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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL PROCESO DE PRODUCCION EN CONTINUO DE
HIDROLIZADOS DE ALMIDON DE YUCA INTEGRANDO HIDROLISIS

ENZIMATICA Y CLARIFICACION CON TECNOLOGIA DE MEMBRANAS"
AUTORES: Gloria Lizeth Diaz Arenas, Dietmar José Ramos Gonzalez**

PALABRAS CLAVE: Hidrélisis enzimatica, clarificacion, membranas ceramicas

Se estudi6 el proceso de produccién en continuo de hidrolizados de almidén de yuca integrando
hidrélisis enzimatica (en una sola etapa) y clarificacién con tecnologia de membranas. Se utilizaron
membranas ceramicas tubulares monocanal TAMI InsideCeram® de 0,01 m de diametro externo,
50 kDa y 0,2 um de didmetro de poro, con longitudes de 1,2 m (superficie membranaria 0,132 m2) y
0,14 m (superficie membranaria 0,00307 m?). Se analiz6 el efecto de la concentracion de enzima
(a-amilasa: 0,028%p/p-0,112%p/p; glucoamilasa: 0,0315%p/p-0,126%p/p) en los hidrolizados
producidos en una sola etapa, ademas de evaluar el efecto del diametro de poro en la produccién
de hidrolizados durante las etapas de licuefaccion y sacarificacion bajo la configuracién en
continuo.Se determinaron permeabilidades y todos los hidrolizados y sus filtrados fueron
caracterizados en turbidez, ED, %Glucosa, %Materia seca y °Brix.

Se encontr6 que las caracteristicas de los hidrolizados no se vieron afectadas de manera
significativa por las concentraciones de enzima evaluadas en mezcla, permitiendo trabajar con la
menor relacion (reduciendo tiempos de proceso y costos de produccion). Por otro lado, los
resultados para continuo mostraron que es posible trabajar con la membrana de 0,2 um sin afectar
la calidad del producto (°Brix entre 15,5-16,8; %Materia seca entre 15,8-17,7; %Glucosa entre
34,4-55,5 y ED entre 70,3-88,3) haciendo el proceso mas productivo. Finalmente, se comprobaron
las ventajas de utilizar una configuracién en continuo respecto a una en batch, distanciando
tiempos de parada, manteniendo la calidad del producto, y aumentando la productividad (se
obtuvieron 8 | de hidrolizado en batch con respecto a los 140 | en continuo para los mismos
tiempos).

*Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de

Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Director: Carlos Jesus Muvdi Nova. Ingeniero
Quimico, M.Sc., Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF CONTINUOUS PRODUCTION PROCESS OF CASSAVA
STARCH HYDROLYSATES INTEGRATING ENZYMATIC HYDROLYSIS AND

CLARIFICATION WITH MEMBRANE TECHNOLOGY"
AUTHORS: Gloria Lizeth Diaz Arenas, Dietmar José Ramos Gonzalez**

KEY WORDS: Enzymatic Hydrolysis, clarification, ceramic membranes, cassava
starch

Continuous production process of cassava starch hydrolysates integrating enzymatic hydrolysis
(one-step) and clarification with membrane technology was studied. Tubular mono-channel ceramic
membranes (TAMI Industries, France) were used: external diameter of 0.01 m, molecular weight
cut-off: 50 kDa and 0.2 um, and lengths of 1.2 m (surface area of 0.132 m?) and 0.14 m (surface
area of 0.00307 m?). It was analyzed the effect of enzyme concentration (a-amylase: 0.028%p/p-
0.112%p/p; glucoamylase: 0.0315%p/p-0.126%p/p) on hydrolysates produced by on-step starch
hydrolysis. Besides, it was evaluated the effect of molecular weight cut-off on hydrolysates
production during steps of liquefaction and saccharification under continuous configuration. Fluxes
were determinated and all hydrolysates and their permeates were characterized in turbidity, DE,
%Glucose, %Dry matter and °Brix.

The results showed that hydrolysates characteristics were not significantly affected by enzyme
concentrations that were evaluated (mixtures), allowing to work with the lowest concentrations
(reducing times of operation and costs of production). On the other hand, the results for continuous
process showed that is possible to work with a membrane of 0.2 ym without affecting permeates
quality (°Brix between 15,5-16,8; %Dry matter between 15,8-17,7; %Glucose between 34,4-55,5
and DE between 70,3-88,3) and increasing the productivity. Finally the advantages of using a
continuous configuration instead a batch configuration were checked: longer times of operation,
permeates of high quality and an increase of productivity (140 L of glucose syrups for continuous
configuration in comparison with 8 L for batch configuration)

*Undergraduate Project

** Physical and Chemical Engineering’s Faculty. School of Chemical Engineering. Food Science
and Technology Research Center. Advisor: Carlos Jesus Muvdi Nova, Chemical Engineer, M.Sc.,
Ph.D.
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INTRODUCCION

Los jarabes de glucosa son soluciones altamente concentradas en glucosa,
obtenidas a partir del almidon. Estos jarabes son usados principalmente en la
industria de alimentos (panaderia, confiteria, cerveceria,...) por sus diferentes
propiedades funcionales como resistencia a la cristalizacion, capacidad
edulcorante, baja higroscopicidad y estabilidad térmica (Gaouar et al., 1998).
Ademas, se emplean en la Industria quimica para la produccion de alcohol
(Morales et al., 2008) (Bohorquez & Madero, 2008) y tienen aplicabilidad en la
industria farmacéutica para la elaboracion de vacunas y antibiéticos (Almandoz et
al., 2010).

El almidon puede obtenerse de diferentes fuentes como semillas de cereales,
tubérculos, leguminosas, raices, frutas, troncos y hojas (Bohoérquez & Madero,
2008) (Johnson et al, 2009). Estd compuesto por amilosa y amilopectina. La
amilosa (Figura 1.a) es un polisacarido formado por cadenas helicoidales largas
no ramificadas, unidas por enlaces a(1-4). La amilopectina (Figura 1.b) es un
polisacarido muy ramificado constituido por enlaces a(1-4) en el esqueleto y en los
puntos de ramificacion por enlaces a(1-6) (Nelson & Cox, 2005) (Bahaji et al.,
2013) .

a) ‘/.’C'a'” b) -

CH,OH
—0
OH

--0- 3 0
HO

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

(), 8 0O 0,
OH OH OH ull ()Il HH
O --0 -

Figura 1. Estructura amilosa (a) y amilopectina (b)
Fuente: (Hull, 2010)
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A nivel mundial, el almidon de maiz es la principal materia prima para la
produccion de jarabes de glucosa (Pontoh & Low, 1995). Sin embargo, debido al
incremento de las demandas de almidon a nivel industrial, se han analizado
fuentes alternativas como la papa, el arroz, el sorgo, el trigo y la yuca; siendo esta
dltima una de las més atractivas por sus altos contenidos de almidon (87,67% en
base seca) (Johson et al., 2009) (Pontoh & Low, 1995).

Los jarabes pueden ser producidos mediante hidrélisis acida o enzimatica del
almidon (Slominska & Przyweca, 2004) (Almandoz et al., 2010) (Pontoh & Low,
1995). Los jarabes obtenidos por via acida poseen un ED (Equivalente en
Dextrosa, término en que se mide el grado de conversion de almidon en
maltodextrinas y glucosa) entre un 30-55, mientras que por via enzimatica se

pueden obtener jarabes de hasta 95 ED o superior (Singh & Cheryan, 1998).

Durante la hidrdlisis enzimatica el almidén es licuado y sacarificado (Morales et al.,
2008) (Paolucci-Jeanjean et al.,, 2000). La licuefaccion consiste en la
fragmentacion del almidén en cadenas mas sencillas por accién de la enzima a-
amilasa. Por otro lado, la sacarificacion utiliza glucoamilasas para transformar las
dextrinas obtenidas de la licuefaccibn en azlcares de bajo peso molecular
(glucosa, maltosa o mezclas) (Slominska & Przyweca, 2004), produciéndose
finalmente hidrolizados de almidén. El proceso descrito anteriormente es realizado
convencionalmente en reactores batch. El principal problema con el uso de este
tipo de reactores es el incremento en los costos de produccién, debido a los
tiempos de parada (relacionados con la carga, descarga y limpieza), pérdida de
enzima y menor productividad (Przywecka & Slominska, 2005) (Paolucci-Jeanjean
et al., 2000) (Acevedo & Parra, 2013).

Los hidrolizados asi obtenidos son clarificados para remover sélidos suspendidos
e impurezas insolubles como proteinas, grasas y otros componentes no deseados.
Convencionalmente, esto se realiza por medio de carb6n activado, intercambio

ionico, filtros prensa o filtros rotatorios al vacio, usando tierras diatomeas como
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agentes filtrantes (Almandoz et al., 2010), (Singh & Cheryan, 1997) (Stominska &
Niedbach, 2009). Una alternativa para la sustitucion de los métodos tradicionales,
consiste en acoplar las etapas de hidrolisis enzimatica y clarificacion en una
configuracion en continuo usando tecnologia de membranas (Singh & Cheryan,
1997) (Stominska & Niedbach, 2009). De esta manera, se utiliza la enzima por
mas tiempo y se recircula la materia prima que no se ha transformado (Paolucci-

Jeanjean et al., 2000).

Una membrana es una barrera semipermeable que permite el paso de ciertos
componentes y restringe el paso de otros, siendo estos el permeado y el retenido,
respectivamente. Las membranas pueden clasificarse segun su naturaleza,
estructura, configuracion, geometria y tipo de proceso membranario (Wang et al.,
2011). La mayoria de procesos membranarios estan determinados por dos
parametros claves, permeabilidad y selectividad; condicionados principalmente por
la naturaleza de la membrana y el tipo de alimentacion (Coutinho et al., 2009)
(Singh & Cheryan, 1998).

En la actualidad, la tecnologia de membranas tiene un gran potencial en el
cumplimiento de los requisitos de calidad del producto y parametros ambientales.
Algunas de las ventajas del uso de membranas son el poco espacio ocupado y
facilidad de escalamiento, lo que hace que sean considerados sistemas
compactos (Pinelo et al., 2009) (Li et al., 2011). Para lograr el escalamiento se han
disefiado sistemas denominados moédulos membranarios. Estos permiten el
empaquetamiento de membranas, y se clasifican de acuerdo a su geometria, las
cuales pueden ser de hoja plana o tubular. En el caso de clarificacion de
hidrolizados de almidén, trabajos como el de Paolucci Jean-Jean et al. (2000),
Singh & Cheryan (1997) y Acevedo & Parra (2013) han implementado el uso de
modulos de tipo tubular que operan con membranas ceramicas, debido a su
estabilidad térmica, mecéanica y quimica, trabajan en todo el intervalo de pH (0-14)
y a altas presiones (Baker, 2004) (Coutinho et al., 2009) (Zapata, 2006).
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La utilizacibn de membranas, asi como de sus respectivos mobdulos
membranarios, reemplaza los métodos tradicionales de clarificacion permitiendo la
obtencion de jarabes de alta calidad, sabor natural y libre de aditivos. Ademas de
un bajo consumo energético, eficiencia en la separacion, disminucién de etapas de
procesamiento, de la relacibn equipos/tamafio y de los residuos generados
(Almandoz et al., 2010) (Coutinho et al., 2009) (Drioli & Fontananova, 2004). Asi
mismo, la separacion con membranas reduce los requerimientos de carbon en un
60-70%, intercambio i6nico en un 20-30% Yy la eliminacién de tierras diatomeas
como agentes filtrantes (Singh & Cheryan, 1998). Para el afio 1998, Singh &
Cheryan estimaban una reduccion de U.S. $2 a $3 millones anuales, por cada 500
galones/min de jarabe producido.

De acuerdo a trabajos como los de Stominska & Niedbach (2009), Slominska &
Przyweca (2004), Singh & Cheryan (1997) y Acevedo & Parra (2013), se han
utilizado los modulos membranarios mencionados con anterioridad como
alternativa para la clarificacion de hidrolizados de almidon de papa, maiz, trigo y
yuca, obtenidos a partir de procesos tipo batch, en los cuales la hidrolisis
enzimatica fue llevada a cabo de manera tradicional (2 etapas). Sin embargo, el
trabajo de Paolucci-Jeanjean et al. (2000), muestra la integracion
hidrélisis/clarificacibn con membranas en continua, haciendo el proceso mas
productivo y econdmico. En dicha investigacién, se trabajé con almidén de yuca al
10% p/p, usando la enzima catalizadora Termamyl 120 L from Bacillus
licheniformis, capaz de obtener hidrolizados de bajo peso molecular en una sola

etapa.

Por otro lado, teniendo en cuenta las etapas de hidrélisis enzimética (licuefaccion
y sacarificacion), en la literatura no se reportan estudios en continuo para la
primera de éstas; siendo 2 h los tiempos maximos en batch (Salcedo et al., 2009).
En contraste a esto, si se encuentran reportes de estudios en continuo para la

sacarificacion donde los tiempos maximos de reaccién/filtracion han sido de 6 h,
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usando membranas de 50 kDa y una sola enzima catalizadora (Paolucci Jean-
Jean et al., 2000) (Slominska & Przyweca, 2004).

Es importante mencionar que la principal desventaja que se presenta en la
filtracibn con membranas es la colmatacién o ensuciamiento, producido por la
acumulacion reversible o irreversible de particulas dentro o sobre la superficie de
la membrana (Zapata, 2006) (Singh & Cheryan, 1998) (Acevedo & Parra, 2013).
Este fendbmeno es progresivo y genera el descenso del flujo en el tiempo. Su
impacto se ve influenciado por el tipo de solucién a clarificar, la geometria,
material membranario y las condiciones de operacion. Por esto se hace necesaria
la realizacion de estudios en continuo con tiempos mas prolongados, a
concentraciones mas elevadas de almidon y utilizando mezcla de enzimas, con el
fin de conocer el desempefio del proceso reaccion/filtracién y el comportamiento

de dicho ensuciamiento en el tiempo.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo es estudiar el proceso
de produccién en continuo de hidrolizados de almidéon de yuca integrando
hidrolisis enzimatica y clarificacion con membranas. Para esto se analizara la
hidrolisis en batch utilizando mezclas de enzimas, ademas de estudiar las etapas
de licuefaccion y sacarificacion en continuo. Este trabajo hace parte del proyecto
de Colciencias-UIS-Promitec S.A.S titulado “Aumento de la productividad de
concentrados de jarabes de glucosa obtenidos a partir de hidrolizados de almidén

de yuca por métodos no convencionales” (codigo COL110250227720).
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1. METODOLOGIA

En la Figura 2 se muestra el cuadro metodolégico utilizado en este trabajo, donde se presentan las fases

desarro”adas durante en este proyecto de |nvest|gaC|én PP g
¢ Permeabilidad al agua: :
ittt | i- T 40°C :
1 Membranas: 50 KDa y 0,2 ym ! ie AP gy 2bar
: Batch: 1 i % Retencion
I [Cantidad: 1; L=0,14 m; D,,+=0,01m; : FASE 0: Establecimiento o AP gy 1,5bar
: A=0,00307 m?] : parametros iniciales « Alfa-amilasa T: 70°C
: Continuo: 1 !+ Glucoamilasa T:80°C
: [Cantidad: 5,2 L=1,2 m; D,m=0,01m; i Iﬁ/- _..-.....:. .......................................... -
R I .- BT N [ — |
. » Permeabilidad a soluciones Condiciones Hidrdlisis: :
FASE 1: Estudio del o ';e;'ets agua/enzima - P T s0 e
proceso de hidrolisis y |-_%Retencien = I i 20% pip Almidon
R - clarificacion  en  Batch, P« pH:5
¢ Condiciones Hidrdlisis : integrando  licuefaccion  y i« Alfa-amilasa: 0,028 % (plp)
i+ 20% plp Almiddn sacarificacion en una sola A 4 i+ Tiempo:5h-8h i
i+ pHS : etapa. (" FASE 2: Estudio de la etapa | <« Condiciones Filtracion:
oIS ) de fouefaccion en confinuo I APntSber ;
i 'I_'l_empo: 1_h o [-— = — integrando  tecnologia de | | o o o e -
: Condlmon.es Filtracion . Permeabilidad - . membranas. y Membranas: 50 KDa y 0,2 ym :
i+ APpyiiSbar -« Turbidez | \b [Cantidad: 5; L=1,2 m; Dy=0,01m; |
|+ cBrix - ~ | | A=0.132m?] i
- Z/oMaterla seca - FASE3: Estudio de la etapa ----E%::;;:::T:':E-.:-I._:_:_:::::‘. ............... :
+ %Glucosa le de  sacarificacién  en : ondiciones Hidrolisis. :
l +_ED .. N continuo integrando %‘: ;_"_7250
\. tecnologia de membranas. J . Tiempo: 7 h - 24 h
¢ i+ Glucoamilasa: 0,0631% (p/p)
- — L. Hidrolizados licuificados no clarlfcados
FASE 4: Estudio del proceso de hidrdlisis en : Condiciones Filtracion:
continuo y en una sola etapa integrando LLOAP 2 1,5 bar :
1ecno|ogia de membranas_ "u.. ............. ......................... .........................................‘ ........ .
=~ Concentracion aifa-amilasa [9% p/p] | : Condiciones Hidrdiisis :
' 0028-0056-0112 i i TIT5°C
I - Concentracién Glucoamilasa [%p/p] | - i- pH:I3
: 0,0315 _ 0,0631 _ 0,126 ' Variables de entrada E . Tlempo: 7h
1 : ......... Parametros ) i . Relacién de enzima optima
: . Membranas: 50 KDay 0,2 um 1 Pruebas a realizar Condiciones Filtracion:
| [Cantidad: 1; L=0,14m; Der=0,01m; | i APy 15bar
I A=0,00307m?] : : « Mejor membrana de acuerdo a Ias

e ittt bty : fases 1.2y 3

Figura 2. Cuadro Metodoldgico
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1.1 FASE CERO: Establecimiento de parametros iniciales

Se realizaron pruebas de permeabilidad al agua después de 20 min de filtracion
utiizando membranas con diametro de poro de 50 kDa y 0,2 um. Este
procedimiento se realiz0 con el objetivo de obtener informacién sobre la
permeabilidad de la membrana limpia; informacion requerida para confirmacion del
estado de las membranas luego de realizar los procesos de lavado y limpieza de
éstas después de cada uso (segun el estudio de Paolucci-Jeanjean et al., 2000 y
Acevedo & Parra, 2013). Igualmente, se realizaron pruebas usando soluciones
ideales enzima/agua con el fin de determinar el %retencion de enzima de las
membranas a 40°C, APtm de 2 bar, volumen de alimentacién de 5 |, con toma de
muestras después de 10 min de filtracidbn y medicion de permeabilidad a los 30

min de filtracion (Acevedo & Parra, 2013).

Las caracteristicas de las membranas mencionadas con anterioridad se describen
a continuacion: membranas ceramicas tubulares monocanal TAMI InsideCeram®,
de 0,01 m de didmetro externo, 50 kDa y 0,2 ym de didmetro de poro, con
longitudes de 1,2 m (superficie membranaria 0,132 m?) y 0,14 m (superficie
membranaria 0,00307 m?). Para la permeabilidad al agua se trabaj6 a 40°C vy

presion transmembrana (APtwm) de 2 bar.

1.2 FASE 1: Estudio del proceso de hidrélisis y clarificacion en batch,

integrando licuefaccion y sacarificaciéon en una sola etapa.

Se analizo el efecto de la concentracién de enzima en los hidrolizados producidos
integrando licuefaccion y sacarificacion en una sola etapa (configuracion batch, el
piloto utilizado se explica en la seccion 1.7). Para esto se trabajé con una
temperatura de 75°C y pH de 5 (condiciones establecidas por Yagonia &
Taboada, 2009), y 20% p/p almidon segun Acevedo & Parra (2013).
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Se trabajé con un disefio experimental tipo factorial 3 (Siqueiros, 2004). Se
evaluaron 3 niveles de concentracion de enzima con base en los valores tedricos
encontrados por Ruiz (2009), (relacion enzima/sustrato 0,028% p/p para alfa-

amilasa y 0,0631% p/p para glucoamilasa), tal como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Niveles y factores utilizados para el disefio de experimentos de la Fase 1.

Factor/ Nivel Bajo | Medio | Alto
Concentracién Alfa-amilasa [%p/p] | 0,028 | 0,056 | 0,112
Concentracién Glucoamilasa [%p/p] | 0,0315 | 0,0631 | 0,126

Las pruebas de hidrdlisis se realizaron por duplicado y durante 1 h (Paolucci-
Jeanjean et al., 2000), con toma de muestras cada 15 min, con el fin de
caracterizar en turbidez, Equivalente Dextrosa (ED), %Glucosa, %Materia seca y
°Brix en el alimento.Los hidrolizados obtenidos se filtraron durante 30 min con
APrv 1,5 bar, tomando muestras cada 5 min y empleando las membranas de 0,14
m de largo mencionadas en la “Fase Cero”. Posteriormente, los filtrados se

caracterizaron en turbidez, ED, %Glucosa, %Materia seca y °Brix.

1.3 FASE 2: Estudio de la etapa de licuefaccion en continuo integrando

tecnologia de membranas.

En esta fase se busco analizar los efectos del didmetro de poro (50 KDa y 0,2 um)
en la productividad del proceso y calidad de los permeados bajo la configuracion
en continuo (el piloto utilizado se explica en la seccién 1.7), empleando las
membranas de 1,2 m de largo mencionadas en la “Fase Cero”. lgualmente, se
analizo la colmatacion que sufre la membrana en el tiempo. Los filtrados fueron
caracterizados de la misma forma como en la “Fase 1”. Se tuvieron como
parametros: Temperatura 80 °C, AP 1,5 bar, 20% p/p almidon, pH 5 (Acevedo &
Parra, 2013). El tiempo de duracion de esta etapa utilizando la membrana de 50

kDa fue de 8 h (aumentando 4 veces los tiempos maximos en batch reportados en
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la literatura, Salcedo et al., 2009) y 5 h para 0,2 um (debido a la alta productividad
de la membrana, para este tiempo se filtraron mas de 90 I). Se tomaron muestras
durante este tiempo y las pruebas fueron realizadas por duplicado para cada tipo

de membrana.

1.4 FASE 3: Estudio de la etapa de sacarificacion en continuo integrando

tecnologia de membranas.

En esta fase se buscé analizar los efectos del diametro de poro (50 KDa y 0,2 um)
en la productividad del proceso y la calidad de los permeados bajo la configuracién
en continuo (piloto utilizado se explica en la seccion 1.7), empleando las
membranas de 1,2 m de largo mencionadas en la “Fase Cero”. Igualmente, se
analizé la colmatacion que sufre la membrana en el tiempo y los filtrados fueron

caracterizados de la misma manera como en la “Fase 1”.

La sacarificacion se realizé utilizando el producto no clarificado de la etapa de
licuefaccion. Los parametros de operacion fueron: temperatura 70 °C, AP+ 1,5 bar
y pH 4,5 (Acevedo & Parra, 2013). El tiempo de duracién de esta etapa utilizando
la membrana de 50 kDa fue de 24 h (aumentando 4 veces los tiempos maximos
en continuo reportados en la literatura, Przywecka & Slominska (2005) y Paolucci-
Jeanjean et al. (2000); y 7 h para 0,2 um (debido a la alta productividad de la
membrana, para este tiempo se filtraron mas de 200 |) con toma de muestras
durante este tiempo. Las pruebas se realizaron por duplicado para cada tipo de

membrana.

1.5 FASE 4: Estudio del proceso de hidrélisis en continuo y en una sola

etapa integrando tecnologia de membranas.

El objetivo de esta fase fue analizar el proceso de produccién de hidrolizados en

continuo en una sola etapa con la integracion de tecnologia de membranas. Se
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tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en la “Fase 1” para la determinacion
de la mejor relacibn enzimal/enzima (a-amilisa 0,028% p/p y glucoamilasa
0,0315%p/p). Las condiciones de hidrélisis fueron las mismas descritas en el
proceso en batch. Para la clarificacion se trabajé con un AP de 1,5 bar, con la
membrana mas productiva y que presentd menor colmatacion (segun resultados

obtenidos en las “Fases 1, 2 y 3” fue la membrana de 0,2 um).

El tiempo de duracién de esta fase fue de 7 h con toma de muestras durante este
tiempo segun lo establecido en la “Fase 2”. Los filtrados fueron caracterizados en
turbidez, ED, %Materia seca, %Glucosa y °Brix. Los resultados obtenidos en esta
fase fueron comparados con los de la “Fase 1”, con el fin de analizar su

desemperio.

1.6 Materiales, Métodos experimentales y de Cuantificacion

Materiales e Insumos

Los materiales e insumos utilizados en este trabajo fueron: membranas ceramicas
tubulares monocanal TAMI InsideCeram®, almidon de yuca INDIYUCA (contenido
almidéon 99,7% en base seca), enzimas a-amilasa (Liquozyme SC DS®) y
glucoamilasa (Spirizyme Fuel®) marca Novozymes, bomba centrifuga marca
Pedrollo, bafio termostatado marca Lauda® Alpha RA 24, pH-metro marca Hanna®
HI 991001, HCI al 37% marca J.T. Baker®, azul de coomasie G-250 marca Merck®,
albumina de suero bovino (BSA) marca Merck®, etanol al 99,5% marca Panreac
Quimica S.L.U, acido orto-fosforico al 85% marca Bioquigen Ltda, hipoclorito de
Sodio al 15% distribuido por Suquim Ltda y NaOH en escamas distribuido por

Suquim Ltda y en pellets marca Merck®.
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Métodos Experimentales y de Cuantificacion

e Método de Bradford: Método colorimétrico para cuantificar proteinas (Silverio et
al.,, 2012). Se utiliz6 para determinar el %retencion de enzimas de las
membranas usando un espectrofotometro Genesys20ThermoSpectronic®

ubicado en el laboratorio CICTA.

¢ °Brix: Medida de los solidos solubles en agua. Utilizado esencialmente para
calcular el contenido de azlcares en jarabes (Audilakshmi et al., 2010). Se
realizd mediante el uso de un refractometro de mano Fisher No. 13 964 70C

0-90%, que se encuentra en las instalaciones del laboratorio CICTA.

e %Materia seca: Método gravimétrico que esta basado en la evaporacion de
agua mediante calor. Se sigui6 el manual de procedimientos del Laboratorio
CICTA. Norma A.O.A.C. 1980.

e Turbidez: Comparacion de la intensidad de la luz dispersada por la muestra en
condiciones definidas con un patron estandar de referencia USEPA 180.1. Se
realizé utilizando un turbidimetro Hach® No. 2100Ql! localizado en el

laboratorio de procesos Escuela de Ingenieria Quimica UIS.

e Permeabilidad: Determina la cantidad de flujo que pasa a través de la
membrana, y de esta forma caracterizar la membrana en términos de
productividad y colmatacion (Zapata, 2006). Se determiné6 midiendo el

volumen de permeado en un tiempo especifico de 20 s.
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1.7 Pilotos de Filtraci6bn Membranaria
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Figura 3. Piloto de Filtracién Membranaria Batch (a) y Continuo (b).

Piloto de Filtracién Batch

El proceso en batch (Figura 3.a) fue llevado a cabo en un reactor enchaquetado,
segun condiciones especificadas en la “Fase 1”. Alli se pone en contacto la
solucién de almidon fresca con la mezcla de enzimas, manteniendo cerrada la
valvula nimero 2. Cumplido el tiempo de hidrdlisis (1 h segun Paolucci-Jeanjean
et al., 2000) se procede a abrir la valvula nimero 2 para alimentar la solucion al
moédulo membranario (a través de una bomba centrifuga 3). El retenido se
recircula al reactor 1, mientras que el filtrado se almacena 6. La APt se define
manipulando la valvula nimero 5 (2 bar para lavados y 1,5 bar para las pruebas
de filtracion). Las caracteristicas de este piloto de filtracion se muestran en la
Tabla 2.

Piloto de Filtracion Continuo

El proceso en continuo (Figura 3.b) inicia con una prueba en batch, tal como se
especificé en la descripcion del ‘Piloto de Filtracién Batch’, posteriormente se da

inicio a la filtracion de la misma forma que en la seccion anterior. EI material a
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hidrolizar y el tiempo de hidrélisis vario segun la fase en estudio. Para este
sistema, el nivel del reactor se mantuvo constante alimentando solucién fresca
(almiddn para las Fases 2 y 4 o hidrolizado proveniente de la licuefaccion para la
‘Fase 3”) con la misma concentracion inicial. Asi mismo, la concentracion de
enzima se adicioné teniendo en cuenta el %retencién en enzima del sistema de

filtracion. Las caracteristicas del piloto de filtracion se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de las caracteristicas de los pilotos de filtracion batch y
continuo.

Piloto Batch Piloto Continuo Piloto Batch Pllqto
Continuo
N° Elemento Elemento N° Elemento Elemento
1 Reactor enzimético enc.haquetado de 10 I de 5 | Valvula reguladora de presién
capacidad
2 Vélvula de salida del hidrolizado 6 Tanque almacenamiento
3 Bomba Centrifuga 7 Manémetro
Médulo Membranario Mdédulo Membranario
-Longitud: 0,14 m -Longitud: 1,2 m Valvula de
4 -Didmetro: 1in -Diametro: 2,5 in i salida de
-Capacidad: 1 membrana - Capacidad: 8 8 ermeado
-Material: Acero membranas - P
inoxidable Material: Acero inoxidable

El m6édulo membranario del sistema en continuo fue disefiado e implementado
durante el presente trabajo, con el fin de asegurar los tiempos de residencia en el
reactor (tiempos de reaccion) (Fogler, 2001). Se tomaron como base los datos de
permeabilidad (P) [kg/m2.h] obtenidos por Acevedo y Parra (2013) y se considerd
un escalado lineal (principal caracteristica de los sistemas de filtracion con

membranas).
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2. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

2.1 Porcentaje de Retencion de enzima

Se realizaron pruebas para determinar el porcentaje de retencion de las
membranas, utilizando soluciones ideales enzima/agua. En la Tabla 3 se muestran

los resultados obtenidos.

Tabla 3. Porcentaje de retencién para a-amilasa y glucoamilasa, medidos a 40 °C y
APty 2 bar después de 10 min de filtracién.

Enzima Diametro de poro | Abs prom [A] | %Retencion*
a-Amilasa 50 [kDa] 0,008 +0,02 96,94 5,1
0,2 [um] 0,051+0,04 | 61,34 +£12,76
Glucoamilasa 50 [kDa] 0,01 +0,005 86,96 £7,11
0,2 [um] 0,003 0,005 | 96,88 +4,15

*Desviacion Estandar

En ella se observa que todas las membranas presentan un %retencion de enzima
superior al 87%. En caso excepcional, la membrana de 0,2 pum muestra
porcentajes de retencién del 61% aproximadamente cuando se utiliza la enzima a-
amilasa. Esto se debe al tamafio de la enzima, el cual se encuentra entre 30 kDa
(0,015 pm) y 150 kDa (0,09 um) (Espinel & Lopez, 2009), siendo mucho menor
que el didmetro de poro de la membrana permitiendo parcialmente su paso.
Mientras que el tamafio de la enzima glucoamilasa se encuentra entre 82 kDa
(0,07 pum) y 250 kDa (0,18 um) (Rico, 1990) (Acevedo & Parra, 2013), lo que
disminuye su paso a través de la membrana. Es importante sefialar que para
ambas enzimas, la variacién que existe en tamafio y también en la forma (distan
mucho del de una esfera), se debe al proceso por el cual hayan sido obtenidas

(animal, vegetal o microbiana) (Rosero, 2013).
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2.2 Efecto de la concentracion de enzima en los hidrolizados producidos
integrando licuefaccion y sacarificacion en una sola etapa.

Se llevdé a cabo el estudio del efecto de la concentracion de enzima en las
caracteristicas de los hidrolizados producidos con las condiciones descritas en la
“Fase 1”. En la Tabla 4 se muestran las diferentes relaciones de enzima utilizadas
en esta fase.

Tabla 4. Relaciones de concentracion de enzima utilizadas para cada prueba
realizada.

N° Prueba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
a-Amilasa %p/p |0,028(0,028(0,028|0,056|0,056(0,056(0,112|0,112|0,112
Glucoamilasa %p/p |0,032]0,063]0,126|0,032(0,063(0,126 (0,032|0,063|0,126

La Figura 4 muestra los resultados obtenidos de °Brix y %Materia seca con las
membranas utilizadas (50 kDa y 0,2 um), tanto para los hidrolizados como para

sus filtrados.

(a) (b)
mAlimento Permeado 50KDa  mPermeado 0,2 pm

« Rwn )
SN egg N
=1

m Alimento Permeado 50KkDa ®Permeado 0,2 pm

> Xty X
g <33 <338

H 16

%Materia Seca

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Nlmero de Prueba Numero de Prueba

Figura 4. °Brix (a) y %Materia Seca (b) de los hidrolizados y sus respectivos
permeados utilizando membranas de 50 kDa y 0,2 um variando la concentracion de
enzima segun la Tabla 4. Obtenidos a 75°C, caudal alimentacién 1309,2 I/h, AP+ 1,5
bar, pH 5y 30 min de filtracién.

Se puede observar que la concentracion de enzima no influye considerablemente

ni en °Brix ni en %Materia seca (los promedios se encuentran dentro de las
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desviaciones obtenidas). Esto fue confirmado con Statgraphics Centurion® XVI.I
(version de prueba), donde se encontraron p-valores >0,08 (significancia para
p<0,05).

En la Figura 5 se muestran los resultados de turbidez y los %retencién para cada
hidrolisis con sus respectivos filtrados. De la Figura 5.a se evidencia la
disminucién en la turbidez de los permeados de todas las muestras en
comparacion con el alimento, de por lo menos un 97,9%; resaltandose la eficacia
del proceso de filtracion. Esto se debe a que los diametros de poro de las
membranas utilizadas logran retener los sélidos suspendidos. Por otro lado, el
andlisis estadistico indic6 que la concentracion de las enzimas tampoco afecta
significativamente la turbidez tanto de hidrolizados como de filtrados (p-valores >
0,07).

(a) (b) 50 KD 0,2
] a ,2 um
1200 4 _ ®Alimento M Permeado50KDa M Permeado0,2 um e L% oo o :L “0 -9
oy B8 S8 oo 92 88 o 85 &8
1000 -| - 100 152 o ma 8% I A N
1 o o -
800 {2 = 2 i 2 80 I
2 3 5 g
@ .
E 600 - I o5 3 2 3 60
<
400 - I T I { % 40
o
o
200 | «  x2
-~ e ne enm s 0 | o —
MO N N AN N [t} 00 o [-pt) — o
0 T T T T T T T I 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
Nimero de Prueba Filtracion

Figura 5. Turbidez (a) y porcentaje de retencion de enzima (b) de los hidrolizados
transcurridos 60 min y sus respectivos permeados utilizando membranas de 50
KDa y 0,2 um variando la concentracion de enzima segun la Tabla 4. Obtenidos a
75°C, caudal alimentacion 1309,2 I/h, APw 1,5 bary pH 5.

En la Figura 5.b se observa que todos los porcentajes de retencion de enzima
para las dos membranas utilizadas fueron superiores al 83%. Es importante
mencionar que en estas pruebas los hidrolizados filtrados contenian almidén no
hidrolizado, oligosacéaridos, maltodextrinas y mezcla de enzimas, permitiendo la
posible formacién de una capa selectiva en la superficie de la membrana

(Paolucci-Jeanjean et al., 2000) (Singh & Cheryan, 1997) (Slominska & Przyweca,
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2004). Esto explica la diferencia de estos porcentajes de retencion de enzima
respecto a los obtenidos con soluciones ideales enzima/agua. Adicionalmente, se
realizaron analisis fisicoquimicos de ED y %Glucosa de los hidrolizados
producidos, encontrandose jarabes entre 88 y 98,5 ED y entre 44 y 66% de
glucosa (base seca). Esto indica que los hidrolizados producidos son

esencialmente de glucosa.

En la Figura 6 se muestra las curvas de permeabilidad obtenidas para la prueba 1
(comportamientos similares se presentaron para las demas filtraciones). En ésta
se evidencia la disminuciébn de la permeabilidad en el tiempo. Este
comportamiento es normal siempre que se trabaja con membranas, y se debe al
bloqueo de poros y a la formacién de una capa organica (almidén, enzimas y
oligosacaridos) en la superficie membranaria produciendo colmatacion (Zapata,
2006) (Paolucci-Jeanjean et al., 2000). Cabe resaltar que en este trabajo fue una
colmatacion reversible, pues siempre fue posible recuperar la permeabilidad
mediante limpieza alcalina/desinfectante. En el Anexo 1 se puede observar con

mas detalle el historial de las permeabilidades después de cada lavado.
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Figura 6. Permeabilidad en el tiempo para hidrolizados obtenidos en la Prueba 1 (a-
amilasa 0,028% p/p y glucoamilasa 0,0315% p/p), utilizando membranas de 50 kDa
(@ y 0,2 um (b). Filtracién a 75°C, caudal alimentacion 1309,2 I/h, APtv 1,5 bar, pH 5
y 30 min de filtracion.
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Ademas, se debe sefialar que la membrana de 0,2 um tuvo menos pérdida de
permeabilidad en comparacion con la membrana de 50 kDa (entre 8,4%-21%; y
11,9%-35,5%, respectivamente) bajo las mismas condiciones. Esto se produjo
debido a un alto nivel de bloqueo de poros en la membrana de 50 kDa, pues existe
mas similitud entre el tamafio de las enzimas utilizadas y el diametro de poro de

ésta (Zapata, 2006), como se mencion6 anteriormente en la seccion 2.1.

Adicionalmente, es importante mencionar que aunque al inicio de las filtraciones
se presentaron diferencias entre el original y el duplicado debido a la dificultad de
asegurar exactamente la misma dindmica en las pruebas (los arranques en los
procesos poseen dindmicas complejas), al final de cada una de éstas se
alcanzaron valores con desviaciones no superiores al 11,9% para todas las

pruebas realizadas.

Finalmente, los resultados revelaron que las caracteristicas de los hidrolizados no
se ven afectadas por la concentracion de enzima. Ademas, se logré reducir el
tiempo de hidrélisis de 3 a 1 h, evitando realizar dos etapas como se hace
convencionalmente, sin que se afectara la calidad de los jarabes (resultados
fisicoquimicos similares a los obtenidos en dos etapas, Acevedo & Parra, 2013).
Se debe sefalar que con la menor relacién de enzima se obtuvieron jarabes de
glucosa con caracteristicas analogas a los que se produjeron con las
concentraciones mas altas. Para etapas posteriores se trabajé con la menor

concentracion de enzimas (a-amilasa 0,028 %p/p y glucoamilasa 0,0315 %p/p).

2.3 Efecto del diametro de poro en la filtracién de hidrolizados producidos en

continuo durante la etapa de licuefaccion.

Se realizo el estudio del efecto del didmetro de poro en las caracteristicas de los

hidrolizados filtrados en la etapa de licuefaccion segun las condiciones descritas
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en la “Fase 2”. Los resultados para °Brix, %Materia seca, ED y %Glucosa se
muestran en la Tabla 5. De esta tabla se evidencia que el diametro de poro no
afecta de manera significativa ni °Brix ni %Materia seca. Adicionalmente, los
resultados de °Brix muestran que no hay pérdida considerable de la actividad
enzimatica durante el proceso (Paolucci-Jeanjean et al., 2000), indicando que la

licuefaccién se esta llevando a cabo de manera efectiva.

Tabla 5. Rangos de variacion de °Brix, %Materia Seca, %Glucosa y ED para el
permeado obtenido durante la licuefaccion en continuo a 80°C, caudal alimentacion
2400 I/h, pH 5, APy 1,5 bar, 20% p/p almidén y [ ] a-amilasa 0,028%.Tiempo 8 h para
50 kDay 5 h para 0,2 um.

Membrana Rango de Rango de variaciéon | Rango de variacién Rango de
variacion de °Brix | de %Materia Seca de %Glucosa* variacion de ED
50 kDa 13,7-16,5 14,6 - 16,5 7,46 - 10,8 20,5-35,8
0,2 um 13,9-16,2 14,4 - 16,56 5,34-22,5 28,55 - 34,25
*Base seca

Ademas, los datos obtenidos para %Glucosa y ED se encuentran en el rango para
hidrolizados de maltodextrinas (20-30 ED) (Hull, 2010) (Garcia et al., 2004). Es
importante sefialar, que se obtuvieron resultados similares para ambas
membranas incluso cuando los tiempos de residencia dentro del reactor no fueron
los mismos (2 h para 50 kDa y 21 min para 0,2 um) esto se debe a que el tiempo
de reaccion para la etapa de licuefaccion es de 15 min; tiempo asegurado con las

dos membranas utilizadas.

En la Figura 7 se presentan los resultados de turbidez para los hidrolizados y sus

respectivos permeados producidos durante la etapa de licuefaccion.

En ella se observa la disminucion de la turbidez de todos los permeados respecto
al alimento en un 94%, lo que indica la eficacia del proceso de clarificacion al usar
estos diametros de poro. Ademas, se aprecia una tendencia de aumento de la
turbidez en la solucién de alimentacién a través del tiempo (lo que no ocurre con

los filtrados) debido a la acumulaciéon de enzimas y almidén no hidrolizado (Vaillant
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et al., 2005) (Singh & Cheryan, 1998). Por otra parte, los porcentajes de retencion
de enzima se mantuvieron por encima de 93,9% y 87% para las membranas de

50 kDa y 0,2 um, respectivamente.
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Figura 7. Turbidez de los hidrolizados y sus respectivos permeados producidos en
la etapa de licuefaccion. Tiempo 8 h para 50 kDa (a) y 5 h para 0,2 um (b). Obtenidos
a 80°C, caudal alimentacion 2400 I/h, pH 5, AP 1,5 bar, 20% p/p almidén y [ ] a-
amilasa 0,028% p/p.

En la Figura 8 se muestran las curvas de permeabilidad obtenidas en la etapa de

licuefaccion.
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Figura 8. Permeabilidad en el tiempo para la etapa de licuefaccion. Tiempo 8 h para
50 kDa (a) y 5 h para 0,2 um (b). Obtenidas a 80°C, caudal alimentacion 2400 I/h, pH
5, APt 1,5 bar, 20% p/p almidén y [ ] a-amilasa 0,028%.
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En esta figura se puede observar una rapida caida de la permeabilidad al inicio de
la filtracion (85,1 y 41,6% para 50 kDa y 0,2 um, respectivamente) debido a la
colmatacion que sufren las membranas (bloqueo de poros y formacion de torta
(Zapata, 2006)). Sin embargo, aproximadamente a las 2 h de filtracion el flujo de
permeado empieza a estabilizarse alcanzando un estado casi estacionario, incluso
cuando la alimentacion presenta un incremento considerable en la turbidez
(sistema en continuo sin purga) (Paolucci-Jeanjean et al., 2000) (Zapata, 2006)
(Amaya, 2013).

La permeabilidad promedio de estabilizacion para la membrana de 50 kDa fue de
10,1 kg/m?.h, mientras que para la membrana de 0,2 um fue 146,5 kg/m?2.h, siendo
esta ultima 14,5 veces superior con respecto a la primera. Esta alta productividad
traducida en consumo de materia prima (almidén y agua destilada), hizo que no se
pudieran mantener los mismos tiempos de experimentacion para ambas pruebas;
debido a la falta de disponibilidad de insumos (24 | de solucién para 8 h de
filtracion con la membrana de 50 kDa y 92,5 | de solucién para 5 h con la
membrana de 0,2 um).Sin embargo, los tiempos alcanzados con la membrana de
0,2 um siguen siendo superiores a los reportados en la literatura.

Por ultimo, la caracterizacion de los permeados producidos (en °Brix, %Materia
Seca, turbidez, ED y %Glucosa) revela que la calidad de los mismos no se ve
afectada de manera significativa por el diametro de poro utilizado. Al comparar
estos resultados con los obtenidos en batch por Acevedo & Parra (2013), no se
encontraron diferencias relevantes, mostrando la eficiencia de la configuracion en

continuo.
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2.4 Efecto del didmetro de poro en lafiltracién de hidrolizados producidos en

continuo durante la etapa de sacarificacion.

Se realizo el estudio del efecto del didmetro de poro en las caracteristicas de los
hidrolizados filtrados en la etapa de sacarificacion segun las condiciones descritas
en la “Fase 3”. Los resultados para °Brix, %Materia seca, ED y %Glucosa se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Rangos de variacion de °Brix, %Materia Seca, %Glucosa y ED para el
permeado obtenido durante la sacarificacion en continuo a 70°C, caudal
alimentacion 2400 I/h, pH 4,5, APw 1,5 bar, 20% p/p almidén y [ ] glucoamilasa
0,0631% p/p. Tiempo 24 h para50 kDay 7 h para 0,2 um.

Membrana Rango de Rango de variacion | Rango de variacion | Rango de variacion
variacion de °Brix | de %Materia Seca de %Glucosa* de ED
50 kDa 159-17,1 15,16 - 17,67 69,18 -71,2 89,95 -98,31
0,2 um 16,2 -17 14,88 - 17,03 39,98 - 64,19 77,25-91,05
*Base seca

Se puede evidenciar que los °Brix y %Materia seca no se ven afectados de forma
directa por los didmetros de poro utilizados. Por otro lado, al igual que en la etapa
de licuefaccién la poca variacion de éstas caracteristicas muestra que la actividad
enzimatica no disminuye de manera considerable, lo que indica que la
sacarificacion se esta realizando de forma efectiva. Asi mismo, en la Tabla 6 se
presentan los datos obtenidos para %Glucosa y ED para todos los permeados
donde se evidencia una pequefia disminucion para los filtrados obtenidos con
membrana de 0,2 um. Esto es debido a varias razones, la primera esté justificada
en el diametro de la membrana (mayor) que permite el paso de compuestos mas
grandes y la segunda en los tiempos de residencia en el reactor (1,5 h 50 kDa y 21
min para 0,2 um). A pesar de estas diferencias, los permeados siguen siendo

clasificados como hidrolizados de glucosa (clarificados).

En la Figura 9 se presentan los resultados de turbidez para los hidrolizados y sus

respectivos permeados producidos durante la etapa de sacarificacion. En esta se

38



observa que hay una disminucién de la turbidez de los permeados respecto del
alimento de por los menos un 97% evidenciando la efectividad del proceso de

filtracion para los tiempos evaluados.
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Figura 9. Turbidez de los hidrolizados y sus respectivos permeados producidos en
la etapa de sacarificacion. Tiempo 24 h para 50 kDa (a) y 7 h para 0,2 um (b).
Obtenidos a 70°C, caudal alimentacién 2400 I/h, pH 4,5, APtw 1,5 bar, 20% p/p
almidén y [ ] glucoamilasa 0,0631% p/p.

De igual forma que en la etapa de licuefaccion en continuo, se aprecia una
tendencia de aumento de la turbidez a través del tiempo para el alimento (lo que
no sucede con los filtrados) debido a la acumulacion de enzimas y almidon no
hidrolizado en la solucion de alimentacion (Vaillant et al., 2005) (Singh & Cheryan,
1998). Asi mismo, el porcentaje de retencion de enzima fue de 88,3 y 91,7% para
las membranas 0,2 um y 50 kDa, respectivamente.

En la Figura 10 se muestran las curvas de permeabilidad obtenidas en la etapa de
sacarificacion. Para la membrana de 50 kDa (Figura 10.a) se observa una
disminucion del flujo de permeado (40,8%) durante las primeras horas de filtracion.
Después de esto, se alcanza una estabilizaciéon de la permeabilidad desde la 3 h
hasta la 18 h; indicando ensuciamiento parcial de las membranas. Finalmente, se
puede notar de nuevo un descenso en el flujo a medida que transcurre el tiempo

hasta llegar a la hora 24. Esta disminucion del flujo a partir de la hora 18 se debe
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al aumento de la acumulacion de material dentro del sistema, ya que no se
realizaron purgas durante el proceso.
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Figura 10. Permeabilidad en el tiempo para la etapa de sacarificacién. Tiempo 24 h
para 50 kDa (a) y 7 h para 0,2 um (b). Obtenidas 70°C, caudal alimentacion 2400 I/h,
pH 4,5, APwv 1,5 bar, 20% p/p almidén y [ ] glucoamilasa 0,0631% p/p.

Por otro lado, para la membrana de 0,2 um (Figura 10.b) se aprecia una caida del
flujo de permeado (24%) mientras transcurre la primera hora de filtracion, luego de
esto se puede ver que se presenta una estabilizacién. La disminucién del flujo de
permeado a través del tiempo al igual que para las secciones anteriores se debe a
la colmatacién. Por otro lado, al comparar estas dos graficas se encontré que la
permeabilidad de la membrana de 0,2 um fue 190,9 kg/m2.h mientras que para la
membrana de 50 kDa fue de 35,92 kg/m?.h, siendo 5,3 veces menor esta Ultima
respecto a la primera. Al igual que en la seccidén anterior, esta alta productividad
hizo que no se alcanzaran los mismos tiempos de experimentacion para ambas
pruebas debido a la disponibilidad de materia prima (24h para 50 kDa y 7 h para
0,2 pm). Aun asi, los tiempos alcanzados con la membrana de 0,2 pum son
superiores a los encontrados en la literatura.

Ademas, las caracteristicas de los permeados producidos (°Brix, %Materia seca,

turbidez, ED y %Glucosa) no se ven afectados de manera significativa por el

diametro de poro utilizado. De igual forma que en la seccion 3.3, los resultados
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fueron comparados con los obtenidos en batch por Acevedo & Parra (2013),

siendo éstos similares entre si.

Finalmente, al comparar las membranas utilizadas tanto en la etapa de
licuefaccion como en la etapa de sacarificacion, la membrana de 0,2 pm siempre
fue mas productiva, presentd menor colmatacion y mantuvo la calidad de los
permeados de acuerdo a cada etapa. Lo anterior, permiti6 considerar este

diametro de poro para la siguiente fase de estudio.

2.5 Estudio del proceso en continuo considerando una sola etapa de

hidrélisis e integrando tecnologia de membranas.

Se analizé el proceso de produccion de hidrolizados en continuo y en una sola
etapa con la integracion de tecnologia de membranas segun las condiciones

descritas en la “Fase 4”.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de °Brix, %Materia seca, %Glucosa y ED
para los permeados obtenidos usando la membrana de 0,2 pum.

Tabla 7. Rangos de variacion de °Brix, %Materia Seca, %Glucosa y ED para el
permeado obtenido durante la hidrdlisis en continuo en una sola etapa a 75°C,
caudal alimentacion 2400 I/h, pH 4,5, APy 1,5 bar, 20% p/p almidén, [ ] a-amilasa
0,028% y glucoamilasa 0,0315% p/p. Tiempo 7 h para 0,2 pm.

Membrana Rango de variacion | Rango de variacion | Rango de variacion Rango de
de °Brix de %Materia Seca de %Glucosa* variacion de ED
0,2 um 15,5-16,8 15,8-17,7 34,4-55,5 70,3 -88,3
*Base seca

Al comparar los resultados de esta tabla con los obtenidos en la seccion 2.2 que
tratan sobre la hidrélisis en batch en una sola etapa (°Brix entre 15,4-17; %Materia
seca entre 16-17,7; %Glucosa entre 44-66 y ED entre 88-98,5), se puede observar

gue al utilizar mezcla de enzimas para realizar la hidrolisis en continuo en una sola
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etapa, se obtienen resultados similares para °Brix y %Materia seca. Sin embargo,
aunque se presenta una ligera disminucion en %Glucosa y ED debido a la
diferencia en los tiempos de residencia (1 h batch; 21 min continuo), se siguen

obteniendo jarabes de glucosa.

Por otro lado, la configuracion en continuo mostré una marcada diferencia en la
productividad debido a que se lograron distanciar los tiempos de parada
(relacionados con carga, descarga y limpieza). Lo anterior, permiti6 obtener
alrededor de 140 | de jarabe en 7 h de reaccion/filtracion continua, en contraste a
la configuracién en batch, en donde solo se logré producir 8 | para el mismo
tiempo; considerando un volumen en el reactor de 8 | para las dos

configuraciones.

En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos de turbidez y permeabilidad
para la hidrélisis en una sola etapa. De la Figura 11.a se observa la disminucién
de la turbidez de todos los filtrados respecto al alimento de por lo menos un
95,8%, resaltdndose nuevamente la eficiencia del proceso de clarificacion con este

diametro de poro. Lo anterior, se puede apreciar visualmente en la Figura 12.a.
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Figura 11. Turbidez (a) y Permeabilidad (b) obtenidos durante la hidrélisis en
continuo en una sola etapa a 75°C, caudal alimentacién 2400 I/h, pH 4,5, APt 1,5
bar, 20% p/p almidon, [ ] a-amilasa 0,028% y glucoamilasa 0,0315% p/p. Tiempo 7 h
para 0,2 pm.
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Asi mismo, se observa la tendencia de aumento de la turbidez en el tiempo, lo cual
no sucede en los permeados (apreciable visualmente en las Figuras 12.b y 12 c.).
Es importante mencionar que este aumento en la turbidez no afectd la

permeabilidad, aun en presencia de un sistema en continuo sin purgas.

En la Figura 11.b se observa un descenso del 35,4% en la permeabilidad
(comportamiento normal en todo sistema de filtracion con membranas) durante la
primera hora de filtracion, alcanzando un valor de estabilizacién de 161,13 + 3,8
kg/m2.h. Este tipo de comportamiento ha sido evidenciado en la literatura por
Paolucci-Jeanjean et al. (2000), Amaya (2013), Zapata (2006), Singh & Cheryan
(1997), Gaouar et al. (1998), Almandoz et al. (2010), quienes mostraron tiempos

de estabilizacién entre 1y 2 h.
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Figura 12. Muestras de un hidrolizado y su filtrado (a) evolucién de muestras en el
tiempo, de la alimentacion (b) y del filtrado (c), obtenidas durante la hidrélisis en
continuo en una sola etapa a 75°C, caudal alimentacién 2400 I/h, pH 5, membrana de
0,2 um, APwv 1,5 bar, 20% p/p almidén, [ ] a-amilasa 0,028% y glucoamilasa 0,0315%
p/p, durante 7 h.

Finalmente, se evalud el %retencion de enzima para el diametro de poro utilizado
(0,2 um), encontrandose valores por encima del 88% de retencion. Los resultados
sugieren que es posible la realizacion de hidrélisis y clarificaciébn en continuo,
utilizando mezclas de enzimas a bajas concentraciones y membranas con
diametro de poro de hasta 0,2 um, manteniéndose la calidad de los jarabes de

glucosa producidos.
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3. CONCLUSIONES

7¥Se llevd a cabo la hidrolisis del almidén en una sola etapa con mezcla de
enzimas en batch sin mayores inconvenientes. Las caracteristicas de los
hidrolizados y sus respectivos permeados (°Brix entre 15,4-17; %Materia seca
entre 16-17,7; %Glucosa entre 44-66 y ED entre 88-98,5) no se vieron
afectadas de manera significativa con las distintas concentraciones de enzima
evaluadas en mezcla (a-amilasa: 0,028%p/p-0,112%p/p; glucoamilasa:
0,0315%p/p-0,126%p/p). Estos resultados permitieron trabajar con las menores
concentraciones de enzima en una sola etapa, lo que redujo tiempos de

proceso y reduciria costos de produccion.

¥Tanto para licuefaccion como para sacarificaciéon en continuo, los resultados
obtenidos evidencian que es posible trabajar con un diametro de poro de 0,2
um, sin que ello conlleve a una disminucion de las caracteristicas de los
productos aumentando su productividad 5,3 veces para licuefaccion y 14,5
veces para sacarificacion, comparada con la membrana de 50 kDa que es el
diametro de poro mas reportado en la literatura. Ademas, se obtuvieron
hidrolizados clarificados de excelente calidad en términos de turbidez

representado en una reduccién en su valor de al menos un 94%.

/¥ Se logré alcanzar satisfactoriamente el objetivo general de este trabajo de
investigacién, que consistia en la produccion de jarabes de glucosa en
continuo y en una sola etapa utilizando tecnologia de membranas. Ademas, se
comprobaron las ventajas de utilizar una configuracion en continuo respecto a
una en batch, ya que se prolongan los tiempos de procesamiento, haciendo
gue se distancien los tiempos de parada requeridos para limpieza y carga del
reactor (de 1,25 h a 8 h), manteniendo la calidad del producto (°Brix entre 15,5-
16,8; %Materia seca entre 15,8-17,7; %Glucosa entre 34,4-55,5 y ED entre
70,3-88,3) y aumentando la productividad del sistema para los mismos 8 | de
volumen de reaccion (se obtuvieron 8 | de hidrolizado en batch con respecto a

los 140 | en continuo).
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4. RECOMENDACIONES

/¥ Evaluar el sistema en continuo realizando purgas al mismo, considerando
igualmente un control de nivel que facilite mantener constante el volumen del
reactor.

¥ Proponer un procedimiento para evaluar la actividad enzimatica y asi permitir
un seguimiento mas exhaustivo de la hidrolisis durante las pruebas en
continuo.

/¥ Se recomienda realizar estudios en continuo a diferentes condiciones de
operacion enfocandolos, hacia el analisis de la influencia de la concentracion

en el proceso.
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ANEXOS

Anexo A. Determinacion de la permeabilidad al agua de las membranas

Se realizaron pruebas de filtracion al agua (segun condiciones descritas en la
“Fase cero”) utilizando los pilotos de ultrafiltracion batch y continuo, con el fin de
determinar la permeabilidad inicial de las membranas de 50 kDa y 0,2 um. En la
Tabla 8 se muestran las permeabilidades promedio para todos los lavados
realizados. Se puede evidenciar que al utilizar un diametro de poro mas grande la
permeabilidad es mayor. Asi mismo, al comparar las permeabilidades después de
cada lavado, éstas presentaron ciertas fluctuaciones (Figura 12), lo cual es
normal cuando se trabaja con este tipo de membranas. Las pruebas de
permeabilidad son necesarias para asegurar la limpieza de las mismas después
de su uso.

Tabla 8. Permeabilidad promedio al agua para las membranas de 50 kDa y 0,2 pum.
Medida a 40 °C y AP+v 2 bar después de 10 min de filtracion.

Permeabilidad Promedio [kg/m”2*h]
Membrana -
Batch Continuo
50 kDa 512,5 +30,62 400,6 +18,69
0,2 um 1210 +141,65 1585,2 +186,06
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Figura 13. Permeabilidad al agua para las membranas de 50 kDa y 0,2 um, después
de 20 min de filtracién a 40 °C, caudal de alimentacion 2400 I/h y APtv 2 bar, para
los lavados después de cada prueba. Pilotos de filtracion batch (a) y continuo (b).
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