedio de 0,004 +/- 0,003 mg/mL).
Este resultado permite afirmar que el porcentaje de retencién logrado por la
membrana de ultrafiltracion de 10kDa tiene un valor superior a 98,5% en todas las
pruebas realizadas, el cual es un factor de retencion elevado que asegura el

objetivo de separacion de la glucoamilasa.
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Figura 13. Concentracion de proteina presente en retenido Vs tiempo. a)
Prueba 1, presion transmembranaria de 7,5psi, caudal de 6L/min y 25°C, b)
Prueba 3, presion transmembranaria de 15psi, caudal de 6L/min y 25°C, c)
Prueba 2, presion transmembranaria de 7,5 psi, caudal de 3L/min y 25°C, d)

prueba 4, presion transmembranaria de 15psi, caudal de 3L/min y 25°C.
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Fuente: Autor del Proyecto

Igualmente se cuantificd la actividad de la enzima presente en las muestras de
retenido. La figura 14, registra el comportamiento en la actividad enzimatica de la

glucoamilasa en el tiempo para las cuatro pruebas realizadas.

Los resultados mostrados en la figura 14, permiten evidenciar que la actividad

enzimatica de la glucoamilasa se mantiene constante en el tiempo,
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independientemente de la presidn transmembranaria y caudal de alimentacién

utilizados en las pruebas.

Figura 14. Actividad enzimatica de la glucoamilasa presente en el retenido Vs
tiempo a) Prueba 1, 30 minutos, presion transmembranaria de 7,5psi, caudal
de 6L/min y 25°C, b) Prueba 3, 30 minutos, presién transmembranaria de
15psi, caudal de 6L/min y 25°C, c) Prueba 2, 60 minutos, presién
transmembranaria de 7,5 psi, caudal de 3L/min y 25°C, d) Prueba 4, 60

minutos, presion transmembranaria de 15psi, caudal de 3L/min y 25°C.
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Fuente: Autor del Proyecto

Durante las pruebas de filtracion de mezclas glucoamilasa-agua a concentracion

constante, se hizo un seguimiento del caudal de permeado, con el fin de

37



establecer una posible pérdida de permeabilidad debida a una probable
colmatacion de la membrana a causa de la enzima. Los resultados se resumen en
la figura 15; como aclaracion, solo se muestran los resultados para las pruebas
realizadas a 6L/min y presiones transmembranarias de 7,5 (fig. 15a) y 15 psi (fig.

15b); las realizadas a 3L/min arrojaron resultados similares.

Figura 15. Caudales de permeado vs Tiempo, a)prueba 1 presion
transmembranaria de 7,5psi, caudal de 6L/min, 25°C, b) prueba 3 presion
transmembranaria de 15 psi, caudal de 6L/min y 25°C.

b)

Q
-

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Caudal (mL/min)
Caudal (mL/min)

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min) Tiempo (min)

Fuente: Autor del Proyecto

En la figura 15, se observa que no hay una reduccion en el flujo de permeado en
el tiempo, lo cual indica que a la concentracion a la que se realizaron las pruebas

la membrana no presenta colmatacion.

Los resultados mostrados hasta el momento (figuras 13, 14 y 15) evidencian que
sin importar los caudales de alimentacién (entre 3 y 6 L/min) y las presiones
transmembranarias (entre 7,5 y 15 psi) a una temperatura de 25°C, no se
presentan variaciones en los niveles de actividad enzimatica, permeabilidad y
selectividad (a tiempos de operacion inferiores a 60 minutos); resultados que
validan en una primera instancia la posibilidad de encaminar el proceso a una

configuracion en continuo.
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3.3 FILTRACION DE MEZCLAS GLUCOAMILASA-AGUA A CONCENTRACION
VARIABLE.

La prueba realizada para concentrar el extracto enzimatico diluido de glucoamilasa
se inicié con 12.450mL de extracto diluido, cuya concentracion de proteina en el
retenido fue de 0,89 +/- 0,08 mg/mL. Al finalizar la prueba, se obtuvo 1L de
extracto enzimatico concentrado en el tanque de alimentacion con una

concentracion de proteina de 46,6 +/-0,11 mg/mL (Ver figura 16).

En la figura 16, se observa el comportamiento exponencial descrito durante el
proceso, donde se logré un factor de concentracion volumétrico de 12,5 para el

extracto enzimatico diluido de glucoamilasa.

Figura 16. Concentracion de proteina en retenido Vs Tiempo, Prueba de
concentracion de extracto enzimético diluido realizada a presion

transmembranaria de 15psi, 6L/min y 25°C.
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Fuente: Autor del Proyecto

Al cuantificar la proteina presente en las muestras de permeado tomadas durante
la prueba, se observé una tendencia hacia el aumento de la concentracion de

proteina en el tiempo llegando a un valor de 0,27 +/- 0,003mg/mL a los 18 minutos

de la prueba. Ver figura 17.
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Figura 17. Concentracion de proteina en permeado Vs tiempo, Prueba de
concentracion de extracto enzimatico diluido realizada a presion

transmembranaria de 15psi, caudal de 6L/min y 25°C.
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Fuente: Autor del Proyecto

Al observar los resultados obtenidos, es evidente que un aumento en la
concentracion de proteina de la mezcla filtrada, genera algun tipo de pérdida en la
selectividad de la membrana permitiendo el paso de glucoamilasa. Es importante
mencionar que el principio de exclusidon por tamafio de poro considera particulas
esféricas y poros ideales homogéneos y cilindricos, que en realidad no se

presentan’?®,

Esto permite considerar el posible paso de particulas que
teéricamente por criterios de tamafo, no deberian pasar (incluso al cambiar la
concentracion de la solucién). Sin embargo, la cantidad de proteina presente en el

retenido es 170 veces la proteina del permeado al final de la prueba.

Otro factor importante analizado en la prueba de concentracién fue la medicion del
flujo de permeado en el tiempo. Esto nos da informacién acerca del grado de

colmatacion que sufre la membrana a medida que la mezcla se concentra.

La figura 18, muestra los caudales de permeado medidos durante la prueba de
concentracion del extracto enzimatico diluido. La grafica muestra una disminucion
en el flujo de permeado causada por la colmatacion de la membrana a medida que

aumenta la concentracion de glucoamilasa en el retenido. Durante la prueba se

40



evidencié una pérdida del 60% en el caudal de permeado. Esta se considera

normal debido a que la pérdida de permeabilidad no se presenta de forma abrupta.

Figura 18. Caudal de permeado Vs Tiempo (prueba de concentracidon),
prueba realizada a una presién transmembranaria de 15psi, caudal de 6L/min
y 25°C.
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CONCLUSIONES

Se pudo realizar el montaje y la implementacién de un piloto de laboratorio de
ultrafiltracién que va a ser usado en la separacion de hidrolizados de almidén de
yuca. Se redactaron los protocolos de encendido, puesta en marcha, apagado y

mantenimiento del piloto, con las recomendaciones para el uso adecuado de este.

Se logré estudiar el comportamiento del proceso de separacion membranario
(sistema UF pellicon 10 Biomax®) de una mezcla glucoamilasa-agua bajo
condiciones de concentracidn constante, a 25°C, a presiones transmembranarias
de 7,5y 15 psi y caudales de alimentacion de 3 y 6L/min. Se obtuvo un porcentaje
de retenciébn superior al 98,5% en todas las pruebas realizadas;
independientemente de las condiciones de presion transmembranaria y caudal de
alimentacion utilizadas. Igualmente se evidencié ausencia de adsorcion de
glucoamilasa sobre la superficie de la membrana durante el tiempo de realizacidon
de la prueba (30 y 60 min), al nivel de concentracion del extracto enzimatico

utilizado en la separacion (0,0623 % p/p relacion enzima/almidon).

Las condiciones a las que fue sometida la glucoamilasa como son, temperatura,
presion transmembranaria, caudal de alimentacion y estrés mecanico (sistema
bombeo), no tienen un efecto adverso sobre la actividad enzimatica ya que no se
evidencia pérdida en ninguna de las pruebas realizadas, lo que permitiria un

potencial uso en una configuracion en continuo.
En la filtracion de mezclas glucoamilasa-agua a concentracion variable, se

observdé un aumento exponencial en la concentracion de proteina del extracto

enzimatico y se logré un factor de concentracion volumétrico de 12,5. Igualmente
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se evidencié una disminucién en el flujo, debido a la colmatacién progresiva de la

membrana; colmatacion en parte irreversible.
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PERSPECTIVAS

Llevar a cabo los estudios de separacion de mezclas glucoamilasa-agua a
temperaturas mayores de 25°C, con el objetivo de analizar el comportamiento de
la actividad enzimatica de la glucoamilasa y colmatacion de la membrana con la

temperatura.

Es necesario continuar con el estudio de la separacion de hidrolizados de almidén
de yuca realizando la filtracion de la mezcla compleja (a distintos grados de
hidrdlisis) proveniente del reactor enzimatico. Esto se debe hacer con el fin de
analizar el porcentaje de retencion de la membrana de ultrafiltracién y el grado de
colmatacion que sufre la membrana sometida a las condiciones del proceso real

de filtracion.

Se recomienda realizar un analisis de la calidad de jarabes de glucosa obtenidos
con el sistema de ultrafiltracion, con el fin de garantizar la funcionalidad de la
membrana de 10 kDa y garantizar la calidad de los jarabes que van a ser

utilizados como sustrato en la obtencidon de biocombustibles.

Acoplar el sistema de ultrafiltracion al proceso en continuo para la recirculaciéon y
reutilizacion de las enzimas y de la materia prima que no se transformo.
Igualmente estudiar la actividad enzimatica en el proceso de hidrdlisis en el

tiempo.
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